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RESUMEN

En los sistemas de siembra directa, la ubicacion de los residuos sobre la superficie del suelo
y su baja calidad, surgen como limitantes para el secuestro de carbono (C). La inclusién de
leguminosas como cultivo de cobertura (CC) seria una estrategia posible para favorecer la
captura de C en estos sistemas. Sin embargo, resulta necesario profundizar acerca de las
relaciones entre los procesos de mineralizacién e inmovilizacion de manera tal de poder
reconocer la conexion entre el metabolismo del C y nitrégeno (N) del suelo y sus cambios a
través de la descomposicion del pool de biomasa microbiana del suelo. Los objetivos
planteados fueron: cuantificar el C y N organico en diferentes compartimientos de sus ciclos,
obtener informacién acerca de condiciones ambientales y calidad de residuos que determinan
la mineralizacion neta de N, evaluar el efecto de la rizésfera y disponibilidad de N sobre la
composicion de la poblacidén microbiana, evaluar la respuesta de las poblaciones bacterianas
y fungicas a sustratos con diferente calidad y evaluar la disponibilidad de N fijado por la vicia
sobre el cultivo sucesor. Los tratamientos testeados fueron: centeno, centeno + 40N; vicia;
vicia-centeno y un testigo sin CC. Se cuantifico la productividad total de los cultivos de la
rotacion (aérea y raices), residuos, fracciones de la MOS a 0-6 y 6-12 cm de profundidad (> y
< 53 ym, biomasa microbiana y MO soluble), temperatura (5 y 10 cm), humedad, nitratos y la
composicion de la comunidad microbiana del suelo. La biomasa de raices fue el sustrato que
mejor explicd las variaciones observadas en la biomasa microbiana del suelo. Mayor
disponibilidad de agua (45-50% poros llenos de agua) y temperaturas por debajo de los 25°C
durante el mes de diciembre tuvieron un efecto retroalimentador positivo sobre la biota del
suelo. La biomasa microbiana alcanzo valores maximos de capacidad de carga evidenciando
un estado aparente de equilibrio. Para un suelo Paleustol petrocalcico con un nivel de CO del
1,5%, se necesitan 102 g C-raices m2y 3,7 g N-raices m= para sostener y mantener estable
la biomasa microbiana con un contenido de C y N de 20,1 y 1,9 g m2. Cuando el sistema
estuvo limitado por N (secuencia centeno-sorgo), sostener en el tiempo altos niveles de carga
microbiana implicd la pérdida de N de la materia organica particulada y asociada a las
particulas minerales del suelo que se correspondié con la pérdida de COS. La inclusion de la
vicia, sola o consociada, mejoré la calidad de los residuos de la rotacion e impactd
positivamente sobre el cultivo sucesor. La leguminosa contribuyé con 31y 112 kg N ha' por
fijacion bioldgica el primer y segundo afio de la experiencia. Una mayor disponibilidad de N
en el sistema se tradujo en un incremento de la tasa de ciclado de nutrientes y en
consecuencia mayor secuestro de C total en ambas profundidades de suelo y mas N en los
primeros 6 cm del perfil. Ademas, la comunidad microbiana del suelo sufrié cambios en el muy
corto plazo hacia una poblacién dominada por bacterias. En cambio, secuencias con residuos

de menor calidad evidenciaron una sucesion microbiana de una comunidad inicial dominada
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por hongos a una dominada por bacterias luego de tres afios de efectos acumulados. Los
resultados de esta experiencia demuestran el rol fundamental del N sobre el ciclado de

nutrientes por la biota del suelo y el secuestro de C y N en la MOS.
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ABSTRACT

In no-till systems, litter position on soil surface and its low quality represent a limiting step for
C sequestration (C). The inclusion of legumes as cover crops (CC) would be a possible
strategy to improve C capture in these systems. However, it is necessary to study the
relationships between mineralization and immobilization to allow us to recognize the link
between soil C and N metabolism and its changes through microbial biomass pool
decomposition. The objectives of this study were to quantify organic C and N in different
compartments of their cycles; to obtain information about environmental conditions and residue
quality that define N net mineralization rate; to assess rhizosphere effect and N availability on
microbial biomass composition, to assess the response of bacterial and fungal populations
with different quality substrate and to calculate the contribution of biologically fixed N by vetch
on the following crop. The treatments tested were: rye, rye + 40N; vetch; vetch-rye and a
control without CC. Total productivity of crop rotations (aerial biomass and roots), soil organic
matter fractions at 0-6 cm and 6-12 cm depth (> and <53 ym carbon and nitrogen, microbial
biomass and dissolved organic matter), temperature (at 5 and 10 cm depth), moisture, nitrates
and soil microbial community composition were quantified. Root biomass was the substrate
that best explained the variations in soil microbial biomass. Water availability (45-50% water-
filled pore space) and temperatures below 25°C during December had a positive feedback on
soil biota. Soil microbial biomass at 0-6 cm depth reached maximum values of carrying
capacity demonstrating an apparent steady state. For a petrocalcic Paleustoll, with a CO level
of 1,5%, it required 102 g C-roots m= and 3,7 g N-roots m~ to support and maintain an stable
microbial biomass containing 20,1 g C m-2 and 1,9 g N m=2. N limited systems (rye-sorghum
sequence) showed loss of particulate and mineral-associated organic N to sustain high levels
of microbial biomass over time, which was associated with loss of carbon. Including vetch as
a CC, alone or consociated, improved litter quality of the sequence and affected succeeding
crop vyield positively. The legume contributed with 31 and 112 kg ha™ of biologically fixed N in
the first and second years of the experience respectively. Greater N availability in the system
increased the rate of nutrient cycling (net N mineralization rate) and consequently sequestered
more C in both depths and more N within 0-6 cm depth. In addition, soil microbial community
changed in the very short term to a population dominated by bacteria. However, sequences
with lower litter quality showed a microbial succession of an initial community dominated by
fungi to a community dominated by bacteria after three years of cumulative effects. The results
of this experience demonstrate the fundamental role of N to enhance nutrient cycling by soil

biota that favor C and N sequestration in SOM.
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1) Introduccion

La creciente preocupacion por el cambio climatico global y el incremento de la concentracion
de gases de “efecto invernadero”, ha impulsado al estudio de los suelos como reservorio de
carbono organico debido a su importancia en el balance global de C. Si bien los esfuerzos
han sido orientados principalmente hacia la cuantificacién de efectos debido a cambios en el
uso y manejo de los suelos (Moscatelli et al., 2007; Kirschbaum et al., 2008); resulta necesario
profundizar acerca de los procesos subyacentes y los mecanismos que controlan los niveles

de carbono organico del suelo en sistemas agricolas bajo siembra directa.

El término “secuestro” se refiere al ingreso de carbono en el suelo, su transformacién a materia
organica y estabilizacion a largo plazo. Los procesos que involucra son principalmente
bioquimicos y bioldgicos, mientras que los mecanismos de estabilizacion son del tipo fisico-
quimicos. Estas transformaciones ocurren dentro de la matriz del suelo, en la interfase
residuo-suelo y también sobre los mismos residuos que se van acumulando en superficie.
Estos “habitats” condicionan de manera diferencial la disponibilidad de energia y nutrientes
para la actividad bioldgica, y por ende, para la formacién de compuestos organicos e
inorganicos producto de su metabolismo. La comunidad microbiana habitante del suelo, puede
ocupar distintos “microhabitats” dentro de la matriz del suelo, y tanto su biomasa como los
productos de su actividad se encuentran sujetos a procesos de proteccion fisica (Elliott, 1986;
Hassink, 1997; Six et al., 2000b; Sgrensen, 1972; Tisdall and Oades, 1982). Se proponen 3
mecanismos por los que ocurre la estabilizacion del C y N en el suelo. La oclusion fisica dentro
de los agregados (Elliott, 1986; Six et al., 2000b; Tisdall and Oades, 1982), las interacciones
quimicas con minerales de arcilla (Hassink, 1997) y la bioquimica recalcitrante (Krull et al.,
2003). Estos procesos favorecen la estabilizacion de compuestos organicos de diferente
“labilidad” y esto ocurre en mayor o menor grado de acuerdo a la genética del suelo, es decir,
su textura, la mineralogia de las arcillas y la concentracion de iones polivalentes que actuarian
como “puentes” para la formacion de complejos 6rgano-minerales (Bronick and Lal, 2005;
Indraratne et al., 2007; Litzow et al., 2006; Sanderman et al., 2014; Six, 2004). En suelos
evolucionados sobre material parental loessico como los Molisoles de la Regién Pampeana,
los cationes polivalentes que cumplen esta funcidén son calcio y magnesio, en cambio, en
Oxisoles de regiones tropicales el hierro y el aluminio forman los puentes entre coloides
organicos y minerales (Camargo et al., 2013). Debido a que en los suelos Molisoles los
materiales organicos son los principales agentes cementantes, la jerarquia de agregados es
mas prominente (Denef et al., 2001). Como consecuencia, la dinamica de la materia organica
se encuentra intimamente relacionada con la dindmica de los agregados (Jastrow et al., 2007).
La evidencia actual indica que los microagregados se forman dentro de los macroagregados



(Figura 1) a medida que se descompone la materia organica particulada derivada
principalmente de las raices (Angers et al., 1997; Gale et al., 2000a; Golchin et al., 1994; Six
et al., 2000b). Del mismo modo, los microagregados pueden estabilizarse por la deposicion
de subproductos microbianos y la condensacion de humatos para formar complejos con las
particulas minerales, y por la descomposicion de restos organicos dentro de los

microagregados (Golchin et al., 1994).
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Figura 1: Representacion esquematica de la teoria de jerarquia de agregados. Adaptado de
Jastrow et al. (2007). Modelo conceptual de la formacion y ciclado de microagregados (basado en
(Gale et al., 2000; Golchin et al., 1994; Six et al., 2000a). Los estadios ilustrados son (a) residuos y
raices fragmentados y descompuestos que se incrustan con las particulas minerales del suelo
formando microagregados; (b) la descomposicion continua pero a una tasa lenta debido a la proteccion
fisica; los microagregados se estabilizan; (c) la descomposicion desacelerada y el intimo contacto con
las particulas minerales del suelo en microagregados estables permite que la materia organica se
humifique o sea quimicamente protegida por la asociaciéon con la fraccion mineral; (d) los agentes
aglutinantes se descomponen lo suficiente para que el agregado sea desestabilizado; la fraccion
mineral enriquecida con nuevas asociaciones organo-minerales se encuentra disponible para su
incorporacion en nuevos microagregados.

Los compuestos que se producen tanto en la interfase residuo-suelo como en los mismos
residuos constituyen una fuente de entrada de carbono y nitrégeno al suelo (Kandeler et al.,
1999), y también se encuentran sujetos a procesos de asimilacidon bioldgica, adsorcion a
particulas coloidales o lixiviacion. Los productos microbianos resultantes de su metabolismo
pueden actuar como agentes aglutinantes o cementantes (“binding agents”) en la formacién
de nuevos agregados (Pronk et al., 2013). Chenu y Cosentino (2011), proponen que la alta
tendencia de estas macromoléculas a adsorberse sobre la superficie mineral (alta afinidad y
baja reversibilidad) y su efecto puente entre particulas minerales constituyen los mecanismos



que explicarian su rol como agentes agregantes. Si bien, la habilidad de producir estos
polisacéaridos es una caracteristica ampliamente distribuida entre bacterias, hongos y algas
(Chenu, 1995), aparentemente los polisacaridos de alto peso molecular y con la habilidad de
formar redes pluri-moleculares serian mas efectivos (Czarnes et al., 2000). Otro mecanismo
de estabilizacion de agregados que se encuentra mediado por la accion de los
microorganismos involucra la formacion de redes de hifas sobre la superficie de los agregados
(“physical entanglement of soil particles”) (Tisdall y Oades, 1982). La fuerza de adhesion de
las hifas a las particulas de suelo, su fuerza de traccion y la arquitectura de la red miceliar
dentro de la matriz del suelo han sido propuestos como factores influyentes sobre la
agregacion, sin embargo, existe poca informacion acerca de las propiedades mecanicas de
los hongos (Chenu y Cosentino, 2011). Dadas las caracteristicas morfolégicas de los hongos
se sugiere que podrian ser mas efectivos en generar cambios en la estructura del suelo y su
estabilidad, y es por ello, que la relacién hongos/ bacterias ha sido utilizada como indicador
del impacto de diferentes manejos o usos del suelo. Por otra parte, las raices, conforme su
crecimiento, colonizan los macroporos del suelo y debido a la presion que ejercen va
ocurriendo la formacion de nuevos canales. Los exudados de raices no solo estimulan la
actividad biologica en la rizosfera, sino también, pueden actuar como agentes cementantes
favoreciendo la agregacion del suelo (Shahzad et al., 2015). Como resultado de todos estos
procesos ocurre un balance positivo a favor de la acumulacién de materia organica
estabilizada dentro y entre agregados del suelo. Six et al., (2000) explican la estabilizacion del
carbono en siembra directa como la consecuencia de una menor tasa de ciclado de
macroagregados que favorece la formaciéon de nuevos microagregados en los cuales el
carbono es secuestrado a largo plazo. Esta propuesta cambia el paradigma anterior en el que
se asumia que la materia organica estabilizada eran fracciones quimicamente recalcitrantes
(compuestos aromaticos resistentes) que formaban los complejos 6rgano-minerales de los

microagregados (Tisdall y Oades, 1982).

Debido a la complejidad que reviste el estudio de los procesos que conllevan al secuestro de
carbono y nitrégeno en el suelo, resulta necesario utilizar un enfoque holistico para abordar
su estudio. Si bien los modelos resultan una simplificacion de la realidad, son una herramienta
util para comprender el funcionamiento de un sistema. Se han desarrollado un gran nimero
de modelos para explicar la dinamica del carbono en el suelo. La mayoria de los modelos
clasicos asume que la descomposicion de la materia organica del suelo esta explicada por
una cinética de primer orden donde cada pool posee un valor “K” que define su calidad
(Chertov y Komarov, 1997; Molina et al., 1990; Parton et al., 1987; Van Veen et al., 1984). Los
modelos actuales amplian esta vision del sistema asumiendo que la dinamica de la materia

organica del suelo es una funcion no solo de su calidad sino también del crecimiento



microbiano resultante del balance entre el carbono que ingresa producto de la descomposicion
y lo que los microorganismos invierten para su mantenimiento y produccion de enzimas
(Manzoni et al., 2008, 2004; Schimel y Weintraub, 2003; Xu et al., 2014). La cinética deja de
ser de primer orden y comienzan a observarse modelos hiperbdlicos del tipo Michaelis-
Menten. No sdlo el hincapié se hace sobre el carbono sino también sobre el nitrégeno y la
conexion entre ambos ciclos biogeoquimicos (Lawrence et al., 2009; Li et al., 2014; Manzoni
et al., 2004; Porporato et al., 2003). A pesar de esta evidente complejizacion, estos modelos
en general toman en cuenta a los residuos como un “pool total” sin discriminar entre fracciones
o compartimientos que difieren en cuanto al contacto con la matriz del suelo. Sin embargo,
recientemente el efecto del contacto con la matriz del suelo sobre la descomposicién ha sido
jerarquizado (Garnier et al., 2008), y por ende, la importancia de la contribucién que realizan

las raices a la materia organica del suelo (Katterer et al., 2011; Kong y Six, 2012).

La relacién entre el aporte de residuos, la materia organica del suelo y la biomasa microbiana
se ha convertido en un tema central para comprender el funcionamiento de los ecosistemas
terrestres (Anderson y Domsch, 2010), y actualmente, se reconoce la importancia de la
cantidad de residuos aportados y su efecto sobre el crecimiento microbiano para el secuestro
de carbono (Bradford et al., 2013). El uso de la siembra directa como practica de manejo
conservacionista y la inclusién de cultivos de cobertura en la rotacién podrian ser posibles
estrategias a implementar en sistemas agricolas para reducir las pérdidas de carbono y
capturar nutrientes durante los meses invernales (Daliparthy et al., 1994). Sin embargo, poco
se conoce acerca de la contribucion relativa de los residuos en superficie y las raices en la
acumulacion de carbono en el perfil bajo siembra directa y su compartimentacion en la materia
organica del suelo. Gale et al. (2000) sugieren que los efectos beneficiosos de la siembra
directa en la acumulacion de carbono organico del suelo se deben principalmente al aumento

de la retencion de carbono derivado de las raices.

Tanto los residuos, como los exudados de raices y el reciclado de la biota del suelo
constituyen las fuentes principales de C y N de la materia organica soluble del suelo (Kalbitz
et al., 2000). La mayor proporcién de exudados de raices en términos de masa corresponden
a compuestos de alto peso molecular como mucilagos (polisacaridos) y proteinas, aunque
también se encuentran aminoacidos, acidos organicos, azucares y metabolitos secundarios
de menor peso molecular (Badri y Vivanco, 2009; Haichar et al., 2014). Los polisacaridos
estructurales de las paredes de las bacterias (peptidoglicano) y los hongos (quitina)
constituyen un aporte importante de nitrdgeno a este pool (N-acetil-glucosamina) al igual que
los productos de la descomposicion de los residuos (Zhou et al., 2015). El tamafio de este

sub-compartimento de la materia organica y su disponibilidad como sustrato para la biota del



suelo (Blagodatsky et al., 2011) son criticos para el flujo de nutrientes en sistemas agricolas
(Gregorich et al., 2003). Si bien la materia organica soluble representa una fraccion
relativamente pequefia (0,04%-0,2%) del total de la materia organica del suelo, cumple un rol
importante en procesos claves del suelo y como sustrato para la actividad microbiana
(Cookson et al., 2005; Farrell et al., 2014; Kalbitz, 2003; McDowell, 2003; Qualls y Bridgham,
2005). Como gran parte de las formas organicas que se encuentran en la solucion del suelo
son polimeros, deben ser hidrolizados a monémeros para poder ser asimilados por la biota
del suelo (“direct route”), o en el caso de los compuestos de bajo peso molecular, pueden ser
mineralizados a amonio (“MIT route”) (Geisseler et al., 2010). Esta hidrdlisis la llevan a cabo
enzimas extracelulares que son producidas y excretadas por los microorganismos del suelo.
Estas reacciones que controlan la mineralizacién del N se encuentran sujetas a procesos de
regulacion, de manera tal que la presencia de sustrato induce la activacién de las enzimas
involucradas como también se sugiere que la presencia de los productos finales puede
suprimir su actividad (Allison y Vitousek, 2005; Geisseler y Horwath, 2008; Weintraub y
Schimel, 2005). Sin embargo, también se ha reportado la produccion de enzimas
extracelulares constitutivas como proteasas (Haab et al., 1990; Kalisz, 1988), quitinasas
(Felse y Panda, 1999) y muramidasas (Grant et al., 1990; Lincoln et al., 1997) cuyas

reacciones son independientes de la presencia del sustrato o de los productos finales.

El N soluble del suelo ha sido utilizado como un indicador de mineralizacién de N en el suelo
(Cookson y Murphy, 2004; Cookson et al., 2008; Ros et al., 2011). Este se origina a partir de
los lixiviados de residuos de plantas, de origen microbiano, exudados de raices, y la hidrélisis
de la materia organica del suelo (Haynes, 2005). Su dinamica esta controlada por los procesos
de mineralizacién-inmovilizacion, adsorcién-desorcion y precipitacion-solubilizacion (Kalbitz,
2001; Qualls y Bridgham, 2005; Qualls, 2000). Este pool esta compuesto por moléculas de
bajo peso molecular (aminoacidos y proteinas) que son utilizadas rapidamente por los
microorganismos y por moléculas de alto peso molecular (ej. sustancias himicas), con un
ciclado mas lento (Jones et al., 2004). Aparentemente L-péptidos dominarian el flujo de N a
través de la solucion del suelo, y tanto las plantas como los microorganismos, tendrian la
capacidad de utilizar esta fuente de N (Bardgett et al., 2003; Hill et al., 2012). Existe evidencia
cada vez mas convincente que los pequefios péptidos liberados al inicio de la descomposicién
de las proteinas serian los sitios de mayor competencia por N entre microorganismos y plantas
(Farrell et al., 2012, 2011; Hill et al., 2011a, 2011b, 2011c). Los microorganismos del suelo,
que se encuentran limitados en primer instancia por carbono, serian capaces de responder
rapidamente a un flujo transitorio de compuestos nitrogenados solubles para satisfacer su
demanda de carbono (Farrell et al., 2014; Geisseler et al., 2010). Si bien el N soluble

representa un pool significativo en la mayoria de los ecosistemas, en comparacion con el N



inorganico (NOs~ y NH4*), poco se conoce acerca de los factores que controlan la

concentracion y su destino en el suelo (Christou et al., 2006).

La ubicacion de los residuos sobre la superficie del suelo en los sistemas bajo siembra directa
(menor contacto residuo-suelo-microorganismos) y la baja calidad de los residuos (alta C/N)
surgen como limitantes para la transformacion de los mismos a materia organica del suelo. El
aporte de importantes volumenes de carbono de los cereales invernales como cultivos de
cobertura, podria contribuir ain mas a la acumulacién de residuos en superficie (Poeplau y
Don, 2015). En este sentido, los microorganismos del suelo cumplen un rol fundamental al
descomponer la materia organica presente y aportada al suelo permitiendo el ciclado de
nutrientes y evitando que los componentes organicos se acumulen indefinidamente en el
suelo. Al parecer los hongos podrian colonizar la capa superficial de residuos como
consecuencia de su capacidad de extension de las hifas pudiendo de esta manera translocar
el nitrégeno inorganico del suelo hacia el estrato de material vegetal con baja disponibilidad
de nitrégeno (Beare et al., 2007; Frey et al., 2000; Holland y Coleman, 1987). La inclusion de
leguminosas en la rotacion seria una estrategia posible para favorecer la captura de carbono
en estos sistemas (Paustian et al., 1992; Sisti, 2004; Urquiaga et al., 2002), sin embargo, no
resulta claro el rol del nitrégeno como limitante de la captura de carbono proveniente de los
residuos (Gardenas et al., 2011; Kirschbaum et al., 2008).

La inclusion de los cultivos de cobertura plantea una rotacion de cultivos mas intensiva, que
no solo aumentaria el ingreso de carbono al suelo con un mayor aporte de raices sino también,
incrementaria la biomasa microbiana favoreciendo la continuidad de su actividad en el suelo
debido a una mayor disponibilidad de compuestos organicos en la rizésfera derivados de la
raiz (carbohidratos solubles) a lo largo del afio (Djigal et al., 2012; Lehman et al., 2012).
Lupwayi et al. (1999) observaron que los niveles de biomasa microbiana fueron mayores
cuando las leguminosas fueron incluidas en la rotacidon como cultivos de cobertura, respecto
de rotaciones con barbecho. Similares resultados fueron observados por Gude et al. (2012).
Por otro lado, cambios en la calidad de los residuos debido a la incorporacion de leguminosas
también modificarian la presencia de comunidades microbianas del suelo. Al respecto,
(Bossuyt et al., 2001) sugieren que la biomasa de hongos puede verse favorecida por la
presencia de residuos de baja calidad mientras que la poblacién bacteriana predominaria en
presencia de residuos de alta calidad (Kramer et al., 2012). Estos cambios en la abundancia
relativa y la actividad de hongos y bacterias afectarian significativamente el ciclado de carbono

y su almacenamiento en los distintos sub-compartimentos de la materia organica del suelo.



Otra consecuencia esperable, de aplicacion practica, producto de los cambios en la relacion
C/N de los residuos se veria reflejada en cambios en las tasas de mineralizacion de N,
afectando la disponibilidad del elemento para el cultivo sucesor (Agren et al., 2013;
Oelbermann y Echarte, 2011; Kramberger et al., 2009; Ranells y Wagger, 1997; Jagadamma
et al., 2014). La capacidad potencial de las leguminosas de fijar N de la atmosfera
biolégicamente y la habilidad del centeno de captar y conservar el N inorganico residual del
suelo favorecerian la disponibilidad de N al momento de mayor demanda del cultivo sucesor
disminuyendo las pérdidas por lixiviacion (Zotarelli et al., 2009). Este aporte de N al cultivo

sucesor podria reducir los requerimientos de fertilizacion nitrogenada.

Actualmente el concepto desarrollado por Cambardella y Elliott (1994) de fracciones de
materia organica relacionadas con diferentes tamafos de particulas es el mas aceptado en la
disciplina. Las fracciones que consideran son el carbono organico particulado asociado a la
fraccion > 53 um, que refleja el material vegetal recién incorporado al suelo y la fraccion mas
estabilizada asociada a las particulas minerales que se halla en el tamafio < 53 ym. La materia
organica asociada a las particulas del tamafo de las arcillas y los limos (ej. sesquioxidos y
silicatos) proveen una mayor superficie de contacto y numerosos sitios donde la materia
organica puede ser adsorbida por intercambio o uniones puente con cationes polivalentes. En
cambio, la MOS asociada a la fraccion de arenas exhibe una débil afinidad a unirse a la
superficie de dichas particulas (Sposito et al., 1999). Por lo tanto, la asociaciéon de las
particulas y el arreglo espacial que conforman condicionan la distribucion de la MOS en el
suelo restringiendo su accesibilidad para la biota del suelo (Lagomarsino et al., 2011). En
funcién del mecanismo de estabilizacién que opere las fracciones de la materia organica
también pueden definirse como fracciones activas, lentas o pasivas segun su vida media en
el suelo que puede abarcar entre dias y hasta siglos (Quiroga y Studdert, 2015). La fraccion
particulada de la materia organica representa un reservorio de nutrientes para las plantas
(Galantini y Rosell, 1997), y ademas, es sustrato para la biota del suelo (Barrios et al., 1996;
Gregorich et al., 1994; Hassink, 1995; Phiri et al., 2001; Salas et al., 2003). Esta fraccién ha
sido utilizada como un indicador de cambios en el corto plazo asociados al manejo del suelo
(Carter y Gregorich, 2010; Gale et al., 2000a; Quiroga et al., 1996; Wander y Yang, 2000). En
los sistemas agricolas en particular, la implementacién de practicas de manejo
conservacionistas como la siembra directa aparentemente incrementaria los niveles no sélo
de materia organica particulada sino también la asociada a la fraccion mineral del suelo
(Wander y Yang, 2000). Similares resultados se han evidenciados cuando se incluyeron
cultivos de cobertura en la rotacion (Bayer et al., 2001). Estudios recientes demuestran que la
materia organica particulada derivada de los residuos de raices tendria un rol mas importante

en la estabilizacién de los agregados en el corto plazo que la proveniente de los residuos



acumulados sobre la superficie del suelo (Carter y Gregorich, 2010; Gale et al., 2000a; Mazzilli
et al., 2015; Six et al., 2002). Sin embargo, otros autores sugieren que la acumulacién de C

se encontraria distribuida al azar dentro de los agregados del suelo (Urbanek et al., 2011).

Cada vez hay mas conciencia del impacto del ciclo del nitrégeno sobre el ciclo del carbono en
el suelo, sin embargo, el alcance de esta interaccion y las implicancias sobre la dindmica de
la materia organica del suelo es aun objeto de debate (Knicker, 2011). La disponibilidad de N
organico del suelo no solo determina la fertilidad de un suelo sino que también condiciona la
cantidad de MOS y su velocidad de ciclado. Chivenge et al. (2011) encontraron que residuos
de baja calidad favorecieron el secuestro de C y N en los macroagregados del suelo en el
corto plazo (3 afios) en comparacion con los de alta calidad. Sin embargo, la combinacion de
residuos de baja calidad con una fuente de N (urea) evidencié una menor agregacion del suelo
como consecuencia de la descomposicion y pérdida de CO y N del suelo debido a un ciclado
mas veloz de los agregados. En cambio, McDaniel et al. (2014a), observaron que una rotacion
de cultivos mas intensiva por la inclusion de CC incremento el stock de C y N de la biomasa
microbiana del suelo y también los niveles de C y N del suelo. Sumado a ello, Dinesh et al.
(2004) observaron que la utilizaciéon de una leguminosa como CC incremento los niveles de C
y N del suelo asociado a una mayor actividad biolégica del suelo, y en consecuencia, mayor
ciclado de nutrientes, sin embargo, estos autores no determinaron la compartimentacion de la

materia organica del suelo.

En base a los antecedentes presentados, resulta necesario profundizar acerca de las
relaciones entre los procesos de mineralizacion e inmovilizacién de manera tal de poder
reconocer la conexion entre el metabolismo del C y N del suelo y sus cambios a través de la
descomposicion del pool de biomasa del suelo. La biomasa microbiana es un componente
bioldgico clave que afecta la descomposicién de los residuos, el ciclado de nutrientes y el
secuestro de C, y por lo tanto, deberia reflejar los cambios en la relacién entre estos procesos.
Se propone el siguiente modelo conceptual de flujo de C y N a modo de poder aportar
conocimientos acerca del rol del N como limitante del secuestro de C en suelos bajo SD y la

intervencion de los microorganismos en la dinamica de la materia organica (Figura 2):
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Figura 2: Modelo conceptual de flujos de C y N edaficos (MOP: materia organica particulada;
MOM: materia organica asociada a la fracciéon mineral de suelo).
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2) Hipotesis a probar y predicciones

1. La inclusion de los CC en la rotacion con sorgo bajo SD representa un mayor aporte de

residuos y de raices favoreciendo la actividad biologica del suelo.

La inclusion de CC en la rotacién con cultivos de verano bajo SD incrementara el ingreso de
C (por el aporte los residuos y de raices) y aumentara la biomasa microbiana del suelo
favoreciendo la continuidad de su actividad a lo largo del afio debido a una mayor

disponibilidad de compuestos organicos en la rizésfera.

2. La utilizacién de vicia como CC contribuye a mejorar la calidad de los residuos de la rotacion

y su descomposicion.

La utilizaciéon de vicia como CC reducira la relacion C/N de los residuos y favorecera el flujo

de nutrientes, predominando el proceso de mineralizacion del N.

3. La calidad de los residuos también afecta la estructura de la comunidad del suelo

La mayor calidad de los residuos de vicia modificara la composicion de la comunidad
microbiana del suelo hacia una mayor predominancia de la poblacion de bacterias respecto a

la presencia hongos.

4. Cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo afectan el ciclado de
nutrientes y su almacenamiento en los diferentes compartimentos de la materia organica del

suelo.

Estos cambios en la abundancia relativa de las poblaciones de microorganismos del suelo

afectaran el ciclado de C y su almacenamiento en las fracciones de la MOS.

5. La mayor disponibilidad de N afecta el estatus nutricional del cultivo sucesor.

La mayor tasa de liberacion de N producto de la descomposicién de residuos de mayor calidad

(< relacion C/N) se vera reflejada en la productividad aérea del cultivo sucesor.
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3) Objetivos y organizacion de la tesis

En esta tesis se analiza el impacto de la inclusion de diferentes CC en sucesivas rotaciones
con sorgo bajo SD sobre los flujos y variables de estado mas relevantes de los ciclos de C y
N de un suelo Paleustol petrocalcico de la Region Semiarida Pampeana. El objetivo general
fue evaluar los efectos de la inclusién de cultivos de cobertura, en una secuencia de cultivos

de verano destinados a silo, sobre la dinamica de C y N, EUA y comunidades microbianas.

Los objetivos especificos planteados fueron:

1. Cuantificar los contenidos de C y N en diferentes compartimientos del ciclo de C en
las condiciones experimentales;

2. Obtener informacion acerca de las condiciones ambientales y de la calidad de residuos
que determinan la mineralizacién neta de N;

3. Evaluar el efecto de la rizésfera y de la disponibilidad de N sobre la composicion de la
comunidad microbiana;

4. Evaluar la respuesta de las poblaciones bacterianas y fungicas a sustratos con
diferente calidad (relacion C/N); y

5. Evaluar la disponibilidad de N fijado por la vicia sobre el cultivo sucesor.

Para abordar este estudio se propuso un enfoque de sistema basado en un continuo suelo-
planta que se particiond en tres subsistemas cuyos resultados se presentan en un unico
capitulo de resultados, mientras que las discusiones de cada subsistema se organizaron en
secciones de dicho capitulo (Parte 1, 2 y 3). Por ultimo se elaboré una seccion dentro del
capitulo de discusion que integra los tres susbsistemas.

Se delimitaron diferentes compartimentos de C y N (variables fijas de stock). Si bien la materia
organica soluble y la biomasa microbiana del suelo constituyen fracciones de la MOS con
diferente cinética, fueron identificadas como variables de stock en los subsistemas para
facilitar la interpretacion de los resultados y su esquematizacioén. Por otra parte, las variaciones
anuales han sido utilizadas para inferir los flujos de estos elementos (procesos) a través de

todo el sistema.

El primer subsistema estuvo representado por las variables de stock productividad de los
cultivos en la rotacion (biomasa aérea y de raices), residuos y materia organica soluble. Este
subsistema representa el flujo de C desde la biomasa de los cultivos, su transformacién a

residuos y la produccidon de compuestos solubles producto de la descomposicion de los
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mismos (subsistema 1). El segundo subsistema esta compuesto por las variables materia
organica soluble, biomasa microbiana del suelo y N-nitratos y representa principalmente el
flujp de N dentro del suelo (inmovilizacion y mineralizacion) (subsistema 2). El tercer
subsistema caracterizado por la biomasa microbiana del suelo, la materia organica particulada
y la asociada a la fraccion mineral representan la dinamica de C y N entre los diferentes
compartimentos de la MOS (subsistema 3). Por ultimo, se presenta un capitulo integrador

donde se discuten ambos ciclos de C y N en conjunto.

SUBSISTEMA 1

Productividad
cultivos
Co, co, CO,
aérea //
Resid , MO | ,| Biomasa
esiaucs 2 soluble 3 microbiana
raices 1 X
4 4 MOS
1: Transformacion a residuos lixiviacion
2: Depolimerizacion
3: Asimilacion
4: Aportes
SUBSISTEMA 2
CO,, N,O
MO // 1 ,| Biomasa
soluble < 4 microbiana

adsorcion < NH,*

3 1
M Asimilacion
NO, Amonificacién
Nitrificacion

Mineralizacion
Liberacion N en exceso

-l

v

lixiviacion
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4) Materiales y métodos

4.1) Descripcion general del area bajo estudio

La provincia de La Pampa comprende parte de las regiones arida y semiarida pampeana,
caracterizada en parte por una importante transicion entre zonas humedas y secas, con una
gran variabilidad en la ocurrencia de sus precipitaciones (Scian, 2002) que condiciona la
viabilidad de los sistemas de produccién. En ese sentido, la provincia esta comprendida entre
la isoyeta de los 700 mm al NE, con predominancia de suelos Molisoles, hasta los 200 mm al
O con predominancia de suelos Entisoles y Aridisoles. En el area centro y NE de La Pampa
en particular, donde se llevd a cabo la experiencia, se pueden identificar dos zonas con
caracteristicas agroecologicas muy diferentes. Por un lado, se encuentra la Planicie
Medanosa que presenta suelos arenoso-francos a franco-arenosos profundos con contenidos
de limo + arcilla entre 20 y 45%, cuyo paisaje caracteristico corresponde a planicies
extendidas y onduladas. Esta zona representa el sector de mayor potencial productivo de la
provincia, donde ademas de registrarse las mayores precipitaciones existe un acuifero freatico
cercano a la superficie que puede incidir positivamente sobre la productividad de los cultivos
(Saks et al.,, 2014). Por otro lado, también se puede diferenciar la Planicie con Tosca,
caracterizada por la presencia de Paleustoles petrocalcicos, con un perfil del tipo A-AC-C-
tosca, cuya principal limitante es la presencia de un manto calcareo a profundidad variable
(Lorda et al., 2008) que condiciona la productividad (Fontana et al., 2006).

4.2) Ubicacion de la experiencia

La experiencia se realizé dentro de la Estacion Experimental Agropecuaria INTA “Ing. Agr.
Guillermo Covas”, situada en la localidad de Anguil a 27 km de la Ciudad de Santa Rosa
(RN5), Departamento Capital. Se seleccioné un suelo Paleustol petrocalcico franco arenoso
con secuencia de horizontes A, AC, C, Cx y con presencia de un manto calcareo de
profundidad variable a partir de los 60 cm, ubicado dentro del lote 6D (S 36° 36" 37,95"; W
630 58" 48,22"") del campo experimental (Figura 3). La historia previa del lote corresponde a
una secuencia de cultivos anuales destinados a ganaderia, establecidos en siembra
convencional (arado rastra) y con siembra directa los ultimos tres afios. Las propiedades
edaficas del sitio experimental para las dos profundidades de suelo estudiadas se presentan

en la Tabla 1.
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Figura 3: Plano del campo experimental y localizacion del sitio de estudio (6D).
Tabla 1: Caracterizacion del estrato superficial del horizonte A.
Textura | Arena | Limo | Arcilla | MOS | NT P disp. pH | C.E. CiCc
(%) (%) | (%) (%) | (%) (mg/Kg) (dS/m) | (meq/100g)
0-6 cm Franco | 56.6 27.5 | 15.9 2.53 0.121 | 39.2 59 | 1.2 8.16
arenoso
6-12cm | Franco | 56.7 28.0 | 15.3 2.42 0.124 | 27.0 5.7 | 0.9 8.65
arenoso

4.3) Diserio Experimental

Se planted una rotacion de cultivos bajo siembra directa (SD), de tres afios de duracién, con
inclusion de cultivos de cobertura (CC) a base de vicia (Vicia villosa ssp. dasycarpa) y centeno
(Cereale secale cv. “Ewald”, INTA Bordenave) como antecesores de cultivos de verano
destinados a la produccion de silo, especificamente sorgo granifero (Sorghum bicolor). Se
eligié este cultivo porque se adapta muy bien a las condiciones ambientales de la region,
debido a su buen comportamiento frente a déficit hidricos y altas temperaturas, asegurando

una importante produccion de biomasa que es utilizada como reserva forrajera mediante la

confeccion de silo.

En base a los objetivos planteados se definieron los siguientes tratamientos:
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. T1: centeno (Ce)

. T,: centeno fertilizado con 40 kg N (Ce+N)
. Ts: barbecho (sin CC) (T)

. T4: vicia (V)

o Ts: centeno + vicia (VCe)

Se realiz6 un disefio en bloques completamente aleatorizados (DBCA) con cuatro replicas. El
tamafo de las parcelas fue de 10 m de ancho por 50 m de largo. La siembra de los CC se
realizé con una sembradora Schiarre de grano fino (ancho de labor 4 m) adaptada para SD
de cereales de invierno. La densidad de siembra utilizada fue de 200 semillas m' lineal, tanto
para vicia como para centeno, y la misma fue regulada con una proporcién 60/40 para el
tratamiento vicia-centeno. La distancia entre hileras fue de 17 cm. La orientacion de la siembra
fue E-W en forma transversal a los vientos predominantes. Las fechas de siembra de los CC

en cada ano de la experiencia se indican en la Tabla 2.

Tabla 2: Fechas de siembra de los cultivos de cobertura.

Afo de la experiencia | Fecha de siembra CC
2010 31 marzo

2011 12 abril

2012 29 abril

Todos los tratamientos fueron fertilizados con fésforo a la siembra de los CC (20 kg P ha™')
para evitar deficiencias de este elemento. La fertilizacion de fésforo y nitrégeno se realizé al
voleo, y las fuentes empleadas fueron superfosfato triple (46% P»Os) y urea granulada (46%
N). El crecimiento de los CC se detuvo hacia principios del mes de octubre mediante una
pulverizacién combinada de glifosato (3 L ha) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (400 gr ha™
diluidos en 100 L de agua) para asegurar el secado total de la vicia. La finalizacion de los CC
se postergo hasta dicha fecha debido al escaso desarrollo que presentaba el cultivo de vicia

en los meses previos como consecuencia de las bajas temperaturas y escasas lluvias.

La siembra del cultivo de verano (sorgo) se realizé hacia mediados del mes de noviembre con
el proposito de favorecer la recarga del perfil. Para dicha labor, se dispuso de una sembradora
Baumer de cuatro surcos con un distanciamiento entre cuerpos de 52 cm. La orientacién de
la siembra del cultivo de verano fue N-S. La densidad de siembra implementada fue de 10-13
plantas por m lineal. No se realizé control quimico de malezas durante el ciclo del cultivo de
verano para evitar posibles variaciones en las variables biolégicas analizadas al inicio del
mismo. Los destinos del sorgo fueron: picado para alimentacion de la hacienda en la campafa
2010-2011 y elaboracién de rollos en las campanas 2011-2012 y 2012-2013. Se seleccionaron
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hibridos de ciclo intermedio-corto. En la Tabla 3 se presentan las fechas de finalizacion de los

cultivos invernales e inicio y finalizacion del cultivo de verano para cada afio de la experiencia.

Tabla 3: Fechas de finalizacion de los CC, siembra y cosecha del cultivo sucesor (sorgo) para
cada afno de la experiencia.

Afo Finalizacion del CC | Siembra sorgo | Cosecha sorgo
2010 6/10 16/11 31/03
2011 17/10 21/11 9/04
2012 10/10 15/11 22/04

4.4) Caracterizacion inicial del sitio de estudio

Se realizd un muestreo inicial de las variables que se enumeran a continuacion a modo de
establecer una linea de base de estudio (caracterizacion de la condicién inicial). Los niveles

de base del estudio se presentan en las Tablas 4 y 5.

e Densidad aparente y materia organica del suelo: A partir de cilindros de volumen conocido
(471,2 cm?) se extrajeron cuatro muestras de suelo por bloque a 0-6 y 6-12 cm de profundidad.
Los cilindros se colocaron en estufa a 60°C por una semana y luego se pesaron. Las mismas
muestras se utilizaron para el fraccionamiento fisico de MOS (<53 y > 53 um) (Noellemeyer
et al. (2006) adaptado de Cambardella y Elliott (1994) y la determinacion de los contenidos de
C y N total de cada fraccion (LECO — TrueSpec® CN).

e Humedad edafica y N-NOs: Se tomaron 4 muestras por bloque cada 20 cm hasta la
profundidad del manto calcareo o tosca para determinar humedad edafica por el método
gravimétrico. Durante el mismo muestreo se separ6 suelo para la determinacion de nitratos a
las profundidades de 0-20 y 20-60 cm y las mismas fueron almacenadas en freezer hasta su
procesamiento por el método de Cataldo et al. (1975).

o Residuos sobre la superficie del suelo, C y N total: Se tomaron cuatro muestras por
parcela, las cuales se secaron en estufa a 60°C durante 72 hs y se determind su peso seco,
previo tamizado. Los contenidos de C y N se determinaron a partir de muestras compuestas

de cada bloque (7 submuestras).

Tabla 4: Densidad aparente (g cm2), concentracion de N-nitratos (ppm), agua total del perfil
al metro de profundidad y residuos sobre la superficie del suelo determinado previo al inicio
de la experiencia.

D -3 _ .
ap (g cm™) N-NO; (ppm) AT (mm) Ee&duos
0-6 cm 6-12 cm 0-20 cm | 20-60 cm g MS m™| Nt (%)]| CO (%)
1,2 1,2 35 38 237 359 0,9 33




Tabla 5: Materia organica total (%), peso (g) y concentracién de C y N (%) de las fracciones
mayor y menor a 53 ym determinadas previo al inicio de la experiencia.
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Profundidad | Fracciones Peso (g) C (%) N (%) MO (%)
> 53 ym 17,5 0,7 0,05
0-6 cm <53 ym 19,3 2,6 0,15 2,2
> 53 um 16,9 0,7 0,06
6-12 cm <53 ym 19,1 2,5 0,15 2,0

4.5) Determinacion a campo de las variables bajo estudio

4.5.1) Caracterizacion del ambiente edafico

Durante el primer afo de la experiencia el seguimiento de las variables presentadas a
continuacion se realizé en forma mensual a modo de evaluar la dinamica hidrica y la
fluctuacion de la temperatura del suelo a lo largo del afio. En los dos afios sucesivos de la
experiencia, el muestreo se efectud en forma trimestral coincidente con la siembra y cosecha
de los cultivos de la rotacién con una intensidad de muestreo de 3 muestras por parcela:
e Temperatura edafica a 5y 10 cm de profundidad con termdmetro digital (-50 a 150°C)
e Contenido hidrico del suelo cada 20 cm hasta el metro de profundidad (método
gravimétrico). A partir del contenido de agua de los primeros 20 cm se determind la
cantidad de poros llenos de agua de acuerdo a la siguiente ecuacion (Robertson y
Groffman, 2007).

Poros llenos de agua (%) = (AT * Dap *100) / (1 - (Dap/2,65))

AT = (peso humedo — peso seco)/ peso seco

Donde:
AT: Agua total a 0-20 cm de profundidad (g g)
Dap: densidad aparente (g cm3)

2,65: densidad real (g cm-?)

En forma trimestral se evalué:

o El contenido de N-NO3 del suelo a 0-20 y 20-60 cm de profundidad en los momentos de
siembra y cosecha del CC y del cultivo de verano (Cataldo et al., 1975). Para la extraccion
se partié de 50 g de suelo humedo al que se le agregaron 50 ml de agua destilada y 3 g de
CaS04.2H,0. Las muestras se sometieron a agitacion por 30 minutos. Para separar la fase
solida de la liquida, las muestras fueron centrifugadas por 3 minutos y se filtro el
sobrenadante. Para determinar la concentracion de nitratos se tomo una alicuota de 5 ml
del sobrenadante de cada muestra y se colocé en un tubo de ensayo, al cual se le agrego 1

ml de salicilato de Na 0.5% P/V, y se llevaron a sequedad en estufa a 105°C durante un dia.
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Se resuspendio la muestra con 1 ml de H,SO4 concentrado y se dejo reposar por 15 minutos.
Luego se agregaron 10 ml de NaOH (4 M) y tartrato de Na y K (5%) y se dej6 enfriar hasta

lectura en espectrofotometro a 420 nm.

4.5.2) Biomasa aérea de los cultivos

e Cultivos de cobertura:

Se realizaron dos cortes durante el ciclo del CC, uno en julio como primera fecha probable
de secado, y otro en octubre, momento en el cual se interrumpié quimicamente su
crecimiento con glifosato y 2,4-D. En las parcelas VC se separé manualmente el material
verde aportado por cada especie. La intensidad de muestreo en todos los cortes fue de 3
muestras por parcela utilizando un aro de 0.25 m2. Las mismas fueron llevadas
inmediatamente al laboratorio donde fueron pesadas y se colocaron en estufa a 60°C por
72 hs o hasta lograr su peso constante. Se registré el peso seco de las muestras y se

molieron para su posterior determinacion de C y N total (LECO — TrueSpec® CN).

e Cultivo de verano (sorgo)

Se realiz6 un corte por parcela de 1m lineal recolectando el material correspondiente a dos
lineas de siembra (1m?), determinando su peso fresco en el campo. El material se secé en
estufa a 60°C por 72 hs o hasta lograr su peso constante para determinar el contenido de
materia seca. A partir del material seco y molido se cuantificod su contenido de Cy N (LECO
— TrueSpec® CN).

4.5.3) Biomasa de raices de los cultivos de cobertura y sorgo

Para evaluar el aporte de raices al ciclo de C y N del suelo se determinaron dos momentos
de muestreo en el afio: al finalizar los CC y al momento de floracion del cultivo de verano.
En ambos casos, se trazaron tres transectas al azar por parcela entre dos lineas de siembra.
En cada transecta se realizaron 4 piques equidistantes y a dos profundidades de muestreo
(0-6 y 6-12 cm) utilizando un barreno tubular de 3 cm de diametro de manera tal de evaluar
la distribucion espacial de las raices. El primer y ultimo pique coincidié con las lineas de
siembra del cultivo. Los piques correspondientes al entresurco se unificaron en una unica
submuestra por profundidad y por transecta. EI mismo procedimiento se realizd con las
muestras correspondientes a la linea de siembra. En el caso particular de las parcelas sin
CC (con barbecho), la intensidad de muestreo fue de una transecta por parcela para obtener
un dato promedio de la biomasa de raices presente al momento del muestreo. En la Figura

4 a se presenta el diagrama de muestreo de raices de los CC.
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Figura 4: a) Diagrama representativo del muestro de raices entre lineas de siembra al
finalizar el ciclo de crecimiento de los CC y b) Muestreo a campo.

Las muestras fueron llevadas inmediatamente al laboratorio y se almacenaron a -20°C en
freezer hasta su procesamiento. Para separar las raices del suelo se utilizaron dos baterias
de tamices de 500 y 250 micrones (Barley, 1970) aplicandoles presion con un chorro de
agua. Las raices obtenidas en los tamices se separaron manualmente de posibles
impurezas utilizando una pinza metélica. Ninguna distincion se realizé entre las raices vivas
y muertas (Fotos 1y 2). Las muestras tamizadas se colocaron en estufa a 60°C por 24 hs y
luego fueron pesadas. El material secado se almacend para su posterior molienda y analisis
de C y N total (LECO — TrueSpec® CN).

Foto 1y 2: Determinacion de raices de los cultivos de cobertura.

4.5.3.1) Calculo de la biomasa total de raices

La cuantificaciéon del peso seco de las raices remanentes en el suelo tanto en la linea de
siembra (LS) como en el entresurco (ES) se utilizé para determinar la biomasa de raices
totales (BRT) por unidad de superficie, teniendo en cuenta el porcentaje de influencia de LS
y ES en cada transecta de muestreo. De esta manera, se determiné que el 71% de la
transecta fue ocupado por ES (12 cm/17cm x 100) y el 29% por LS (5 cm/17 cm x 100) para
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los CC, mientras que para el cultivo de verano se calcularon valores de porcentaje de
influencia de ES y LS de 90% (47/52cm) y 10 % (5/52cm) respectivamente. El calculo de

biomasa de raices totales se realizé a partir de las siguientes ecuaciones:

BRT =BR (ES) + BR (LS)
BR (ES) = [(3 peso seco piques) / (T x r2x nro. piques)]/ 0,001 x ES (%)
BR (LS) = [(>. peso seco piques) / (T x r>x nro. piques)]/ 0,001 x LS (%)

Donde:

BR (ES): es la biomasa de raices en el entresurco (g m=2)

BR (LS): es la biomasa de raices sobre la linea de siembra (g m=2)

ES y LS (%) = son los porcentajes de influencia del entresurco y la linea de siembra sobre
la transecta de muestreo (71y 29 % para los CC y para sorgo 10 y 90%)

0,001 es el factor de conversién de g cm2 (peso seco piques (g)/ seccion cilindro (cm2)) a

gm?

4.5.4) Usos consuntivos de los cultivos y eficiencia de uso del agua

Los usos consuntivos de cada cultivo (UC) fueron calculados segun la siguiente ecuacion
(Lopez y Arrue, 1997):

UC = AU; + Pp — AU
Donde:

AUi: Agua util inicial al metro de profundidad (mm)
Pp: Precipitaciones acumuladas durante el ciclo del cultivo (mm)
AUs: Agua util final al metro de profundidad (mm)

Las eficiencias de uso del agua de cada cultivo se determinaron a partir de la siguiente

ecuacion (Quiroga et al., 2006):
EUA (g m? mm-") = Productividad aérea (g m-)/ UC (mm)

4.5.5) Eficiencia de uso del N (eficiencia agronémica)

La eficiencia de uso del nitrégeno se calculé a partir de la siguiente ecuacién (de Wit, 1953):
EUN (g g) = Productividad aérea (g m=2) / N absorbido (g m-2)

Determinaciones anuales
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Las determinaciones que se presentan a continuacion se realizaron durante la fase vegetativa
del cultivo de verano (4-6 hojas con ligula visible) en los tres afos de la experiencia (fines de
diciembre). Este momento fue elegido teniendo en cuenta no solo la mineralizacion de los
residuos correspondientes a los CC (Poll et al., 2008), sino también la produccién de
compuestos organicos rizosféricos por parte del cultivo de verano y la influencia de la época
del ano sobre la actividad microbiana del suelo. Para el muestreo a campo se tomaron 7
submuestras a 0-6 y 6-12 cm de profundidad distribuidas dentro de un aro de 0,25 m? colocado
entre dos lineas de siembra del sorgo (Figura 5), tomando la mayor cantidad de piques sobre
la zona de actividad radicular del cultivo, utilizando un barreno tubular de 3,2 cm de diametro.
Se realizaron 3 repeticiones por parcela distribuidas al azar. El volumen de suelo extraido fue
mezclado en el campo en bandejas plasticas al momento de su recoleccidon para
homogeneizar cada repeticion, y se dividié en dos bolsitas de 250 y 150 g de suelo, para los
posteriores anadlisis de biomasa microbiana y materia organica soluble, y para el
fraccionamiento de materia organica del suelo, extracciones de ADN y extracciones de acidos
grasos de membrana respectivamente. Las muestras fueron llevadas inmediatamente al
laboratorio donde, previo a su almacenamiento, se corrobord que el peso de las bolsitas fuera

suficiente para los analisis. Las muestras no fueron tamizadas.

2
Sorgo Aro Yam

52 cm

Figura 5: Diagrama del muestreo anual a campo

4.6) Materia organica del suelo a 0-6 y 6-12 cm

4.6.1) Materia organica total y fraccionamiento fisico
(Noellemeyer et al., 2006 adaptado de Cambardella y Elliott (1994))

La separacion de las fracciones de suelo se baso en la dispersion completa del suelo seguida
de su tamizado en humedo. Para ello, se colocaron 50 g de suelo secado al aire en botellas
plasticas con 200 ml de agua destilada y 3 perlitas de vidrio para asegurar la disrupcioén total
del suelo. Las mismas se colocaron en un agitador rotatorio durante 6 hs a 120 rev. min-'. La
suspension de suelo obtenida fue tamizada en humedo a través de un tamiz de 53 uym durante
3 minutos (Fritsch Analysette Vibratory 3 Spartan). Las fracciones de suelo recolectadas
fueron colocadas en tarritos de metal en estufa a 60°C hasta su completa desecaciéon. Se

registré el peso seco de la fraccion > 53 ym (materia organica particulada), y por diferencia se
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calculd el peso de la fraccion < 53 uym (materia organica asociada a la fraccién mineral de
suelo). Luego el suelo fue mortereado y guardado hasta su posterior analisis de C y N por
LECO (TrueSpec® CN). La materia organica total se determind mediante la suma de las

fracciones.

4.6.2) Materia organica disuelta extractable en agua (water-extractable organic matter; DOM)
(Chantigny et al. (2006), adaptado de Kalbitz et al. (2003) y Zsolnay (1996)).

A partir de las bolsitas con 250 g de suelo recolectadas a campo y conservadas en heladera
a 2°C, se obtuvieron los extractos de DOM utilizando 25 g de suelo a humedad de campo y
50 ml de CaCl; Anhidro PA 5mM (1:2 P/V) con un rendimiento de 30 ml de extracto por
muestra. Previo a la extraccién se removieron las raices visibles con una pinza metalica,
tratando de disturbar las muestras lo menos posible. El filtrado se realizd con filtros de
policarbonato de 0,4 um HTTP (ISOPORE Membrane Filters, Millipore) y jeringas plasticas de
50 ml (Foto 3). El tiempo maximo que las muestras permanecieron en la heladera hasta su
analisis fue de 15 dias y el tiempo registrado desde el agregado del extractante hasta
completar el filtrado fue de 10 minutos en tandas de 8 muestras. Se determiné el contenido
de humedad de cada muestra al momento del filtrado para corregir los resultados. Los
extractos fueron almacenados a -20°C hasta su posterior analisis de C y N total.
Foto 3: Dispositivo para el filtrado de materia organica disuelta.

4.6.2.1) Carbono organico soluble (DOC, “dissolved organic carbon’)

El contenido de carbono de la materia organica soluble se determiné mediante el método de
reduccion con dicromato adaptado de (Vance et al., 1987). La mezcla de digestion consté de
4 ml de extracto con 1 ml de KoCr207 66,7 mM (0,4 N), 10 ml H2SO4 (98%) y 5 ml H3PO4 (85%).
La digestion se realizdé en un block a 120°C por 50 minutos. Los blancos se prepararon

sustituyendo el extracto por 4 ml de CaCl anhidro (5 mM). La titulacién se efectué con Sal de
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Mohr (sulfato ferroso amoniacal 33,3 mM + H,SO. 0,4M) y una solucion 25 mM 1,10-
phenanthroline-ferrous sulfate complex (SIGMA) como indicador (2-3 gotas) hasta el viraje del
verde al anaranjado con un volumen de agua destilada de 50 ml mediante bureta automatica
(precision 0,01). Para determinar la normalidad exacta de la sal, la misma se estandarizé con
un blanco con dicromato 0,01 N (10 ml K2Cr207 + 10 ml H2SO4 + 5 ml HsPOg).

4.6.2.2) Nitrogeno organico soluble (DON, “dissolved organic nitrogen’)
(Kjeldahl -Normas IRAM 29572 adaptado de (Brookes y Joergensen, 2005; Brookes et al.,
1985).

El contenido de nitrégeno soluble fue determinado por el método de digestion de Kjeldahl a
partir de la mezcla de 20 ml de extracto de DOM, 1 g de mezcla catalitica (94 g KoSO4 + 6 g
CuS04) y 4ml H2SO4 por tubo. La mezcla de digestion fue calentada a 380°C durante 1 hora.
El amonio (NHz3) reducido bajo estas condiciones fue cuantificado por destilaciéon con 40 ml de
NaOH 10M (40%) y absorbido en 5 ml H3BOs al 2% con indicador mixto (0,1 g verde de
bromocresol + 0,07 g rojo de metilo en 100 ml de etanol). Se tituld la solucién resultante con
HCI 10 mM a pH 4,8. La estandarizaciéon del HCI se realizé con 10 ml de Na;COs 5mM

utilizando como indicador 2 gotas de fenolftaleina.

4.6.3) Biomasa microbiana del suelo

Los extractos se realizaron de acuerdo con el método de fumigacidn-extraccion con
cloroformo adaptado por (Voroney et al., 2007) de la version original de (Jenkinson y Powlson,
1976). Para la obtencion de los extractos de biomasa microbiana se utilizo el suelo conservado
en heladera a 2°C por un periodo no mayor a 2 meses (Cernohlavkova et al., 2009), donde
cada submuestra por parcela constituyo una repeticion del método de extraccién. Previo a la
extraccion se retiraron las raices visibles con una pinza metalica (Mueller et al., 1992). La
relacion suelo/extractante empleada para los tratamientos fumigados (F) con cloroformo libre
de etanol (cloroformo grado HPLC) y sin fumigar (SF) fue de 30 g de suelo y 60 ml de K>.SO4
0,5 M obteniendo un rendimiento aproximado de 50 ml de extracto por muestra para ambos
suelos. La suspension de suelo obtenida luego de su agitado por 1 hora, se filtr6 con bomba
de vacio a través de papel de filtro Whatman GF 934-AH (110 mm). Las fumigaciones se
realizaron en desecadores de vidrio cuya capacidad permitio alojar 20 muestras mas un frasco
de 50 ml de cloroformo por desecador (Foto 4). De la misma muestra de suelo se pesaron 15
g para corregir los calculos por humedad. Los extractos fueron almacenados a -20°C hasta su

posterior analisis de C y N total.
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Foto 4: Determinacion de biomasa microbiana por fumigacion con cloroformo.

4.6.3.1) Carbono de biomasa microbiana del suelo

El contenido de carbono organico se determiné a partir de la mezcla de digestién de 8 ml de
extracto con 2 ml de K2Cr.O7 66,7 mM (0,4 N), 10 ml H2SO4 (98%) y 5 ml HsPO4 (85%) (Vance
et al.,, 1987). La misma se realizé en un block a 120°C por 50 minutos. Los blancos se
prepararon sustituyendo el extracto por 8 ml de K-SO4 anhidro (0,5 M). La titulacion se efectud
con Sal de Mohr (sulfato ferroso amoniacal 33,3 mM + H>SO4 0,4M) y una solucion 25 mM
1,10-phenanthroline-ferrous sulfate complex (SIGMA) como indicador (2-3 gotas) hasta el
viraje del verde al anaranjado con un volumen de agua destilada de 80 ml mediante bureta
automatica (precisién 0,01). Para determinar la normalidad exacta de la sal, la misma se
estandariz6 con un blanco con dicromato 0,01 N (10 ml KzCr2O7 + 10 ml H.SO4 + 5 ml HaPO,).

Calculo de carbono de biomasa microbiana:
CBM (ugCg sueI0'1) = (Cr — Csr)/kec
Cr, sr (g g suelo™) = [(Tb — Tm) * Nsa* 3 * Vs * 1000}/ Ve * Ps

Donde:

Cr, sr: C de los tratamientos fumigados y sin fumigar

kec= 0,45 (Vance et al., 1987; Wu et al., 1990)

Tb: ml titulados con el blanco

Tm: ml titulados con las muestras fumigadas (F) y sin fumigar (SF) con cloroformo

Nsa = (10 ml K2Cr207 * N K2Cr207)/ml titulados

Vs= [(peso humedo suelo (g) — peso seco suelo (g))/1g ml'] + volumen total del extractante

(ml)
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Ve=volumen del extracto utilizado en la digestion (ml)
Ps= peso del suelo en base seca (g)
3 = masa atémica (12 mg/mmol)/ valencia (4)

Los valores obtenidos fueron transformados a masa para cada profundidad de suelo utilizando

la densidad aparente (Dap) determinada para cada bloque del ensayo:

CBM (g m?) = CBM (ug g') * 10.000 (m?2 ha') * 0,06 (m) * Dap (Tn m=) / 10000

4.6.3.2) N total de la biomasa microbiana del suelo
(Kjeldahl - Normas IRAM 29572 adaptado de (Brookes y Joergensen, 2005; Brookes et al.,
1985).

El contenido de nitrdgeno total de la biomasa microbiana fue determinado por el método de
digestidn de Kjeldahl a partir de la mezcla de 20 ml de extracto de BM, 1 g de mezcla catalitica
(94 g K2SO4 + 6 g CuSO0s) y 4ml HoSO4 por tubo. La mezcla de digestion fue calentada a
380°C durante 1 hora. El amonio (NHs3) reducido bajo estas condiciones fue cuantificado por
destilacién con 40 ml de NaOH 10M (40%) y absorbido en 5 ml H3BOs3 al 2% con indicador
mixto (0,1 g verde de bromocresol + 0,07 g rojo de metilo en 100 ml de etanol). Se titulé la
solucion resultante con HCI 10 mM a pH 4,8. La estandarizacion del HCI se realizé con 10 mli

de Na>,COs 5mM utilizando como indicador 2 gotas de fenolftaleina.

Calculo de nitrégeno de biomasa microbiana:
NBM (ug N g suelo™)= (Ng — Nsr)/ken
Nr, sr (Mg g suelo™) = [(Tm — Tb) * Muci* 14 * Vs]/ Ve * Ps

Donde:

Nr, sr: N de los tratamientos fumigados y sin fumigar

ken= 0.54 (Brookes et al., 1985)

Tm: ml titulados con las muestras fumigadas (F) y sin fumigar (SF) con cloroformo

Tb: ml titulados con el blanco

Mhci: molaridad de HCI (mM) = 10 ml Na.COs3 * 5mM Na,COs / 2 * vol. gastado de HCI (ml)
14 = peso en mg de 1 mmol de N

Vs= [(peso humedo suelo (g) — peso seco suelo (g))/1g ml'] + volumen total del extractante
(mli)

Ve=volumen del extracto utilizado en la digestion (ml)

Ps= peso del suelo en base seca (g)
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Los valores obtenidos fueron transformados a masa para cada profundidad de suelo utilizando

la densidad aparente (Dap) determinada para cada bloque del ensayo:

NBM (g m?) = NBM (ug g) * 10.000 (m? ha') * 0,06 (m) * Dap (Tn m-2) / 10000

4.7) Caracterizacion de la estructura de la comunidad microbiana del suelo
4.7.1) Abundancia de hongos y bacterias mediante qPCR

A partir de las muestras del primer y tercer afio de la experiencia (2010 y 2012) se realizaron
las extracciones de ADN del suelo utilizando el kit Power SoilTM (MO BIO Laboratories Inc.)
segun las especificaciones del producto (Fotos 5 y 6). Debido al alto numero de muestras solo
se analizaron las correspondientes a 3 bloques del ensayo. Se cuantifico el ADN de las
muestras mediante espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 obteniendo un rendimiento de ~10
ng. Para la cuantificacion de bacterias y hongos totales implementando gPCR (MJ Research
Opticon 2 System) se utilizaron los primers universales R534 5~ATTACCGCG GCTGCTGG-
3" and 338P 5-C CTACGGGAGGCAGCAG-3' para 16S (Muyzer et al., 1993) y FU18S1 5-
GGAAACTCACCAGGTCCAGA-3’y SSU-1536 5-ATTGCAATGCYCTATCCCCA-3’para 18S
(Borneman y Hartin, 2000; Plassart et al., 2008). Para 16S se pudo confeccionar
adecuadamente el estandar (ALF2L) mientras que en el caso de 18S se utilizaron diluciones
del fragmento purificado y cuantificado por gel. Las amplificaciones para ambos afios fueron
llevadas a cabo para un volumen total de reaccion de 25 pl. La mezcla de reaccion para gPCR
consto de 10 ng de ADN del suelo, 0,5 ul de cada primer, 12,5 pl de mezcla real 2x para SYBR
Green (Biodynamics) y 0,5 ul de BSA (10 ug ml'). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un primer paso inicial de desnaturalizacién y activacion de la enzima por 5 min
a 94°C seguida de 35 ciclos de 20 seg de desnaturalizacion a 94°C, 20 seg de annealing a
55°C para 16S y 56°C para 18S, 30 seg de extension a 72°C y 3 seg de extension a 82°C, con
un paso de extension final de 2 min a 72 °C. Solo en el caso particular de las muestras de
ADN del suelo del tercer afio fue necesario realizar diluciones 1/10. Luego de completar la
reaccion en cadena de la polimerasa, se efectué el andlisis de la curva de melting
implementando el software Opticon Monitor (version 2.02), para determinar la existencia de
dimeros de primers u otra fuente de error a un nivel detectable para la medicién de
fluorescencia con SYBER Green (Figura 6). Se utilizaron los datos brutos de fluorescencias
de cada muestra y sus Cts para calcular el nUmero de copias por gramo de suelo de acuerdo
con el método propuesto por Brankatschk et al. (2012). A partir de estos datos se determiné
la relacion 18S/16S (Fierer et al., 2005).
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Foto 5: Kit de extraccion de ADN

Foto 6: Pasos de la extraccion de ADN del suelo
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Figura 6: Curvas de melting para determinar la existencia de dimeros luego de la cuantificacion
de bacterias con PCR
Para obtener el ADN plasmidico utilizado como estandar (templado de concentracion

conocida) se llevaron a cabo los siguientes pasos:
|.Preparacion de células electrocompetentes:

Se inocularon 3 ml de medio YT (agar extracto de levadura, peptona vy tripteina) con

una colonia de Escherichia coli DH10B y se incubo durante 16 hs a 37°C con agitacion

(180 rpm). Se inocularon 500 ml de medio SOB (Super Optimal Broth) con 0,5 ml del

cultivo y se incubd en las mismas condiciones hasta obtener una densidad éptica a

600 nm de 0,6 a 0,8. Se enfri6 en hielo 15 min y se centrifugd a 1250 g y 4°C durante
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15 min. Se descarté el sobrenadante y se resuspendieron las células en 350 ml de
glicerol 10% estéril frio. Se repitié el procedimiento de centrifugacion y resuspension
en 250 ml, 125 ml y finalmente en 0,75 ml, obteniéndose una DO a 600 nm de entre
0,2 y 0,3. Las células se congelaron en nitrogeno liquido en alicuotas de 50 pl y se
conservaron a -70°C hasta su utilizacién.

II. Clonado:
Amplificacion, purificacion y cuantificacion del fragmento 18S. Se realizé una reaccion
en cadena de la polimerasa a partir del ADN gendémico extraido del suelo utilizando
los primers universales para 16 y 18S. El producto fue purificado por electroforesis en
gel de agarosa 2%, las bandas fueron recortadas y extraidas del gel por medio del kit
de extraccion Axy Prep ADN (Axygen Bioscence). Se cuantificd en espectrofotometro
a 260 nm (58 ng A").

[ll. Reaccion de ligada en el vector de clonado:
El fragmento purificado fue ligado en el vector pGem T-easy (Promega) durante 16
horas a 4°C, utilizando una relacion inserto-vector de 3:1 segun las instrucciones del
fabricante. Este vector contiene genes de resistencia a ampicilina para la seleccion de
bacterias que incorporaron el plasmido, y los genes para la enzima B-galactosidasa
conteniendo el sitio de clonado, para el screening de las bacterias transformadas: color
blanco en placas conteniendo IPTG/X-Gal (isopropyl! thiogalactoside/5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) indica presencia del inserto interrumpiendo
el ORF de la p-galactosidasa.

IV. Transformacion de células Escherichia coli DH10B electrocompetentes:
Se transfirieron 50 ul de células electrocompetentes a una celda de electroporacién de
1mm de paso, se agregaron 2 ul del producto de ligada y se sometieron a un pulso
Ec1 en un electroporador Micropulser (Bio-Rad). Inmediatamente se agregaron 250 ul
de SOC (Super Optimal Broth with Catabolite repression) a temperatura ambiente, se
transfirié a tubos de cultivo de 15 ml y se incub6 a 37°C durante 1 hora con agitacion.
El cultivo se rastrilld en placas de LB-agar (Lysogenic Broth) conteniendo 100 ug/ml
de ampicilina, IPTG (26 ul de un stock 0,1M por placa) y X-Gal (16 ul de un stock 40
pg/ul por placa). Las placas fueron incubadas por 16 horas en estufa a 37°C.

V.Screening de las colonias transformadas por colony-PCR: las colonias que presentaron
color blanco, indicativo de células que incorporaron el plasmido con inserto, fueron
analizadas por PCR con los primers M13 para corroborar que el tamafo del fragmento
fuera el esperado. De esta manera se seleccionaron los clones para su secuenciacion.
Se inocularon 3 ml de LB-ampicilina (100 ug ml') con cada clon. Se incubd por 16
horas a 37°C con agitacién. Los cultivos se centrifugaron 15 min a 7000 g. Se descarto
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el sobrenadante y se conservaron los clones en freezer -20°C para la futura obtencion
del ADN plasmidico.

4.7.2) Abundancia de acidos grasos de membrana (Phospholipid Acids Methyl Ester - FAME)

Para la extraccion de acidos grasos metilados las muestras fueron procesadas en tres etapas:

I. Extraccién: la extraccion de lipidos del suelo se realizé a partir de 8 gr de muestra
con una mezcla de 20 ml MeOH/CHCIs/Bufer (2/1/0.8) en dos fases. El solvente de
extraccion se dejo decantar todo una noche y se separo la fase organica inferior. Se
llevé a sequedad con corriente de No.

II. Purificacion: el extracto organico obtenido se resuspendié en CHCIs (3x1 ml) y se lo
purific6 por cromatografia en columna (0.5 g de silica). Como fase movil se
emplearon 5 ml de CHCI3, 10ml de acetona y 5 ml de MeOH. El solvente de interés
(MeOH) se recuperd6 en forma separada y se llevé a sequedad con corriente de Na.

lll. Metilacién: a la fase organica metandlica residual se le agregd 1ml de MeOH/Tol
(1/1), 1ml de KOH 0.2 M (MeOH), 2 ml de H,0O y 0.3 ml de AcOH 1.0 M. Este tubo
se colocé por 15 min en un bafio termostatizado a 37°C. Terminado el proceso de
metilacion, se agregaron 50 ml de estandar interno 10% P/V (Nonadecanoato de
Metilo, C19:0, Sigma). Se dejé la solucién en reposo por 30 min. y luego se realizo
la extraccion de la fase organica superior a otro tubo de Kahn, donde fue guardada
en el freezer hasta su analisis cromatografico. La muestra fue llevada a volumen

final de 30 ml justo antes del analisis cromatografico, con corriente de Na.

Analisis cromatografico (Figura 7):

- Equipo: GC-MS Clarus 600, Perkin Elmer (N° serie 664N9100105). Columna: DB5 (60 m,
0.25 mm ID, 0.25 mm de particula), marca Perkin Elmer. Carrier: Helio (49.6 psi). Inyector:
250°C, transfer line: 250°C. Los datos fueron adquiridos empleando el programa
TurboMass 5.4.2.

- Programa: 180°C (5 min), rampa: 4°C/min hasta 240°C (10 min), rampa 10°C/min hasta
260°C (15min). Volumen de inyeccion 2ml en modo de inyeccion Splitless.

- GC-MS: el cromatograma fue obtenido en modo “scan’, desde m/z=50 a m/z=400 (scan

time: 0.2 s, inter-scan time: 0.1s), solvent delay: 5 min.

La identificacion de los picos se realiz6 por comparacion con los espectros de las
Bibliotecas del programa NIST MS Search 2.0 y por comparacién de los espectros y
tiempos de retencion con una mezcla de fosfolipidos bacterianos estandares metilados
(BAME, Sigma).
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Figura 7: Perfil cromatografico de los fosfolipidos bacterianos metilados estandares.

Los acidos grasos fueron designados utilizando la nomenclatura estandar A:BwC, donde A
es el numero total de atomos de carbono, B es el numero de dobles enlaces (grado de
instauracion) y wC indica el nimero de atomos de carbono desde el extremo alifatico de la
molécula y el primer enlace insaturado. Los isémeros se indicaron con los sufijos ¢ (cis) o t
(trans) y el grupo ciclopropilo con cy. Los grupos metilo ramificados se describieron con los
prefijos i (iso) y a (anteiso) respectivamente. 10Me indica la presencia de un grupo metilo
en el décimo atomo de carbono a partir del grupo carboxilo al final de la molécula (Arao,
1999; Baath y Anderson, 2003; Steenwerth et al., 2003) (Tabla 6).

Tabla 6: Descripcion de los acidos grasos metilados utilizados como estandares, su
tiempo de retencién (TR), y la nomenclatura estandar indentificatoria.

Descripcion TR (min) Nomenclatura
Methyl undecanoate 6,12 11:0
Methyl (1)-2-hydroxydecanoate 6,32 a10:0
Methyl dodecanoate 7,42 12:0
Methyl tridecanoate 9,12 13:0
Methyl 2-hydroxydodecanoate 9,47 a12:0
Methyl (2)-3-hydroxydodecanoate 10,08 312:0
Methyl myristate 11,16 14:0
Methyl 13-methyltetradecanoate 12,59 i15:0
Methyl 12-methyltetradecanoate 12,78 a15:0
Methyl pentadecanoate 13,42 15:0
Methyl 2-hydroxytetradecanoate 13,94 a14:0
Methyl 3-hydroxytetradecanoate 14,69 B14:0
Methyl 14-methylpentadecanoate 14,97 i16:0
Methyl cis-9-hexadecenoate 15,4 16:1w7c
Methyl palmitate 15,87 16:0
Methyl 15-methylhexadecanoate 18,33 i17:0
Methyl heptadecanoate 17,42 17:0
Methyl cis-9,10-methylenehexadecanoate 17,99 cy17:0
Methyl 2-hydroxyhexadecanoate 18,92 a16:0
Methyl linoleate 20,02 18:2w6¢
Methyl oleate 20,18 C18:1w9c
Methyl trans-9-octadecenoate 20,33 18:1w9t
Methyl stearate 20,81 18:0
Methyl nonadecanoate 23,11 19:0

Methyl eicosenoate 25,36 20:0
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4.7.2.1) Marcadores utilizados para la caracterizacion de la estructura de la comunidad

Los acidos grasos individuales fueron utilizados como marcadores para varios grupos
funcionales de microorganismos:
|. Acidos grasos de cadena ramificada iso/anteiso fueron indicadores de bacterias
Gram positivas: i15:0, a15:0, i16:0 y i17:0 (Lechevalier y Lechevalier, 1988;
O’leary y Wilkinson, 1988; Haack et al., 1994; Zelles, 1999);
ll. Acidos grasos monoinsaturados (16:1w7c, 18:1w9c and 18:1w9t (Ratledge y
Wilkinson, 1988)), con un grupo hidroxilo en el segundo o tercer carbono (a14:0,
B14:0 y a16:0 (Galbraith y Wilkinson, 1991)), y con un anillo ciclopropilo (cy17:0
(Zelles, 1999)) fueron indicadores de bacterias Gram negativas.
lll. Las bacterias totales se identificaron incluyendo los acidos grasos identificadores
de bacterias Gram y también los acidos grasos saturados 15:0 y 17:0
identificadores de bacterias en general (Kaur et al., 2005).
IV. El acido poliinsaturado 18:2w6c¢ fue indicador de la biomasa de hongos (Baath y
Anderson, 2003; Federle, 1986).

4.7.2.2) Relacion hongos/bacterias por FAME
Se determino el cociente entre la biomasa de hongos y de bacterias totales obtenido mediante

el uso de marcadores de fosfolipidos de membrana para cada grupo microbiano (Frostegard
y Baath, 1996).

4.7.2.3) Indice de diversidad de Shannon-Weaver
Se calcul6 el (3 pi Inpi) donde pi = area debajo de cada pico (i) identificado por cromatografia
dividido el area de todos los picos cuantificados (Shannon y Weaver, 1949).

4.8) Residuos en la superficie del suelo

Se recolectaron 3 muestras por parcela utilizando un aro de 0.25 m2. El material recogido fue
previamente tamizado (<2 mm) para eliminar el suelo remanente y se colocoé en estufa a 60°C
por 72 hs o hasta lograr su peso constante y se registré su peso seco. Posteriormente, las
muestras fueron mezcladas y molidas y se determiné el contenido de C y N de cuatro muestras

compuestas de cada ensayo.

4.8.1) Existen varios métodos indirectos para determinar la descomposicion de los residuos a

campo que han sido muy bien detallados por Singh y Grupta (1977). En general, el mas
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utilizado es el modelo de Olson (1963) que expresa la descomposicion como una funcion
exponencial negativa (x/xo = e*!) teniendo en cuenta la cantidad de residuos acumulados en
un momento inicial (Xo) y un momento final (x). Este modelo ha sido utilizado con éxito cuando
se implementa la técnica de las bolsitas (“litterbags”) para recolectar los residuos, ya que el
denominador del modelo (xo) es siempre el mismo. Sin embargo, cuando el aporte de residuos
es variable y continuo como ocurre en rotaciones que incluyen CC, el valor inicial de los
residuos varia para cada periodo de estudio y las proporciones de peso remanente superan
el 100%. En ese sentido, Singh y Yadava (1974) proponen determinar la descomposicion de
los residuos a través de un balance entre el residuo inicial, el residuo final y el residuo
remanente en pie. Esta forma de calculo pareceria ser mas apropiada permitiendo obtener

proporciones de MS, C y N remanente que variaron entre O y 1.

4.8.1.1) Se calculé la pérdida de materia seca, C y N de los residuos de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

Pérdida (g m=) = Residuo inicial + produccién de residuos — Residuo final

4.8.1.2) Se determind la proporcion de peso remanente en términos de C y N de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Proporcion peso remanente = Residuos finales / (Residuos iniciales + produccion de residuos)

4.9) Mineralizacién aparente de N:

La mineralizacion bruta de N se determiné a partir de la ecuacién de balance para un sistema

suelo-planta determinado propuesta por (Powlson y Barraclough, 1993):

Min bruta = N planta + N-nitratoss - N-nitratos; - N fertilizacion - N descomposicion

Donde:

Min bruta: mineralizacion bruta aparente de N (g m-2)

N planta: N absorbido en planta y en raices (0-12 cm) (g m=).

N-nitratos;: N-nitratos (0-20 cm) inicio de cada periodo estudiado (g m3).
N-nitratoss: N-nitratos (0-20 cm) al final de cada periodo estudiado (g m-2).
N fertilizacion: fertilizacién con urea en Ce+N (g m=).

N descomposiciéon (g m=2) = residuOinicial + residuo aportado (reo + raices + remanente sorgo) — F€SidUOfinal
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Para el calculo de este balance no se incluyeron valores de pérdidas gaseosas de N ni de

aportes por rizodeposicion.

Los periodos evaluados, identificados con los afios 2010, 2011 y 2012, corresponden al
balance entre las siguientes fechas:

e 2010: Abril a diciembre de 2010 (240 dias).

e 2011: Diciembre de 2010 a diciembre de 2011 (365 dias).

e 2012: Diciembre de 2011 a diciembre de 2012 (365 dias).

4.9.1) La mineralizacion neta aparente de N se determind a partir de la siguiente ecuacion
(Binkley y Vitousek, 1989):
Min neta = Min bruta - NBM

Donde
Min neta: Mineralizacién neta aparente de N (g m=)
Min bruta: Mineralizacion bruta aparente de N (g m-2)

NBM: Contenidos de nitrégeno de la biomasa microbiana del suelo a 0-12 cm de profundidad
(g m?)

4.9.2) A partir de los datos anteriores se determinaron las tasas diarias de mineralizacién bruta

y neta de N (g m2d™).

5) Andlisis estadisticos

El analisis de la varianza se llevé a cabo utilizando el procedimiento de los modelos lineales
mixtos para mediciones repetidas en el tiempo de datos longitudinales, utilizando los
tratamientos y el afno como factores de clasificacidon. La heterocedasticidad de las varianzas
se modelizé utilizando el tiempo como factor de agrupacion. Se utilizaron diferentes
combinaciones de matrices de correlacién y modelizaciones de la heterocedasticidad de los
datos, probando su verosimilitud segun el criterio de AIC-BIC para cada una de las variables
de estudio y para cada profundidad de estudio. Los modelos incluyeron las siguientes
combinaciones:

a. Errores independientes y homoscedasticos.

b. Errores independientes y heteroscedasticos.

c. Correlacion constante entre errores de la misma parcela y varianza residual constante en

el tiempo.
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d. Correlacion constante entre errores de la misma parcela y varianza residual diferente en
los distintos tiempos.

e. Estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores de la misma parcela y varianza
residual constante en el tiempo.

f. Estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores de la misma parcela y varianza
residual diferente en los distintos tiempos.

g. Estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores de la misma parcela, varianza
residual constante en el tiempo y efecto aleatorio de parcela.

h. Estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores de la misma parcela, varianza
residual diferente en los distintos tiempos y efecto aleatorio de parcela.

i. Sin estructura para las correlaciones entre errores provenientes de la misma parcela y
varianzas residuales diferentes en el tiempo.

La comparacién de medias se realizé mediante una prueba protegida de Fisher con un nivel
de significancia de 0,05 (a).

Se realizaron regresiones lineales simples y multiples con el método Stepwise (p<0,1) para la
seleccion de los modelos que incluyeron mas de dos variables. Se implementé el modelo
tramo-plateau para ajustar la relacién entre los contenidos de C y N de la biomasa microbiana
del suelo y de la biomasa de raices de los CC (modelo 1). Se corroboré la significancia de
cada tramo del modelo por regresion lineal obteniendo un valor de corte para cada profundidad
de suelo. Se efectud la comparacion de rectas de los primeros tramos para verificar diferencias

en las pendientes correspondientes a cada profundidad de suelo.

Modelo 1: BM = a + (B * BRT) * (BRT <y) + (B *y) * (BRT = y)

Para estudiar las relaciones entre el C y N liberado de los residuos se realizaron regresiones
lineales utilizando variables dummy. A partir de la tabla de coeficientes de regresion se
construyeron las ecuaciones de ajuste de cada tratamiento y se realizaron pruebas de
igualdad de efectos promedio entre tratamientos y de homogeneidad de pendiente utilizando
pruebas de contraste. Similar analisis se efectud para las fracciones de materia organica del

suelo.

Las variables de abundancia relativa de hongos y bacterias se transformaron al logio (nro.
copias g suelo) para el estudio de las relaciones respecto de los sustratos y el ambiente. Se
realizd un analisis de componentes principales (ACP) con matriz de correlacion para
comprobar cambios en la abundancia de fosfolipidos de membrana, utilizando la variable

expresada en porcentaje mol y transformada al logio de cada acido graso individual
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(Frostegard et al., 1993). Los resultados del ACP para cada profundidad de suelo se
representaron graficamente (Biplot) indicando la abundancia de acidos grasos como vectores
y los tratamientos como puntos. Las componentes se interpretaron en funcion de las

correlaciones mas altas con las variables originales.

Los grupos microbianos determinados por la agrupacion de acidos grasos identificadores de
los mismos y la relacion hongos/ bacterias se analizaron mediante ANOVA para determinar el
efecto de los tratamientos. Las medias de los indices de diversidad de Shannon-Weber se
compararon mediante una prueba T a dos colas y se calculd el intervalo de confianza al 95%
(a=0,05) para cada tratamiento. Por ultimo, se realizd un analisis de componentes principales
para vincular los cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo y la dinamica
de CyN.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat/P (Di Rienzo et al., 2009).
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6) Resultados

6.1) Variables ambientales medidas a lo largo de los 3 afios

6.1.1) Precipitaciones acumuladas

El primer afio de la experiencia la precipitacion anual alcanzé valores maximos de 1049 mm,
superiores al régimen pluviométrico registrado en la EEA Anguil para la serie 1973-2011 de
759 mm (Casagrande et al., 2012). En cambio, el segundo y el tercer afio, las precipitaciones
fueron inferiores pero acordes para la serie con valores de 782 y 816 mm (Figura 8). Las
precipitaciones acumuladas durante el ciclo de los CC fueron de 195, 268 y 162 mm para el
2010, 2011 y 2012 respectivamente. Por otra parte, los CC fueron secados a principios del
mes de octubre para permitir la recarga del perfil previo a la siembra del cultivo de verano en
noviembre, registrandose magnitudes de 85, 117 y 36 mm para cada ano de la experiencia
respectivamente. Durante el ciclo del cultivo de verano, las precipitaciones fueron de 357, 368

y 264 mm para cada campafia.
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Figura 8: Precipitaciones mensuales acumuladas (mm) para cada afio de la experiencia.

6.1.2) Humedad edafica

El seguimiento de la humedad del suelo fue mensual durante la primera campana de los CC
a modo de explorar en mayor detalle la dinamica del agua en la rotacion. Si bien se partio de
contenidos hidricos a la siembra similares (187-201 mm), se registraron diferencias entre el
testigo (barbecho) y los tratamientos con CC a partir del tercer mes de su implantacion (21-
jun) con valores inferiores asociados al consumo por parte del cultivo (Figura 9). Las parcelas
consociadas presentaron los menores contenidos de agua en el perfil al finalizar el ciclo de
los CC (161 mm) en contraposicién a las parcelas con barbecho (T) con una diferencia
promedio de 70 mm. Estas diferencias entre tratamientos subsistieron durante el periodo de

recarga (oct-nov '10), en cambio, los contenidos de agua del perfil fueron similares entre
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tratamientos luego de transcurrido el primer mes de implantacion del cultivo de verano (21-
dic-10). A partir del segundo afo, las mediciones de humedad se realizaron en forma
trimestral. Nuevamente al finalizar el ciclo de los CC, el testigo presenté mayores contenidos
de agua que los CC con una diferencia promedio de 60 mm en los primeros 100 cm del perfil.
Luego de tres afios de efectos acumulados los tratamientos Ce, Ce+N y T presentaron
mayores contenidos hidricos al finalizar el ciclo de los CC (5-nov-12). Los altos contenidos de
agua almacenada en el perfil durante los meses de noviembre y diciembre del ultimo afio de
la experiencia estuvieron asociados a las precipitaciones registradas en dichos meses (193 y
101 mm).

e Ead edalicd al meslio pmmg
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Figura 9: Humedad del perfil de suelo al metro de profundidad (mm) a lo largo de toda la
experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las flechas indican inicio y finalizacién del ciclo de los cultivos.

6.1.3) N-Nitratos a 0-20 y 20-60 cm de profundidad

Se encontré una fuerte interacciéon entre tratamiento y fechas de muestreo en ambas
profundidades de suelo (p<0.0001; N=615). Las magnitudes maximas de esta variable se
registraron al inicio del cultivo de verano (diciembre) en ambas profundidades de estudio. En
cambio, los valores mas bajos coincidieron con la finalizacion de los CC y del cultivo de verano
(Figuras 10a y b). Ademas, todos los tratamientos evidenciaron una disminucion progresiva
en el tiempo que fue mas evidente en el testigo en ambas profundidades de suelo. Durante el
ciclo de CC y al finalizar el mismo, las parcelas testigo presentaron mayores contenidos de N-
nitratos en los primeros dos afios de la experiencia tanto en las profundidades de 0-20 como
de 20-60 cm. En cambio, el ultimo afo, V y VCe presentaron contenidos superiores al resto
de los tratamientos en ambas profundidades de suelo durante su ciclo de cultivo. Por otra
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parte, al inicio del cultivo de verano (V4-6, diciembre), los tratamientos con altos contenidos
de N-nitratos en la profundidad de 0-20 cm fueron T, V y Ce+N el primer afio, V y Ce+N el
segundo afio, y V, VCe y Ce+N el tercer afio del ensayo con diferencias significativas respecto
del resto. En cambio, en la profundidad de 20-60 cm, las parcelas con V registraron los valores

mas altos principalmente los ultimos dos afios del estudio.
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Figura 10: Contenido de N-NOz" (ppm) en los primeros 0-20 (a) y 20-60 cm (b) de suelo a lo
largo de toda la experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno +
40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
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6.1.4) Temperatura del suelo

Los resultados demuestran una interaccion tratamiento x fecha (p<0.0001; n=1280) en ambas
profundidades de estudio. Al inicio de la experiencia, se observaron diferencias de
temperatura en los primeros 5 cm de suelo a partir del mes de junio que estuvieron asociados
con el efecto cobertura del cultivo en pie principalmente en los tratamientos con centeno que
cubren el entresurco antes que la leguminosa debido a su crecimiento inicial mas precoz
(Figura 11a). Este efecto también se evidencié en la temperatura del suelo a 5-10 cm de
profundidad pero en el mes de julio, con valores superiores en T y V respecto de los
tratamientos con la graminea (Figura 11b). Por otro lado, el tratamiento con vicia comenzé a
diferenciarse del testigo a partir del mes de septiembre en ambas profundidades de suelo
como consecuencia de la alta tasa de crecimiento de la leguminosa asociada a mayores
temperaturas durante ese periodo. Ademas, V presentd temperaturas inferiores no solo
respecto del testigo sino también de los tratamientos con centeno en ambas profundidades
tanto en el mes de septiembre como en octubre. Sin embargo, en el mes de enero nuevamente
las temperaturas del suelo en T y V fueron similares entre si y superiores al resto de los
tratamientos, tanto en la capa de 0-5 como de 5-10 cm. El segundo afio de la experiencia, la
temperatura del suelo evidencio variaciones significativas entre tratamientos al finalizar los
CC (octubre) y en el mes de diciembre. Aun luego de tres rotaciones sucesivas con CC estos
tratamientos se diferenciaron del testigo hacia el final de su ciclo (oct-12) en ambas
profundidades de suelo, mientras que en el mes de mayores temperaturas las diferencias
resultaron no significativas.

a) b)

| ool S.Q.mcl Ci:l S’E";'I.EE. Sango _':EISUIW.'E:CP Eﬂlgn‘ml Lo

i i - e

Figura 11: Temperatura del suelo (°C) a 0-5 cm (a) y 5-10 cm (b) a lo largo de toda la
experiencia (21 de abril de 2010 hasta el 13 julio de 2013) para los tratamientos testigo sin
CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios
evaluados.
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6.2)  Productividad de los cultivos de cobertura y sorgo

6.2.1) Productividad aérea de los CC

Los CC son una importante entrada de materia seca, y por ende, de C y N al sistema ya que
toda su produccion aérea queda como remanente sobre la superficie del suelo. Los resultados
muestran que los CC con centeno registraron los mayores volumenes de materia seca
producidos durante el periodo de crecimiento de abril a octubre a lo largo de toda la
experiencia, con excepcion del ultimo afo, que el tratamiento Ce fue inferior a V (Figura 12).
Ademas, se observo respuesta a la aplicacion de urea tanto en el 2011 como en el 2012, con
valores de 333 y 135 g MS m2 en cada afio respectivamente. También se evidencio respuesta
al aporte de N biolégico producto de la consociacién con vicia los ultimos dos afios, con
magnitudes de 154 y 193 g MS m=2 en el 2011 y 2012 respectivamente. La contribucion de la
vicia en la consociacion fue de 191, 129 y 200 g MS m= para el 2010, 2011 y 2012
respectivamente, representando el 30% de la biomasa aérea de la consociacion en los

primeros dos anos y el 50% al finalizar la experiencia (Figura 13).
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Figura 12: Productividad aérea (g MS m-2) de los CC centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras indican diferencias entre
tratamientos y entre anos (p<0,0001).
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Figura 13: Contribucion de la vicia (V) y del centeno (Ce) (g MS m-2) en la productividad aérea
de la consociacion. Las letras indican diferencias entre especies y entre afios (p<0,0001).

La concentracion de carbono en la biomasa aérea de los tratamientos con centeno varié entre
42-46% y en la vicia entre 40-45% (Tabla anexo A6). Ademas, las variaciones en la produccion
de materia seca de la graminea versus la leguminosa se correspondieron con las diferencias
registradas en los aportes de carbono de cada especie (Figura 14). En ese sentido, la
graminea fue la especie que aporté mas carbono al sistema por lo menos los primeros dos
afos de la experiencia. En cambio, en el tercer afio esto solo ocurrié en los tratamientos con
centeno y con N (inorganico o bioldgico). La respuesta a la aplicaciéon de N inorganico
observada en el segundo afo representé una magnitud de 146 g C m-2, valor que disminuyé
drasticamente a 63 g C m2 el tercer afio. En el caso del tratamiento consociado, se
cuantificaron respuestas de 66 y 87 g C m= para el 2011 y 2012 respecto de Ce (151y 107 g
C m2). Al finalizar la experiencia, las variaciones observadas en C fueron de tal magnitud que
su aporte en carbono resulté ser estadisticamente menor al cuantificado en V con magnitudes

de 107 y 131 g C m respectivamente.

C en biomasa aérea (g m

2010 2011 2012
mCe @ Cet+N ov OVCe
Figura 14: Carbono en biomasa aérea de los CC (g m*2) de los tratamientos centeno (Ce),

centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras
indican diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).
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Los contenidos de N de la biomasa aérea de los CC con vicia (V y VCe) fueron superiores al
resto de los tratamientos durante toda la experiencia con valores que variaron entre 11y 14 g
N m=2 (Figura 15). Estos tratamientos presentaron altas concentraciones de N en sus tejidos
con valores entre 2y 4% en V y entre 2 y 3% en VCe (Tabla anexo A6). Por el contrario, estas
magnitudes fueron inferiores en los tratamientos Ce y Ce+N (1-1,6%) y los contenidos de N
en su biomasa aérea resultaron inferiores al resto y variaron entre 4 y 11 g N m2. Sin embargo,
los ultimos dos afios del ensayo, el tratamiento Ce+N evidencié una respuesta positiva a la

fertilizacion con contenidos de nitrégeno un 40 y un 30% superiores a Ce (p<0,0001).
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Figura 15: Nitrégeno en biomasa aérea de los CC (g m?) de los tratamientos centeno (Ce),
centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras
indican diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).

6.2.2) Variaciones anuales de la productividad aérea de los CC

La productividad aérea de los CC vario entre afos y tratamientos (p<0.0001) mostrando una
tendencia en caida de los rendimientos con las sucesivas campafas principalmente en los
tratamientos con la graminea. Durante la primera campana, los CC con centeno contribuyeron
con aportes entre 671 y 712 g MS m mientras que la vicia lo hizo con 493 g MS m-2. Sin
embargo, la productividad aérea de los CC fue mermando con las sucesivas rotaciones hasta
alcanzar valores minimos entre 237 y 430 g MS m2 en los tratamientos con centeno. La
humedad del perfil al metro de profundidad de suelo y la concentracién de N-NOs™ a 0-20 y
20-60 cm explicaron en parte esta disminucion de los rendimientos del centeno en el tiempo
(R?= 0.25; p<0.0001 y R?= 0.35; p<0.0001). En cambio, el rendimiento de la leguminosa fue
mas estable los Ultimos dos afios del ensayo (entre 313 y 291 g MS m-2), periodo en el cual

se registraron las menores precipitaciones anuales.

Las diferencias en produccion de materia seca en el tiempo se tradujeron en menores
contenidos de C y N por unidad de area en los tratamientos con centeno respecto de los que
participd la leguminosa con una fuerte interaccién entre tratamientos y afios para ambas
variables (p<0,0001). En ese sentido, después de tres rotaciones sucesivas, se registraron

disminuciones en la produccion de biomasa aérea en términos de carbono y de nitrégeno en
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Ce y Ce+N del 60 y 40% respecto de la primera campana. También se registré una
disminucién significativa en la productividad aérea en términos de carbono en V y VCe del
30% en el periodo 2010-2011. Sin embargo, los contenidos de N por unidad de area en V
fueron similares entre afios (12 g N m-?) registrandose valores en alza de concentracion de N
en sus tejidos de 2,5, 3,5 y 4,2% para los afios 2010, 2011 y 2012 respectivamente (Tabla
anexo AB). Esta falta de diferencias también se evidencio en VCe entre los afios 2010 y 2012
(13 g N m2) con valores de concentracién de N de 2 y 2,9% para cada afio. En cambio, en el

2011 estas magnitudes fueron inferiores (1,6% y 8,3 g N m-2).

6.2.3) Calidad de la biomasa aérea de los CC

Para el promedio de los 3 afios, Ce y Ce+N presentaron las relaciones C/N mas altas con
magnitudes de 38 y 41 respectivamente. En cambio, la relacion C/N de los tratamientos con
vicia fue la menor (13) y la combinacion vicia-centeno fue efectiva para lograr relaciones C/N
intermedias (21) (Figura 16). Por otra parte, se registraron magnitudes maximas de esta
relacion en los tratamientos con centeno (Ce, Ce+N y VCe) el segundo afo de la experiencia
con valores de 41, 47 y 27 respectivamente. En el caso de Ce y Ce+N estos valores fueron
similares el tercer afio, en cambio VCe, presentdé magnitudes inferiores y similares a los
valores registrados el primer afio en V (16). En relacion a ello, la vicia contribuyo con el 50%
del nitrégeno acumulado en la biomasa aérea de la consociacion el ultimo afio (Tabla anexo
AB). Por otra parte, la relacion C/N en V fue inferior en 2011 y 2012 respecto del 2010 (12 vs
16).

Relaciéon C/N

2010 2011 2012

mCe mCe+N ov OVCe

Figura 16: Relacion C/N de la biomasa aérea producida por los CC a lo largo de los tres afios
de la experiencia. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y

vicia-centeno (VCe) para los 3 afnos evaluados. Las letras indican diferencias entre tratamientos y
entre afios (p<0,0001).

6.2.4) Usos consuntivos y eficiencias de uso del agua de los CC

El uso consuntivo de los CC alcanzo valores promedio de los tratamientos de 252 y 245 mm

en 2010 y 2011 respectivamente, disminuyendo a 149 mm el ultimo afo (p<0,0001). No se
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encontraron diferencias significativas entre tratamientos con centeno a lo largo de la
experiencia, excepto el segundo afio que Ce+N fue superior a Ce. Ademas, los usos
consuntivos de los monocultivos de la graminea respecto de la leguminosa fueron similares

dentro de cada afo (Figura 17).
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Figura 17: Uso consuntivo (mm) de los CC para cada afio de la experiencia y la sumatoria de
las precipitaciones durante su ciclo y el agua util inicial (mm). Los tratamientos fueron: centeno
(Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre
tratamientos y afios (p<=0,05).

La eficiencia de uso del agua varié entre tratamientos y afios (p<0,0001). El primer afio de la
experiencia las eficiencias fueron similares entre tratamientos con centeno (2,5-2,9 g MS m-?
mm-') y superiores a V (2 g MS m2 mm-") (Figura 18a). El segundo afio, se registré una
disminucion significativa en los tratamientos Ce, V y VCe con valores promedio de 1,5, 1,3 y
2,1 g MS m2 mm-'. Sin embargo, los CC con centeno nuevamente evidenciaron eficiencias
mas altas que los CC con vicia. En cambio, el ultimo afo, los tratamientos con nitrégeno (VCe,
V y Ce+N) presentaron las magnitudes mas altas de esta variable (2,1, 2,5y 2,4 g MS m=
mm-'). En la Figura 18b se presentan las eficiencias en términos de la cantidad de carbono
producido en la biomasa aérea de los CC por unidad de area y por mm de agua consumido
(EUAC). Los tratamientos con centeno presentaron EUAc entre 0,6 y 1,3 g C m2 mm-' mientras

que V vario entre 0,5y 0,9 g C m2 mm-'.

a) b)
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Figura 18: Eficiencia de uso del agua en términos de materia seca (a, EUAg) y carbono (b,
EUAC) para los tratamientos centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

6.2.5) Nitrégeno absorbido y eficiencias de uso del nitrégeno

ElI N absorbido en la biomasa aérea fue superior en los tratamientos con nitrégeno (Ce+N, V
y VCe) alcanzando valores maximos el ultimo afio de la experiencia (14 a 24 g N m2). En
cambio, Ce presentd los valores mas bajos entre 10 y 14 g N m? con las magnitudes minimas
en el afio 2011 (Tabla 7). La eficiencia fisiolégica con la que los cultivos utilizan el nitrégeno,
depende de las caracteristicas de la especie y la disponibilidad de N. Los resultados muestran
que el centeno presenté eficiencias mayores a la vicia a lo largo de toda la experiencia con
magnitudes promedio que variaron entre 1,8 y 5,2 g MS g Nabs™ en los tratamientos con
centeno y entre 1,3y 2,9 g MS g Nabs™ en V. En términos de carbono estos valores variaron
entre 0,8 y 2,2 g C g Nabs' y entre 0,6 y 1,1 g C g Nabs™'. Sin embargo, la fertilizacion del
centeno con urea fue la opcion que permitid obtener las mayores eficiencias durante toda la
experiencia. En relacién a las variaciones anuales, todos los tratamientos evidenciaron
reducciones en la eficiencia de uso de N en el tiempo. En el caso de C estas reducciones
fueron progresivas y significativas entre anos (30% en 2011 y 50% en 2012), mientras que en
VCe y Ce+N la disminucion significativa ocurrié entre el afio 2011 y 2012 (50%). En cambio,
las eficiencias fueron estables los ultimos dos afios del ensayo en V, con diferencias

significativas en los valores hallados entre el 2010 y 2011 (40%).

Tabla 7: Nitrégeno absorbido en la biomasa aérea y la biomasa de raices de los CC (g m2) y
las eficiencias de uso del nitrégeno en términos de la cantidad de materia seca producida (g
MS g Nabs™', EUNg) y de carbono (g C g Nabs-!, EUN¢) para los tres afios de la experiencia.
Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<=0,05).
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Tratamiento N abs g m™ EUNg (g MS g Nabs™) EUN, (g C g Nabs™)
2010
Ce 13,7 e 5,2 a 2,2 a
Ce+N 14,3 de 5,1 a 2,2 a
\Y 17,2 bc 2,9 c 1,1 c
VCe 18,7 b 3,6 b 15 b
2011
Ce 10,3 f 35 b 1,5 b
Ce+N 14,9 cde 4,8 a 2,1 a
\Y; 17,8 b 1,8 ef 0,7 de
VCe 14,8 cde 3,5 bc 1,5 b
2012
Ce 13,7 e 1,8 e 0,8 d
Ce+N 16,4 bed 2,3 d 1,1 c
\Y; 22,3 a 1,3 f 0,6 e
VCe 24,2 a 1,8 e 0,8 d

6.2.6) Productividad de raices de los CC

La biomasa de raices totales (BRT) se determind de acuerdo a valores porcentuales de
influencia de las raices cuantificadas sobre la linea de siembra (LS) y el entresurco (ES). Los
resultados de estas variables se presentan en la Tabla 8. Para el promedio de los tratamientos
con CC, la biomasa de raices en LS fue 3 veces superior a la registrada en ES en los primeros
0-6 cm de suelo en las campafias 2010 y 2011, mientras que en el 2012, este valor disminuyd
a 1,4. En cambio, en el estrato de profundidad de 6-12 cm, dicho valor fue mas estable entre
afios y vario entre 0,6 y 0,7. Al analizar las dos profundidades en conjunto (0-12 cm), este
coeficiente fue de 2 en 2010 y 2011 y de 1,2 en 2012. El componente LS fue el que mas peso
tuvo sobre el total de raices y fue el que evidencio las principales diferencias de acuerdo con
la especie y la profundidad de suelo. Mientras que todos los tratamientos con CC presentaron
similares valores de raices en ES a lo largo de toda la experiencia tanto en 0-6 como en 6-12
cm con valores superiores al testigo en 2010 y 2011 pero similares en el 2012.

Tabla 8: Biomasa de raices en el entresurco (ES, g MS m2) y en la linea de siembra (LS, g
MS m-2) para las profundidades 0-6 cm, 6-12 cm y 0-12 cm de suelo de los tratamientos

centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras
indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).
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Tratamiento Prof. BR (ES) (g MS m®) BR (LS) (g MS m”)
2010
Ce 91,5 de 249,7 c
Ce+N 85,1 e 237,8 c
T 0-6 43,1 f
\Y 89,2 e 111,0 e
VCe 101,4 cde 399,6 b
Ce 43,9 cd 23,1 e
Ce+N 46,6 cd 21,0 e
T 6-12 28,2 d
\ 52,5 [ 39,5 d
VCe 44,9 cd 20,1 e
Ce 135,4 e 272,8 d
Ce+N 116,1 e 230,9 d
T 0-12 71,4 f
\ 141,7 de 150,5 e
VCe 1464 de 419,7 c
2011
Ce 106,9 cde 404,1 b
Ce+N 130,2 c 519,0 a
T 0-6 94,7 cde
Y 119,4 c 121,3 de
VCe 117,1 cd 443,2 ab
Ce 66,7 bc 49,7 bed
Ce+N 80,9 b 49,4 bed
T 6-12 52,1 c
\ 72,9 b 43,8 cd
VCe 73,6 b 67,6 ab
Ce 1744 cd 452,0 bc
Ce+N 206,6 [ 533,4 ab
T 0-12 146,9 de
\ 190,3 [ 144.,9 e
VCe 190,7 c 510,8 ab
2012
Ce 282,7 a 4217 b
Ce+N 306,9 a 441,0 ab
T 0-6 176,8 bc
Y 267,8 ab 203,2 cd
VCe 308,4 a 507,2 a
Ce 78,1 b 57,8 abc
Ce+N 99,3 ab 45,3 cd
T 6-12 99,4 ab
\ 67,4 bc 69,2 a
VCe 109,7 a 41,4 d
Ce 358,0 ab 484,9 abc
Ce+N 417,5 a 487,3 abc
T 0-12 276,2 bc
\ 3719 ab 280,3 d
VCe 418,1 a 548,6 a

La BRT de los CC mostré diferencias de acuerdo a la especie utilizada y el estrato de
profundidad de suelo analizado evidenciando un efecto acumulativo en el tiempo (p<0,0001).
En general, el centeno fue la especie que mayor volumen de raices presento en los primeros
12 cm de suelo en cualquiera de las combinaciones utilizadas en el ensayo (Figura 19; Tabla
anexo 9). Los valores registrados en esta profundidad variaron entre 408-843 g MS m para
Ce, entre 346-905 g MS m2 para Ce+N y entre 566-967 g MS m para VCe. El tratamiento
con vicia (V) también contribuyé con un volumen importante de raices que vari6 entre 292-
652 g MS m=2, y en particular en el primer ciclo de CC, este tratamiento aporté similares
volumenes de raices que Ce y Ce+N, y ademas superd al testigo los tres anos de la
experiencia (71-276 g MS m-).



49

1000 4 ab a2

900 | be

800 - de
def

Biomasa de raices a 0-12 cm (g MS m?)

T T
2010 2011 2012
HCe @ Ce+N oT ov OVCe

Figura 19: Biomasa de raices totales (g MS m-2) en los primeros 0-12 cm de suelo para los
tratamientos centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

Por otra parte, la graminea tuvo la mayor proporcién de sus raices en los primeros 0-6 cm de
suelo, que para el promedio de la experiencia representd un 85% de acumulacion superficial.
Mientras que para la leguminosa y el testigo esta proporcion fue del 71% y 63%
respectivamente. En la Figura 20a se presentan los contenidos de biomasa de raices en los
primeros 0-6 cm de suelo al finalizar el ciclo de los CC. Los valores registrados en las parcelas
con CC variaron entre 200 y 816 g MS m=2 y en el testigo entre 43 y 177 g MS m=2. Los
resultados muestran una importante interaccion entre tratamientos y afios (p<0,0001). En el
afno 2010, la graminea (Ce) aporto un 40% mas de raices que la leguminosa (V) con valores
de 341 y 200 g MS m=2, mientras la combinacion de ambas especies (VCe) dio lugar a una
biomasa de raices similar a la suma de los aportes individuales de cada una de ellas. En
cambio, la fertilizaciéon del centeno con urea no generd cambios sustanciales en esta variable.
En las campanas 2011y 2012, la biomasa de raices en los tratamientos con centeno fue entre
un 30-60% superior a la acumulada en V. Ademas, el volumen de raices cuantificado en Ce
fue inferior respecto de Ce+N en 2011 y respecto de VCe en 2012, sin embargo, estos
tratamientos no se diferenciaron entre si en las ultimas dos campanas.

En la profundidad de 6-12 cm, el volumen de raices cuantificado fue inferior respecto del
estrato superior y varié entre 65y 151 g MS m- en los tratamientos con CC y entre 28y 99 g
MS m= en el testigo (Figura 20b). Los volimenes de raices cuantificados en V fueron similares
a los registrados en los tratamientos con centeno los tres afios evaluados, y en el afio 2010
en particular, la biomasa de raices de vicia superé en un 29% los valores registrados con
centeno aunque esta diferencia no fue significativa. En relaciéon a las variaciones anuales,
también se observé un efecto acumulativo en los tratamientos con CC entre las campafias
2010y 2011 (p=0,0412), mientras que en el ultimo ciclo los valores permanecieron estables.
a) b)
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Figura 20: Biomasa de raices totales (g MS m2) a 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b) de profundidad de
suelo al finalizar el ciclo de los CC en las tres campafias evaluadas. Los tratamientos fueron:
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras
indican diferencias entre tratamientos y afios (p<=0,05).

6.2.7) Carbono y nitrégeno de las raices de los CC

La concentracion de carbono de las raices en los primeros 0-6 cm estuvo condicionada por el
tratamiento (p<0,0001) y por el afo (p<0,0001) y la interaccion entre factores presento un nivel
de significancia de p=0,08 (Tabla anexo A10). Para el promedio de los tres afios el testigo
registré valores superiores (37,4%) respecto del resto (33,2%) alcanzando magnitudes
maximas en el 2011 (40,3%) mientras que los tratamientos con CC presentaron similares
valores de esta variable los tres afios del ensayo. Por otra parte, la concentracion de carbono
de las raices cuantificadas en la profundidad de 6-12 cm presenté una interaccion tratamiento
x afio con un nivel de significancia mayor (p=0,0025). Los primeros dos afios la concentracion
de carbono nuevamente fue superior en el tratamiento testigo (32,1 y 37,2%) sin detectar
diferencias entre tratamientos con CC que en promedio alcanzaron valores de 26,1% en 2010
y 31,8% en 2011. En cambio, el ultimo afo, la concentracion de C fue superior en Ce+N y V
(36,3 y 33,9%) con diferencias significativas respecto de T que registro los valores mas bajos
dicho afo (28,5%) (Tabla anexo A10).

Los contenidos de C de las raices determinadas al finalizar los CC en los primeros 12 cm de
suelo se presentan en la Figura 21. Los resultados muestran que los tratamientos con centeno
acumularon mas carbono de raices que la leguminosa con valores entre 108 y 338 g C-BRT
m=2 para el promedio de los tratamientos con centeno y entre 86 y 222 g C-BRT m2 para V.
Ademas, se registraron magnitudes minimas en el tratamiento sin CC (T) que acumulé entre
24 y 91 g C-BRT m=. La respuesta al aporte de nitrégeno (Ce vs Ce+N y Ce vs VCe) varid
segun el afno evaluado. En el 2010 y 2012, se registraron respuestas significativas al aporte
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de nitrdgeno de la vicia en la consociacion del 40 y 20%, mientras que en el afio 2011, la
respuesta se evidencié en Ce+N y fue del 30% (p<0,0001).
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Figura 21: Contenido de C de la biomasa de raices totales determinada al finalizar el ciclo de
los CC en los primeros 0-12 cm de profundidad de suelo en las tres campafas evaluadas. Los
tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

Por otra parte, los tratamientos con centeno contribuyeron con los valores mas altos de C-
BRT en los primeros 6 cm de suelo (Figura 22a). En promedio, los tratamientos con centeno
produjeron entre 107 y 292 g C m2 en 0-6 cm mientras que en el estrato de 6-12 cm estas
magnitudes fueron inferiores y variaron entre 16 y 52 g C m=. Por otra parte, la produccién de
raices de leguminosa aporté valores entre 60 y 89 g C-BRT m=2 en 6-12 cm igualando en
magnitud a los tratamientos con la graminea los tres afios del ensayo (Figura 22b). En cambio,
en el estrato superficial (0-6 cm) el volumen de raices de V fue inferior al registrado con los
tratamientos con centeno durante toda la experiencia (60-161 g C-BRT m2). Se registraron
valores de carbono de raices en las parcelas testigo de 15-63 g C-BRT m2 en 0-6 cm y de 9-
28 g C-BRT m2en 6-12 cm.

La concentracion de N en la biomasa de raices de los CC en los primeros 6 cm de suelo vario
entre 0,8 y 2,1 % y en 6-12 cm entre 0,9 y 1,6% (Tabla anexo A10). La vicia presento los
valores mas altos los tres afios de la experiencia en ambas profundidades de estudio (1,6-
2,1% en 0-6 cm y 1,5-1,6% en 6-12 cm) con diferencias altamente significativas respecto del
resto de los tratamientos en el estrato de 0-6 cm (p<0,0001). Los tratamientos con centeno
presentaron similares valores de esta variable en ambas profundidades, sin embargo, en el
estrato de 0-6 cm, la concentracién de nitrégeno de las raices de dichos tratamientos mostré
incrementos en el tiempo con una magnitud promedio de 0,9% en el afo 2010 y de 1,2% en

el afio 2012. Esta tendencia no se observé en la profundidad de 6-12 cm. La concentracion
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de N de las raices cuantificadas en las parcelas sin CC (T) fue similar los tres afios del ensayo
tanto en 0-6 cm (1-1,1%) como en 6-12 cm (0,9-1,2%).
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Figura 22: Contenido de C de raices a 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b) determinada al finalizar el ciclo
de los CC en las tres campafas evaluadas. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno +
40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre
tratamientos y afios para 0-6 cm (p<0,0001) y para 6-12 cm (p=0,0252).

Los contenidos de N de las raices determinadas al finalizar el ciclo de los CC correspondientes
a la profundidad de 0-12 cm se presentan en la Figura 23. En general, todos los tratamientos
mostraron valores en alza a lo largo de la experiencia con magnitudes entre 3,2 y 12 g N-BRT
m-=2. En ninguno de los afios estudiados se registraron diferencias entre tratamientos con CC.
Las parcelas testigo acumularon entre 0,7 y 2,9 g N-BRT m=2. Al analizar cada estrato de
profundidad por separado, los contenidos de N-BRT de los tratamientos con CC fueron
superiores en 0-6 cm respecto de 6-12 cm y variaron entre 0,4 y 10 g N m=2 y entre 0,2 y 2,1
g N m2 respectivamente (Figuras 24a y b). En el caso de las parcelas testigo se registraron
magnitudes promedio entre 0,4 y 1,9 en 0-6 cm y entre 0,3 y 0,9 en 6-12 cm. Por otra parte,
la vicia contribuyé con importantes cantidades de N-BRT en 6-12 cm el primer afio de la
experiencia, mientras que en las sucesivas campanas los valores fueron similares al resto de
los tratamientos con CC. En la profundidad de 0-6 cm no se registraron diferencias entre

tratamientos con CC en ninguno de los afios, excepto en el 2012, que VCe superé a V.
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Figura 23: Contenidos de N de raices determinadas al finalizar el ciclo de los CC en la
profundidad de 0-12 cm en las tres campafias evaluadas. Los tratamientos fueron: centeno

(Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican
diferencias entre tratamientos y afios (p=0,0145).
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Figura 24: Contenido de N de raices a 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b) determinada al finalizar el ciclo
de los CC en las tres campafias evaluadas. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno +

40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre
tratamientos y afios para 0-6 cm (p<0,0131) y para 6-12 cm (p=0,0793).

6.2.8) Relacion C/N de la biomasa de raices de los CC

La calidad de la biomasa de raices de los CC en los primeros 0-12 cm estuvo condicionada
por el tratamiento y por el afio (Figura 25). Los tratamientos con centeno presentaron una
relacion C/N similar entre si que vario en un rango entre 27 y 41 registrandose los valores mas
bajos hacia el final de la experiencia. Ademas, las parcelas sin CC (T) presentaron una calidad
similar a estos tratamientos. En el caso particular de Ce+N, se registré6 un aumento de esta
variable en 2011 (41) que resulto ser significativo. Por otra parte, las relaciones C/N mas bajas
se observaron en V con un valor promedio de 18 en 2010 y 2011 que aumenté en forma

significativa a 23 en el afio 2012.
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Figura 25: Relacion C/N de la biomasa de raices a 0-12 cm determinada al finalizar el ciclo de
los CC. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

La calidad de las raices también estuvo condicionada por la profundidad de suelo. Las
magnitudes registradas tanto en el afio 2010 como en 2011 los tratamientos con centeno
fueron un 40-50% superior en 0-6 cm respecto de 6-12 cm, mientras que en V la calidad de
las raices fue similar entre estratos de profundidad de suelo los tres afios del ensayo. En las
Figuras 26a y b se presentan las relaciones C/N de |la biomasa de raices de los CC a 0-6 y 6-
12 cm de profundidad. No se registraron diferencias significativas entre tratamientos con
centeno tanto en 0-6 como en 6-12 cm, excepto en el 2012 en el estrato inferior, que la calidad
de raices en VCe fue inferior a la registrada en Ce. En ese sentido, se cuantificaron
magnitudes promedio de los tratamientos con centeno a 0-6 cm de 37, 43 y 28 en 2010, 2011
y 2012 respectivamente. Mientras que en 6-12 cm, estos valores fueron de 21 y 25 los
primeros dos anos, y de 30, 33 y 27 para Ce, Ce+N y VCe el tercer afo. En el caso de V, esta
variable fue inferior respecto del resto los tres afios de la experiencia y vario entre 18 y 23
tanto en 0-6 cm como en 6-12 cm. Por otra parte, las parcelas sin CC (T) presentaron
relaciones C/N similares a los tratamientos con centeno en 0-6 cm mientras que en 6-12 cm
fueron superiores a estos en el 2010y 2011. Enrelacion a las variaciones anuales, se registro
una disminucion de la relaciéon C/N de las raices hacia el final de la experiencia en los
tratamientos con centeno y en T en los primeros 0-6 cm de suelo, en contraposicion a V que
no acuso variaciones significativas. En cambio en 6-12 cm, esta relacion fue en incremento
con el tiempo en todos los tratamientos con CC con diferencias significativas principalmente

entre los valores iniciales y finales del ensayo.
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Figura 26: Relacion C/N de la biomasa de raices a 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b) determinada al
finalizar el ciclo de los CC en las tres campanas evaluadas. Los tratamientos fueron: centeno
(Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican
diferencias entre tratamientos y afios para 0-6 cm (p<0,0001) y para 6-12 cm (p=0,0543).

6.2.9) Productividad aérea del cultivo de verano

La produccién de materia seca del cultivo de verano estuvo condicionada por el cultivo
antecesor y el afo (p<0,0001) (Figura 27). El primer afio de la experiencia, la productividad
aérea del sorgo fue mayor en las parcelas con antecesor V y sin antecesor CC (T) alcanzando
magnitudes maximas de 2153 y 1987 g MS m, mientras que en las parcelas con antecesor
Ce los valores fueron minimos (1522 g MS m-2). El segundo afio, los rendimientos mas altos
se registraron en los tratamientos con antecesor VCe y V (1889 y 1786 g MS m2) y los
menores en Ce y Ce+N (1146 y 1153 g MS m2), mientras que el tercer afio de la experiencia,
los valores maximos se observaron con el antecesor VCe y los minimos con T (1140 y 483 g
MS m-2). Por otra parte, se registro un plus extra en la productividad aérea del cultivo de verano
del 20, 50 y 60% para cada afo de la experiencia cuando el antecesor fue VCe respecto de
Ce (p<0,0001). Sin embargo, esta respuesta en rendimiento no se evidencio en la secuencia
sorgo-Ce+N en ninguno de las tres campanas. En relacion a las variaciones anuales, los
rendimientos del cultivo de verano en la rotacion con VCe fueron similares en las campanas
2010-2011y 2011-2012, mientras que en el resto de las combinaciones se registraron mermas
significativas del 20-30%. En la ultima campafia (2012-2013) los rendimientos del cultivo de
verano también presentaron una reduccion significativa que vario entre 40 y 70% segun el
cultivo antecesor, excepto en la rotacion con Ce+N, evidenciando las mermas mas

importantes en las parcelas testigo.
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Figura 27: Productividad aérea del cultivo de sorgo (g MS m2) durante las tres campafas
evaluadas. Los tratamientos corresponden al cultivo antecesor: centeno (Ce), centeno + 40N
(CetN), sin antecesor 6 barbecho (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) Las letras indican
diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).

La concentracion de carbono en la biomasa aérea producida por el cultivo de sorgo varié entre
40y 45,2% (Tabla anexo A12). En términos de la cantidad de carbono producido se registraron
variaciones de acuerdo al antecesor y el afio (Figura 28). Los primeros dos afios de la
experiencia, las parcelas con antecesor V y VCe, produjeron los mayores volimenes de
biomasa aérea de sorgo que variaron entre 719 y 862 g C m2, aunque el ultimo afio los
rendimientos cayeron a 375 y 501 g C m? respectivamente. Cuando el antecesor fue Ce+N,
la productividad aérea del sorgo fue similar a la registrada con el antecesor VCe tanto en la
camparia 2010-2011 como en la 2012-2013 con valores de 705 y 436 g C m. En cambio, los
rendimientos fueron inferiores cuando el antecesor fue Ce en las primeras dos campanas,
registrandose magnitudes de 608 y 511 g C m2, mientras que al finalizar la experiencia este
tratamiento se igualé con V y VCe con una produccion de 331 g C m2. Las parcelas que
permanecieron en barbecho invernal también evidenciaron una brusca caida en los
rendimientos, con magnitudes de 808 y 209 g C m2en la primer y Ultima campafa. La
concentracion de N en la biomasa aérea de sorgo vario entre 0,5y 1,3% de acuerdo al cultivo
antecesor y el afio (p<0,0001) (Tabla anexo A12). En el primer ciclo de cultivo, las
concentraciones de N fueron similares entre tratamientos con valores entre 0,5y 0,6%. A partir
del segundo ciclo de cultivo, se observd un incremento en los valores de esta variable con las
magnitudes mas altas en los tratamientos con antecesor V y VCe (1-1,3%). En ese sentido, la
produccion de biomasa aérea por unidad de area en términos de N fue superior en estos
tratamientos respecto del resto, tanto en la camparia 2011-2012 (19 y 18 g N m2) como en la
2012-2013 (12 y 11 g N m?) (Figura 29). En cambio, en el primer ciclo de cultivo todos los
tratamientos presentaron similares contenidos de N en su biomasa aérea en un rango entre 8

y 11 gNm=2
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Figura 28: Cantidad de carbono producido en la biomasa aérea del cultivo de sorgo (g C m2)
durante las tres campanas evaluadas. Los tratamientos corresponden al cultivo antecesor:
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin antecesor 6 barbecho (T), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).
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Figura 29: Cantidad de N de la biomasa aérea del cultivo de sorgo (g N m) durante las tres
campanas evaluadas. Los tratamientos corresponden al cultivo antecesor: centeno (Ce),
centeno + 40N (Ce+N), sin antecesor 6 barbecho (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras
indican diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).

6.2.10) Contribucién a la acumulacién de residuos sobre la superficie del suelo

El cultivo de sorgo también representd un ingreso de C y N al pool de residuos sobre la
superficie del suelo de acuerdo al destino de su produccion. Debido a la inclusion de los CC
en cada rotacion, el ciclo del cultivo de verano se vio restringido en su duracion con lo cual su
produccion se destind, segun la practicidad operativa del momento, a la elaboracion de silo
bolsa en la camparfa 2010-2011 dejando un remanente en pie cuantificable. En cambio, en
las ultimas dos campafas, el destino de la produccion fue la elaboracién de rollos (corte al

ras) considerando despreciable el remanente en pie.
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6.2.11) Remanente en pie del sorgo al finalizar la camparia 2010-2011

Al finalizar el primer ciclo de cultivo de sorgo (2010-2011), la cantidad de rastrojo en pie varié
entre 893 y 1035 g MS m2 (Tabla 9). Este material remanente presenté una relacion hoja/tallo
superior en las parcelas sin antecesor CC (0,8) y con antecesor VCe (0,71) respecto del resto
(0,56-0,65). Dicho remanente no presento variaciones entre tratamientos en la concentracion
de Cyde N en sus tejidos (p<0,1), y por lo tanto, contribuyé a aportes similares que estuvieron
en el orden de los 141-176 g C m?y 2,5-3,6 g N m2. Tampoco se registro diferencias en la

calidad del material remanente en los diferentes tratamientos.

Tabla 9: Cantidad de rastrojo remanente en pie de sorgo (g MS m), relacién hoja/tallo (H/T),
concentracion de C y N (%), cantidad de C y N (g m) y relacién C/N al finalizar la campafa
2010-2011. Los cultivos antecesores fueron centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (a<=0,05).

Tratamiento 9MSm?  HT  C (%) N (%) C@m? N@m? CIN

Ce 990 a 056 b 412 a 06 a 4159 a 56 a 743 a
Ce+N 981 a 064b 412 a 06 a 4112 a 55 a 748 a
T 803 a 08 a 418 a 05 a 3730 a 43 a 867 a
Vv 1035 a 065b 412 a 06 a 4358 a 57 a 765 a
VCe 1008 a 071 ab 417 a 06 a 4202 a 58 a 724 a

6.2.12) Usos consuntivos y eficiencia de uso del agua del cultivo de verano

Los usos consuntivos del sorgo variaron entre 360 y 467 mm registrandose los valores mas
bajos en el ultimo ciclo de cultivo. Esta variable evidencio diferencias entre tratamientos
durante la primera y ultima campana de sorgo (p<0,0001). En la primer campafia (2010-2011)
los usos consuntivos fueron mayores en las parcelas sin antecesor CC (T) y con antecesor
vicia (437 y 420 mm), mientras que los valores mas bajos se registraron con los antecesores
Ce+N y VCe (395 y 393 mm). En cambio, en la ultima campafia (2012-2013) evaluada los
usos consuntivos fueron mayores con antecesor V y VCe (379 y 382 mm) respecto del testigo
(360 mm) (Figura 30).

Las eficiencias de uso del agua del sorgo también evidenciaron una importante interaccion
entre tratamientos y afios (p<0,0001). En general, dichas eficiencias fueron superiores en los
primeros dos ciclos de cultivo alcanzando valores maximos cuando el antecesor fue V (5,1 g
MS m2 mm-) en la campafa 2010-2011 y cuando el antecesor fue Vy VCe (4,4 y 4,7 g MS
m2 mm-') en la campafia 2011-2012. En cambio, durante el periodo 2012-2013, en el cual la
productividad del cultivo se vio restringida, las eficiencias de uso del agua fueron inferiores a
los periodos anteriores y similares entre tratamientos con antecesor CC que en promedio fue

de 2,5 g MS m2 mm™ (Figura 31a). Ademas, los valores mas bajos de esta variable se
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registraron en las parcelas con monocultivo de sorgo luego de tres rotaciones sucesivas (0,6
g MS m2 mm). En la figura 31b se presentan los resultados de las eficiencias de uso del

agua en términos del carbono producido.
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Figura 30: Usos consuntivos (mm) del cultivo de sorgo durante las tres campanas evaluadas.
Los tratamientos corresponden al antecesor centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V),
vicia-centeno (VCe) y sin antecesor CC (T). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios
(p<0,00071).
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Figura 31: Eficiencias de uso del agua (g m?2 mm-") en términos de materia seca (a) y carbono
(b) del cultivo de sorgo para las tres campanas evaluadas. Los tratamientos corresponden al
antecesor centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V), vicia-centeno (VCe) y sin antecesor
CC (T). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

6.2.13) Eficiencia de uso del nitrégeno del cultivo de verano

El N absorbido en la biomasa producida por el sorgo (biomasa aérea + raices 0-12 cm) y su
eficiencia de uso variaron segun el cultivo antecesor y el afio (p<=0,0001). Durante la primer

camparia el N absorbido en la biomasa vario entre 21 y 19 g N m2 con valores superiores en
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los tratamientos con antecesor T y V (Tabla 10). Dichos tratamientos presentaron eficiencias
fisiolégicas de uso de N de 15y 13 g MS g Nabs™' que resultaron superiores al resto. En
términos del carbono producido, dichas eficiencias fueron de 6 y 5 g C g Nabs™'. En cambio,
en la campana 2011-2012, las eficiencias mas altas se alcanzaron en las parcelas con
antecesor VCe (14 g MS g Nabs'y 6 g C g Nabs™") que fueron similares a las registradas con
antecesor V (11,8 g MS g Nabs' y 4,9 g C g Nabs™). Dichos tratamientos presentaron
similares contenidos de N en su biomasa en ambos ciclos de cultivo. En ambas campafias,
los valores mas bajos de eficiencia de uso de N se obtuvieron en los tratamientos con
antecesor Ce+N, alcanzando valores minimos de 7 g MS g Nabs'y 3 g C g Nabsen el
periodo 2011-2012 con diferencias significativas respecto del resto de los tratamientos.

Tabla 10: Nitrégeno absorbido por el cultivo (g m2) y eficiencias fisiolégicas de N en términos
de materia seca (g MS g Nabs™") y de carbono (g C g Nabs™) para las campafas 2010-2011
y 2011-2012. Los tratamientos indican el cultivo antecesor centeno (Ce), centeno + 40N
(Ce+N), vicia (V), vicia-centeno (VCe) y sin antecesor CC (T). Las letras indican diferencias entre
tratamientos y afios (p<=0,0001).

Tratamiento N abs g m? EUNg (g MS m™ Nabs™) EUN, (g C m? Nabs™)
2010-2011
Ce 18 b 13 b 5 bc
Ce+N 16 cd 12 bc 5 de
T 21 a 15 a 6 a
\% 19 ab 13 ab 5 abc
VCe 17 bc 12 b 5 cd
2011-2012
Ce 13 e 9 d 4 e
Ce+N 11 f 7 e 3 f
T 15 de 10 cd 4 de
\ 17 bcd 12 bc 5 cd
VCe 20 ab 14 ab 6 ab

6.2.14) Productividad de raices del cultivo de verano

La concentraciéon de carbono en los tejidos de las raices vario entre 30 y 42% (Tabla anexo
A14). En los primeros 0-6 cm de suelo, no se registraron diferencias entre tratamientos pero
si entre anos (p=0,091) con valores menores en la segunda campafia. En cambio, en la
profundidad de 6-12 cm, esta variable no presento variaciones anuales significativas. Por otra
parte, la concentracion de N varié entre 0,6 y 1,2% con variaciones anuales significativas en
0-6 cm (p<0,0001) e interaccion ano x tratamiento también significativa en 6-12 cm (p=0,0103).
Ademas, en la profundidad de 6-12 cm las parcelas con antecesor VCe y Ce superaron a
aquellas que permanecieron en barbecho invernal (T) con valores de 1,2%, 1,1% y 0,95%
respectivamente, mientras que en la segunda campafia, T superé a ambos tratamientos
(1,2%, 0,96 y 0,97%).



61

Los contenidos de carbono de las raices de sorgo, en los primeros 12 cm, variaron entre 233
y 306 g C m=2 y con valores en alza el segundo afio cuando el antecesor fue Ce (p=0,0015)
(Tabla anexo A14). No se comprobd un efecto del cultivo antecesor sobre los contenidos de
carbono de la biomasa de raices de sorgo. Para el promedio de los tratamientos, la biomasa
de raices en los primeros 6 cm de profundidad fue de 221 y 242 g C m2en la primera y
segunda campana del cultivo, mientras que en 6-12 cm, los valores fueron de 46y 34 g C m-
2, Se registréo un incremento de esta variable cuando el antecesor fue Ce tanto en la
profundidad de 0-6 cm (p=0,0083) como en 6-12 cm (p=0,0295). Similar efecto se registré en
las parcelas con monocultura de sorgo (T) (p=0,0002) y antecesor VCe (p=0,05) en 6-12 cm
(Figura 32a y b). En relacion a los contenidos de N de la biomasa de raices de sorgo, el afio
también fue el factor condicionante mas importante (p<0,0001). En los primeros 12 cm, los
valores promedio de los tratamientos fueron de 4,3 y 8,3 g N m=2 para ambas campafas
respectivamente. Todos los tratamientos evidenciaron un aumento significativo de los
contenidos de N en la biomasa de raices hacia el final de la experiencia. En la profundidad de
0-6 cm, los valores promedio de los tratamientos fueron de 3,6 y 6,9 g N m* en cada ciclo de
cultivo respectivamente. En cambio, en la profundidad de 6-12 cm, estos valores estuvieron
muy por debajo de estos niveles (1,1 y 1,3 g N m2). En relacion a las variaciones anuales,
todos los tratamientos evidenciaron incrementos significativos hacia el final de la experiencia
(p<0,0001) en los primeros 0-6 cm de profundidad, mientras que en 6-12 cm, este incremento
solo ocurrié en las parcelas con monocultura de sorgo (Figura 32c y d). Por otra parte, la
relacion C/N de las raices mostro variaciones de acuerdo a la profundidad de suelo y la
campana analizada. En la profundidad de 0-12 cm se registraron magnitudes promedio de los
tratamientos de 56 y 37 para cada ciclo de cultivo (p<0,0001), mientras que en el estrato de
0-6 estos valores fueron de 64 y 37 (p<0,0001) y en 6-12 cm fueron de 33 y 37 (p=0,0014)

respectivamente.
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Figura 32: Contenidos de C y N de la biomasa de raices totales (g m) al finalizar los CC
(octubre) y el cultivo de verano (abril) durante los tres afos de la experiencia para las
profundidades de estudio de 0-6 y 6-12 cm. Los tratamientos indican el cultivo antecesor
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V), vicia-centeno (VCe) y sin antecesor CC (T).

6.3) Residuos acumulados sobre la superficie del suelo

6.3.1) Materia seca de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo

La cantidad de residuos acumulados sobre la superficie del suelo previo al inicio de la
experiencia (abril de 2010) varié entre 303 y 378 g MS m=. La inclusiéon de los CC en la
rotacion se tradujo en una mayor acumulacion de residuos sobre la superficie del suelo
respecto del testigo (sin CC) que estuvo en el orden del 50 al 70% (Figura 33). Luego de tres
afos de experiencia, la capa de residuos resulto ser muy voluminosa (~15 cm) (Fotos 7 a 9).
Las diferencias mas importantes se observaron a partir del segundo afio de la experiencia
(dic-2011) donde las rotaciones que incluyeron al centeno como CC superaron en magnitud a
la vicia (p<0,0001). Ademas, los tratamientos Ce+N y VCe representaron situaciones
intermedias respecto a estos tratamientos. Por otro lado, ese mismo ano se registraron las
magnitudes mas altas de acumulacion de residuos de todos los tratamientos con valores
maximos en Ce de 1268 g MS m-=2. Este incremento generalizado estuvo asociado al

remanente en pie del sorgo de 910-1035 g MS m con una relacién C/N de 77. En cambio, el
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ultimo afo de la experiencia, la cantidad de materia seca acumulada en la superficie del suelo
resulto menor al afio anterior en todos los tratamientos. Se registraron cantidades minimas en
T de 205, 790 y 414 g MS m2 en diciembre de 2010, 2011 y 2012 respectivamente.
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Figura 33: Residuos acumulados sobre la superficie del suelo (g MS m) durante los tres afios
de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N
(Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. El (*) indica diferencias
significativas entre tratamientos dentro de un mismo afo (a<0,05).

Foto 7-9: Residuos acumulados sobre la superficie del suelo al momento de establecer el
CC durante el tercer afno de la experiencia. La foto inferior ilustra la cobertura de residuos al
momento de establecer el primer CC.

Foto 8: Secuencia V-sorgo



6.3.2) Contenidos de C y N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo

Las concentraciones de C de los residuos se mantuvieron en un rango entre 32 y 41%
mientras que las concentraciones de N variaron entre 0.7 y 1.5% (Tabla anexo A16). Todos
los tratamientos con CC evidenciaron disminuciones de la concentracion de C del residuo al
finalizar la experiencia respecto de los valores del primer afo (p<0,0001), mientras que T
presento valores similares. En relacion a las variaciones anuales en la concentracion de N de
los residuos, la secuencia sorgo-VCe mostrd incrementos al finalizar el ensayo respecto de
los valores del primer afio, en cambio, las parcelas con monocultivo de sorgo (T sin CC)
presentaron valores inferiores a los iniciales (p<0,0001). Los tratamientos con Ce, Ce+tNy V

no presentaron variaciones significativas. Las variaciones registradas en las concentraciones
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de C y N, entre el primer y segundo afo, estuvieron influenciadas por el aporte de residuos

del cultivo de verano en su primer ciclo como se menciond anteriormente.

Las variaciones encontradas en los contenidos de C de los residuos se correspondieron con
los resultados en materia seca (Figura 34). Se registraron valores entre 97 y 129 g C m=2al
inicio de la experiencia. Luego del primer ciclo con CC, se registré6 un incremento en la
acumulacion de C de los residuos del 70-80% respecto a T. En el segundo afo de la
experiencia se alcanzaron valores maximos de 507 g C m? en rotaciones con Ce con
diferencias significativas respecto de V (393 g C m-?) (p<0,0001). Al finalizar la experiencia,
las rotaciones con CC con centeno acumularon en promedio 306 g C m? mientras que
rotaciones con V estuvieron en el orden de los 242 g C m2, en cambio, las parcelas testigo

acumularon 137 g C m=,
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Figura 34: Contenido de C de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo en los
tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras indican diferencias entre tratamientos y entre afios
(p<0,0001).

La inclusion de los CC en la rotacion también se tradujo en mayores contenidos de N de los
residuos sobre la superficie del suelo respecto de las parcelas con barbecho invernal a lo largo
de toda la experiencia (Figura 35). Para el promedio de la experiencia, las rotaciones con CC
acumularon 9 g N m2 mientras que el testigo solo acumulé 4 g N m2 (p<0,0001). Dentro de
las distintas combinaciones con CC, V y VCe fueron los tratamientos que presentaron los
valores mas altos (11 g m=?) durante los tres afios de la experiencia sin diferencias
significativas entre anos. Los tratamientos Ce y Ce+N presentaron valores inferiores a dichos

tratamientos pero superiores respecto de T.
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Figura 35: Concentracién de N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo en
los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras indican diferencias entre tratamientos y entre
afios (p<0,0001).

6.3.3) Calidad de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo

La calidad de los residuos varié entre tratamientos y afios (p<0,0001) (Figura 36). En 2010,
los tratamientos VCe, Ce y Ce+N evidenciaron similares relaciones C/N con valores de 40, 43
y 45 respectivamente, superiores a V y T (25 y 30). A partir del segundo afio del ensayo, se
diferenciaron dos grupos de tratamientos de calidad contrastante. Por un lado, Ce, Ce+Ny T
mostraron valores superiores de relacion C/N tanto en 2011 como en 2012, y el promedio de
estos tratamientos fue de 59 y 41 para cada afio. Por otro lado, V y VCe acumularon residuos
de mejor calidad con valores similares (40) en 2011, mientras que en 2012, estos tratamientos

se diferenciaron entre si, con magnitudes de 22 y 28 para V y VCe.
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Figura 36: Calidad de los residuos acumulados al inicio del cultivo de verano expresada como
la relacion C/N a lo largo de toda la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T),
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican
diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).
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6.3.4) Dinamica de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo

La pérdida de materia seca de los residuos fue similar entre tratamientos con CC en cada afio
de la experiencia con valores promedio de 321, 988, 626 g MS m para 2010, 2011 y 2012
respectivamente (Figura 37). A pesar de esta falta de diferencias entre tratamientos con CC,
Ce+N presentd magnitudes superiores durante toda la experiencia. En contraposicion, las
parcelas testigo presentaron los valores mas bajos de pérdida de MS con magnitudes
promedio de 88, 349 y 393 g MS m para cada afio del ensayo. En relacion a las variaciones
anuales, todos los tratamientos con y sin CC mostraron un incremento significativo en la
descomposicion de los residuos entre el afio 2010 y 2011 asociado a un mayor aporte de
materia seca proveniente del sorgo al sistema y una disminucidon de los valores de

descomposicién entre el periodo 2011-2012.
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Figura 37: Pérdida de materia seca de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo
(g MS m2) durante los tres afnos de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T),
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican
diferencias entre tratamientos y entre afios (p<0,0001).

Por otra parte, la pérdida de materia seca de los residuos estuvo explicada por el N remanente
en los mismos mediante el modelo exponencial que se presenta en la Figura 38 (p<0,0001;
y= 1425,03 e 517), Este modelo demuestra que la perdida de materia seca de los residuos
(descomposicion) ocurrié a tasas decrecientes a medida que la proporcion de N remanente

en el mismo aumento.
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Figura 38: Pérdida de materia seca (g m-) de los residuos acumulados sobre la superficie
del suelo en funcion de la proporcion de N remanente en los mismos.

6.3.5) Movilizacién e inmovilizacion de C y N de los residuos acumulados sobre la
superficie del suelo

La proporcion de C remanente en los residuos estuvo condicionada principalmente por el afio
(p<0,0001). Se registraron valores iniciales entre 0.7 y 0.8 sin diferencias significativas entre
tratamientos. En el segundo afio, que se caracterizé por importantes aportes de residuos de
sorgo de la campana 2010-2011, los tratamientos con CC presentaron valores inferiores al
control (p=0,0012). Al finalizar la experiencia todos los tratamientos presentaron proporciones
similares entre 0.4 y 0.5 (Tabla 11). Debido a las variaciones en las cantidades de residuos
iniciales y el remanente en pie aportado por los cultivos (denominador del calculo de C
remanente) para cada periodo estudiado, similares proporciones se tradujeron en diferentes
magnitudes de C liberado por unidad de area evidenciando diferencias significativas entre
tratamientos dentro de cada afio. En ese sentido, el primer afio de la experiencia, el testigo
liberé6 menos C que Ce+N y VCe con valores de 27, 166 y 123 g C m= respectivamente
(p<0,0079), a pesar de presentar la misma proporcion de C remanente (0,7). El segundo afio
de la experiencia, la cantidad de C liberado alcanzé valores maximos en todos los tratamientos
con CC con magnitudes entre 495 y 353 g C m registrandose diferencias significativas entre
Ce+N y Ce (p<0,0001). La pérdida de C de los residuos resulté ser inferior en el testigo tanto
el segundo (133 g C m=2) como el ultimo afio (177 g C m2) (p=0,0305).
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Tabla 11: Proporcién de C y N remanente en los residuos acumulados sobre la superficie del
suelo y cantidad de C y N liberado durante la descomposicion de los mismos (g m=2). Los
tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos para cada afio (a<0,05).

Tratamiento C remanente C liberado (g m™?) N remanente N liberado (g m™)
2010
Ce 0,8 a 116 ab 0,62 bc 5 b
Ce+N 0,7 a 166 a 0,45 c 8 ab
T 0,7 a 27 c 0,93 a 0,3 c
\% 0,8 a 60 bc 0,70 b 5 b
VCe 0,7 a 123 ab 0,43 c 9
2011
Ce 0,6 b 353 b 0,51 ab 9 b
Ce+N 0,5 b 495 a 0,41 bc 13 b
T 0,7 a 133 c 0,59 a 5 c
V 0,5 b 420 ab 0,37 c 20 a
VCe 0,5 b 461 ab 0,49 abc 12 b
2012
Ce 0,5 b 304 a 0,68 a 4 b
Ce+N 0,5 b 330 a 0,68 a 4 b
T 0,4 a 177 b 0,64 a 2 [¢]
\ 0,5 b 282 ab 0,54 a 10 a
VCe 0,5 b 333 a 0,60 a 9 a

La proporcién de N remanente en los residuos fue similar entre tratamientos con centeno (Ce,
Ce+N y VCe) los tres afios de la experiencia con valores superiores al finalizar la experiencia
respecto de los iniciales (Tabla 17). Se registraron magnitudes promedio de estos tratamientos
de 0,5y 0,7 para el primer y ultimo afio del ensayo respectivamente. En cambio, esta variable
resulté ser superior en V respecto de VCe y Ce+N el primer afno de la experiencia (p=0,0001)
y respecto de Ce el segundo afio (p=0,0605), en cambio, el Ultimo afio no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos. Por otra parte, el testigo movilizé menos N por
unidad de area a lo largo de toda la experiencia (0.3 y 5 g N m2). Los tratamientos con CC
liberaron entre 5y 9 g N m= al inicio del ensayo, con los valores mas altos en VCe similares
a los observados en Ce+N y superiores al resto (p<0,0001). En el segundo afo, V supero a
todos los tratamientos alcanzando un valor promedio de 20 g N m=2 (p<0,0001). En el tercer
afo, V y VCe movilizaron mas N respecto de Ce+N, Ce y T con magnitudes de 10y 9vs. 4,y

2 g N m~2 respectivamente (p<0,0001).

Las relaciones entre C y N movilizado de los residuos para cada tratamiento se presentan en
la Figura 39. Todos los tratamientos evidenciaron una relacion lineal entre ambas variables
(Tabla 12). La pendiente de estas rectas indica la mineralizacion de N por unidad de C liberado

de los residuos (g N g C) a lo largo de la experiencia. Estos resultados evidenciaron que V
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tuvo la mayor pendiente, y por lo tanto, entregé al sistema mas N por unidad de C movilizado
de los residuos. Del andlisis de comparacion de rectas se comprobd que V superd
significativamente a Ce (p=0,0005), Ce+N (p<0,0001), VCe (p<0,0001) y T (p=0,0703)
mientras que el resto de los tratamientos presentaron pendientes similares entre si.
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Figura 39: Pérdida anual de N en funcién de la pérdida de C de los residuos sobre la

superficie del suelo (g m2 a') para cada tratamiento: testigo sin CC (T), centeno (Ce),
centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).

Tabla 12: Rectas de regresion de las relaciones entre la pérdida de C (x) y la pérdida de N
(y) de los residuos para cada tratamiento.

Ecuacién R valor p (x) | valor p (const)
Ce y =0,018 x + 1,671 0,48 < 0,0001 0,1695
Cet+N y = 0,016 x + 3,308 0,46 < 0,0001 0,0469
T y = 0,022 x + 0,015 0,52 < 0,0001 0,5979
V y = 0,035 x + 3,272 0,82 < 0,0001 0,0005
VCe y =0,016 x + 6,174 0,43 < 0,0001 < 0,0001

6.3.6) Efecto de los residuos acumulados en supetrficie sobre la cantidad de N-nitratos, la
temperatura y humedad del suelo

Las concentraciones mas elevadas de N-nitratos en el suelo en los primeros 0-20 cm de
profundidad se registraron el primer afo de la experiencia con valores promedio de 16, 17,
19, 22 y 23 ppm en VC, C, C+N, V y T respectivamente. En cambio, las concentraciones
promedio de los ultimos dos afos fueron inferiores (p<0,0001) y se mantuvieron en un rango
entre 6 y 14 ppm el segundo afio y entre 2 y 7 ppm el ultimo afio. La concentracién de N
mineral en el suelo evidencid incrementos asociados con la pérdida de N de los residuos a

partir del segundo afio de la experiencia (Figura 40).
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Figura 40: Concentracion de N-nitratos a 0-20 cm de profundidad (ppm) al inicio del cultivo de
verano (V4-V6) en funcion de la perdida de N de los residuos acumulados sobre la superficie
del suelo para cada afio de la experiencia.

Los residuos acumulados sobre la superficie del suelo tuvieron un efecto importante sobre la
temperatura del suelo. En ese sentido, encontramos que esta variable permitié explicar el 66
y 71% de la variabilidad observada en la temperatura del suelo del mes de diciembre a 0-5 y
5-10 cm de profundidad (Figuras 41a y b). Al finalizar la experiencia se registraron diferencias
en la temperatura del suelo respecto de los valores al inicio del ensayo del orden de los 15y
11°C para las profundidades de 0-5 cm y 5-10 cm respectivamente. En la Tabla 13 se
presentan los valores promedio para cada tratamiento y afio en ambas profundidades. Para
el estrato de 0-5 cm, las parcelas sin CC (barbecho) presentaron las temperaturas mas altas
junto con V el primer afno de la experiencia con valores promedio de 42 y 41°C
respectivamente. En cambio, los tratamientos con centeno, ese mismo afo, tuvieron
temperaturas inferiores con una diferencia promedio de 6°C. Recién en el tercer aifo del
ensayo los tratamientos se asemejaron entre si con temperaturas promedio de 23°C. Por otra
parte, no se observé un efecto tratamiento sobre la temperatura a 5-10 cm de profundidad.
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Figura 41: Temperatura edafica a 5 cm (a) y 10 cm (b) de profundidad en funcion de los
residuos acumulados sobre la superficie del suelo.
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centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias significativas
entre tratamientos y afios a 0-5 cm (p=0,0044) y 5-10 cm (p=0,049).

Tratamiento 0-5 cm 5-10 cm
2010
Ce 35 b 33 b
Ce+N 36 b 33 ab
T 42 a 3B a
\Y 41 a 34 ab
VCe 36_ b 33 b
2011
Ce 28 de 25 cd
Ce+N 27 e 24
T 31 ¢ 26 ¢
\Y 29 cd 26
VCe 29 cde 25 cd
2012
Ce 228 f 220 e
Cet+N 231 f 223 e
T 230 f 22,0 e
\Y 230 f 220 e
VCe 230 f 220 e

La humedad del suelo en los primeros 20 cm del perfil evidencié diferencias significativas
entre tratamientos durante el periodo de recarga del perfil (barbecho) y establecimiento del
cultivo de verano (Figura 42). Los valores de humedad aumentaron con las sucesivas
campanas. En promedio, los tratamientos con CC presentaron valores de 29 mm y el testigo
de 23 mm en diciembre de 2010 (p<0,0001), mientras que en diciembre de 2011 estos valores
fueron de 38 y 33 mm respectivamente (Tabla anexo A3). Dicho afio se registraron diferencias
significativas respecto de los tratamientos con centeno (p<0,0001). En cambio, en diciembre
de 2012, los valores de humedad se mantuvieron en un rango entre 56 y 61 mm vy las
principales diferencias se observaron entre Ce+N respecto de Ce, T y VCe con valores de 61,
57, 56 y 57 mm respectivamente (p<0,0001). A pesar de este incremento en los contenidos
de agua del suelo no se pudo comprobar una relacion directa entre esta variable y los residuos

acumulados sobre la superficie del suelo.

r 'l o l l!‘“n: ¢ E l y SR j o » g
i [
.: 1 by _'." A )

mecind sctidfon

—— —— et * - 1 e —

Figura 42: Agua total (mm) en los primeros 20 cm del perfil de suelo para los tres anos
evaluados. Las letras indican los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N
(Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las flechas indican inicio y finalizacion del ciclo de los
cultivos y (*) indica diferencias significativas entre tratamientos (a<0,05).
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6.3.7) Relaciones entre la descomposicion de los residuos, su calidad y el ambiente edafico
En la Tabla 14 se presentan las regresiones multiples que explicaron las variaciones

observadas en la pérdida de MS, C y N de los residuos.

Tabla 14: Regresiones lineales multiples que explican la descomposicion de los residuos en
superficie.

y X Est. valor p R2 Aj
Pérdida de MS (g m™) const 720,0 0,2592 0,83
N rem -2198,4 <0,0001
C/N residuos; 8,9 0,0025
C/N residuos; -12,5 0,0001
DON 2449 0,0002
C-BA 1,5 0,0006
H 13,9 0,0119
N-nitrato -132,0 0,1482
T5 36,0 0,0312
N-BA -22,3 0,1065
Pérdidade C (g m?)  const -379,0 0,1106 0,81
N rem -221,9 0,0131
C-BA 0,90 <0,0001
C-residuoy -0,75 <0,0001
C-residuo; 0,55 0,0042
DON 82,7 0,0017
H 7,7 0,0013
T5 19,7 0,0022
CBM 5,1 0,0142
Pérdida de N (g m'z) const 20,9 <0,0001 0,94
N rem -27,9 <0,0001
N-residuoy 0,35 0,0706
N-BA 0,90 <0,0001
CIN sg -0,15 <0,0001
C-BA -0,02 0,0001
Poros 0,15 0,0013
DON 1,70 0,0085
N-nitrato -2,4 0,0418
C/N residuo; 0,05 0,0950

Nrem: proporcién de nitrégeno remanente en los residuos acumulados sobre la superficie del suelo. C/N residuoi:
relaciéon C/N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo al inicio de cada periodo de estudio. C/N
residuor: relacion C/N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo al final de cada periodo de estudio.
DON: N soluble del suelo a 0-6 cm (g m2). C-BA: contenido de C de la biomasa aérea de los CC. H: humedad
edafica (mm) a 0-20 cm de profundidad. N-nitrato: cantidad de N-nitratos 0-20 cm (g m?). T5: temperatura 0-5 cm
(°C). N-BA: contenido de N de la biomasa aérea de los CC. C-residuoi: Contenido de C en los residuos iniciales
acumulados sobre la superficie del suelo (g m?). C-residuor. Contenido de C en los residuos finales acumulados
sobre la superficie del suelo (g m?2). CBM: contenido de C de la biomasa microbiana del suelo a 0-6 cm de
profundidad (g m). N-residuor: Contenido de N en los residuos finales acumulados sobre la superficie del suelo (g
m?). C/N sg: relacion C/N del remanente del cultivo de sorgo. Poros: porcentaje de poros llenos de agua a 0-20

cm de profundidad.

6.4) Biomasa microbiana del suelo

El pool de CBM representé el 1-1,6% de la materia organica total del suelo mientras que NBM
constituyo el 0,07-0,15%. Los contenidos de C y N de la biomasa microbiana del suelo variaron
entre 21y 44 g C m2yentre 1,6 y 4,4 g N m2en los primeros 12 cm del perfil de suelo y la

relacion C/N microbiana estuvo acotada en un rango entre 10 y 14 (Tabla anexo A18). Al
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diferenciar entre estratos de profundidad, el rango de valores para la profundidad de 0-6 cm
fue de 13-24 g C m2y 0,9-2,3 g N m mientras que para 6-12 cm fue de 8-21 g C m2y 0,7-
2,5gNm=2

6.4.1) Efecto de la inclusién de los CC en la rotacion (generalidades)

Los resultados muestran diferencias significativas entre tratamientos con y sin CC a partir del
primer afio de la experiencia. En promedio, los tratamientos con CC tuvieron un 30% mas C
y un 60% mas N en la biomasa microbiana del suelo que el testigo en los primeros 0-6 cm de
suelo, mientras que en la profundidad de 6-12 cm, estas proporciones fueron del 20 y 30%
respectivamente. Dentro de los tratamientos con CC, las magnitudes mas altas de CBM y
NBM se alcanzaron en la consociacion vicia-centeno en los primeros 6 cm de suelo (24 g C
m2y 2,3 g N m2equivalente a 317 ug C g suelo'y 32 ug N g suelo'), mientras que en la
profundidad de 6-12 cm esto ocurrié en el tratamiento con vicia (21 g C m2?2y 2 g N m?
equivalente a 284 ug C g suelo' y 27 ug N g suelo™). Sin embargo, Ce+N presenté picos
maximos de CBM en la profundidad de 0-6 cm y de NBM en la profundidad de 6-12 cm que

superaron a los tratamientos mencionados particularmente en el afio 2011 (Tabla 15).

Tabla 15: Concentracion (ug g™) y contenidos (g m<) de C y N de la biomasa microbiana del
suelo a 0-6 y 6-12 cm de profundidad durante los tres anos de la experiencia. Los tratamientos
fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y entre afios excepto para la variable CBM 6-
12 cm (g m?) que indican diferencias entre tratamientos dentro de cada ario (a<0.05).

0-6 cm 6-12 cm
CBM CBM NBM NBM CBM CBM NBM NBM
Tratamiento (Mg ™) (gm?) (ugg") (gm?) (g g (@m?) (g g™ (@m?)
2010
Ce 262 bc 19 b 26 ab 2,0 abc 150 fg 11 ab 18  def 1,3 efg
Ce+N 213 de 16 cd 19 cd 1,4 def 156 f 12 ab 17  ef 1,3 fg
T 179 e 13 d 12 e 09 g 107 h 8 c 9 g 0,7 h
\% 245 cd 18 bc 18 «cd 1,3 ef 170 ef 13 a 26 abc 1,9 bc
\VCe 286 ab 21 ab 23 bcd 1,7 cde 127 gh 9 bc 18 cdef 1,3 efg
2011
Ce 251  bcd 19 bc 24 abc 1,8 bcd 220 cd 16 bc 18  cdef 1,4 defg
Ce+N 319 a 24 a 26 ab 1,9 abc 272 ab 20 a 33 a 25 a
T 207 de 15 cd 16 de 1,2 fg 205 de 15 ¢ 16 f 1,2 fg
Y 249 bed 18 bc 29 ab 2,2 ab 284 a 21 a 27 ab 20 b
VCe 286 abc 21 ab 32 a 23 a 255 abc 19 ab 24  bcd 1,8 bcd
2012
Ce 257 bc 19 b 26 ab 1,9 bc 222 cd 17 a 15 f 11 g
Ce+N 269 bc 20 b 25 ab 1,8 bc 215 cd 16 a 22 bcde 1,6 cde
T 244 cd 18 bc 19 cd 1,4 ef 213 d 16 a 23 bcd 1,7 bcd
\Y 284 abc 21 ab 25 ab 1,8 bc 246 abcd 18 a 18  def 1,3 fg
VCe 317 a 24 a 25 ab 1,9 bc 241 bced 18 a 20 bcdef 1,5 def

6.4.2) Efecto de la profundidad de suelo

Los valores iniciales de CBM fueron considerablemente mas altos en los primeros 6 cm del

perfil respecto de 6-12 cm con magnitudes promedio de 18 y 11 g m-2 respectivamente. En
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cambio, el segundo afno, esta diferencia entre estratos de profundidad fue muy pequefa (19
y 18 g m2) al igual que en el Ultimo afo de la experiencia (20 y 17 g m2). Sin embargo, se
registraron diferencias significativas entre profundidades al finalizar la experiencia en los

tratamientos Ce+N y VCe (Figura 43).
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Figura 43: Contenidos de CBM a 0-6 y 6-12 cm de profundidad para cada tratamiento (testigo
sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe)). (* Indica
diferencias entre profundidades dentro de cada afio (a<0,05).

Los valores de NBM en los primeros 0-6 cm de suelo no siempre resultaron superiores a los
registrados en la profundidad de 6-12 cm (Figura 44). Al inicio de la experiencia se observaron
diferencias significativas entre profundidades solamente en los tratamientos Ce y V, sin
embargo, en V los contenidos de N fueron superiores en la profundidad de 6-12 cm. Similar
comportamiento se registré en Ce+N el segundo ano, y en T el Ultimo afio de la experiencia.
VCe y V también evidenciaron diferencias entre profundidades al finalizar el ensayo con

valores superiores en la profundidad de 0-6 cm.
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Figura 44: Contenidos de NBM a 0-6 y 6-12 cm de profundidad para cada tratamiento (testigo
sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe)). (*) Indica
diferencias entre profundidades dentro de cada afio (a<0,05).

6.4.3) Efecto de la inclusion de los CC en la rotacién en la profundidad de 0-6 cm

Al inicio de la experiencia los contenidos de CBM y NBM en el tratamiento Ce+N fueron
inferiores al tratamiento Ce (p=0,0058) sugiriendo un impacto negativo de la fertilizacion
nitrogenada (Tabla 21). Se registraron valores de 16 g C m2y 1,4 g N m2 equivalentes a 213
y 19 ug g suelo” para Ce+N y de 19 g C m2y 2 g N m2 equivalentes a 262 y 26 ug g suelo’
para Ce. En cambio, la combinacién vicia-centeno (VCe) presentd valores similares a Ce para
ambas variables. Por otro lado, la asimilacién de carbono en la consociacién fue superior a la
observada en la vicia con una diferencia de 3 g m2 (41 ug g suelo™) evidenciando una
limitacion inicial por carbono. En términos del contenido de NBM, si bien la asimilacion fue
superior en magnitud en VCe respecto de V (1,7 y 1,3 g m= equivalente a 23 y 18 ug g suelo
1), no se observaron diferencias significativas entre estos tratamientos. Todos los tratamientos
con CC asimilaron mas carbono en la biomasa microbiana respecto del testigo, con excepcién
de Ce+N. Ademas, todos los tratamientos con CC asimilaron mas nitrégeno que el testigo en
la biomasa microbiana del suelo. El segundo afo de la experiencia, los tratamientos con

centeno fertilizado con urea (Ce+N) y el consociado con vicia (VCe) presentaron los valores
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mas altos de CBM (24 y 21 g m2 equivalente a 319 y 286 ug g suelo'). Ademas, las
magnitudes registradas en Ce+N fueron superiores a las observadas en Ce (p=0,0058)
sugiriendo una posible limitacién por N. Por otra parte, todos los tratamientos con CC
presentaron similares contenidos de NBM en promedio 2,1 g m2 (equivalente a 28 ug g suelo-
') superiores al testigo (1,2 g m? equivalente a 16 ug g suelo™). El dltimo afio, las magnitudes
mas altas de CBM se registraron en VCe y V (24 y 21 g m* equivalente a 317 y 284 ug g
suelo™), observandose diferencias significativas entre VCe y Ce sugiriendo una limitacion por
N hacia el final de la experiencia. Nuevamente los contenidos de NBM fueron similares entre

tratamientos con CC y superaron al testigo.

6.4.4) Efecto de la inclusion de los CC en la rotacion en la profundidad de 6-12 cm

El primer afio de la experiencia, los contenidos de CBM y NBM fueron similares entre Ce,
Ce+N y VCe con valores promedio de 11 g C m2y 1,3 g N m? equivalente a 150 ug C g suelo
'y 18 ug N g suelo™ (Tabla 21). Las diferencias entre Ce y T sugieren una limitacién inicial por
C como se observo en el estrato superior de suelo, con un plus extra en Ce de 3 g C m2que
en términos de N fue de 0,7 g N m (equivalente a 43 ug C g suelo' y 9 ug N g suelo™). Los
contenidos de CBM y NBM en las parcelas consociadas fueron inferiores a los valores
hallados en las parcelas con vicia. Ce+N también presento valores inferiores de NBM respecto
de V, sin embargo, las magnitudes de CBM fueron similares entre estos tratamientos. El
segundo afo, en cambio, si pudimos comprobar diferencias significativas entre Ce+N y Ce
(posible limitacion por N) tanto en CBM como en NBM. El ultimo afio de la experiencia, todos
los tratamientos presentaron similares contenidos de CBM, sin embargo, la asimilacién de N

fue inferior en Ce respecto de T y superior en Ce+N respecto de Ce.

6.4.5) Variaciones anuales de los contenidos de C y N de la biomasa microbiana del suelo

El comportamiento de CBM en el tiempo varié de acuerdo a la profundidad de suelo (Figura
45a y b). En los primeros 6 cm de suelo, si bien se registré una respuesta positiva en el muy
corto plazo asociado al aporte de raices de los CC, los tratamientos tuvieron una respuesta
limitada en el tiempo. Al final de la experiencia los valores de CBM se mantuvieron en un
rango entre 18 y 24 g m2. El testigo fue el Unico tratamiento que mostré un incremento
progresivo a lo largo de los tres afios del ensayo con diferencias significativas entre los valores
inicial y final (13 y 18 g m2). En el tratamiento Ce+N, CBM mostré un incremento de 8 g m?
en el periodo 2010-2011 y un descenso de 4 g m?2 en el periodo 2011-2012, ambos
significativos. En cambio, en VCe, V y Ce esta variable se mantuvo estable en el tiempo. Por

otra parte, en la profundidad de 6-12 cm se observo una fase inicial de rapida respuesta al
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aporte de sustrato, y una segunda fase de crecimiento mas lento en la cual los tratamientos
se igualaron en magnitud en un rango de valores entre 16 y 18 g C m=.
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Figura 45: Variacion anual de los contenidos de C de la biomasa microbiana del suelo (g m-
2) en 0-6 (a) y 6-12 cm (b) de profundidad de suelo durante los tres afios de la experiencia
para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe).

A pesar de la respuesta limitada en la asimilacién de carbono en los primeros 0-6 cm de
profundidad, los contenidos de NBM en los tratamientos con nitrogeno (VCe, V y Ce+N)
aumentaron significativamente entre el periodo 2010-2011 en esta profundidad de suelo
(Figura 46a). En cambio, en Ce los valores fueron estables a lo largo de los tres afos y el
testigo solo presentd diferencias significativas entre el inicio y el final del ensayo. En la
profundidad de suelo de 6-12 cm, cada tratamiento tuvo un comportamiento particular en el
tiempo (Figura 46b). El testigo tuvo incrementos progresivos de NBM entre 0,7 y 1,7 g m?,
mientras que Ce y VCe presentaron valores similares de esta variable los tres afios. En
cambio, en V los valores se mantuvieron estables entre 2010 y 2011 y disminuyeron entre
2011-2012. El tratamiento fertilizado con urea tuvo un incremento del N asimilado entre 2010-

2011 y luego disminuy6 entre 2011-2012.
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Figura 46: Variacion anual de los contenidos de N de la biomasa microbiana del suelo (g m)
en 0-6 (a) y 6-12 cm (b) de profundidad de suelo durante los tres afios de la experiencia para
los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe).
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6.4.6) Relacion entre la biomasa microbiana del suelo y el aporte de residuos sobre la
superficie del suelo y residuos de raices

Incrementos en los contenidos de carbono de la biomasa microbiana estuvieron asociados

con aumentos en los contenidos de N de este pool en ambas profundidades de suelo (Figura

47ayb).
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Figura 47: Contenido de carbono de la biomasa microbiana del suelo en funcién de su

contenido de N (g m2) en las profundidades de 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b).
No se comprobd relacion entre la biomasa microbiana y la biomasa aérea de los cultivos de
cobertura. Tanto la pérdida de materia seca de los residuos acumulados sobre la superficie
del suelo como las cantidades iniciales y finales de los mismos explicaron solamente un 18-
22% de la variacion observada en CBM en los primeros 0-6 cm del perfil (Tabla 16 modelos
2-4). De manera similar, la pérdida de materia seca explicé muy poco la variabilidad en NBM
a 0-6 cm de profundidad (R?=0,24; Tabla 23 modelo 5). La relaciéon C/N de los residuos y de
la biomasa aérea de los CC no fue un buen indicador del estatus de C y N en la biomasa
microbiana del suelo. Por otra parte, la movilizacion de C y N de los residuos se relaciond
positivamente con CBM y NBM explicando entre el 25-28% de su variacion en 0-6 cm y entre
11-50% en 6-12 cm (Tabla 23 modelos 6-13).

Tabla 16: Modelos de regresién multiple que relacionan la biomasa microbiana del suelo y la
descomposicion de residuos en superficie (las unidades de las variables fueron en g m2).

Modelo Ecuacion R? valor p
2 CBM (0-6 cm) = 0,0044 Pérdida MS + 16,75 0,18 0,0009
3 CBM (0-6 cm) = 0,01 C-Residuo inicial + 16,74 0,18 0,0009
4 CBM (0-6 cm) = 0,01 C-Residuo final + 15,27 0,22 0,0002
5 NBM (0-6 cm) = 0,00069 Pérdida MS + 1,3 0,24 0,0002
6 CBM (0-6 cm) = 0,38 Pérdida N + 16,24 0,28 <0,0001
7 NBM (0-6 cm) = 0,05 Pérdida N + 1,3 0,25 0,0001
8 CBM (0-6 cm) = 0,01 Pérdida C + 16,46 0,25 0,0001
9 NBM (0-6 cm) = 0,0016 Pérdida C + 1,29 0,28 <0,0001
10 CBM (6-12 cm) = 0,44 Pérdida N + 11,58 0,28 <0,0001
11 NBM (6-12 cm) = 0,03 Pérdida N + 1,21 0,11 0,0115
12 CBM (6-12 cm) = 0,02 Pérdida C + 10,47 0,51 <0,0001
13 NBM (6-12 cm) = 0,001 Pérdida C + 1,21 0,12 0,0008
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Por otra parte, las raices de los CC explicaron en una mayor proporcion la dinamica del
carbono en la biomasa microbiana del suelo en ambas profundidades de suelo estudiadas
(Figura 48a y b). De acuerdo con estas regresiones, el contenido de C-BRT de los CC explicd
el 46% y el 61% de la variacion observada en CBM a 0-6 cm (p=0.0003) y 6-12 cm (p<0.0001).
Para las condiciones de nuestra experiencia la biomasa microbiana del suelo mostro
incrementos lineales por el aporte de C-BRT hasta un valor maximo de 102 y 35 g m para 0-
6y 6-12 cm. Por encima de estos niveles la biomasa microbiana no mostré variaciones por el
agregado de este sustrato y se estabiliz6 en magnitudes de 20,1y 17,6 g m?. Las ecuaciones

de las regresiones se presentan en la Tabla 17.
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Figura 48: Contenidos de carbono de la biomasa microbiana del suelo en funcion del C-raices
de los cultivos de cobertura (g m2) para las profundidades a) 0-6 cm y b) 6-12 cm.

Tabla 17: Ecuaciones de regresion del modelo “un tramo con plateau” que relacionan los
contenidos de carbono de la biomasa microbiana del suelo y de la biomasa de raices para las
profundidades 0-6 y 6-12 cm.

Modelo Ecuacion R? valor p

14 CBM(0-60m)=130+0,07 C-BRT (C-BRT<102) 046 0,003
CBM (0-6 cm) = 20,1 (C-BRT > 102)

5 CBM (6-12 cm) = 5,0 + 0,36 C-BRT (C-BRT < 35) 0,61  <0,0001

CBM (6-12 cm)= 17,6 (C-BRT>35)

Similares relaciones se obtuvieron entre NBM y N-BRT en los primeros 0-6 cm de suelo
(Figura 49a). Para las condiciones de la experiencia la biomasa microbiana del suelo mostré
incrementos lineales por el aporte de N-BRT hasta un valor maximo de 3,67 g m-2. Por encima
de estos niveles la biomasa microbiana no mostro variaciones por el agregado de este sustrato
y se estabilizd en magnitudes de 1,9 g m2. Por otra parte, en la profundidad de 6-12 cm la

relacion entre estas variables fue lineal a lo largo de toda la experiencia y explico el 39% de



81

la variacion en NBM (Figura 49b). Las ecuaciones de las regresiones se presentan en la Tabla
18.
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Figura 49: Contenido de N de la biomasa microbiana del suelo en funcién del N-raices de los
CC (g m?) para las profundidades a) 0-6 cm y b) 6-12 cm.

Tabla 18: Ecuaciones de regresion del modelo “un tramo con plateau” que relacionan los
contenidos de carbono de la biomasa microbiana del suelo y de la biomasa de raices para las
profundidades 0-6 y 6-12 cm.

Modelo Ecuacion R? valor p
16 NBM (0-6 cm) = 0,87 + 0,28 N-BRT (N-BRT < 3,67) 0,43 0,0003
NBM (0-6 cm) = 1,9 (N-BRT > 3,67)

17 NBM (6-12 cm) = 0,48 N-BRT + 0,83 0,39 <0,0001

6.4.7) Efecto del ambiente sobre los contenidos de C y N de la biomasa microbiana del
suelo

Las temperaturas registradas en los primeros 5 cm de suelo al inicio del cultivo de verano
estuvieron acotadas en un rango entre 23 y 41°C. Los valores maximos correspondieron a los
tratamientos con menor cobertura sobre la superficie del suelo (T y V) el primer ano del
ensayo, mientras que los valores mas bajos se registraron al final de la experiencia sin
diferencias significativas entre tratamientos con o sin CC y se encontraron en un rango entre
23 y 25°C. Se comprobaron relaciones negativas entre la biomasa microbiana del suelo (CBM
y NBM) y la temperatura en los primeros 0-6 cm de profundidad el primer afio (Figura 50a y
b) y solo con CBM el segundo afio de la experiencia (Figura 50c y d). En cambio, el tercer afio
estas variables no se relacionaron entre si. En la profundidad de 6-12 cm no se comprobé
ninguna relacion significativa entre estas variables en ninguno de los tres afios evaluados y

las temperaturas estuvieron acotadas en un rango entre 35-33°C el primer afio, entre 26-24°C
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el segundo afo, mientras que el tercer afio todos los tratamientos registraron una temperatura

promedio de 22°C.
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Figura 50: Contenidos de C y N de la biomasa microbiana del suelo en funcién de la
temperatura edafica en los primeros 0-6 cm de suelo determinadas al inicio del cultivo de
verano para el primer y segundo afio de la experiencia (2010-2011).

Por otra parte, el contenido de agua del suelo (0-20 cm) explic6 muy poco la variacion
observada en la biomasa microbiana (R?=0,04; y=0,27x+197,1; p=0,0057). Sin embargo, la
aireacion del suelo estimada a través de la cantidad de poros llenos de agua (0-20 cm), que
ha sido muy utilizada como estimador de la actividad bioldgica del suelo, presenté relaciones
cuadraticas con la biomasa microbiana del suelo (Figuras 51) y con los contenidos de N-
nitratos (Figura 52). Ademas, se registraron relaciones lineales negativas entre CBM vy la
disponibilidad de N-nitratos en el suelo (Figura 53). Estas regresiones sugieren que la

asimilacion de C y N aumento6 a medida que los poros se llenaron de agua, asociado también
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a la utilizacion de N-nitratos en el suelo, hasta alcanzar un éptimo por encima del cual la
disponibilidad de oxigeno limitaria la actividad biologica del suelo. Por otra parte, el efecto
conjunto de las variables ambientales sobre la biomasa microbiana del suelo estuvo explicado

por los modelos de regresion multiple que se presentan en la Tabla 19.
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Figura 511: Contenidos de C y N de la biomasa microbiana del suelo a 0-12 cm de profundidad
(g m2) en funcion del porcentaje de poros llenos de agua en los primeros 0-20 cm de suelo.
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Figura 52: Contenido de N-nitratos (g m2) en funcién del porcentaje de poros llenos de agua
a 0-20 cm de profundidad de suelo.
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Figura 53: C asimilado en la biomasa microbiana del suelo en las profundidades de 0-6 cm
(a) y 6-12 cm (b) en funcién de la disponibilidad de N-nitratos (g m-).

Tabla 19: Modelos de regresion multiple para la biomasa microbiana del suelo y el ambiente
edéfico en ambas profundidades de estudio (0-6 y 6-12 cm).

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador valor p R2 Aj
18 CBM a 0-6 cm (g m?) const 29,82 <0,0001 0,29
T5 -0,47 <0,0001
N-nitratos 3,77 0,0071
19 NBM a 0-6 cm (g m'z) const 5,18 <0,0001 0,2
T5 -0,1 0,0006
N-nitratos 0,53 0,0187
P -0,02 0,0399
20 CBM a 6-12 cm (g m™) const 42,46 <0,0001 0,65
T10 -0,96 <0,0001
H -0,09 0,0008
N-nitratos 2,75 0,0412
21 NBM a 6-12cm (gm?)  const 3,24 <0,0001 0,19
T10 -0,06 0,007
H -0,01 0,0192
N-nitratos 0,33 0,1
Donde:
N-nitratos = N-nitratos a 0-20 cm (g m)
T5 = Temperatura del suelo a 0-5 cm (°C)
T10 = Temperatura del suelo a 5-10 cm (°C)

H = Humedad a 0-20 cm (mm)

P: Poros llenos de agua a 0-20 cm (%)
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6.5) Materia organica soluble

6.5.1) Efecto de los CC sobre la materia organica soluble

La inclusion de los CC tuvo un efecto en el corto plazo sobre las concentraciones y los
contenidos de C y N de la materia organica soluble (Tabla 20). El primer afo de la experiencia,
los tratamientos con CC presentaron magnitudes de C y N soluble superiores a T (p=0,0282),
sin embargo, tanto en el segundo como en el tercer afio no se registraron diferencias entre
tratamientos. Los valores de estas variables estuvieron acotados en un rango entre 1,5-10,4
g C m2y entre 0,2-0,7 g N m? en la profundidad de 0-6 cm (equivalente a 20-140 ug C g
sueloy 3,2-9 ug N g suelo™') mientras que en la profundidad de 6-12 cm estos valores fueron
de 1,8-8,6 g C m2y0,2-1 g N m2 (equivalente a 25-116 ug C g suelo' y 3,2-12,9 ug N g suelo
",

Tabla 20: Concentracién (ug g suelo™) y contenidos (g m2) de C y N de la materia organica
soluble a 0-6 y 6-12 cm de profundidad de suelo para los 3 afios de la experiencia. Los
tratamientos fueron testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos dentro de cada afio (a<0.05).

DOC 0-6 cm DOC 0-6 cm DOC 6-12 cm DOC 6-12 cm DON 0-6 cm DON 0-6 cm DON 6-12 cm DON 6-12 cm

Tratamiento _(ug g suelo™) @m? (ug g suelo™) (gm?) (ug g suelo™) (gm?) (ug g suelo™) @m?
2010
Ce 116 a 8,7 a 112 a 8,5 a 9,4 a 0,7 a 10,3 a 0,8 a
CetN 121 a 9,0 a 108 a 79 a 6,3 a 0,5 a 8,6 a 0,6 a
T 84 b 6,3 b 116 a 8,6 a 71 a 0,5 a 12,9 a 1,0 a
\% 140 a 10,4 a 97 a 7,3 a 7,5 a 0,6 a 9,7 a 0,7 a
VCe 132 a 9,8 a 111 a 8,2 a 9,0 a 0,7 a 12,4 a 0,9 a
2011
Ce 42 a 3,1 a 41 a 3,0 a 3,8 a 0,3 a 7,7 a 0,6 a
Ce+N 39 a 3,3 a 56 a 3,3 a 6,9 a 0,6 a 7,2 a 0,6 a
T 20 a 1,5 a 25 a 1,8 a 5,1 a 0,4 a 3,9 a 0,3 a
\ 43 a 3,0 a 26 a 1,8 a 59 a 0,5 a 7,2 a 0,6 a
VCe 34 a 2,5 a 28 a 2,2 a 4,6 a 0,3 a 5,1 a 0,4 a
2012
Ce 30 a 2,2 a 28 a 2,1 a 3,2 a 0,2 a 4,0 a 0,3 a
Ce+N 43 a 3,2 a 26 a 2,0 a 34 a 0,3 a 3,2 a 0,2 a
T 37 a 2,8 a 30 a 2,2 a 4.1 a 0,3 a 3,8 a 0,3 a
\ 31 a 2,3 a 27 a 2,0 a 4.4 a 0,3 a 4.1 a 0,3 a
VCe 32 a 2,4 a 29 a 2,1 a 5,0 a 0,4 a 3,6 a 0,3 a

6.5.2) Efecto de la profundidad de suelo sobre la materia organica soluble

En general, los contenidos de C soluble en los primeros 0-6 cm de suelo superaron en
magnitud a los observados en la profundidad de 6-12 cm, excepto en el testigo el primer afio
de la experiencia. Las principales diferencias significativas entre profundidades se registraron
el primer afo en los tratamientos T y V (Figura 54). En contraposicion, los contenidos de N
soluble fueron superiores en la profundidad de 6-12 cm el primer afio y en algunos casos
también en el segundo afio, sin embargo, solamente se detectaron diferencias significativas
entre profundidades en el tratamiento T el primer afo (Figura 55). Por otra parte, el tercer afio
de la experiencia, los contenidos de C y N soluble fueron similares entre profundidades de

suelo.
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Figura 54: Contenidos de carbono soluble (g m-2) para las profundidades 0-6 y 6-12 cm a lo
largo de los 3 afios de la experiencia. Los tratamientos fueron testigo sin CC (T), centeno (Ce),
centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) (* Indica diferencias entre profundidades
de suelo (a=0.05).
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Figura 55: Contenidos de nitrégeno soluble (g m) para las profundidades 0-6 y 6-12 cm a lo
largo de los 3 anos de la experiencia. Los tratamientos fueron testigo sin CC (T), centeno (Ce),
centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). (*) Indica diferencias entre profundidades
de suelo (a<0.05).

6.5.3) Variaciones anuales de la materia organica soluble

Todos los tratamientos mostraron una tendencia similar en el comportamiento del C soluble
en el suelo a lo largo del tiempo en ambas profundidades de suelo, con valores superiores el
primer afio, que disminuyeron pronunciadamente el segundo (p<0,0001), y se estabilizaron al
final de la experiencia (Tabla 27). En general, la relacion C/N de la materia organica soluble
disminuy6 significativamente en el tiempo en los primeros 0-6 cm de suelo con valores

promedio de los tratamientos de 13, 9 y 7 para los afios 2010, 2011 y 2012 respectivamente
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(p=0,0006). En cambio, en la profundidad de 6-12 cm, solamente se registré una disminucion
significativa entre el primero y el segundo afio (p=0,0016). En promedio, esta relacion fue de
10, 8 y 6 para cada afo de la experiencia (Tabla anexo A18).

6.5.4) Efecto del ambiente sobre la materia organica soluble

La temperatura y la humedad edafica fueron variables ambientales que explicaron las
variaciones observadas en la materia organica soluble. Los modelos se detallan en la Tabla
21.

Tabla 211: Modelos de regresion multiple para la materia organica soluble en relacién a
factores ambientales en las profundidades de 0-6 y 6-12 cm.

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador valor p R2 Aj
22 C soluble a 0-6 cm (g m'2) const -20,08 <0,0001 0,84
T5 0,66 <0,0001
H 0,13 <0,0001
23 C soluble a 6-12 cm (g m2) const -13,92 <0,0001 0,84
T10 0,59 <0,0001
H 0,05 0,0003
24 N soluble a 0-6 cm (g m'z) const -0,04 0,6836 0,24
T5 0,01 0,0001
25 N soluble a 6-12 cm (g m2) const -0,57 0,0001 0,54
T10 0,04 <0,0001
Donde:

T5 = Temperatura del suelo a 0-5 cm (°C)
T10 = Temperatura del suelo a 5-10 cm (°C)
H = Humedad a 0-20 cm (mm)

6.5.5) Relacion entre la materia organica soluble, la biomasa microbiana del suelo y los
residuos (aéreos y raices)

La materia organica soluble puede sufrir aportes por el metabolismo microbiano, ya sea por

el reciclado de su propia biomasa y/o por la descomposicion de los residuos vegetales,

ademas de su rol como sustrato para los mismos. Teniendo en cuenta esta dinamica, se

obtuvieron los modelos 26 y 27 para la profundidad de 0-6 cm y los modelos 28 y 29 para la

profundidad de 6-12 cm que se detallan en la Tabla 22.
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Tabla 222: Modelos de regresion mdultiple para la materia organica soluble en las

rofundidades de 0-6 y 6-12 cm.
Modelo Variable independiente Regresoras Estimador valor p R2 Aj
26 C soluble a 0-6 cm (g m'2) const 12,27 <0,0001 0,58
C-residuos; -0,01 0,0002
Pérdida-C -0,01 0,0021
BRT 0,0044 0,0309
CBM -0,2 0,0876
27 N soluble a 0-6 cm (g m'2) const 0,84 <0,0001 0,36
C-residuos; -0,00071 0,0001
C/N-residuoss -0,01 0,0025
28 C soluble a 6-12 cm (g m'z) const 14,7 <0,0001 0,73
CBM -0,47 <0,0001
C/N-residuos; -0,06 0,0122
CBRT -0,04 0,0661
29 N soluble a 6-12 cm (g m2) const 0,65 <0,0001 0,72
C-residuos; -0,0004 0,0062
Nrem 0,63 <0,0001
C/N-residuos; -0,01 0,0018
C/N raices -0,01 0,0165
Donde:

CBM: contenido de carbono de la biomasa microbiana del suelo (g m3).

BRT: Biomasa de raices totales de los CC (g MS m=).

Pérdida-C: cantidad de carbono liberado durante la descomposicién de los residuos
acumulados sobre la superficie del suelo (g m-2).

C-residuos;: contenido de carbono de los residuos iniciales sobre la superficie del suelo (g m-
2).

C/N-residuoss: relacion C/N de los residuos finales.

C/N-residuos;: relacion C/N de los residuos iniciales.

C-BRT: contenido de carbono de la biomasa de raices totales de los CC (g m).

C/N raices: relacion C/N de la biomasa de raices totales determinada al final del ciclo de los
CC.

Nrem: Proporcion de N remanente en los residuos acumulados sobre la superficie del suelo.

Ademas, se comprobaron relaciones lineales entre la biomasa microbiana del suelo y el C
soluble en ambas profundidades de suelo (Figura 56). Solamente pudimos comprobar una
relacion significativa entre el C de la biomasa microbiana y el N soluble en la profundidad de
6-12 cm (Figura 57).
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6.5.6) Relacion entre los pooles de N organico soluble y N inorganico (nitratos)

Se comprobd una relacion lineal entre el N soluble en los primeros 0-12 cm y la disponibilidad
de N-nitratos en la profundidad de 0-20 cm (Figura 58). El tamafo de estos pooles y su
dinamica en el tiempo fue similar a lo largo de la experiencia en todas las secuencias de cultivo
(Figura 59).
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Figura 58: Nitrégeno soluble del suelo a 0-12 cm en funcién del contenido de N-nitratos a
0-20 cm de profundidad (N=180).
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Figura 59: Variaciones anuales del N soluble (0-12 cm) y el N-nitratos (0-20 cm) para cada
tratamiento a lo largo de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno
(Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
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6.5.7) Tasas de mineralizacion de N

Las tasas de mineralizacién bruta aparente de N determinadas por el método de balance para
los primeros 0-20 cm de profundidad estuvieron acotadas en un rango entre 0,004 y 0,05 gm-
2 d' (Figura 60a). Se comprobd interaccion tratamiento x afio (p=0,0048). El tratamiento V
presento las tasas mas altas el primer y tercer afio de la experiencia (0,05 g m? d-'). Ademas,
el primer afo, VCe y Ce superaron en magnitud a T y Ce+N mientras que al finalizar el ensayo,
los tratamientos Ce, Ce+N y T presentaron tasas similares entre si e inferiores a V. Dicho afio,
VCe superé en magnitud a Ce y a Ce+N, sin embargo, no se registraron diferencias
significativas respecto de T y V. El segundo afio de la experiencia, no se observaron
diferencias entre ninguno de los tratamientos. Las variaciones anuales observadas en V y
VCe resultaron significativas (p=0,0048), y en el caso particular de T, esto ocurrié solamente
entre el segundo y el tercer afio. En cambio, Ce y Ce+N presentaron tasas similares de

mineralizacion bruta entre los tres afos.

Las tasas de mineralizacion neta de N se obtuvieron a partir de la diferencia entre la
mineralizacion bruta y la cantidad de N en la biomasa microbiana del suelo cuantificada en los
primeros 0-12 cm de profundidad (Figura 60b). El rango de valores para la experiencia estuvo
acotado entre -0,01 y 0,04 g m d-'. Valores negativos sugieren que en el balance entre los
procesos de mineralizacion e inmovilizacion de N favorecio la inmovilizacién de N en el suelo,
mientras que valores positivos sugieren lo opuesto. Se comprobd interaccion tratamiento x
afo significativa (p=0,0041). Las diferencias entre tratamientos se observaron en el primer y
ultimo afo con las tasas netas mas altas en V. Se registraron valores negativos el primer afio
para Ce+N con diferencias significativas respecto de Ce, VCe y V. El segundo afio, no se
encontraron diferencias entre tratamientos. Las tasas de mineralizacion neta de N variaron
significativamente entre afios en los tratamientos VCe y V mientras que en T solamente el
incremento entre el segundo y el tercer ano resulto significativo. El resto de los tratamientos
no evidencié variaciones de esta tasa. Por otra parte, la tasa de mineralizacion neta de N
presento variaciones anuales significativas. Los tratamientos V y VCe mostraron una caida en
las tasas de mineralizacion neta el segundo ano (p<0,0001). Todos los tratamientos excepto
Ce+N evidenciaron un incremento entre el segundo y el tercer afio de la experiencia (Tabla

anexo A21).
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Figura 600: Tasas de mineralizacién de N (g m=2 d-") bruta (a) y neta (b) a 0-20 cm durante los
tres afios de la experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno +

40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). (*) Indican diferencias entre tratamientos dentro de
cada ario (a<0,05) (Tabla anexo A21).

6.5.8) Relacion entre las tasas de mineralizacién de N, los sustratos y el ambiente

Las tasas de mineralizacién bruta y neta de N estuvieron explicadas por los modelos 26 y 27
(Tabla 23) obtenidos a partir del analisis de regresion multiple de todas las variables medidas
en el ensayo (R?=0,66 y R?=0,62). Llamativamente, la tasa de mineralizacién de N no se
relacioné significativamente con las variables ambientales (humedad y temperatura) ni
tampoco con el contenido inicial de nitratos, sugiriendo que a esta escala el sustrato tuvo un
peso mas importante. Tampoco se encontré una relacion significativa entre el C soluble o el
N soluble y las tasas de mineralizacién de N como se sugiere en la bibliografia (Ros et al.,
2011).

Tabla 23: Coeficientes de regresion y su nivel de significancia de las variables mineralizacion
bruta y neta de N (g m=2d").

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
26 Min. brutaN (g m?d”)  const 0,040 0,0009 0,66
C/N residuos; -0,001 <0,0001
Pérdida N-residuos -0,001 0,0038
CBM 0,002 0,0024
27 Min. netaN (gm2d")  const 0,030 0,0078 0,62
C/N residuos; -0,001 <0,0001
Pérdida N-residuos -0,001 0,0309
CBM 0,002 0,0033
NBM -0,010 0,1082
Donde:

Min. bruta N: Tasa anual de mineralizacién bruta de N a 0-20 cm de profundidad (g m2a™)
Min. neta N: Tasa anual de mineralizacion neta de N a 0-20 cm de profundidad (g m2a™)

C/N residuost: relacion C/N de los residuos finales
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Pérdida N-residuos: liberacion de N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo
asociada a su descomposicién (g m=)

CBM: contenido de carbono de la biomasa microbiana del suelo a 0-6 cm (g m?)

NBM: contenido de nitrégeno de la biomasa microbiana del suelo a 0-6 cm (g m-2)

6.6) Fracciones de la materia organica del suelo

6.6.1) Efecto de los CC y variaciones en el tiempo

En la profundidad de 0-6 cm, los niveles de C total del suelo aumentaron significativamente
respecto a los valores iniciales en los tratamientos Ce+N, V y VCe (p=0,0015) mientras que
en la profundidad de 6-12 cm todos los tratamientos acusaron un incremento de C total hacia
el final de la experiencia (p=0,0003). EI N total aumenté el ultimo afo en Ce+N, V y VCe en
los primeros 6 cm del perfil (p=0,0992) y en V en el estrato de 6-12 cm mientras que solo el
testigo evidencio una disminucién en esta profundidad (p=0,0894) (Tabla 24).

El C particulado represento el 25% del total del C en ambas profundidades. En general, el C
particulado disminuyé el tercer afio en la profundidad de 6-12 cm (p=0,0229). Similares
resultados se observaron con el N particulado a 0-6 cm de profundidad (p=0,0188) (Tabla 31).
El C asociado a la fraccion mineral de suelo varié segun el tratamiento y el tiempo en los
primeros 6 cm del perfil (p=0,0002). En los tratamientos V, VCe y Ce+N esta variable aumento
hacia el final de la experiencia con diferencias entre la fuente de N organica (V y VCe) o
inorganica (Ce+N) utilizada. Sumado a ello, los tratamientos con N (V, VCe y Ce+N) también
acusaron un aumento significativo en los niveles de N asociado a las particulas minerales en
el estrato de profundidad de 0-6 cm (p=0,0237). En la profundidad de 6-12 cm, todos los
tratamientos tuvieron valores mas altos de C asociado a las particulas del suelo el tercer afio
(p<0,0001), sin embargo, no se detectaron diferencias entre tratamientos o tiempo en los

niveles de N de esta fraccion de materia organica del suelo.
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Tabla 24: Contenidos (g m-2) de C y N total, particulado (p) y asociado a la fraccion mineral
del suelo (m) en las profundidades 0-6 y 6-12 cm para el primer y ultimo afio de la experiencia.
Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias segtin el nivel de significancia del factor (a<0,05).
El valor indicado con + corresponde al desvio estandar.

Tratamiento Cp(@m?2) Np@m? Cm(@m? Nm(@m? CT(@m? NT(gm?
2010

T 399+44a 37+2a 1035+44 cd 86+4 cd 1434+70cd 123+4 a
Ce 391+34a 35+2a 1015+34 cd 91+4 bcd 1407 +54 cd 120+ 4 a
0-6 cm Ce+N 288+29a 31+2a 984+290 d 82+x4 d 1272+46d 113+4 b
\% 341+27a 33+2 a 898+27 d 844 d 1331+43d 116x4 b
VCe 360+29a 35+2a 1051+29 cd 85+4 cd 141163 cd 120x4 b
T 355+23a 35+2a 1001+x44 b 97+3 a 1356+38b 130+4 a
Ce 290+28a 29+2a 1014+34 b 93+3 a 130244 b 121+x4 a
6-12cm Ce+N 338+28a 31+*2a 1014+£29 b 913 a 1352+44 b 122+4 a
\% 335+29a 30+x2a 102027 b 89+3 a 1355+48b 119+4 a
VCe 300£25a 32+2 a 997+£29 b 97+3 a 129841 b 1294 a
2012
T 288+27a 31+*2a 1097+27 cd 90+3 cd 1385+44d 121+4 a
Ce 336+31a 31+2a 1058+31 cd 93+3 bcd 1394+49d 124+4 a
0-6 cm Ce+N 3/51+27a 30x2a 1179+27 b 100+3 ab 1530+44 bc 130+4 a
\ 377+31a 33+2a 1311+31 a 103x3 a 1687+x50a 136+4 a
VCe 326+25a 31+*2a 1297 +25a 1033 a 1622+41 ab 135+4 a
T 280x22a 28+x2a 1114x27 a 90+x3 a 1394+34a 117+x4 a
Ce 303+28a 30+x2a 11656+31 a 93+3 a 147544 a 123+x4 a
6-12cm Ce+N 261+28a 27+2a 1113+x27 a 95+3 a 137344 a 122+4 a
\Y 337+24a 32+x2a 1193+£31 a 98+3 a 1530+38a 130+4 a
VCe 203+23a 30+x2a 1165+25a 97+3 a 1457+36a 127+4 a
Tiempo 0.5406 0.0188 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0001
0-6 cm Tratamiento 0.3241 0.5712 <0.0001 0.4259 0.0006 0.4497
TXT 0.0824 0.6071 0.0002 0.0237 0.0015 0.0992
Tiempo 0.0857 0.1985 <0.0001 0.8324 0.0003 0.7809
6-12cm  Tratamiento 0.3976 0.8881 0.2128 0.5727 0.1960 0.4301
TXT 0.1328 0.2370 0.5840 0.0915 0.2713 0.0894

6.6.2) Relaciones con las fracciones de suelo

Las variables que explicaron la variacién del C particulado en los primeros 0-6 cm de suelo
fueron el carbono soluble, el porcentaje de poros llenos de agua y el contenido de N de la
biomasa microbiana del suelo (Tabla 25). La relacién entre el C soluble y el C particulado no
fue significativa para el tratamiento Ce (p=0,4208), pero si para el resto de los tratamientos.
Del analisis de comparacion de rectas se observo que T presenté una pendiente superior a
VCe (p<0,0001), V (p=0,0002) y Ce+N (p=0,0018). No se comprobaron diferencias de
pendiente entre los tratamientos con nitrogeno (VCe, V o Ce+N) (Figura 61). Por otra parte,

la relacion lineal negativa entre NBM y C particulado en los primeros 6 cm solamente fue
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significativa para V (p=0,0050) y VCe (p=0,0016) y ambos tratamientos presentaron similar
pendiente (p=0,9124) (Figura 62).

Tabla 25: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresién multiple (Stepwise
p=0,1) para el C particulado a 0-6 cm (g m). Numero original de regresoras 20

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
28 C particulado a 0-6 cm (g m'z) const 253,7 0,0007 0,29
C soluble a 0-6 cm (g m'z) 22,9 0,0175
Poros llenos de agua (%) 3,3 0,0443
NBM a 0-6 cm (g m™) -34,5 0,066
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Figura 61: C particulado a 0-6 cm de profundidad en funcion del carbono soluble para los
tratamientos testigo sin CC (T), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
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Figura 62: C particulado a 0-6 cm de profundidad en funcion del contenido de nitrégeno de la
biomasa microbiana del suelo (NBM) para los tratamientos vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
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En la profundidad de 6-12 cm, la humedad y el contenido de C de la biomasa microbiana
explicaron las variaciones del C particulado (Tabla 26). Se comprobd una relacién lineal y
positiva entre la biomasa microbiana del suelo y el C particulado solamente en los tratamientos
Ce+N (p=0,0234), V (p=0,0434) y VCe (p=0,0290) que presentaron similar pendiente (p=0,9)
(Figura 63).

Tabla 26: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresion multiple (Stepwise

=0,1) para el C particulado a 6-12 cm (g m). Numero original de regresoras 13.
Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
29 C particulado a 6-12 cm (g m’2) const 321,65 <0,0001 0,17
Humedad a 0-20 cm (mm) -1,7 <0,0001
CBM a 6-12 cm (g m?) 4,21 <0,0001
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Figura 63: C particulado a 6-12 cm de profundidad en funcion del contenido de carbono de la
biomasa microbiana del suelo (CBM) para los tratamientos centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe).

El carbono soluble fue la unica variable que explicé las variaciones observadas en el N
particulado cuando se realizo el andlisis de regresién multiple a partir de 20 variables medidas
en el ensayo (Figura 64a). El tratamiento testigo presentd una pendiente superior a V
(p=0,0085), VCe (p=0,0354) y Ce+N (p=0,0287), mientras que en el caso de Ce, no se pudo
corroborar una relacién significativa entre ambas variables (Figura 64b). En cambio, en la
profundidad de 6-12 cm, la biomasa microbiana, las raices y el ambiente explicaron las
variaciones observadas en el N particulado (Tabla 27). Se comprobd una relacion lineal y
positiva con el contenido de C de la biomasa microbiana del suelo en los tratamientos Ce+N
(p=0,0794), V (p=0,0752) y VCe (p=0,1) sin diferencias significativas entre pendientes de cada
recta (Figura 65).
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Figura 64: N particulado en funcion del carbono soluble a 0-6 cm obtenido a partir del analisis
de regresion multiple con 20 variables originales (a) y dicha relacion para cada uno de los
tratamientos en la que resulto significativa (centeno + 40N (Ce+N), testigo (T), vicia (V) y vicia-

centeno (VCe)) (b).

Tabla 27: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresién multiple (Stepwise
p=0,1) para el N particulado a 6-12 cm (g m-2). Numero original de regresoras 13.

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
30 N particulado a 6-12 cm (g m?) const 25,17 <0,0001 0,2
Humedad a 0-20 cm (mm) -0,26 <0,0001
CBM a 6-12 cm (g m?) 0,35 0,0019
N-nitratos a 0-20 cm (g m?) 3,92 0,0007
Poros llenos de agua (%) 0,26 0,0015
Biomasa de raices a 6-12 cm (g MS m™) -0,02 0,0332
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Figura 65: N particulado a 6-12 cm de profundidad en funcion del contenido de carbono de la
biomasa microbiana del suelo (CBM) para los tratamientos centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y

vicia-centeno (VCe).
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El C asociado a la fraccion mineral en los primeros 6 cm de profundidad estuvo explicado por
el contenido de carbono de la biomasa microbiana del suelo y por el ambiente edafico (modelo
31; Tabla 28). En la profundidad de 6-12 cm el C asociado a la fraccion mineral estuvo
explicado por la temperatura del suelo y la biomasa microbiana (modelo 32, Tabla 36). Se
observé una relacion lineal y positiva con CBM (p<0,0001) (Figura 66a). La inclusion de la
vicia sola o consociada con centeno en la secuencia de cultivos presentdé una pendiente
superior al testigo con un valor p=0,09 (Figura 66b). Por otra parte, solamente se comprobd
una relacion lineal y positiva entre el C asociado a la fraccion mineral en los primeros 12 cm
y la tasa de mineralizacion neta de N (Figura 67). No se pudo comprobar ninguna relacion
entre la materia organica particulada y las tasas de mineralizacién neta de N.

Tabla 28: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresion multiple (Stepwise
p=0,1) para el C asociado a la fraccién mineral a 0-6 cm (g m-2) (ndmero original de regresoras

20) y para el C asociado a la fraccion mineral a 6-12 cm (g m2) (namero original de regresoras
13).

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
31 C asoc fraccion mineral a 0-6 cm (g m'z) const 558,28 <0,0001 0,43
Humedad a 0-20 cm (mm) 8,95 <0,0001
N-nitratos a 0-20 cm (g m™®) 132,18 <0,0001
CBM a 0-6 cm (g m™?) 5,53 0,0249
32 C asoc fraccion mineral a 6-12 cm (g m™) const 1226,9 <0,0001 0,14
Temperatura 5-10 cm -7,17 0,0058
CBM a 6-12 cm (g m?) 4,71 0,0588
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Figura 66: C asociado a la fraccion mineral (< 53 um) en funcion del contenido de C de la
biomasa microbiana del suelo a 6-12 cm de profundidad (a) y el efecto de cada tratamiento
sobre dicha relacion (b). Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno +
40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).
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Las variables que explicaron las variaciones encontradas en el nitrdgeno asociado a la
fraccion mineral del suelo tanto a 0-6 como a 6-12 cm de profundidad fueron todas
ambientales (modelos 33 y 34; Tabla 29). El modelo para la profundidad de 6-12 cm presenté
un R?2muy bajo. Al suprimir las variables ambientales como posibles regresoras no se pudo

comprobar ningun modelo que explique esta variable.

También se elaboraron modelos regresion multiple para C y N total en ambas profundidades
de suelo (Tabla 30) teniendo en cuenta las limitaciones de su alcance por el corto tiempo de
acumulacion de efectos.

Tabla 29: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresién multiple (Stepwise
p=0,1) para el N asociado a la fraccidon mineral a 0-6 cm (g m2) (numero original de regresoras

20) y para el N asociado a la fraccién mineral a 6-12 cm (g m-2) (numero original de regresoras
13).

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
33 N asoc fraccion mineral a 0-6 cm (g m'z) const 59,19 <0,0001 0,32
Humedad a 0-20 cm (mm) 0,66 <0,0001
N-nitratos a 0-20 cm (g m™®) 8,34 <0,0001
34 N asoc fraccion mineral a 6-12 cm (g m'z) const 85,03 <0,0001 0,03
N-nitratos a 0-20 cm (g m™®) 4,54 0,0163
Poros llenos de agua (%) 0,14 0,0549
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Tabla 30: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresién multiple (Stepwise
p=0,1) para el C total y N total para la profundidad de 0-6 cm (g m2) (numero original de
regresoras 20) y para la profundidad de 6-12 cm (numero original de regresoras 13.)

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R? Aj
35 CTa0-6cm (gm?) const 868,79 <0,0001 0,38
Humedad a 0-20 cm (mm) 9,47 <0,0001
N-nitratos a 0-20 cm (g m™) 182,44 <0,0001
CBM a 0-6 cm (g m™) 5,5 0,0659
36 NT a 0-6 cm (g m'z) const 109,3 <0,0001 0,12
Humedad a 0-20 cm (mm) 0,27 0,0024
Litter f g NT.m™ 0,82 0,0119
C soluble a 0-6 cm (g m'2) 0,6 0,0616
37 CTa6-12cm (gm™) const 1561,6 <0,0001 0,16
CBM a 6-12 cm (g m?) 6,37 0,0151
N-nitratos a 0-20 cm (g m'2) 111,07 0,0003
Temperatura a 5-10 cm -12,12 0,0012
38 NT a6-12 cm (g m'z) const 112,93 <0,0001 0,11
N-nitratos a 0-20 cm (g m'2) 8,66 <0,0001
CBM a 6-12 cm (g m?) 0,73 0,0031

6.7)  Estructura de la comunidad microbiana del suelo

6.7.1) Efecto de los CC sobre la abundancia relativa de bacterias y hongos (qPCR)

El numero de copias del gen 16S rRNA en los primeros 0-6 cm de suelo estuvo acotado en
un rango entre 4,7.108 y 2,4.10° copias g suelo!, mientras que en la profundidad de 6-12 cm
este rango vario entre 4.10% y 2,6.10° copias g suelo™ (Tabla 31). En general, la abundancia
de genes de bacterias en los primeros 6 cm de profundidad resulté superior en el tratamiento
VCe respecto de T, mientras que en la profundidad de 6-12 cm, los valores mas altos se
observaron en Ce y Ce+N respecto de T. Por otra parte, el nimero de copias del gen 18S
rRNA (hongos) estuvo acotado en un rango entre 7.107 y 6,9.10° copias g suelo™! para la
profundidad de 0-6 cm, mientras que en 6-12 cm, varié entre 6,1.107 y 3,6.10° copias g suelo
'. La abundancia de genes de hongos resulto superior en los tratamientos Ce y Ce+N respecto

de Ty este efecto se vio reflejado en ambas profundidades de suelo.

Tabla 31: Abundancia de bacterias, de hongos (nro. copias g suelo seco™) y la relacién entre
ambas poblaciones en las profundidades de 0-6 y 6-12 cm al inicio y final de la experiencia.
Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y

vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos y entre afios
(p<0,09).

Tratamiento Bacterias 0-6 cm (copias g'1) Bacterias 6-12 cm (copias 9'1) Hongos 0-6 cm (copias g'1) Hongos 6-12 cm (copias g'1) H/B 0-6 cm H/B 6-12 cm
2010
Ce 1,3E+09 cd 2,0E+09 b 6,7E+09 a 3,7E+09 b 57 a 1,9 a
Ce+N 1,7E+09 bc 2,6E+09 a 3,1E+09 b 6,1E+09 a 3,6 b 25 a
T 1,9E+09 b 1,2E+09 cd 3,7E+09 b 2,6E+09 bc 24 b 23 a
\% 1,6E+09 be 1,6E+09 bc 9,6E+08 cd 3,6E+09 b 0,7 c 2,6 a
VCe 2,4E+09 a 1,8E+09 b 1,7E+09 c 1,4E+09 c 08 c 08 b
2012
Ce 5,1E+08 f 7,1E+08 ef 2,1E+08 e 2,3E+08 d 0,6 cd 0,3 c
Ce+N 4,7E+08 f 8,3E+08 de 4,1E+08 d 9,6E+07 e 0,9 c 0,1 cd
T 5,1E+08 f 4,0E+08 g 7,0E+07 f 3,6E+07 e 0,2 e 0,1 d
2 5,3E+08 f 5,3E+08 fg 1,5E+08 ef 1,2E+08 e 04 de 0,3 cd
VCe 1,1E+09 e 4,8E+08 fg 1,3E+08 ef 7,7E+07 e 0,1 e 0,2 cd
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La proporcioén entre la abundancia de genes de hongos y de bacterias varié entre 0,1y 5,7 en
los primeros 6 cm del perfil, mientras que la profundidad de 6-12 cm, los valores estuvieron
acotados entre 0,1y 2,6 (Tabla 31). En general, los valores mas altos asociados a una mayor
abundancia relativa de hongos (relacion>1) se observaron al inicio de la experiencia en las
parcelas con centeno solo o fertilizado con urea principalmente en la profundidad de 0-6 cm.
En contraposicion, los tratamientos con vicia (V y VCe) presentaron relaciones hongos/
bacterias bajas tanto al inicio como al final de la experiencia. Por otra parte, en la profundidad
de 6-12 cm, la relacién entre hongos y bacterias resultd ser relativamente estable. Sin
embargo, el primer afio de la experiencia el tratamiento V presenté una mayor predominancia

de hongos en dicha profundidad (relacion H/B>1).

6.7.2) Efecto de la profundidad de suelo sobre la abundancia relativa de hongos respecto
de bacterias (QPCR)

La abundancia relativa de genes de hongos respecto de bacterias fue similar en el tratamiento
testigo en ambas profundidades tanto al inicio como al final de la experiencia. Luego del primer
ciclo de CC, el tratamiento Ce presentd una mayor predominancia de hongos en el estrato de
0-6 cm respecto de 6-12 cm (p=0,0001) (Figura 68). En cambio, el mismo afo el tratamiento
V presenté una mayor predominancia de bacterias en los primeros 6 cm del perfil (p=0,0028).
Ce+N y VCe presentaron similares proporciones de ambas poblaciones de microorganismos.
Al finalizar la experiencia, el Unico tratamientos que mostré variaciones en la abundancia
relativa de hongos respecto de bacterias fue Ce+N, con una relaciéon >1 en los primeros 6 cm
del perfil (p=0,0006).

6 6 6
5 5 5
o .
T4 * 4 4
= s
:§ 3 3 3
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Figura 68: Efecto de la profundidad de suelo sobre la abundancia relativa de hongos
respecto de bacterias al inicio y al final de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo
sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). (*) Indica
diferencias significativas entre profundidades de suelo en cada afio evaluado (p<0,001).
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6.7.3) Variaciones en el tiempo de la abundancia relativa de hongos y bacterias: inicio y
final de la experiencia

La abundancia de genes de bacterias y hongos fue inferior al final de la experiencia en ambas

profundidades de suelo (Tabla 31). Dado que el nimero de genes no puede ser convertido a

numero de células (Klappenbach et al., 2000; Smith and Osborn, 2009) esta disminucién no

necesariamente indicaria una menor biomasa de hongos o bacterias.

En los primeros 0-6 cm del perfil, el testigo acusé una disminucion en el tiempo de la relacién
hongos/ bacterias con un valor inicial de 2,4 y final de 0,2 (p<0,0001) asociado a una mayor
abundancia relativa de bacterias en la comunidad de microorganismos del suelo (Figura 69a).
Los tratamientos Ce y Ce+N también evidenciaron similar efecto alcanzando relaciones
inferiores a 1 al finalizar la experiencia (0,6 y 0,9). En cambio, esta relacién no acuso6
variaciones significativas en el tiempo en los tratamientos con vicia (V y VCe) con valores
promedio de 0,7 y 0,8 el primer afio y de 0,4 y 0,1 al finalizar la experiencia respectivamente.
En la profundidad de 6-12 cm, el tratamiento VCe tampoco acusé variaciones en el tiempo
significativas (0,8 y 0,2), mientras que en el resto de los tratamientos la relaciéon hongos/
bacterias disminuyé significativamente (p=0,0034). Se registraron valores promedio de 1,9;
2,5; 2,3y 2,6 para Ce, Ce+N, T y V el primer afo, mientras que el tercer ano estos valores

disminuyeron a 0,3; 0,1; 0,1 y 0,3 respectivamente (Figura 69b).
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Figura 69: Abundancia relativa de hongos respecto de bacterias en las profundidades de 0-6
cm (a) y 6-12 cm (b) al inicio y al final de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin
CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe).

6.7.4) Relacion entre la abundancia relativa de hongos respecto de bacterias (QPCR), los
sustratos y el ambiente

Se elaboraron modelos de regresion multiple utilizando las variables cuantificadas de residuos

sobre y dentro del suelo, calidad, ambiente edafico y la materia organica del suelo. En los

primeros 6 cm del perfil, la relacion hongos/ bacterias estuvo explicada por el contenido de N
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de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo y la temperatura como variable
ambiental (modelo 39; Tabla 32). Ademas, la predominancia de hongos estuvo asociada con
relaciones C/N altas de la materia organica particulada, altos contenidos de N en la biomasa
microbiana del suelo y bajas tasas de mineralizacion neta de N (Figura 70a). En la profundidad
de 6-12 cm solamente las variables ambientales (temperatura y disponibilidad de N-nitratos)
resultaron significativas (modelo 40; Tabla 32). Sin embargo, se comprobd una relacion

significativa entre la relacion hongos/ bacterias y las tasas de mineralizacion neta de N (Figura
70b)

Tabla 32: Coeficientes y estadisticos asociados del analisis de regresién multiple (Stepwise
p=0,1) para la abundancia de hongos respecto de bacterias (log:o relacion hongos/ bacterias)

para la profundidad de 0-6 cm (ndmero original de regresoras 24) y de 6-12 cm (numero original
de regresoras 24).

Modelo Variable independiente Regresoras Estimador p-valor R2 Aj
39 Logio H/B 2 0-6 cm const -2,1 <0,0001 0,49

Temperatura a 0-5 cm 0,04 <0,0001

Tasa mineralizacion neta N (g m? d”) -11,25 0,0001

N liberado de los residuos (g m'z) -0,03 0,0099

Relacion C/N materia organica particulada a 0-6 cm 0,05 0,0428

NBM a 0-6 cm (g m”) 0,22 0,0434
40 Logio H/B @ 6-12 cm const 0,95 <0,0001 0,59

Porcentaje de poros llenos de agua (%) -0,03 <0,0001
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LN ] L] L] o e
. o
0,024 -0,031
=-0,0126x + 0,012 :
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192, p<0; R2=0,14; p=0,0003
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Figura 70: Tasa de mineralizacion neta N (g m= d-') en funcién de la relacién hongos/
bacterias (log1o H/B) en las profundidades de 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b).

6.7.5) Efecto acumulado de los CC sobre la abundancia de diferentes grupos de
microorganismos y la diversidad biolégica

Los fosfolipidos de membrana son un buen indicador de la biomasa microbiana viviente y

pueden ser asociados a diferentes grupos microbianos para estudiar cambios en la comunidad

microbiana del suelo. El analisis de componentes principales de los perfiles de acidos grasos

indicd que la estructura de la comunidad microbiana estuvo condicionada por la secuencia de

cultivos en ambas profundidades de suelo. En la profundidad de 0-6 cm, CP1 explicé el 50,2%

de la variacion en los datos y CP2 el 25,4% (Figura 71a). La primer componente estuvo
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definida por los acidos grasos i15:0, i17:0 indicadores de bacterias Gram positivas, 18:1w9c
indicador de bacterias Gram negativas, 14:0 y 20:0 indicadores de microorganismos generales
(Tabla 33). Esta componente permitié diferenciar los tratamientos Ce, V y T de Ce+N. La
segunda componente estuvo definida negativamente por los acidos grasos a15:0 indicador de
bacterias Gram positivas y 18:1w9t indicador de bacterias Gram negativas. Esta componente
ademas estuvo definida positivamente por los &acidos grasos 18:0 indicador de
microorganismos en general y 18:2w6c indicador de la presencia de hongos. Esta

componente permitié diferenciar el tratamiento VCe de Ce+N.

En la profundidad de 6-12 cm las componentes explicaron el 36,5 y 25,5% respectivamente
(Figura 71b). La componente 1 estuvo definida positivamente por los acidos grasos 16:0
indicador de microorganismos generalistas y i17:0 indicador de bacterias Gram positivas.
Ademas, estuvo definida negativamente por los acidos grasos 14:0 indicador de
microorganismos generalistas y a15:0 indicador de bacterias Gram positivas (Tabla 41). Esta
componente permitié diferenciar los tratamientos Ce de Ce+N, VCe y T. La segunda
componente estuvo definida positivamente por cy17:0 indicador de bacterias Gram negativas
y negativamente por i15:0 indicador de bacterias Gram positivas. Esta componente permitié

diferenciar los tratamientos Ce y VCe de V.
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Figura 71: Analisis de componentes principales de la comunidad microbiana del suelo (log1o
(%mol)) para las profundidades 0-6 cm (a) y 6-12 cm (b).
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Tabla 33: Correlaciones de cada componente con las variables originales para las
profundidades 0-6 cm y 6-12 cm.

0-6 cm 6-12 cm

Variables CP 1 CP 2 CP 1 CP 2
C14:0 0,91 0,03 -0,86 -0,18
i15:0 (G+) 0,99 0,12 -0,28 -0,89
a15:0 (G+) 0,24 -0,89 -0,87 -0,41
C15:0 0,74 0,11 0,72 -0,1

i16:0 (G+) 0,04 0,25 -0,34 0,01
C16:1w7c (G-) 0,79 0,01 0,27 -0,47
C16:0 -0,69 -0,28 0,89 -0,42
i17:0 (G+) 0,94 -0,08 0,87 -0,33
C17:0 -0,62 0,56 0,04 -0,81
cy17:0 (G-) 0 0 0,02 0,9

C18:2wéc (F) 0,53 0,84 -0,64 -0,41
C18:1w9c (G-) 0,97 0,06 -0,44 -0,17
C18:1wot (G-) -0,16 -0,86 -0,25 0,58
C18:0 -0,32 0,9 -0,69 0,47
C20:0 0,95 -0,16 0,73 0,31

Las diferencias entre tratamientos resultaron ser mas claras cuando se compararon las
proporciones de diferentes clases estructurales de acidos grasos o grupos microbianos (Tabla
34). Las bacterias Gram positivas mostraron variaciones segun la secuencia de cultivo. La
proporcion de este grupo resultd ser superior cuando se incluyeron los CC excepto en Ce+N
(p=0,0067) en los primeros 6 cm del perfil. Ademas, la proporciéon de bacterias totales resultd
ser inferior en Ce+N respecto de Ce (p=0,0684). En la profundidad de 6-12 cm, la proporcion
de bacterias Gram positivas aparentemente se vio estimulada principalmente en Ce
(p=0,0183). Una mayor proporcion de bacterias Gram positivas se correspondié con altos
niveles de N soluble en los primeros 6 cm del perfil (R>=0,58; p=0,0009; y= 39,8x — 0,87)
mientras que en la profundidad de 6-12 cm la relacién fue no significativa. Por otra parte, la
proporcion de bacterias Gram negativas no acuso variaciones asociadas a los tratamientos
en ninguna de las dos profundidades (p valores 0,456 y 0,5567). La proporcién de hongos
también resultd ser similar entre tratamientos en ambas profundidades de suelo (p valor
0,4257 y 0,228). Por otra parte, el cociente entre hongos y bacterias varié en un rango entre
0,03 y 0,09 en la profundidad de 0-6 cm mientras que en 6-12 cm vario6 entre 0,09 y 0,12. Este
cociente, basado en el analisis de acidos grasos de membrana, no fue tan sensible en detectar
diferencias entre tratamientos en ambas profundidades de suelo a diferencia de lo observado
con las medidas de ADN. Solamente en los primeros 6 cm del perfil se observaron diferencias
significativas entre VC y T, Ce y Ce+N (p=0,0414).
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Tabla 34: Proporcion de diferentes clases estructurales de acidos grasos (% mol del total) y
la relacion entre hongos y bacterias (H/B) al finalizar la experiencia en las profundidades 0-6
y 6-12 cm. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos para
cada profundidad de suelo (a<0,05).

0-6 cm
Tratamiento Gram + Gram - Bacterias Hongos H/B
Ce 15,0 a 16,8 a 33,1 a 2,6 a 0,08 a
Ce+N 6,5 c 10,9 a 18,8 b 1,7 a 0,08 a
T 7,8 bc 18,1 a 26,0 ab 2,3 a 0,09 a
\% 13,0 ab 19,2 a 36,6 a 2,1 a 0,06 ab
VCe 19,1 a 19,1 a 38,4 a 1,3 a 0,03 b
6-12 cm
Ce 18,7 a 17,8 a 36,8 a 3,4 a 0,09 a
Ce+N 8,7 bc 15,3 a 26,9 a 1,9 a 0,07 a
T 7,2 bc 17,9 a 25,4 a 3,0 a 0,12 a
Y 11,2 ab 19,1 a 34,8 a 3,6 a 0,11 a
VCe 53 c 20,2 a 26,2 a 2,8 a 0,11 a

El indice de diversidad de Shannon-Weaver varid en un rango entre 1,47 y 1,89 en la
profundidad de 0-6 cm, mientras que en la profundidad de 6-12 cm, el rango estuvo acotado
entre 1,53 y 1,84 (Tabla 35). En los primeros 6 cm del perfil, este indice resulté ser superior
en V respecto de T (p=0,0542) indicando una mayor diversidad bioldgica cuando se incluyo
vicia en la secuencia de cultivos. En contraposicion, la diversidad biolégica resultd ser inferior
en Ce+N respecto de V (p=0,019) y también de VCe (p=0,1). En la profundidad de 6-12 cm,
los valores mas altos de diversidad también se observaron en V registrandose diferencias

significativas respecto de VCe (p=0,03).

Tabla 35: indice de diversidad bioldgica de Shannon-Weaver en la profundidad de 0-6 y 6-12
cm. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia
(V) y vicia-centeno (VCe). LI y LS indican el limite inferior y superior del intervalo de confianza (IC)
con a=0,05.

ShaW IC (95%) LI LS
0-6 cm
Ce 1,67 +0,39 1,28 2,06
Ce+N 1,47 0,14 1,33 1,61
T 1,58 +0,16 1,42 1,74
\% 1,89 +0,16 1,73 2,05
VCe 1,74 0,21 1,53 1,95
6-12 cm
Ce 1,75 10,2 1,55 1,95
Ce+N 1,58 0,23 1,35 1,81
T 1,63 +0,19 1,44 1,82
\Y 1,84 +0,11 1,73 1,95

VCe 1,53 +0,14 1,42 1,64
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6.7.6) Relacion entre la composicion de la comunidad microbiana (FAME), el sustrato y el
ambiente edéfico

El analisis de componentes principales permitié discernir entre los factores mas influyentes
sobre los cambios en la estructura de la comunidad y la dinamica de C y N de las diferentes
secuencias de cultivos. En los primeros 6 cm del perfil, las componentes principales explicaron
el 81,5% de la variabilidad total de la informacién (Figura 72). La componente 1 estuvo definida
positivamente por el C asociado a la fraccion mineral, los contenidos de C de la biomasa
microbiana del suelo, la proporciéon de bacterias totales y dentro de este grupo las Gram
positivas (Tabla 36). Ademas esta componente estuvo definida negativamente por la relacion
hongos/ bacterias y la relacién C/N de los residuos inicial y final. Esta componente permitié
diferenciar los tratamientos V y VCe de T y Ce+N. En cambio, la componente 2 estuvo definida
positivamente por la temperatura del suelo y negativamente por la proporcion de bacterias

Gram negativas. Esta componente permitié diferenciar entre los tratamientos T y Ce+N.
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Figura 72: Andlisis de componentes principales incluyendo la composicion de la comunidad
microbiana del suelo obtenida del analisis de perfiles de acidos grasos para la profundidad
de 0-6 cm.
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Tabla 36: Correlaciones de cada componente con las variables originales para la profundidad
de 0-6 cm

Variables CP 1 CP 2
Bacterias Gram positivas 0,89 -0,19
Bacterias Gram negativas 0,57 -0,82
Bacterias totales 0,89 -0,42
Hongos -0,46 -0,44
H/B -0,96 0,02
C/N residuo final -0,95 0,06
C/N residuo inicial -0,91 0,2
C soluble -0,68 0,68
N soluble 0,73 -0,58
CBM 0,98 0,12
NBM 0,65 0,74
Temperatura a 0-5 cm -0,38 0,84
Poros con agua (%) -0,42 0,55
N-nitratos a 0-20 cm 0,75 0,51
C/N raices -0,57 -0,66
C particulado 0,58 0,39
N particulado 0,73 0,13
C asociado a fraccion mineral 0,91 0,39
N asociado a fracciéon mineral 0,79 0,59

En la profundidad de 6-12 cm, el anadlisis de componentes principales permitié explicar el
70,8% de la variabilidad total de los datos (Figura 73). La componente 1 estuvo definida
positivamente por el porcentaje de poros llenos de agua, el C soluble y la relacion C/N de las
raices. Ademas, esta componente estuvo negativamente definida por la proporcién de
bacterias Gram negativas, la relacion hongos/ bacterias y los contenidos de carbono de la
biomasa microbiana del suelo (Tabla 37). Esta componente permitié diferenciar los
tratamientos Ce y Ce+N respecto de V, VCe y T. La componente 2 estuvo definida por las
variables bacterias totales y N particulado en forma positiva mientras que en forma negativa
estuvo definida por el contenido de nitrégeno de la biomasa microbiana del suelo. Esta
componente permitié diferenciar el tratamiento Ce de Ce+N, y también, el tratamiento T
respecto de VCe (Tabla 45).
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Figura 73: Analisis de componentes principales incluyendo la composicion de la comunidad
microbiana del suelo obtenida del analisis de perfiles de acidos grasos para la profundidad
de 6-12 cm.

Tabla 37: Correlaciones de cada componente con las variables originales para la profundidad
de 6-12cm

Variables CP 1 CP 2
Poros con agua (%) 0,98 -0,21
N-nitratos a 0-20 cm -0,25 0,04
Bacterias Gram positivas 0,76 0,57
Bacterias Gram negativas -0,93 0,24
Bacterias totales 0,12 0,81
Hongos -0,77 0,56
H/B -0,9 0,1
C soluble 0,91 0,36
N soluble 0,52 0,55
CBM -0,8 0,59
NBM -0,42 -0,83
Temperatura a 5-10 cm 0,37 -0,56
C/N raices 0,89 0,18
C particulado -0,17 0,76
N particulado 0,36 0,83
C asociado a fraccion mineral -0,41 0,57
N asociado a fraccién mineral 0,1 0,41
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7) Discusion

7.1) Primera parte: Flujo de carbono y nitrégeno desde la biomasa de los cultivos hacia la
biomasa microbiana del suelo.

SUBSISTEMA 1

Productividad
cultivos
CO, Co, CO,

aérea //

Residuo , MO | ,| Biomasa

esiduos 2 soluble 3 microbiana
raices 1 -

4 4

MOS

1: Transformacion a residuos lixiviacion

2: Depolimerizacion

3: Asimilacion

4: Aportes
Este subsistema estuvo representado por las variables de stock productividad de los cultivos
en la rotacion (biomasa aérea y de raices), residuos y materia organica soluble, y representa
el flujo de C y N desde la biomasa de los cultivos, su transformacion a residuos y la produccién

de compuestos solubles producto de la descomposicién de los mismos.

7.1.1) Contribucion de la produccién aérea de la secuencia de cultivos a la acumulacion de
residuos sobre la superficie del suelo

La mayor parte de la produccién aérea del cultivo de sorgo fue exportada del sistema por la
cosecha. Cuando el destino fue la elaboracién de silos como ocurrié en la campafia 2010-
2011 el remanente en pie fue del 25%, y cuando el destino fue la elaboracion de rollos, casi
el 100% de la biomasa fue exportada del sistema. Como consecuencia, los niveles de residuos
sobre la superficie del suelo resultaron inferiores en la monocultura a lo largo de toda la
experiencia respecto a la secuencia de cultivos con CC (Figura 33). El material aportado por
el sorgo presento altas relaciones C/N (40-60). Ademas, su productividad aérea, influenciada
por las condiciones climaticas, sufri6 mermas considerables el ultimo afio, y en consecuencia,
contribuy6 con un menor nivel de residuos. Bajo estas condiciones, la monocultura de cultivos
de verano podria resultar insuficiente o constituir una limitante para la acumulaciéon de la

materia organica del suelo y para asegurar la sustentabilidad del sistema a largo plazo.
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La inclusion de los cultivos de cobertura en la secuencia de cultivos es una estrategia utilizada
para aumentar los aportes de C y N al sistema. Los resultados muestran que su inclusion se
tradujo en un incremento del 50 al 70% en la cantidad de residuos acumulados sobre la
superficie del suelo. Claramente el centeno fue la especie que contribuyd con los mayores
volumenes de materia seca (aérea), y por ende, de carbono (Figuras 12 y 14). Sin embargo,
la productividad aérea del centeno sufri6 mermas importantes al finalizar la experiencia
(~60%), que estuvieron asociadas a menores contenidos de humedad y N-nitratos en el suelo
(R?=0,25 y 0,35 respectivamente). Esta disminucién de la productividad aérea del centeno se
tradujo en menores cantidades de residuos acumulados sobre la superficie del suelo el ultimo
afo, aunque estos niveles fueron superiores a la monocultura a lo largo de toda la experiencia
(Figura 33). Por otra parte, el aporte de importantes volimenes de biomasa de centeno al
sistema podria constituir una limitante para su transformaciéon a materia organica del suelo
debido a una alta relacion C/N del material aportado por el sorgo (55-76) y por el centeno (32-
41). De hecho, la secuencia centeno-sorgo fue la que evidencié mayor acumulacion de

residuos sobre la superficie del suelo (Figura 33).

El aporte de una fuente nitrogenada al centeno (CC), de origen bioldgico por la consociacion
con vicia, o inorganico por la fertilizacion con urea, se tradujo en una mayor produccion de
biomasa aérea del centeno en los ultimos dos afos de la experiencia (Figura 12). Esta
respuesta estuvo asociada a mayores eficiencias de uso del agua independientemente de la
fuente de N utilizada (Figura 18) y similares resultados fueron observados por otros autores
(Bertolla et al., 2013; Fernandez et al., 2012). Solamente el segundo afo de la experiencia la
magnitud de la respuesta a la aplicacién de urea representé un consumo de agua mayor por
parte del centeno (Figura 17). La fertilizacion inorganica también se correspondié con altas

eficiencias de uso del nitrégeno (Tabla 7).

La inclusion de la vicia en consociacion con el centeno se tradujo en una mayor produccion
de materia seca, y por lo tanto de carbono, sumado a una mayor concentracion de N en sus
tejidos (Figuras 12, 14 y 15). Como resultado de la combinacion de ambas especies se produjo
una biomasa aérea de alta calidad (C/N 16-27) que permitié disminuir la relacién C/N de los
residuos acumulados en superficie en dicha secuencia de cultivos (Figura 36). Esta ventaja
de la vicia como CC para mejorar las caracteristicas de los residuos y facilitar su
descomposicion ya ha sido reportada por otros estudios (Tosti et al.,, 2012). En cambio,
cuando la fuente de N fue la urea, si bien se comprobé respuesta a la fertilizacion traducida
en mayores contenidos de N en su biomasa aérea, no fueron lo suficientemente altos como
para generar cambios en la calidad del material aportado por el CC (C/N 29-47) ni en la calidad

de los residuos de la secuencia de cultivos acumulados sobre la superficie del suelo (C/N 38-
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61). La inclusion de la vicia sola como CC aport6 el material de mayor calidad (C/N 12-16) y
permitié disminuir la relacion C/N de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo
(C/N 22-38).

La inclusion de la vicia también tuvo un efecto positivo sobre el cultivo sucesor (Figuras 27 y
28). Uno de los primeros trabajos que demuestra las ventajas de incluir leguminosas como
CC respecto de las gramineas sobre los rendimientos del cultivo sucesor en sistemas bajo
siembra directa fue publicado por Mitchell and Tell (1977). Estudios mas recientes contintan
afirmando este efecto positivo (Baker and Griffis, 2009; Decker et al., 1994; Ebelhar et al.,
1984; Restovich et al., 2012). Los resultados mostraron un incremento en la productividad
aerea del cultivo sucesor y en los contenidos de N en su biomasa, cuando la vicia se incluy6
sola o cuando estuvo acompafiada del centeno, principalmente los ultimos dos afios de la
experiencia (Figuras 27 a 29). Dichos afios, las magnitudes de respuesta en relacion a la
monocultura de sorgo fueron del 20-24% y del 46-57% respectivamente. Ademas, la eficiencia
de uso del agua del sorgo también se vio incrementada cuando el antecesor fue vicia
principalmente los primeros dos afios de la experiencia (Figura 31). Numerosos estudios han
comprobado que la inclusion de leguminosas como cultivo de cobertura produce una mayor
disponibilidad de N para el cultivo sucesor que resulta en incrementos de su productividad
aérea (Restovich et al., 2012; Sainju et al., 2005, 2003; Tosti et al., 2012). Esta mayor
disponibilidad de N conlleva a aumentos en la eficiencia de uso del agua de los cultivos, ya
que se logra mayor productividad a similares usos consuntivos (Cantero-Martinez et al., 2003;
Cossani et al., 2012; Hatfield et al., 2001; Wang et al., 2010).

En contraposicion, cuando el CC antecesor fue el centeno, con o sin fertilizacion inorganica,
se observé una merma en los rendimientos del cultivo de verano, excepto el ultimo afio (Figura
27). La baja disponibilidad de N debido a la fuerte inmovilizacion en condiciones de
abundancia de residuos pobres en este elemento podria ser una posible causa de esta merma
(Grandy et al., 2013; Molina et al., 2005; Soane et al., 2012). Inclusive en algunos estudios se
ha observado un efecto sinérgico sobre la productividad cuando el rastrojo de maiz fue
removido en un sistema con cultivos de cobertura bajo siembra directa (Pratt et al., 2014).
Otra posible causa de esta disminucion de los rendimientos del sorgo podria estar asociada a
un posible efecto alelopatico como consecuencia de la rotacion graminea sobre graminea

como ha sido reportado en la bibliografia (Bhowmik and Inderijit, 2003).

7.1.2) Movilizacion de nutrientes de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo
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La pérdida de materia seca de los residuos fue superior en las secuencias con CC respecto a
la monocultura de sorgo los tres afios de la experiencia (Figura 37). Esta pérdida ocurrié a
tasas decrecientes a medida que la proporcion de N remanente de los residuos se vio
incrementada (Figura 38). La monocultura de sorgo presento valores de N remanente en los
residuos (0,9-0,6) superiores a los valores observados en las secuencias con CC (0,4-0,7),
principalmente los primeros dos afos de la experiencia (Tabla 11). Estos resultados sugieren
que la inclusion de los CC en la rotacion favorecié la descomposicion de los residuos
acumulados sobre la superficie del suelo, y esto también se vio evidenciado en las mayores
pérdidas de materia seca de los residuos de las secuencias con CC. Probablemente esta
mayor descomposicion de residuos se deba a la pérdida de materia seca del material aportado
por los CC (biomasa aérea) que presentd una relacion C/N inferior (C/N 12-47) al material
producido por el sorgo (C/N 89-40). La movilizacion de N de los residuos en superficie por
unidad de C liberado (anual) producto de su descomposicion fue significativamente mayor en
la secuencia de cultivos vicia-sorgo evidenciando una mayor velocidad de entrega de N al
sistema respecto del resto de las secuencias de cultivo (Figura 39). Similar evidencia fue
observada por Gliessman (2002). Los resultados también sugieren que el aporte de N
bioldgico al centeno, que permitié disminuir la relacion C/N de los residuos de la rotacion, se
entregé mas lentamente al sistema. Si bien esto podria otorgar una ventaja al sistema en la
eficiencia global de uso del N (Kuo and Jellum, 1990; Ranells and Wagger, 1996),
probablemente el mayor beneficio se obtenga de las menores perdidas de N por lixiviacion
respecto de largos periodos de barbecho invernal (Sainju et al., 2006, 2005). Tonitto et al.
(2006) en un meta analisis del impacto de los CC sobre el rendimiento de los cultivos
sucesores y la dinamica de N, encontraron una reduccion del 70% en las pérdidas por
lixiviacion en secuencias de cultivo sin leguminosas, y del 40% en secuencias que si se

incluyeron leguminosas.

7.1.3) Contribucion de las raices de los cultivos al pool de residuos

La biomasa de raices de sorgo en la monocultura acumulada en los primeros 0-12 cm de
profundidad, constituyé el 25-35% de la productividad total del cultivo de verano. Este cultivo
presentd un importante desarrollo de raices adventicias (Tabla anexo A14). Los resultados
muestran que la biomasa de raices de sorgo en el entresurco fue equivalente al 50% de la
biomasa registrada sobre la linea de siembra. Ademas de este desarrollo lateral de raices, se
observo una acumulacion en los primeros 0-6 cm de profundidad del 70% de la biomasa total
de raices. Largos periodos de barbecho invernal resultaron en disminuciones de la biomasa
de raices (C y N) en el suelo (octubre), sugiriendo su descomposicion (Figura 32). Sin

embargo, no todo este material se descompuso. Una proporcién considerable de la materia
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seca total de las raices de sorgo quedo remanente en el suelo (30-40%), lo que podria estar
asociado a su baja calidad (C/N 55). La descomposicion de la biomasa de raices no solo esta
influenciada por la calidad de las mismas (Li et al., 2015) sino que también por otros factores,
siendo mas rapida su descomposicion a mayor profundidad del suelo (Sanaullah et al., 2011).

La inclusion de los cultivos de cobertura implicd un aporte extra de raices en la rotacion que
estuvo condicionado por la especie y la profundidad de suelo. El centeno contribuyé con los
mayores volumenes de raices en los primeros 0-12 cm de profundidad superando en un 40%
al aporte de la leguminosa (Figuras 19). Ademas, la biomasa de raices del centeno y de la
vicia represento el 36% de su productividad total. Estos resultados se corresponden con los
observados por otros autores. Bolinder et al. (1997) registraron magnitudes del aporte de
raices de diferentes cereales invernales (avena, trigo y triticale) del 40, 31 y 22,5% de la
biomasa total aportada (raices + biomasa aérea) en los primeros 30 cm del perfil. Ozpinar y
Baytekin (2006) observaron valores de biomasa de raices del 40% del total para Vicia sativa
en los primeros 20 cm del perfil. La arquitectura de las raices de cada especie permitio explicar
las diferencias observadas en cuanto al patron de distribucion espacial de raices (Figura 20 y
Tabla 8). El centeno, caracterizado por un sistema radicular en cabellera mas superficial,
acumulé una mayor biomasa en los primeros 0-6 cm (85%). En cambio, la vicia con un sistema
radicular del tipo pivotante, realizé aportes sustanciales en la profundidad de 6-12 cm (30%).
La calidad de las raices también varié de acuerdo a la especie y a la profundidad de suelo
(Figura 26). La biomasa de raices del centeno presentd una relacion C/N de 37 (£7) en los
primeros 6 cm y de 25 (+5) en la profundidad 6-12 cm. La mayor calidad de las raices en el
estrato inferior estaria indicando el aporte de raices mas jovenes (Graaff et al., 2013). La vicia,
en cambio, aporté un material mas rico en N en ambas profundidades de suelo (C/N 18-20).

El aporte de raices de los CC durante el periodo invernal se tradujo en mayores contenidos
de C y N de raices durante toda la experiencia, y por ende, una mayor disponibilidad de
sustrato para la biota del suelo a lo largo de todo el afio (Figuras 21 y 24). Cuando se incluyo
centeno en la rotacion se observé una acumulacion de carbono de raices al final de cada ciclo
de los CC que se tradujo también en un incremento durante el cultivo de verano en los
primeros 0-6 cm de profundidad (Figura 32). Estos resultados sugieren que la baja calidad de
ambas gramineas pudo limitar la descomposicion de este sustrato. En cambio, cuando el
centeno tuvo un aporte de N (inorganico o bioldgico) o se incluyd la vicia sola, este efecto
acumulativo no se observo durante el cultivo de verano (Figura 32a). Probablemente el aporte
extra de N estimulé la descomposicion de raices. En ese sentido, la relacion C/N ha sido
identificada como uno de los factores que influencia las tasas de descomposicion de las raices

(Redin et al., 2014). Otros autores también han observado que la liberacién de N a partir de
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la descomposicion de residuos ricos en este elemento podria facilitar la descomposicion de
residuos de baja calidad (Handa et al., 2014; Pérez Harguindeguy et al., 2008; Vos et al.,
2013). Este constituye uno de los procesos por el cual sistemas con mayor diversidad de
plantas evidencian mayores tasas de descomposicion de raices (Cong et al., 2015). Sin
embargo, estos autores sugieren que el efecto sobre las tasas de descomposicion podria
disminuir la capacidad de secuestrar carbono en el suelo. Estudios previos han asumido o
interpretado de similar manera que un ciclado mas rapido por parte de la biomasa microbiana
del suelo resultaria en menores tasas de estabilizacion de carbono organico en el suelo
(Janzen, 2006; Jastrow et al., 2007). Por el contrario, existen otros trabajos recientes que han
demostrado lo contrario. Es decir, que altas tasas de mineralizacion asociadas a un aumento
de la actividad microbiana se tradujeron en mayores tasas de estabilizacion de C en el suelo
(Fontaine et al., 2011; Kirkby et al., 2013; Kong y Six, 2012; Raiesi y Beheshti, 2014; Verchot
et al., 2011). Por lo tanto, podriamos presumir que no estamos frente al dilema de conservar
o utilizar (“hoard or use”) la materia organica del suelo tal como lo expres6 Janzen (Janzen,
2006), sino que aparentemente el secuestro de carbono en el suelo es una funcién dinamica
relacionada a altas tasas de actividad microbiana con adecuados niveles de aportes de
residuos frescos que permitan mantener un equilibrio dinamico entre fracciones organicas y
minerales (Dungait et al., 2012; Wieder et al., 2014). Este modelo de ciclado dinamico con
altos aportes de residuos se traduciria en una mayor disponibilidad de nutrientes en el sistema,
principalmente nitrégeno. EI modelo conceptual propuesto por Clarholm (2005, 1985)
involucra el ciclado de N a través de la predacion por protozoos de la poblacion de bacterias
del suelo teniendo en cuenta la liberacion de N sin la pérdida de materia organica del suelo
(Bonkowski y Clarholm, 2012). Los resultados mostraron un aumento progresivo en los
contenidos de N de las raices en los primeros 6 cm de profundidad hacia el final de la
experiencia que fue independiente de las especies que participaron en la rotacion (Figura
32c). En correspondencia, las relaciones C/N de las raices disminuyeron y esto se hizo
evidente en el cultivo de verano hacia el final de la experiencia (Tabla anexo A14). Estos
resultados aportarian mas evidencia para el modelo conceptual descripto anteriormente, e
indicarian que en un lapso de tres afios, las secuencias de cultivos CC-sorgo han podido
reestablecer una tasa de ciclado de los compuestos organicos que mantiene altos niveles de

N disponible para su utilizacion por los cultivos.

En la profundidad de 6-12 cm, la abundancia de raices cuantificadas en el periodo de floracion
del cultivo de verano también evidenciaron un incremento en los contenidos de carbono de
raices principalmente en la monocultura y en las secuencias de cultivo con centeno y vicia-
centeno. Sin embargo, la calidad de las raices en esta profundidad fue superior a la observada

en la profundidad de 0-6 cm, sugiriendo la presencia de raices mas jovenes, y por ende, mas
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facilmente descomponibles (Graaff et al., 2013). No obstante, esto no se tradujo en una
disminucién de la relacion C/N de este material. Por el contrario, esta variable aumento en las
secuencias de cultivo con centeno y vicia-centeno (floracion del sorgo). Estos resultados
indicarian la existencia de otros factores limitantes de su descomposicion. Solamente la
rotacién con vicia y la monocultura evidenciaron un incremento significativo en los contenidos

de N de raices en floracién del sorgo (Figura 32d).

7.1.4) Efecto de los residuos (aéreos y raices) sobre la materia organica soluble

La dinamica de la materia organica soluble estuvo explicada por la cantidad y calidad (C/N)
de los sustratos aportados al sistema (residuos en superficie + raices), y por la biomasa
microbiana del suelo (Tabla 22). Este pool puede sufrir aportes por el metabolismo microbiano,
la descomposicion de los residuos, los exudados de raices y la MOS (Kalbitz et al., 2000;
Zsolnay, 2003). Chantigny (2003) realiz6 una revision bibliografica en la cual pudo discriminar
que el uso y las practicas de manejo son los factores mas importantes que condicionan los
niveles de materia organica soluble en el suelo. Aparentemente incrementos en la intensidad
de manejo aumentarian la proporcion de materia organica soluble de origen microbiano
altamente descomponible en el suelo (Leinweber et al., 2001). Los factores ambientales que
explicaron las variaciones observadas en la disponibilidad de compuestos solubles fueron la
temperatura y la humedad del suelo (Tabla 21), probablemente a través de su efecto directo
sobre la actividad biologica del suelo, condicionado indirectamente por el nivel de residuos
sobre la superficie del suelo. Estudios previos han demostrado que el contenido de agua del
suelo condiciona la cantidad y calidad de la materia organica soluble en el suelo (Zsolnay,
2003).

El aporte de sustrato es un mecanismo de induccidon de la produccién de enzimas
extracelulares (depolimerasas) de los microorganismos del suelo encargadas de hidrolizar los
polimeros organicos (ej. proteinas, quitinas, peptidoglicano) provenientes de los residuos de
las plantas y los de origen microbiano en subunidades solubles (Geisseler et al., 2010; Carrillo
et al., 2014). Los resultados mostraron que la inclusion de los CC se tradujo en una mayor
disponibilidad de compuestos solubles al inicio de la experiencia, principalmente C soluble
(Figura 71a y b). Varios estudios también han comprobado un incremento inmediato y
significativo en el C soluble por el aporte de residuos vegetales (Franchini et al., 2001; Jensen,
1997; McCarty y Bremner, 1992). Los resultados indicaron que la inclusién de vicia en la
secuencia de cultivos se tradujo en un incremento de 4,1 g m en los contenidos de C soluble
en los primeros 6 cm del perfil respecto de la monocultura de sorgo. En las secuencias con

centeno, el incremento fue de 2,9 g m2. Estos resultados coinciden con estudios previos
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donde la rotacion con leguminosas increment6 la cantidad de C soluble en el suelo en un
rango entre 0,2-4,4 g m-2 (equivalente a 2-44 kg ha') en los primeros 20 cm del perfil de suelo
(Campbell et al., 1999; Mazzarino et al., 1993).

Los exudados de raices constituyen una fuente muy importante de C soluble en el suelo
(Rosenfeld et al., 2014; Hogberg y Read, 2006; van Hees et al., 2005, Bradford et al., 2013).
Esta mayor disponibilidad de energia estimuld la actividad biolégica del suelo que se tradujo
en un incremento de la biomasa microbiana en el corto plazo (6 meses) (Tabla 15 y Figura
45). Este fendmeno ha sido reconocido muchas veces como el efecto “priming” de la rizosfera
(Zhu et al., 2014). Las fuentes de materia organica soluble son multiples y estan fuertemente
condicionadas por su distribucion espacial, tanto horizontal como vertical, a través de su
difusion por el sistema poroso del suelo (Zsolnay, 2003). Aparentemente los exudados de
raices serian los compuestos que mas efecto inductivo tendrian sobre la actividad microbiana
del suelo (Kramer et al., 2012; Ku$liené et al., 2014; Shahzad et al., 2015).

De acuerdo con la hipétesis de Clarholm (2005, 1985) el C de los exudados radicales provee
los medios para que la biota del suelo mineralice el nitrégeno de la materia organica del suelo
para su propio uso, y este elemento puede ser subsecuentemente liberado por la actividad
predadora de la poblacion de protozoarios que ejerce sobre las bacterias del suelo. Bonkowski
y Clarholm (2012) sugieren que el modelo de reciclado de N de Clarholm (2005, 1985) se
encontraria en correspondencia con el concepto de priming effect “aparente” (efecto inductivo)
propuesto por (Kuzyakov, 2010). Este autor discrimina entre la respuesta al aporte de una
fuente de carbono facilmente descomponible acusada por un incremento de la biomasa
microbiana del suelo sin pérdida de materia organica del suelo (aparente), del efecto real que
conlleva a una pérdida neta del C organico del suelo (Dijkstra y Cheng, 2007). Shahzad et al.
(2015) comprobaron que no solo los exudados radicales provocan este efecto “priming” sino
también los residuos de raices, aunque aparentemente difieren en su mecanismo de
induccion. Si bien las mediciones realizadas en esta experiencia no permitieron discriminar el
origen del C y N utilizado por la biota del suelo (materia organica vs. residuos), los resultados
sugieren que una rizosfera continua a lo largo del afo estimuld la biota del suelo sin una
pérdida neta de C total del suelo con altas tasas de mineralizacion neta de N de la MOS
cuando particip6 la vicia (sola o consociada con centeno).

La disponibilidad de C soluble disminuyé a lo largo de la experiencia sugiriendo su
inmovilizacion en la biomasa microbiana del suelo en todas las secuencias de cultivo. Sin
embargo, la monocultura de sorgo caracterizada por largos barbechos invernales sin
presencia de raices vivas y sin la contribucion de la rizodeposicion de compuestos organicos

solubles a la solucion del suelo, condicionaron desfavorablemente la actividad biolégica. La
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pérdida de estos compuestos solubles (C y N) por lixiviacion se hizo evidente por los mayores
niveles en la profundidad de 6-12 cm al inicio de la experiencia (Figura 54). De hecho, la
disminucién de C soluble hacia el segundo afio de la experiencia no se tradujo en un aumento
significativo de la biomasa microbiana del suelo (CBM) en los primeros 6 cm del perfil (Tabla
15). Esto indicaria que el C disponible no se utilizo para crecimiento sino para mantenimiento
y respiracion, y probablemente fue un factor limitante. Se estima que el aporte de compuestos
de bajo peso molecular de las raices (exudados) subsidia entre el 30 y 50% de la respiracion
heterotréfica del suelo (Hogberg and Read, 2006; van Hees et al., 2005). Una mayor tasa de
mortandad asociada a las condiciones mas restrictivas para la biota del suelo en la
monocultura podria explicar el incremento de C soluble observado hacia el final de la

experiencia (Figura 49).

7.1.5) Efecto de los residuos (aéreos y raices) sobre la biomasa microbiana del suelo

La biomasa de las plantas es la mayor fuente de C en los sistemas agricolas y junto con la
materia organica del suelo constituyen los sustratos mas importantes que permiten mantener
la biota del suelo. Muchos estudios realizados sobre sistemas agricolas suponen una relacion
positiva entre la biomasa microbiana del suelo y la productividad aérea de los cultivos, la cual
no se pudo corroborar. De manera similar, Chen et al. (2008) no encontraron relaciones entre
la biomasa aérea, la biomasa microbiana del suelo o la relacién C/N de las raices. Pocos son
los trabajos que han demostrado que esta relacion sea estadisticamente significativa (Balota
et al., 2014). Lo que si se ha comprobado es el efecto beneficioso de la rotacion de cultivos
(Dick, 1992; Wardle, 1992), la inclusion de los cultivos de cobertura (Sainju et al., 2003;
Schutter and Dick, 2002) y los sistemas de minima labranza como la siembra directa (Balota
et al., 2014; Frey et al., 1999; Helgason et al., 2010; Lupwayi et al., 2012, 2010; Wright, 2008)
sobre la actividad biolégica del suelo. Sin embargo, poco se conoce acerca de la respuesta

de la biomasa microbiana al aporte de residuos en experiencias a campo.

A pesar del aporte extra de biomasa aérea de los CC, especialmente en los tratamientos con
N (organico e inorganico) que se tradujeron en incrementos en los niveles de residuos sobre
la superficie del suelo, ninguna de estas variables explicé satisfactoriamente la respuesta en
la biomasa microbiana del suelo. Los R? obtenidos en estas regresiones fueron todos muy
bajos (0,18 a 0,22; Tabla 23). La falta de contacto de los residuos con la matriz del suelo que
favorezca su descomposicion (“spatial separation”) en los sistemas bajo siembra directa
podria ser una de las razones que explicaria este efecto (Garnier et al., 2008; Holland and
Coleman, 1987). Algunos autores han observado un retraso en la respuesta de la biomasa

microbiana del suelo al sustrato acumulado en la superficie del suelo como consecuencia de
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esta separacion espacial (Beare et al., 1990; Poll et al., 2008). Estos resultados sugieren que
en sistemas bajo siembra directa la biomasa microbiana del suelo no seria un buen indicador
de la contribucién de los residuos en superficie por lo menos en el corto plazo. Por otra parte,
la calidad de los residuos y de la biomasa aportada por los cultivos de cobertura, medida como
la relacion C/N, no fue un buen indicador del estatus de C y N en la biomasa microbiana del

suelo.

Las raices de los cultivos de cobertura explicaron en una mayor proporcion las variaciones
observadas en la biomasa microbiana del suelo en ambas profundidades de estudio (R?= 0,46-
0,61y R?=0,43-0,39 para C y N a 0-6 y 6-12 cm respectivamente) (Figuras 48 y 49). Estudios
recientes han demostrado que una mayor proporcién de carbono derivado de las raices se
acumulé en el suelo respecto del aportado por la biomasa aérea (Gale and Cambardella, 2000;
Kong and Six, 2010; Wander and Yang, 2000), indicando la preferencia por este sustrato, que
incrementod la actividad bioldgica del suelo (Puget and Drinkwater, 2001a). Esta respuesta
pudo deberse al intimo contacto entre la microbiota del suelo y las raices dentro de los
agregados (Santos et al., 2011), y la estimulacion de la actividad biologica a través de los
exudados de raices y el ciclado de las raices finas (Haichar et al., 2014; Puget and Drinkwater,
2001b). El carbono de la biomasa microbiana mostré incrementos en el muy corto plazo (6
meses). En concordancia, Werth and Kuzyakov (2008), en incubaciones realizadas en
laboratorio, encontraron que el 41% del carbono derivado de las raices se encontraba
acumulado en la biomasa microbiana después de 40 dias de iniciada la incubacién. Sin
embargo, no resulta claro si bajo condiciones de campo, y especialmente en cultivos

invernales, existiria tal respuesta inmediata.

En la literatura se informan valores comparativos de los contenidos de carbono de la biomasa
microbiana del suelo entre sistemas de labranza, rotaciones de cultivos y usos de la tierra que
varian entre 250 a 600 ug g suelo para regiones frias y tropicales respectivamente (Bradford
et al., 2013; Ekenler and Tabatabai, 2003; Silva et al., 2010, 2014; Wagai et al., 1998). No se
encontré ningun trabajo realizado a campo que estudie las variaciones de la biomasa
microbiana (CBM) para un mismo suelo y sistema de manejo a largo plazo. Contrario a lo
esperado, no hubo un efecto acumulativo por el incremento en la disponibilidad de sustrato
(aéreo y raices) sobre la biomasa microbiana del suelo, por lo menos durante los tres afios de
la experiencia. Luego de la rapida respuesta inicial al sustrato de raices de los CC, la biomasa
microbiana del suelo (CBM) alcanzo un aparente estado de equilibrio (Figura 45). La respuesta
al sustrato de raices fue lineal hasta un valor maximo de 102 y 35 g C m* para las
profundidades de 0-6 y 6-12 cm respectivamente, y luego alcanzo un plateau. La monocultura

de sorgo mostrd un incremento progresivo durante los tres afios, el cual estuvo muy por debajo



120

de este nivel de sustrato en el muestreo de octubre, sin embargo, acumulo la misma cantidad
de biomasa de raices que las rotaciones que incluyeron CC durante el ciclo de cultivo del
sorgo. El contenido de C de la biomasa microbiana del suelo expresada como una proporcion
de CO del suelo fue menor (p=0,0009) en la monocultura de sorgo (1,1%) que en las
rotaciones que incluyeron CC (1,3 a 1,5%). Estos resultados sugieren que la biomasa
microbiana del suelo se encontré en un estado de equilibrio a 274 y 243 ug g suelo™ (20,1 y
19,5 g CBM m) lo cual corresponde a proporciones de CO del suelo de 1,3y 1,2 % para 0-6
y 6-12 cm de profundidad respectivamente. No encontramos ningun trabajo a campo que
informe similares resultados, sin embargo, algunos modelos de prediccion proponen valores
de equilibrio para CBM. Li et al. (2014) obtuvieron valores similares a los encontrados en este
trabajo (260 pg g soil™") utilizando tres modelos diferentes (Allison et al., 2010; German et al.,
2012; Wang and Post, 2012). Aparentemente la capacidad de carga de un suelo (“carrying
capacity”) en relacion a la poblaciéon microbiana que puede sostener, no solo esta regulada
por el sustrato sino también por las condiciones ambientales e intrinsecas de su habitat, como
la agregacion y el contenido de arcillas (Smith y Paul, 1990). Anderson y Domsch (2010)
plantean la siguiente pregunta de investigacion: ; Cuanto sustrato es necesario para mantener
constante la biomasa microbiana del suelo? Los resultados indicarian que para un suelo
Paleustol petrocéalcico de la region semiarida pampeana con un nivel de CO del suelo ~1.5%
(11,2 Tn ha'), se necesita un aporte anual por lo menos de 102 g C-raices m? (equivalente a
1020 kg C-raices ha') para mantener estable un nivel de CBM de 274 ug g suelo™ (equivalente

a 201 kg CBM ha) en los primeros 6 cm de suelo.

El contenido de nitrégeno de las raices también presentd correlaciones positivas con la
biomasa microbiana del suelo (R?=0,43 y 0,39 para 0-6 y 6-12 cm respectivamente). Sin
embargo, la respuesta de la biomasa microbiana (NBM) fue diferente segun la profundidad de
suelo. En los primeros 0-6 cm de suelo, NBM mostro incrementos en respuesta al N-raices
hasta un valor maximo de 3,67 g m2, por encima del cual la biomasa microbiana del suelo
alcanzo un valor de equilibrio de 1,9 g m2 (Figura 46a). En cambio, en la profundidad de 6-12
cm la relacion entre estas variables fue lineal a lo largo de toda la experiencia sugiriendo una

posible limitacion por N en esta profundidad (Figura 46b).

Los residuos en superficie condicionaron en forma indirecta la actividad bioloégica del suelo a
través de cambios en la temperatura y humedad del suelo a lo largo de la experiencia (Figura
41 y 42). Los resultados evidenciaron un efecto detrimental de las temperaturas del mes mas
caluroso del ano (diciembre) superiores a 25°C (0-5 cm) sobre la actividad biologica del suelo,
y por ende, sobre los contenidos de C y N de la biomasa microbiana (Figura 50). La

monocultura de sorgo, con largos barbechos invernales y bajos niveles de residuos sobre la
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superficie del suelo, presentd temperaturas edaficas del mes de diciembre por encima de los
40°C al inicio de la experiencia. En cambio, la cobertura lograda a través de las rotaciones
con centeno permitié atenuar rapidamente las altas temperaturas (Dabney et al., 2001;
Ranells y Wagger, 1994). La inclusién de vicia en la rotacion evidencio altas temperaturas
principalmente el primer afo de su inclusion, debido al aporte de un material faciimente
descomponible y menores niveles de residuos. Luego de tres afios de monocultura de sorgo
se registraron temperaturas por debajo del valor critico observado (25°C), mientras que en las

rotaciones con centeno esto se evidencié luego de dos ciclos de cultivo.

Las temperaturas registradas en los primeros 5 cm de profundidad se correspondieron con
las registradas en la profundidad de 5-10 cm. La diferencia entre las mismas vari6 entre 1y
7°C segun el nivel de residuos acumulados sobre la superficie del suelo. Sin embargo, no
pudimos comprobar un efecto de la temperatura edafica en la profundidad de 5-10 cm sobre
la biomasa microbiana del suelo. La humedad en los primeros 0-20 cm de profundidad explicé
muy poco las variaciones observadas en la biomasa microbiana del suelo (R?= 0,04). Sin
embargo, el porcentaje de poros llenos de agua fue un mejor indicador (Figura 51). Esta
variable no solo es un indicador de la disponibilidad hidrica sino también del nivel de aireacién
del suelo (Linn y Doran, 1984). Los resultados evidenciaron que a medida que los poros se
llenaron de agua la biomasa microbiana mostré incrementos en los contenidos de C y N en
ambas profundidades de estudio hasta un valor maximo entre 45-50% de poros llenos de
agua. Valores por encima de este umbral tuvieron un efecto detrimental sobre la biomasa
microbiana del suelo sugiriendo que la actividad bioldgica estaria limitada por una menor
disponibilidad de O.. Este valor umbral se encuentra por debajo del valor propuesto en el
modelo conceptual de Linn y Doran (1984) del 60% de poros con agua.

7.1.6) Conclusiones parciales

e La combinacién vicia-centeno presenté el doble beneficio de aportar los mayores
volumenes de biomasa aérea con altos contenidos de N.

e Lainclusién de vicia sola o consociada fue eficiente en disminuir la relacion C/N de los
residuos.

e La secuencia vicia-sorgo presentd las mayores tasas anuales de liberacién de N de
los residuos por unidad de C liberado producto de su descomposicion.

e La biomasa microbiana del suelo no fue un buen indicador de la dinamica de los

residuos acumulados sobre la superficie del suelo en el corto plazo.
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Todas las secuencias con CC presentaron una mayor disponibilidad de compuestos
solubles en el suelo que estimularon la actividad biolégica, mientras que largos
barbechos invernales evidenciaron pérdidas por lixiviacion de este pool.

La biomasa de raices fue el sustrato que mejor explico las variaciones observadas en
la biomasa microbiana del suelo debido al intimo contacto con la matriz del suelo.

La temperatura y el porcentaje de poros llenos de agua, condicionados por la cobertura
del suelo, influenciaron la actividad bioldgica, y por ende, el tamafo de la biomasa

microbiana del suelo.
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7.2) Segunda parte: Flujo de nitrégeno del suelo entre la biomasa microbiana, la materia
organica soluble y las formas inorganicas

CO,, N,O
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adsorcion <« NH,*
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h 1. Asimilacion
NO,- 2. Amonificacién
3. Nitrificacion
4. Mineralizacion
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Este subsistema representa principalmente el flujo de N dentro del suelo a través de los
procesos de mineralizacidén-inmovilizacion mediados entre los compartimentos de la biomasa
microbiana del suelo y la materia organica soluble; y los procesos de transformacion de formas

organicas de N a amonio (amonificacion) y de amonio a nitrato (nitrificacion).

7.2.1) Flujo de N entre la materia organica soluble y la biomasa microbiana del suelo

Los resultados indicaron que la materia organica soluble se vio enriquecida en compuestos
nitrogenados en ambas profundidades de suelo. Esto estuvo evidenciado por una disminucion
de la relacion C/N de este pool a lo largo de la experiencia (de 13a7en0-6 cmyde 10a 6
en 6-12 cm de profundidad respectivamente), como consecuencia de las variaciones anuales
registradas en los contenidos de C y N soluble. Los modelos de regresion multiple (Tabla 22)
indicaron que el pool de N soluble estuvo influenciado principalmente por la cantidad inicial y
la calidad final de los residuos acumulados sobre la superficie del suelo en los primeros 6 cm
del perfil mientras que en la profundidad de 6-12 cm, la calidad de las raices de los CC también
condicion6 este pool. Estas fuentes de N han sido identificadas en estudios previos como
posibles aportes a este pool (Chantigny, 2003; Chantigny et al., 1999; Haynes, 2005; Kalbitz
et al., 2000). La biota del suelo es otra posible fuente que contribuye a través del ciclado de
su biomasa, sin embargo, esta variable no resulté significativa en los modelos de regresién
(Tabla 22). No se pudo comprobar una relacion entre los contenidos de N de la biomasa

microbiana del suelo y el N soluble que sugieran en forma directa su inmovilizacion en los
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primeros 6 cm del perfil, aunque, si se relacionaron en el estrato de profundidad de 6-12 cm,
evidenciando la importancia del pool de raices y su contribucién como fuente de N (Figura
53b).

El tamanio del pool de N soluble fue similar al pool de N inorganico (nitratos) como ha sido
evidenciado por otros autores (Jones y Kielland, 2002), demostrando la importancia de este
compartimento en el ciclo del N (Figuras 54 y 55). Los compuestos de alto peso molecular con
una baja tasa de ciclado (de naturaleza recalcitrante) son los que se encuentran en mayor
proporcidon en la materia organica soluble, mientras que los compuestos de bajo peso
molecular (ej. aminoacidos y aminoazucares) representarian una baja proporcion (10-20%).
Jones et al. (2005) sugiere en su revision bibliografica, que la presencia de moléculas no
utilizables por las plantas y los microorganismos del suelo (alto peso molecular) podria ser la
causa que explique los altos niveles de N soluble en relacién al pool de N inorganico. De
hecho, existe evidencia que las raices de las plantas solamente poseen la capacidad de
utilizar compuestos de bajo peso molecular como aminoacidos y pequefios péptidos (Bush,
1993; DiTomaso et al., 1992; Wang et al., 2009; Yu et al., 2002) al igual que los
microorganismos del suelo (Jones y Kielland, 2002). Sin embargo, no se encontré informacion
acerca de la capacidad de la biota del suelo de utilizar estos compuestos nitrogenados de alto
peso molecular. No existe informacion acerca de la caracterizacion de estas moléculas de alto
peso molecular que componen la materia organica soluble, aparentemente asociado a
limitaciones metodoldgicas (Jones y Willett, 2006; Jones et al., 2005), y por lo tanto, no resulta

claro su rol en el suelo.

No existe un consenso acerca de si el N soluble controla la liberacién de N inorganico de la
MOS. Cookson y Murphy (2004) demostraron que la remocion de DON por lixiviacion
disminuy6 el nitrégeno de la biomasa microbiana del suelo y la mineralizacion de N. De
manera similar, Marschner y Kalbitz (2003) y Schimel y Bennett (2004) sugieren que los
compuestos organicos deben ser primero liberados a la solucion del suelo para poder estar
disponibles para los microorganismos y las plantas. Jones y Kielland (2002) sugieren que la
transformacion de las proteinas a aminoacidos seria el proceso que limita la disponibilidad de

N y no la transformacién de aminoacidos a NH4*.

En general, cambios en el uso de la tierra y en el manejo de nutrientes modifican el tamafo
del pool de N soluble en el suelo (Haynes, 2005). Ros et al. (2010) encontraron que el
agregado de residuos al suelo incrementé transitoriamente el pool de N soluble del suelo (30
dias) y posteriormente los valores volvieron a las cantidades iniciales registradas. En

contraposicion, los resultados de esta experiencia mostraron que los niveles de N soluble
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fueron similares entre secuencias de cultivos tanto al inicio como durante los tres afios de la
experiencia (Tabla 20). En relacién a las variaciones anuales, no se encontré ningun trabajo
que evalue la dinamica de la materia organica soluble a largo plazo, probablemente por su
dinamica veloz. Los resultados de esta experiencia indicaron que en el mediano plazo (3 afios)
los contenidos de N de la materia organica soluble disminuyeron en ambas profundidades de
suelo. No obstante, en los primeros 6 cm del perfil se observaron diferencias en el patrén de
variacién anual de algunas secuencias de cultivo, aunque no se encontraron elementos que
permitan explicar dichas variaciones. Algunos autores han advertido que la metodologia
utilizada podria ser un factor condicionante que enmascare los resultados debido a que
durante el proceso de extraccion parte de la biomasa microbiana y de la materia organica del
suelo puede liberarse (Ros et al., 2010, 2009; Zsolnay, 1996). Sumado a ello, la falta de
diferencias entre tratamientos dentro de cada afio evaluado podria sugerir que esta aparente
variacion anual en algunas secuencias de cultivo en los primeros 6 cm del perfil podria ser un

artefacto propio de la metodologia utilizada para su medicion.

Cambios en el tamaro de este pool de N soluble implicaria un impacto relativo sobre los
procesos que lo controlan como son la mineralizacion e inmovilizacion (Kalbitz et al., 2000).
En ese sentido, el N soluble ha sido utilizado por algunos autores como un indicador de la
mineralizaciéon de N en el suelo determinada en incubaciones de laboratorio (Cookson y
Murphy, 2004; Cookson et al., 2008). Sin embargo, en esta experiencia no se pudo comprobar
una relacion directa entre ambas variables. Ros et al. (2010) también observaron que cambios
en la tasa de N soluble no indicaron cambios en la mineralizacion neta de N. Estos autores
atribuyeron estos resultados a la mayor proporcién de compuestos nitrogenados de alto peso
molecular que contiene este compartimento de la materia organica del suelo. Si bien el N
soluble no explicé los cambios observados en la mineralizacién aparente de N, si se comprobd
una relacion lineal y positiva con la disponibilidad de N mineral en el suelo (R?=0,24; Figura
58).

7.2.2) Factores ambientales que condicionaron los pooles N soluble y N de la biomasa
microbiana del suelo
La temperatura y la humedad del suelo fueron los factores ambientales condicionantes de la
materia organica soluble (Igbal et al., 2010) y la biomasa microbiana del suelo (NBM) segun
se evidencid en los modelos de regresion mudltiple (Tabla 19 y 21). Aparentemente la
temperatura fue el factor con mayor incidencia sobre el pool de N soluble en ambas
profundidades de suelo (modelos 24 y 25; Tabla 21) asociado a la actividad biolégica del suelo
(Figura 50). La disponibilidad de agua también condiciono la biomasa microbiana del suelo

evidenciando un valor umbral (40-50% de poros llenos de agua) donde la biomasa microbiana
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alcanzé valores maximos de tamano (Figura 51b y d). Estos resultados estuvieron en

concordancia con la dinamica del C de la biomasa microbiana del suelo.

7.2.3) Mineralizacion de N y nitrificacion

La informacion obtenida a partir del balance de N segun Powlson y Barraclough (1993) indico
que todas las secuencias de cultivo mineralizaron N de la MOS (tasas de mineralizacién de N
positivas) a lo largo de toda la experiencia (Figura 60a). Sin embargo, este balance no
considera en su calculo la inmovilizaciéon de N en la biomasa microbiana del suelo para que
efectivamente la tasa de mineralizacion de N sea neta (Binkley y Vitousek, 1989). Cuando se
desconto el N inmovilizado en la biota del suelo, las secuencias con vicia sola o consociada,
fueron las que presentaron las tasas mas altas de mineralizacion neta de N de la MOS (Figura
60b). Sin embargo, el segundo afio de la experiencia donde los niveles de residuos alcanzaron
los valores mas altos debido al remanente de cosecha del sorgo, las tasas de mineralizacion
neta de N resultaron cercanas a cero o fueron negativas mostrando que cuando existe una
oferta abundante de residuos pobres en N ocurre mayor inmovilizaciéon de este elemento. En
base a esta evidencia, se podria estipular que las poblaciones microbianas se encuentran
mayormente limitadas en su actividad por la falta de sustrato (“starvation” o “near starvation”)
(Dungait et al., 2012). Llamativamente esto ocurrié no solo cuando se incluyeron los CC en la
rotacion con o sin aporte de N bioldgico o inorganico sino también en la monocultura (Figura
60b). La cantidad de residuos acumulados sobre la superficie del suelo que condujo hacia una
mayor inmovilizacién de N vario entre 314 y 514 g C m2 (equivalente a 3140 y 5140 kg C ha-
) sumado al aporte de carbono de raices que varié entre 57 y 276 g m= (equivalente a 570 y
2760 kg C ha'). Estos resultados sugieren que la cantidad de sustrato (residuos aéreos y de
raices) fue la variable propulsora de cambios en el balance entre los procesos de
mineralizacion e inmovilizacion, y para este nivel de residuos aparentemente la calidad no
tuvo incidencia sobre el balance entre los procesos de mineralizacidn-inmovilizacion, contrario
a lo que generalmente se asume (Bruun et al., 2005). En cambio, el ultimo afo de la
experiencia, si bien la biomasa de raices tuvo un patréon acumulativo en el tiempo, los niveles
de residuos en superficie disminuyeron un 60% en la monocultura y entre 30 a 40% en las
rotaciones con CC. Como consecuencia, las tasas de mineralizacion neta de N aumentaron
considerablemente y nuevamente se vieron estimuladas cuando la vicia participé en la
rotacién (Figura 60b). Sistemas de cultivo con una mayor disponibilidad de N no solo aceleran
las tasas de descomposicion de los residuos (Henriksen y Breland, 1999; Mary et al., 1996),
sino también de la MOS (Sainju et al., 2006) producto de la estimulacion de la actividad
biolégica del suelo. A pesar de la falta de efecto de la calidad de los residuos evidenciada el

segundo ano de la experiencia, los modelos de regresién multiple indicaron que la calidad de
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los mismos fue una variable regresora significativa. Probablemente niveles tan altos de
residuos como los observados en el segundo afno no sean tan habituales de encontrar en
sistemas agricolas, y ante circunstancias con menores cantidades de residuos, la calidad
seria una variable propulsora de la tasa de mineralizacion de N como se evidencio el primer

y segundo afo de la experiencia.

El producto de la mineralizacién del N organico soluble es el amonio. La conversién del amonio
en nitrito y nitrato es conocido como el proceso de nitrificacion y es realizado por bacterias
aerobias (Paul y Clark, 1996; Schmidt, 1982). Dado que las bacterias oxidantes del amonio y
del nitrito generalmente se encuentran juntas, el nitrito rara vez se acumula en el suelo (Paul
y Clark, 1996). Sumado a ello, en suelos aireados, se asume que el amonio es rapidamente
oxidado a nitrato (Myrold, 1998). En general, los niveles de N-nitratos en la secuencia de
cultivos con vicia resultaron superiores a lo largo de toda la experiencia (Figura 59), en
concordancia con las mayores tasas de mineralizacion neta de N (Figura 60b). Ademas, la
pérdida de N de los residuos producto de su descomposicion explicd la variacién en los
contenidos de N-nitratos (Figura 40). Los contenidos de N-nitratos (0-20 cm) evidenciaron una
caida hacia el final de la experiencia en un orden del 55% en las secuencias de cultivo con
vicia y hasta un 90% en la monocultura de sorgo (Figura 59). Esta disminucién podria sugerir
su utilizacion por los cultivos y también por la biota del suelo (inmovilizacién). En ese sentido,
se comprobd una relacion lineal y negativa entre los niveles de N-nitratos y la biomasa
microbiana del suelo aunque esta relacion explicé muy poco la variacion observada en los
primeros 6 cm del perfil (R>= 0,07) (Figura 53a), mientras que en 6-12 cm, el R? fue del 46%
(Figura 53b). Algunos autores han observado un alto efecto supresor o de inhibicion de la
nitrificacion inducido por los exudados de las raices del sorgo y del centeno (Haichar et al.,
2014) que podria explicar esta caida en los contenidos de N-nitratos en el suelo. Lata et al.
(2004) sugiere que la inhibicién de la nitrificacion podria ser un mecanismo de adaptacion para
conservar y usar eficientemente el N en sistemas que estan limitados en N. En cambio, las
leguminosas aparentemente no liberarian estos compuestos (exudados) inhibidores de la
nitrificacion lo que indicaria que esta especie estimularia la nitrificacion en el suelo (Subbarao
et al., 2007).

Por otra parte, el N inorganico no solo es fuente de N para los microorganismos del suelo sino
también para las plantas. En ese sentido, el cultivo sucesor acusé mayores rendimientos y
niveles de N en su biomasa aérea cuando el antecesor fue vicia (Figuras 27 y 28). Similares
resultados han sido demostrados en estudios previos (Restovich et al., 2012; Sainju et al.,
2005, 2003; Tosti et al., 2012; Kramberger et al., 2009; Ranells and Wagger, 1997).
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El proceso de nitrificacion incrementa la movilidad del N en el suelo y la potencial pérdida por
lixiviacion. Las variaciones anuales de los niveles de N-nitratos en la profundidad de 20-60 cm
podrian ser un indicador de pérdidas por lixiviacion del estrato superior (Figura 10b). Sin
embargo, estas pérdidas serian potenciales ya que el estrato de profundidad analizado para
nitratos se encontraria dentro del rango de exploracion de las raices de los cultivos (Dardanelli
et al., 1997; Fagioli, 1973; Stone et al., 2001). La monocultura evidencio pérdidas potenciales
por lixiviacién el primer afio hacia el mes de octubre y el ultimo afio de la experiencia hacia el
inicio del cultivo de verano. Estas pérdidas se correspondieron con precipitaciones >200 mm
concentradas en un corto periodo de tiempo. La inclusién de los CC fue una alternativa para
capturar los nutrientes moéviles que se encuentran sujetos a proceso de perdida durante
barbechos largos (Restovich y Andriulo, 2013; Restovich et al., 2012). Solamente el ultimo
afo de la experiencia la secuencia con vicia sola evidencié niveles de N-nitratos superiores
en la profundidad de 20-60 cm en los meses previos a la siembra del sorgo. Este
comportamiento se correspondié con lo sefialado por Bono y Romano (2012) que expresaron
que las mayores pérdidas por lixiviacién de nitratos ocurren con altas precipitaciones, mayor
oferta de nitrdgeno y en momentos que hay bajo consumo de este nutriente por parte de los
cultivos. Otros autores también han evidenciado que la falta de sincronicidad entre la demanda
del cultivo sucesor y el aporte de N de los residuos incrementa las pérdidas de N (Crews y
Peoples, 2005; Goulding, 2004). Los resultados también evidenciaron que en rotaciones
sucesivas con vicia como CC el aporte de N producto de la mineralizacién aumentaria el riesgo
de pérdidas por lixiviacién en los meses previos a la siembra del cultivo del cultivo de sorgo
en coincidencia con el periodo de concentracion lluvias primaverales (octubre-noviembre). En
ese sentido, la utilizacion de vicia consociada con centeno resultaria estratégica para atenuar
dichas pérdidas potenciales. Este aspecto podria corresponderse con el mayor rendimiento
del cultivo sucesor (sorgo) en la mencionada secuencia de cultivo luego de tres afos de

efectos acumulados (Figura 28).

7.2.4) Impacto de los procesos biolégicos sobre el sistema global

La monocultura de sorgo probablemente restringié la actividad bioldgica del suelo durante el
periodo de barbecho invernal, como consecuencia de los pulsos aislados de sustrato. Esta
secuencia de cultivos se caracterizd por mayores pérdidas potenciales por lixiviacién de N-
nitratos durante el periodo de barbecho, y pérdidas de compuestos organicos solubles. Gran
parte del N absorbido por el cultivo de verano fue exportado del sistema (corte para silo o
rollo), y como consecuencia, el nivel de residuos sobre la superficie del suelo resulto inferior
al resto de las secuencias. La monocultura no solo aport6 menores cantidades de residuos

sino que ademas, estos residuos fueron pobres en N, presentando bajas tasas de
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descomposicion y bajas tasas de mineralizacion neta de N de la MOS, es decir, el ciclado de
nutrientes fue mas lento. Aparentemente los residuos de raices del sorgo constituyeron un
sustrato importante para la biota del suelo durante el periodo de barbecho invernal (Figura 48
y 49), sin embargo, este sistema acus6 una limitacién por C evidenciada por la respuesta

progresiva de la biomasa microbiana del suelo a lo largo de toda la experiencia (Figura 45).

La inclusion de los CC permitié solventar la limitacion por C evidenciada por la monocultura,
gracias al aporte extra de residuos sobre y dentro del suelo. Los residuos en superficie
contribuyeron con mas N al sistema producto de su descomposicion (Figura 39). La biomasa
de raices también constituyd una fuente importante de N en el corto plazo que aportd
compuestos rizosféricos en forma continua a lo largo del afio. La mayor disponibilidad de N
estimulé la actividad biolégica del suelo reduciendo las pérdidas potenciales de compuestos
solubles nitrogenados. Por otra parte, la utilizacion de los CC fue efectiva para disminuir las
pérdidas de N-nitratos por lixiviacion que fueron inmovilizados en sus tejidos vegetales

durante su ciclo de cultivo (Sainju et al., 2006).

La utilizacion de centeno como CC aportdé un material con una alta relacion C/N, con bajas
tasas de descomposicion, que se acumulé sobre y dentro del suelo. Como consecuencia, la
demanda de N por la biota del suelo se vio incrementada a lo largo de la experiencia y este
elemento constituy6 una limitante (Lloyd y Sheaffe, 1973; Zantua y Bremner, 1977, 1976). La
fertilizacion con urea del centeno en las dosis utilizadas en la experiencia (40N) no produjo
cambios en la calidad de los residuos ni en las tasas de descomposicion de los mismos.
Solamente el centeno respondié a este aporte de N mineral, y por ende, contribuyé con
mayores volumenes de residuos sobre y dentro del suelo (biomasa aérea y raices) de baja
calidad. Cuando el nivel de residuos en superficie alcanz6 valores maximos (segundo afio) la
limitacion por N del sistema fue evidente. Por otra parte, podria esperarse mayores pérdidas
por volatilizacion asociadas a la forma de aplicaciéon del fertilizante en esta secuencia de
cultivos (al voleo sobre el rastrojo) (Ladha et al., 2005; Peoples et al., 1995). Sin embargo,
cabe aclarar que probablemente dichas pérdidas no hayan sido tan importantes debido a las
bajas temperaturas durante el ciclo del cultivo de cobertura.

La inclusion de la vicia en la rotacion con un sustrato remanente rico en N producto de la
fijacion biologica de N atmosférico permitid mejorar la calidad de los residuos acumulados
sobre la superficie del suelo. Las tasas de descomposicion de los residuos fueron las mas
altas de la experiencia y fue la secuencia que entregd mas N al sistema (Figura 39). Ademas,
las raices contribuyeron con un material rico en N. Como consecuencia, la velocidad de

ciclado del N fue mas rapida (alta mineralizacion neta de N). Este ciclado mas rapido de N se
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vio reflejado en mayores rendimientos del cultivo de verano (Kramberger et al., 2009; Ranells
and Wagger, 1997) y mayores pérdidas potenciales de N por lixiviacion. Luego del primer afio
la contribucion por fijacién biolégica de la leguminosa fue de 31 kg N ha' mientras que en el
segundo ciclo de cultivo de sorgo la respuesta por efecto acumulado alcanzé un valor de 112
kgN ha'.

La consociacion vicia-centeno fue efectiva en reducir la relacion C/N de los residuos
acumulados sobre la superficie del suelo, sin embargo, esto no se tradujo en cambios
significativos en la velocidad de descomposicion de los residuos que las secuencias con
centeno aunque liber6 mas N de los residuos por unidad de C (Figura 39). Las tasas de
mineralizacion neta N fueron elevadas y similares a las secuencias con vicia sola,
evidenciando una alta tasa de ciclado de C y N en el sistema. Sin embargo, esta secuencia
también acusd una limitacién por N hacia el final de la experiencia, sugiriendo que la

proporcion de vicia en la consociacion no fue suficiente.

7.2.5) Conclusiones parciales

e El pool de N soluble no fue una variable predictora de la mineralizacion de N o de la
dinamica de N en la biomasa microbiana del suelo (0-6 cm).

e La temperatura y humedad del suelo fueron los factores ambientales condicionantes
de la biomasa microbiana y la materia organica soluble del suelo.

o El aporte de residuos de centeno de baja calidad sobre y dentro del suelo acusé una
limitacién por N, y en consecuencia, los residuos se acumularon.

e La fertilizacion inorganica no mejord la calidad de los residuos mientras que la
participacién de la vicia en la consociacion si lo hizo.

o Las secuencias de cultivo con vicia sola o consociada con centeno estimularon la
mineralizacién neta de N de la MOS acelerando el ciclado de N en el sistema.

¢ Cuando el nivel de residuos sobre la superficie del suelo alcanzé valores maximos el

proceso de inmovilizacién de N fue predominante (tasas min neta N cero o negativas).
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7.3) Tercera parte: Flujo de carbono y nitrogeno entre la materia organica soluble, la
biomasa microbiana del suelo y las fracciones mayor y menor a 53 um.

1

SUBSISTEMA 3 MO particulada
Co,
1 . ey
MO » Biomasa »l MO asoc.
soluble [« 3 microbiana |, fraccion mineral
3

I

1. Asimilacion
2. Secuestro
3. Mineralizacion

Este subsistema esta caracterizado por los compartimentos de la materia organica soluble, la
biomasa microbiana del suelo y las fracciones de la materia organica particulada y la asociada
a la fracciéon mineral. Este subsistema representa el fluo de C y N de los diferentes
compartimentos de la MOS asociados con la actividad bioldgica del suelo (inmovilizacion-

mineralizacion) que conllevan a la pérdida de CO- o al secuestro de C.

7.3.1) Efecto de la inclusién de los CC sobre los niveles de materia organica del suelo

La materia organica particulada es un indicador sensible de cambios en el manejo del suelo
(Wander, 2004) y en esta experiencia esto estuvo evidenciado por las variaciones en el tiempo
de este compartimento de la MOS en las diferentes secuencias de cultivo (Tabla 24). Se ha
demostrado en numerosos trabajos que la materia organica particulada esta relacionada con
el aporte de residuos tanto aéreos como de raices (Gale et al., 2000a; Kong y Six, 2010; Puget
y Drinkwater, 2001¢c; Wander y Yang, 2000). Sin embargo, los modelos de regresion multiple
realizados para esta variable bajo las condiciones de estudio y en un periodo de tres afios, no

presentaron a los residuos como una regresora significativa (Tabla 25 y 26).

Estudios previos han relacionado el pool de materia organica particulada con el crecimiento
microbiano y el suministro de nutrientes (Barrios et al., 1996; Gregorich et al., 1994; Hassink,
1995; Phiri et al., 2001; Salas et al., 2003). Los resultados de esta experiencia concuerdan
con estos autores. Se comprobd una relacion lineal y positiva entre la materia organica

particulada (C y N) y el C soluble del suelo en los primeros 6 cm del perfil (Figuras 61 y 64a).
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Ademas, bajos niveles de C soluble estuvieron asociados a una biomasa microbiana mas
grande y probablemente mas activa (Figura 56). De manera similar en la profundidad de 6-12
cm, el C y N particulado se relacion6 directamente con la biomasa microbiana del suelo
principalmente en las secuencias con mayor disponibilidad de N (Figura 63 y 65). Estas
relaciones evidenciaron que la disminucion en los niveles de la materia organica particulada
podria explicarse por su utilizacion como fuente de C y N para la biota del suelo. De hecho, la
monocultura (que mostré una fuerte limitacion por C) presento una alta tasa de mineralizacion
de C y N particulado (expresada como la pendiente de la relacion entre los niveles de C y N

particulado y el C soluble) principalmente en los primeros 6 cm del perfil (Figura 61 y 64b).

Las secuencias de cultivo con centeno fertilizado con urea o consociado con vicia y las
secuencias con vicia sola secuestraron mas C y mas N en la MO asociada a la fraccion mineral
en los primeros 6 cm del perfil (Tabla 24). En cambio, la inclusién de centeno solo como CC
y el testigo no evidenciaron cambios en esta fraccion. Si bien estudios previos han
demostraron que la siembra directa incrementa los niveles de COS respecto de la labranza
convencional (Dominguez et al., 2009; Sainju et al., 2008; Sheehy et al., 2015), la falta de
cambios en los niveles de C asociado a la fraccién mineral en la monocultura de sorgo en los
primeros 6 cm del perfil haya sido consecuencia de los pocos afios de siembra directa del sitio

bajo estudio.

Como consecuencia de los cambios observados en las diferentes fracciones de la materia
organica del suelo, se comprobd que solamente las secuencias que incluyeron la vicia como
CC sola o consociada con centeno secuestraron mas C y N en la materia organica total del
suelo en los primeros 6 cm de profundidad al finalizar la experiencia (Tabla 24). Si bien se ha
demostrado en numerosos trabajos el efecto beneficioso de la inclusion de los CC sobre los
niveles de carbono organico del suelo, los resultados de esta experiencia indicaron que la
especie utilizada puede ser un factor condicionante. En un meta analisis realizado por
McDaniel et al. (2014) encontraron que la inclusion de los CC incrementd los niveles de Cy N
total del suelo en un rango entre 9 y 13% respecto de la monocultura. Los resultados de esta
experiencia evidenciaron que la secuencia de cultivo con vicia aumento los contenidos de C
y N total (0-6 cm) en un 11% y 10,5% respecto de la monocultura luego de tres afios de efectos
acumulados. Cuando la vicia estuvo consociada con centeno este incremento fue del 10 y
12% respectivamente. Esto refuerza la propuesta de varios autores que la inclusién de la
leguminosa favorece el secuestro de C y N en el suelo (Paustian et al., 1992; Sisti, 2004;
Urquiaga et al., 2002). Existe evidencia en la actualidad que el procesamiento de C por la
biota del suelo impacta positivamente sobre la estabilizacién de carbono de origen microbiano

en el suelo (Kong y Six, 2010). Probablemente las raices de los cultivos de cobertura hayan
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contribuido mas efectivamente a la estabilizacion de la MOS en el corto plazo respecto de los
residuos en superficie (Katterer et al., 2011; Kong y Six, 2010). Sin embargo, los resultados
de esta experiencia evidenciaron que el N de origen bioldgico (vicia) tuvo un rol clave en el
secuestro no solo de carbono sino también de N de los residuos.

Los modelos que se construyeron a partir de las variables medidas en este estudio indicaron
que el carbono total del suelo estuvo explicado en parte por el pool de carbono de la biomasa
microbiana del suelo, la disponibilidad de agua y de N mineral (Tabla 30). Las variables de
estos modelos reflejaron que la inclusion de los CC tuvo un efecto positivo sobre los
contenidos de C de la biomasa microbiana y en forma indirecta mejoraron los niveles de
humedad en los primeros 20 cm de perfil asociado a la cobertura remanente sobre la superficie
del suelo. Una biomasa mas grande y activa en un ambiente edafico mas favorable, en
términos de disponibilidad hidrica, estimulé la descomposicion de los residuos y la COS.
Cuando el aporte de residuos fue de alta calidad, la mayor disponibilidad de N en el sistema
(N mineral y organico soluble) fue fundamental para que el secuestro de carbono sea evidente,
y altas tasas de ciclado de N explicaron el secuestro de C asociado a la fraccién mineral de la
MOS (Figura 67). Estudios recientes han destacado la importancia de compuestos
nitrogenados como proteinas, aminoacidos, péptidos, quitina, etc., y de los polisacaridos
sobre el secuestro de COS en sistemas agricolas (Chenu, 1995; Kiem y Kégel-Knabner, 2003;
Kdgel-Knabner, 2002). Contrario a la premisa que compuestos labiles son facilmente
degradables (Paul y Clark, 1996), Gleixner et al. (2002) caracterizaron la estructura quimica y
la composicion isotopica del COS y encontraron que el reciclado de C de carbohidratos y
compuestos nitrogenados presenté un tiempo de residencia en el suelo entre 49 y 54 afos.
Estos hallazgos demuestran que la preservacion y estabilizacién de C como consecuencia del
procesamiento de la materia organica por los microorganismos del suelo contribuye al
secuestro de C en el suelo y no al efecto de la bioquimica recalcitrante de los residuos (Gentile
et al., 2010; Gleixner et al., 2002; Kégel-Knabner, 2002). Si bien una gran proporcioén de C
producto del procesamiento biolégico de la MO (residuos + MOS) se pierde por respiracion,
mantener la actividad microbiana seria un pre requisito para un mayor secuestro de C en
términos absolutos en sistemas agricolas (Kong et al.,, 2011). Sumado a ello, estudios
recientes realizados han demostrado que la MO asociada a la fraccién mineral del suelo fue

en gran proporcion procesada por la biota del suelo (Gunina y Kuzyakov, 2014).

Llamativamente la temperatura del suelo no fue una variable regresora significativa en el
estrato de profundidad de 0-6 cm pero si en el de 6-12 cm (Tabla 30). Los resultados
evidenciaron un efecto negativo sobre la biomasa microbiana del suelo con temperaturas

superiores a los 25°C como se observo los primeros dos afios de la experiencia (Figura 50).
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En general, la temperatura es un factor clave en los modelos que explican la dinamica de la
materia organica en el suelo (Allison et al., 2010; Garnier et al., 2008; Schimel and Schaeffer,
2012; Tornquist et al., 2009). Sin embargo, en nuestra experiencia, si bien el ambiente edafico
fue un factor muy importante y esto se vio reflejado en todos los modelos de C y N de la MO
total y sus fracciones, las variables con mayor peso fueron la disponibilidad de agua (humedad

o porcentaje de poros llenos de agua) y la disponibilidad de N mineral (N-nitratos).

7.3.2) Efectos de los CC sobre la estructura de la comunidad microbiana del suelo en el corto
plazo
Al inicio de la experiencia, la monocultura de sorgo se caracterizé por una comunidad con
mayor predominancia de hongos en ambas profundidades de suelo. Estos resultados
coinciden con estudios previos que han demostrado que los hongos son una poblacién
dominante en sistemas bajo siembra directa a través de un amplio rango de climas (Frey et
al., 1999; Thiet et al., 2006). Sin embargo, la estructura de la comunidad del suelo puede sufrir
modificaciones por cambios en las secuencias de cultivo (Gonzalez-Chavez et al., 2010;
Meriles et al., 2009). La inclusion de los CC en la secuencia de cultivos provocé cambios en
la composicion de la comunidad microbiana del suelo en el corto plazo. Luego del primer ciclo
de CC, la secuencia centeno-sorgo presentd una mayor relacion hongos/ bacterias que la
monocultura de sorgo (Tabla 31). En contraposicion, en las secuencias con vicia, sola o
consociada, las bacterias fueron la poblacion predominante principalmente en los primeros 6
cm del perfil. Estos resultados concuerdan con estudios previos que han observado que la
biomasa de hongos puede verse favorecida por la presencia de residuos de baja calidad
mientras que la poblacion bacteriana predominaria en presencia de residuos de alta calidad
(Bossuyt et al., 2001; Holland and Coleman, 1987; Six et al., 2006). La fertilizacién del centeno
con una fuente de N inorganica (urea) no acus6 cambios significativos en la predominancia
de una u otra poblacién de microorganismos respecto de la monocultura. En la profundidad
de 6-12 cm, las diferencias entre secuencias de cultivo no fueron tan contrastantes, sin
embargo, la secuencia vicia-sorgo presentdé dominancia de hongos en esta profundidad.
Algunos autores sugieren que las leguminosas podrian estimular la presencia de micorrizas

(Galvez y Douds, 1995), lo que podria explicar estos resultados.

7.3.3) Cambios en el mediano plazo de la composicion de la comunidad microbiana del suelo

El tercer afio de la experiencia, la abundancia de genes de hongos y de bacterias disminuyo
en forma generalizada (Tabla 31). Sin embargo, esta disminucion no necesariamente indicaria
una menor biomasa de hongos o bacterias. De hecho, el nimero de copias en muestras

ambientales no puede ser convertido en numero de células, ya que el nimero exacto de
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copias del gen 16S rRNA varia entre especies bacterianas (Klappenbach et al., 2000). De
manera similar, en los eucariotas (hongos) el nimero de genes 18S rRNA tampoco puede
equipararse directamente a numeros de células (Smith y Osborn, 2009). Por ello se utilizan
los valores relativos para interpretar diferencias entre muestras ambientales.

Los resultados obtenidos de los datos de ADN evidenciaron que todas las secuencias de
cultivo presentaron una mayor predominancia de bacterias luego de tres afios de efectos
acumulados (H/B<1) en ambas profundidades de suelo (Figura 69). Este efecto también fue
corroborado con la informacion obtenida de los perfiles de acidos grasos (Tabla 34). Similares
resultados fueron observados por Ferrari et al. (2015) y Gonzalez-Chavez et al. (2010) que
también encontraron una mayor predominancia de bacterias bajo siembra directa con este

tipo de metodologias.

Las mediciones basadas en ADN ofrecen una mayor resolucién y permitieron comprobar que
las secuencias de cultivos con baja calidad de residuos (centeno solo o fertilizado con urea)
presentaron relaciones hongos/ bacterias superiores a la monocultura de sorgo en los
primeros 6 cm del perfil a pesar que la poblacion dominante fue bacteriana (Tabla 31). Sin
embargo, no se encontraron otros estudios que determinen variaciones temporales a mediano
plazo en la composicion de la estructura microbiana del suelo bajo siembra directa. Las
medidas obtenidas por los marcadores de fosfolipidos de membrana no permitieron identificar
diferencias entre secuencias de cultivo en la relacién hongos/ bacterias, demostrando su

menor nivel de resolucion respecto de metodologias basadas en ADN (Tabla 34).

Se ha postulado que incrementos en la abundancia relativa de hongos respecto de bacterias
en la comunidad microbiana del suelo se encuentran asociados a tasas de ciclado de
nutrientes reducidas e incrementos en el secuestro de C y N en el suelo (Bardgett et al., 2005;
de Vries et al., 2006; Hogberg, 2007). Los resultados de esta experiencia indican que altas
relaciones hongos/ bacterias se correspondieron con bajas tasas de mineralizacion neta de N
(Figura 70). Sin embargo, contrario a estos autores, las secuencias de cultivo con vicia con
altas tasas de mineralizacién de N presentaron una comunidad de microorganismos dominada
por bacterias y secuestraron mas C y N en la materia organica total del suelo. Recientes
estudios han observado y propuesto similares resultados (Bradford et al., 2013; Kong et al.,
2011).

El grupo de bacterias que acusé variaciones como consecuencia de la inclusion de los CC en
la secuencia de cultivos fueron las bacterias Gram positivas (Tabla 34). Estos resultados

coinciden con Buyer et al. (2010) quienes también observaron un comportamiento diferencial
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de este grupo con la inclusion de CC. Hattori (1988) citado en Wellington et al. (1997),
encontré que las bacterias Gram positivas se encuentran en mayor proporcion sobre la
superficie de los agregados y en los poros mas grandes (“outer area”) mientras que las
bacterias Gram negativas fueron mas abundantes dentro de los agregados (“inner area”).
Estos autores sugieren que las bacterias Gram negativas se encuentran mas protegidas
contra la accién de predadores (protozoos) y cambios en el ambiente edafico asociado a su
habitat dentro de los agregados. Esta evidencia podria explicar porque las bacterias Gram

positivas fueron mas sensibles a cambios en el manejo que las Gram negativas.

Kramer y Gleixner (2008) han demostrado que las bacterias Gram positivas y Gram negativas
difieren en la utilizaciéon de las fuentes carbonadas disponibles en el suelo. Estos autores
estudiaron la incorporacion de C en acidos grasos de membrana en comunidades microbianas
sometidas a secuencias de cultivo con plantas C3 y C4, y evidenciaron que las bacterias Gram
negativas contenian una mayor proporcion de C-residuos mientras que las Gram positivas
contenian una mayor proporcion de C derivado de la MOS. Aparentemente esta tendencia
estuvo asociada a la disponibilidad de residuos vegetales. Similares resultados fueron
observados por Nottingham et al. (2009) y Waldrop y Firestone (2004). Los resultados de esta
experiencia contribuyen con mas evidencia en relacion al impacto de sustratos de diferente
calidad sobre estas poblaciones de bacterias. En la profundidad de 0-6 cm, ambos grupos
bacterianos se encontraron en mayor proporcion por la inclusién de los CC (Tabla 34), sin
embargo, la calidad del sustrato tuvo un efecto estimulador sobre el grupo de las Gram
positivas y esto se correspondié con un mayor secuestro no solo de C sino también de N en
la materia organica del suelo. La mayor disponibilidad de compuestos solubles nitrogenados
en las secuencias con vicia (sola o consociada) explicé en parte el incremento en la presencia
de bacterias Gram positivas (R>= 0,58) y esto estuvo asociado a la presencia de residuos de
alta calidad (relacion C/N), mayores niveles de N particulado y mayores contenidos de C en
la biomasa microbiana del suelo en los primeros 6 cm del perfil (Figura 72). Sin embargo,
estos grupos bacterianos se comportaron de manera diferente a una profundidad de suelo
mayor. En la profundidad de 6-12 cm, el aporte de residuos de alta calidad (raices) en las
secuencias con inclusion de vicia como CC estimuld la presencia de bacterias Gram negativas
y también de hongos aun cuando la poblacion predominante fue bacteriana (H/B<1) (Figura
73). La mayor proporcion de bacterias Gram negativas, principalmente en la secuencia con
vicia sola, pudo estar asociada a la presencia del género Rhizobium. Otros autores también
han evidenciado la estimulacion de la micorrizacion en presencia de leguminosas. Galvez and
Douds (1995) observaron un incremento en la cantidad de inoculo de micorrizas visiculo-
arbusculares en el suelo cuando se incluyd la vicia en sistemas bajo siembra directa versus

barbecho. Resulté llamativo que en esta profundidad de suelo (6-12 cm) las bacterias Gram
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negativas se encontraron negativamente correlacionadas con el grupo de las Gram positivas

contrario a lo registrado en los primeros 6 cm de suelo.

En general, los efectos de la fertilizacion inorganica sobre la estructura de la comunidad
microbiana del suelo son ambiguos y parecen depender de la naturaleza, cantidad y duracion
de la aplicacion del fertilizante, del estatus inicial de fertilidad del suelo asi como también del
ecosistema considerado (Hamer et al., 2009). Los resultados mostraron que las secuencias
con centeno fertilizado con urea presentaron valores inferiores de bacterias totales respecto
de las secuencias con centeno sin fertilizar, sugiriendo un efecto detrimental (Tabla 34).
Ademas, el grupo de bacterias que acusé cambios fueron las Gram positivas las cuales
resultaron ser inferiores, evidenciando nuevamente que frente a un factor disturbador la
poblacién microbiana mas afectada fueron las bacterias Gram positivas. Este efecto
detrimental sobre la diversidad bioldgica del suelo a causa de la aplicacion de fertilizantes
sintéticos ha sido reportada por otros autores (He et al., 2013; Jangid et al., 2008).

La estructura de la comunidad microbiana del suelo a largo plazo estuvo condicionada por
otro u otros factores ademas de la disponibilidad de los residuos (sustrato) y su calidad. Un
ambiente edafico menos fluctuante en temperatura y con mayor disponibilidad de agua,
asociado al efecto de la cobertura de residuos, podria favorecer la predominancia de bacterias
en todas las secuencias de cultivo al finalizar la experiencia. Los modelos de regresion multiple
que explicaron la abundancia relativa de hongos respecto de bacterias indicaron una relacién
positiva con la temperatura y una relaciéon negativa con el porcentaje de poros llenos de agua
(Tabla 32). Es decir, que las altas temperaturas y menor porcentaje de poros llenos de agua
(< cobertura) registradas al inicio de la experiencia se correspondieron con una mayor
predominancia de hongos en el suelo (relaciones hongos/bacterias altas). En ese sentido, los
hongos pueden sobrevivir mejor a condiciones hidricas desfavorables (sequia) en relacion a
las bacterias debido a su habilidad de crecer a bajos potenciales matricos (Harris, 1981). En
un meta analisis realizado por Allison y Martiny (2008) encontraron que la mayoria de los
estudios (80%) mostraron cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo por
efecto de la temperatura, sin embargo, estos autores no pudieron discernir si un grupo
particular taxondmico (ej bacterias vs hongos) haya sido mas o menos sensible a esta

variable. Similares resultados fueron observados por Barcenas-Moreno et al., (2009).

La inclusion de la vicia en la secuencia de cultivos se tradujo en una mayor diversidad
bioldgica respecto de la monocultura de sorgo en ambas profundidades de suelo (Tabla 35).
Otros autores también han observado que la rotacion de cultivos con largos periodos de

barbecho reduce la diversidad biologica del suelo (Zelles et al., 1992), mientras que la
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implementacion de siembra directa y la rotacion de cultivos la favorece (Gonzalez-Chavez et
al., 2010; Spedding et al., 2004; Yin et al., 2010). La fertilizacién inorganica del centeno tuvo
un impacto negativo sobre la biodiversidad acusado por un bajo indice de Shannon respecto
de utilizar una fuente biolégica de N (vicia) principalmente en los primeros 6 cm del perfil.
Allison et al. (2007) y Sradnick et al. (2013) también observaron que el indice de diversidad

de Shannon disminuyé como consecuencia de la fertilizacion inorganica.

7.3.4) Conclusiones parciales

¢ La biomasa microbiana del suelo fue un buen indicador de cambios en el corto plazo.

e |Labiomasa microbiana del suelo acuso limitaciones por C y N que se correspondieron
con caidas en los niveles de C y N particulado.

e EI C asociado a la fraccion mineral aumentd cuando se incluyd una fuente de N
organica (vicia) u inorganica (urea) en la secuencia de cultivos.

e EIN asociado a la fraccion mineral aumentd cuando se incluyo la vicia en la secuencia
de cultivos.

e Lainclusién de vicia sola o consociada se tradujo en un mayor secuestrode Cy N en
la MOT en los primeros 6 cm del perfil.

e La calidad de los residuos tuvo un efecto en el corto plazo sobre la composicion de la
comunidad microbiana.

e Larelacion hongos/ bacterias fue un indicador sensible a corto y mediano plazo.

e La predominancia de hongos se comprobd en las secuencias con residuos de baja
calidad solamente al inicio de la experiencia.

o Luego de tres anos de efectos acumulados la comunidad microbiana sufri6 cambios
sucesionales hacia una mayor predominancia de bacterias independientemente de la
calidad de los residuos.

o EIl grupo de bacterias Gram positivas fue la poblacion microbiana mas sensible a
cambios en la secuencia de cultivos y calidad de residuos.

e Lainclusion de vicia favorecio la presencia de bacterias Gram positivas en los primeros
6 cm del suelo mientras que en 6-12 cm estimuld la presencia de bacterias Gram
negativas y hongos.

e La inclusion de la vicia incrementd la diversidad biologica del suelo presentando los
valores mas altos del indice de Shannon en ambas profundidades de suelo.

o La fertilizacion con urea del centeno afecto negativamente la diversidad biolégica en

los primeros 6 cm del perfil en contraposicidn a utilizar la vicia como acompanante.



139

7.4)  Integrador

El abordaje utilizado en esta experiencia, para evaluar el efecto de la inclusion de los CC sobre
la dinamica de C y N del suelo, se baso en el estudio de diferentes compartimentos de Cy N
(variables fijas de stock) en un sistema agricola bajo siembra directa. Las variaciones anuales
han sido utilizadas para inferir los flujos de estos elementos (procesos) a través de todo el
sistema. Este enfoque de tipo holistico permite comprender de manera integral el

funcionamiento de un sistema que es mucho mas que la suma de sus partes individuales.

La biomasa microbiana muchas veces definida como una gran caja negra (Tiedje et al., 1999)
fue el compartimento que permitié explicar el nexo entre el ciclo del carbono y del nitrégeno
en el suelo. Los resultados de esta experiencia demostraron el rol fundamental del N en el
ciclado de nutrientes y el secuestro de C y N en la MOS y la importancia del aporte balanceado
de estos elementos cuando el suelo alcanza su maxima capacidad de carga y el estado de

equilibrio de la biomasa microbiana.

La biota del suelo es un paso obligatorio para la transformacioén de cualquier sustrato a MOS,
y es la responsable de catalizar las reacciones que involucran la obtencion de formas
accesibles de N para las plantas y para su propio metabolismo. Tanto la cantidad como la
calidad de los residuos que se aportan a un sistema controlan los cambios en el tamario y la
actividad de la biomasa microbiana del suelo (Kallenbach y Grandy, 2011) en interaccién con
un ambiente edafico condicionado por el manejo. La inclusion de los CC incrementé el ingreso
de C y N al suelo, por el aporte extra de residuos aéreos y de raices, aumentando el tamafo
de la biomasa microbiana del suelo y favoreciendo su actividad a lo largo del afio debido a
una mayor disponibilidad de compuestos rizosféricos (Djigal et al., 2012; Lehman et al., 2012).
Esto se tradujo en variaciones en el tiempo de la materia organica particulada que se
relacionaron con el crecimiento de la biota del suelo y el suministro de nutrientes al sistema
(Barrios et al., 1996; Gregorich et al., 1994; Hassink, 1995; Phiri et al., 2001; Salas et al.,
2003). Por otra parte, el ambiente edafico condiciond la biota del suelo. La inclusién de los CC
tuvo un efecto atenuador sobre |la temperatura del suelo y sobre la interfase suelo-atmosfera
minimizando las pérdidas de agua por evaporacion (Kruger y Quiroga, 2013). Como
consecuencia, el ambiente edafico resultd ser mas estable. Mayor disponibilidad de agua (45-
50% poros llenos de agua) y temperaturas por debajo de los 25°C durante el mes de diciembre
tuvieron un efecto retroalimentador sobre la biota del suelo. Frente a este nuevo habitat, la
biomasa microbiana del suelo alcanzé valores maximos de capacidad de carga (Smith y Paul,
1990) evidenciando un estado aparente de equilibrio a lo largo de la experiencia,

principalmente en los primeros 6 cm del perfil de suelo. Las raices en intimo contacto con la
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matriz del suelo fueron el sustrato que permitié explicar este comportamiento de la biomasa
microbiana del suelo. Para un suelo Paleustol petrocalcico de la region semiarida pampeana
con un nivel de carbono organico del 1,5%, se comprobd que se necesitan 102 g C-raices m-
2y 3,7 g N-raices m para sostener y mantener estable la biomasa microbiana del suelo cuyo

tamario en términos de su contenido de C y N fue de 20 y 1,9 g m respectivamente.

La biomasa microbiana fue un buen indicador del estatus del sistema y las limitaciones
acusadas por la misma tuvieron un impacto sobre el ciclado de nutrientes y el secuestro de C
y N en el suelo que fueron evidentes principalmente en los primeros 6 cm del perfil. La
limitacidon por C o por N se tradujo en bajas tasas de ciclado de nitrdgeno en el sistema. En
ese sentido, se podria suponer que tasas mas lentas de ciclado conservarian mejor la materia
organica, sin embargo, esto no fue asi. El sistema que estuvo limitado por N tuvo un impacto
negativo sobre los niveles de materia organica. Esta limitacion estuvo inducida por el aporte
extra de residuos de baja calidad (secuencia con centeno). Sostener en el tiempo altos niveles
de carga microbiana implicé la pérdida de N de la MOS que estuvo asociada a pérdidas de
CO y esto estuvo evidenciado por la falta de cambios en los niveles de C en las fracciones de
la MOS a lo largo de la experiencia. En cambio, cuando la limitacién fue por C (monocultura),
el secuestro de C en la fraccion de la materia organica asociada a las particulas minerales del
suelo fue evidente, sin embargo, no representé un cambio en los contenidos de C total del
suelo. En este caso, la biomasa microbiana del suelo respondié progresivamente a pulsos
aislados de sustrato a pesar de su baja calidad y las raices constituyeron un sustrato muy
importante durante los periodos de barbecho invernal. Estos resultados evidenciaron que una
mayor actividad biolégica no necesariamente conlleva a pérdidas de C de la MO como muchos
autores presumian, sino que su actividad esta directamente vinculada con el secuestro de C
(Kong et al.,, 2011). De hecho, cuando se incluyé la leguminosa en la rotacién, sola o
consociada, la disponibilidad de N en el sistema fue mayor y esto se evidencio por niveles
superiores de N-nitratos y de N soluble. Como consecuencia, se aceleraron las tasas de
ciclado de nitrdgeno y no solo se secuestré mas C en la materia organica total en ambas
profundidades de suelo, sino que también, se secuestré mas N en los primeros 6 cm del perfil.
Nuevamente esta falta de respuesta a mayor profundidad estuvo en concordancia con una
aparente limitacion por N. Por lo tanto, la asimilaciéon de C en la biomasa microbiana del suelo

resultdé dependiente de la disponibilidad de N en el sistema.

La mayor disponibilidad de N en las secuencias con vicia impactoé positivamente sobre el
cultivo sucesor en concordancia con otros estudios (Agren et al., 2013; Oelbermann y Echarte,
2011; Kramberger et al., 2009; Ranells y Wagger, 1997; Jagadamma et al., 2014). La

contribucién de la fijacion biologica de la leguminosa fue de 31 kg N ha' luego del primer ciclo
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de CC y alcanzé un valor de 112 kg N ha' afio”! luego de dos ciclos sucesivos con vicia. No
solo se evidencio una respuesta en rendimiento sino también en mayores contenidos de N en
la biomasa aérea del sorgo y mayores eficiencias de uso del agua. Este beneficio no resulté
tan evidente sobre el cultivo sucesor cuando la disponibilidad de agua constituyd una limitante

importante como ocurri6 el ultimo afio de la experiencia.

Se ha demostrado que la composicion de la comunidad microbiana del suelo es susceptible
a cambios asociados a las practicas de manejo como la labranza y la rotacion de cultivos
(Beare et al., 1992; Bossio et al., 1998; Frey et al., 1999). Ademas, algunos autores sugieren
que la biomasa de hongos puede verse favorecida por la presencia de residuos de baja calidad
mientras que la poblacién bacteriana predominaria en presencia de residuos de alta calidad
(Bossuyt et al., 2001; Kramer et al., 2012). En ese sentido, las secuencias de cultivo con
residuos de menor calidad, presentaron una aparente sucesion microbiana que se caracterizd
por una comunidad dominada inicialmente por hongos, la cual se vio estimulada cuando se
aportaron residuos de baja calidad, que fue sucedida por una comunidad dominada por
bacterias al finalizar la experiencia independientemente de la calidad de los residuos. En
cambio, las secuencias con residuos de alta calidad que incluyeron a la leguminosa,
estuvieron dominadas por bacterias a lo largo de toda la experiencia. Frente a un ambiente
limitado en sustrato y mas fluctuante (temperatura y humedad), poblaciones mas eficientes y
tolerantes como los hongos resultaron predominantes. En cambio, ante condiciones mas
estables en el suministro de sustratos, temperatura y humedad predominaron las poblaciones
con mayores tasas de crecimiento como las bacterias. Resulta interesante resaltar que los
cambios sucesionales observados en las secuencias de cultivo con mayor disponibilidad de
N por la inclusién de la leguminosa, condujeron al establecimiento mas temprano de una
comunidad aparentemente estable en relacién a la predominancia de los grupos taxondmicos
de bacterias y hongos. Esta evidencia concuerda con los cambios sucesionales observados
por otros autores como consecuencia de la descomposicion de residuos de diferente calidad

en incubaciones realizadas sobre el sustrato (Baumann et al., 2009).

Los cambios en la abundancia relativa de hongos y bacterias afectarian el ciclado de carbono
y su almacenamiento en los distintos sub-compartimentos de la materia organica del suelo.
Sin embargo, algunos autores advierten que la influencia de los cambios en la comunidad
microbiana del suelo sobre procesos "generales" como el ciclado de la materia organica del
suelo son menos concluyentes (Schimel y Schaeffer, 2012). Los resultados de esta
experiencia indicaron que las secuencias con vicia con una poblacion dominada por bacterias
y con una mayor diversidad biolégica, secuestraron mas C (0-12 cm) y mas N (0-6 cm) en la

materia organica total del suelo luego de tres afios de efectos acumulados. Estos resultados



142

contradicen la hipétesis de Jastrow et al. (2007) que plantea que los hongos como poblacién
predominante serian los que incrementarian el potencial de secuestro de C. Strickland y
Rousk (2010) confeccionaron una revision bibliografica sobre las implicancias de la
dominancia de hongos vs bacterias en el suelo sobre el secuestro de C en el suelo y
concluyeron que existe una falta de consistencia en los trabajos publicados recientemente
sobre la tematica (Busse et al., 2009; Mulder y Elser, 2009). Aparentemente la metodologia
utilizada para su determinacion influiria sobre los resultados, sin embargo, no se encontré
ningun trabajo que compare cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo
con diferentes métodos. En esta experiencia se utilizaron dos metodologias de diferente
resolucion (QPCR y FAME) que verificaron similares resultados

La fertilizaciéon inorganica no resulté efectiva para modificar la calidad de los residuos o la
velocidad de descomposicion, en consecuencia, el flujo de nutrientes fue lento. La biomasa
microbiana evidencié un efecto detrimental de la fertilizacion al inicio de la experiencia dado
por una biomasa microbiana de menor tamafio que la monocultura. Sin embargo, alcanzé
valores de maxima capacidad de carga el segundo afio demostrando la resiliencia de la biota
del suelo (Allison y Martiny, 2008). Al finalizar la experiencia, la diversidad biolégica del suelo
en esta secuencia de cultivo resulté inferior respecto de utilizar una fuente bioldgica de N.
Estos resultados concuerdan con otros autores que también evidenciaron el efecto detrimental

de la fertilizacion inorganica con N (Allison et al., 2007; Sradnick et al., 2013).

A partir de los resultados obtenidos en esta experiencia surgen algunos interrogantes que
seran necesarios evaluar en futuras investigaciones:

¢ No resulta claro si la capacidad de carga del suelo, definida por el tamafio maximo de
la biomasa microbiana que un suelo puede sostener, se encuentra condicionada por
propiedades genéticas del suelo y también por el manejo.

o La falta de relacion entre la biomasa microbiana del suelo y los residuos acumulados
sobre la superficie del suelo sugiere un aparente desacople entre los procesos que
ocurren en el suelo y en los residuos que podrian estar conectados por la materia
organica soluble.

¢ No resulta claro el efecto de la fertilizacion inorganica sobre la acumulacion de C en el
suelo.

e Los cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo a lo largo de los
tres afos de la experiencia no nos permitieron discernir claramente si corresponden a
una sucesion microbiana producto de los cambios en la descomposicion de los
residuos de diferente calidad o al efecto del ambiente edafico condicionado por el

sistema de labranza.
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No existe informacion acerca de la abundancia relativa de hongos respecto de
bacterias en distintos tipos de suelo en la region semiarida pampeana.

Resulta necesario corroborar si realmente el aporte de N al sistema conduce a una
comunidad “estable” en forma mas temprana, no solo en relacién a los hongos y

bacterias, sino a otros grupos funcionales de interés para el ciclo de C y N del suelo.
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7.5) Conclusiones finales

Lainclusion de los CC en secuencias con sorgo destinado a la produccion de silo bajo siembra
directa representé un aporte extra de residuos sobre y dentro del suelo que estimuld en el
corto plazo la biota del suelo. Ademas, la inclusion de la vicia en las secuencias de cultivo fue
una estrategia eficiente para reducir la relacion C/N de los residuos de la rotacion y por lo
tanto mejorar su calidad. Residuos de mayor calidad presentaron mayores velocidades de
descomposicién, y por ende, entregaron mas N al sistema. Esta mayor disponibilidad de N se
tradujo en mayores rendimientos, eficiencias de uso del agua, y niveles de N en la biomasa
aérea del cultivo sucesor (sorgo). La inclusién de la vicia en la rotacion contribuyé con un
aporte de N por fijacién bioldgica de 31 a 112 kg ha'afio™'. Por otra parte, la calidad de los
residuos modificd la estructura de la comunidad microbiana del suelo en el corto plazo.
Secuencias de cultivo con residuos de alta calidad como consecuencia de la participacion de
la vicia en la rotacion (sola o consociada) evidenciaron una mayor predominancia de bacterias,
mientras que secuencias con residuos de baja calidad estuvieron dominadas por hongos. A
diferencia de lo esperado, la biota del suelo sufri6 cambios en el mediano plazo (tres anos)
que fueron independientes de la calidad de los residuos sobre la superficie del suelo y todas
las secuencias acusaron una predominancia de bacterias en la comunidad microbiana del
suelo. EI N tuvo un rol preponderante sobre el secuestro de C. Las secuencias que incluyeron
vicia (sola o consociada) con una mayor disponibilidad de N en el sistema estimularon las
tasas de ciclado de nutrientes y eso se tradujo en un mayor secuestro de C y N en la MO
asociada a la fraccion mineral, y también en la MOT principalmente en los primeros 6 cm del

perfil.
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9. Anexo

Este anexo contiene informacion complementaria de los resultados presentados en el cuerpo
de la tesis que le permiten al lector obtener un mayor grado de detalle sobre las variables
medidas durante la experiencia y las diferencias significativas entre tratamientos y entre
fechas de muestreo.

Tabla A1: Precipitacion diaria, mensual y acumulada (mm) para cada afio de la experiencia.

2010
mes/dias [1[2]3[4]5]|6[7]| 8]9([10]11]12[13]|14[15[16]17| 18 |19]20[21]22|23]|24|25[26|27]|28[29|30]|31| Total mes| Acumulado
Enero 5 0 7 84 3 99 99
Febrero | 2] 2 10] 3 16 3 8 111 4133] 7 2 201 300
Marzo 355 421 1] 7 [3]10 1 7 426 726
Abril 1111 11 737
Mayo 1 2 3 739
Junio 1 2 11 14 753
Julio 111[1]14]1 8 761
Agosto 1 1 762
Septiembre 23[32 26 1 18]35/ 19 152 914
Octubre 2 1 5143 50 964
Noviembre 2 10 4 110 11 37 1002
Diciembre | 1 8 23 10 7 48 1050
2011
Enero 64]14[28] 22| 1 21 46 14 4 5 218 218
Febrero 5 10 15 233
Marzo 12 1 29| 8 [16 12 25 101 334
Abril 2 58| 65| 15 140 474
Mayo 15 4 19 493
Junio 2 4 3 8 501
Julio 2 24 111 28 529
Agosto 1 10] 1 11 540
Septiembre 3 3 543
Octubre 2(1]10]7[ 6 5]26] 3 6 111 68 611
Noviembre 43 25]16[ 1 10 2|13 9[15 132 743
Diciembre 16] 1 9 9 5 39 782
2012
Enero 3|1 4 151 3[23[ 2] 6 15| 3|11 85 85
Febrero 16 3[22[12|20| 5| 5 3[20 1211 127 212
Marzo 21 12 1 5138 14] 3 93 306
Abril 26 22 9 5[2 13 76 381
Mayo 011 8|5 14 395
Junio 3 3 398
Julio 0 398
Agosto 17127 15]18]20 96 494
Septiembre 0]26(3 29 523
Octubre 3[4]14 40|54 131 4 24|23 3 211 193 716
Noviembre 33 4 9 3[8 46 101 816
Diciembre 0 816
2013
Enero 2 2 3 4 5 15 15
Febrero 14 2 3115 15 48 63
Marzo |57| 3 15 2 2116 113 176
Abril 7(2]11]1]1 10| 4 2[5 31 206
Mayo 0 5 5 211
Junio 1 1 212
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Tabla A2: Humedad edafica (mm) al metro de profundidad de suelo a lo largo de toda la
experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afos evaluados. Las letras indican diferencias entre
tratamientos y fechas de muestreo (p=0.05).

Tratamiento  Fecha AT (mm)
Ce 21-May-10 190  JKLMNOPQR
Ce+N 21-May-10 194  |JKLMNOP
T 21-May-10 201  GHU
\ 21-May-10 195  HIJKLMNO
VCe 21-May-10 187 KLMNOPQRS
Ce 22-Jun-10 188  KLMNOPQRS
Ce+N 22-Jun-10 180 QRSTUW
T 22-Jun-10 197 HIJKLMN
\ 22-Jun-10 184  MNOPQRST
VCe 22-Jun-10 173 TUWXYZ
Ce 22-Jul-10 158  abcde
Ce+N 22-Jul-10 168  WXYZa
T 22-Jul-10 183  NOPQRSTU
\% 22-Jul-10 167 XYZa
VCe 22-Jul-10 158  abcde
Ce 31-Aug-10 136  jk
Ce+N 31-Aug-10 138 jk
T 31-Aug-10 170  UWXYZa
\ 31-Aug-10 144  ghij
VCe 31-Aug-10 130 k
Ce 4-Oct-10 173  TUWXYZ
Ce+N 4-Oct-10 177  RSTUWX
T 4-Oct-10 231 E
\% 4-Oct-10 183  OPQRSTU
VCe 4-Oct-10 161  Zabcd
Ce 25-Nov-10 199  HIJKL
Ce+N 25-Nov-10 182 PQRSTU
T 25-Nov-10 224 EF
\% 25-Nov-10 203 GHI
VCe 25-Nov-10 175  STUVWXY
Ce 21-Dic-10 168  WXYZa
Ce+N 21-Dic-10 152  cdefghi
T 21-Dic-10 152 cdefghi
\ 21-Dic-10 158  abcde
VCe 21-Dic-10 146  efghij
Ce 25-ene-11 203 GHI
Ce+N 25-ene-11 212 FG
T 25-ene-11 169  WXYZa
\% 25-ene-11 202 GHU
VCe 25-ene-11 208 GH
Ce 27-abr-11 143 hij
Ce+N 27-abr-11 144  ghij
T 27-abr-11 145 fghij
\ 27-abr-11 139 ik
VCe 27-abr-11 140 ik
Ce 20-Oct-11 176  STUVWXY
Ce+N 20-Oct-11 157  abcdef
T 20-Oct-11 226 E
\% 20-Oct-11 163  Yzabc
VCe 20-Oct-11 166  XYZab
Ce 16-Dic-11 200 GHUK
Ce+N 16-Dic-11 195  HIJKLMNOP
T 16-Dic-11 192  IJKLMNOPQ
\% 16-Dic-11 187 KLMNOPQRS
VCe 16-Dic-11 192 IJKLMNOPQ
Ce 14-May-12 163  Zabc
Ce+N 14-May-12 161 Zabc
T 14-May-12 155  bcdefg
\% 14-May-12 152  cdefgh
VCe 14-May-12 152  defghi
Ce 5-Nov-12 304 A
Ce+N 5-Nov-12 299 A
T 5-Nov-12 296 AB
\% 5-Nov-12 275 D
VCe 5-Nov-12 283 BCD
Ce 21-dic-12 295 ABC
Ce+N 21-dic-12 292 ABC
T 21-dic-12 276 D
\ 21-dic-12 282 CD
VCe 21-dic-12 283 BCD
Ce 3-Jun-13 197 HIJKLM
Ce+N 3-Jun-13 185  MNOPQRST
T 3-Jun-13 186 LMNOPQRST
\% 3-Jun-13 164  XYZabc
VCe 3-Jun-13 168  WXYZa
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Tabla A3: Humedad edafica (mm) a 0-20 cm de profundidad de suelo a lo largo de toda la
experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afos evaluados. Las letras indican diferencias entre
tratamientos y fechas de muestreo (a=0.05).

Tratamiento Fecha Medias

Ce 21-May-10 33 Uw XY Z a
Cet+N 21-May-10 34 S TUWXY
T 21-May-10 36 QRS TU
\% 21-May-10 33 UWw XY Z a
VCe 21-May-10 31 XY Z abec
Ce 22-Jun-10 37 QR ST
Ce+N 22-Jun-10 35 RS T UW

T 22-Jun-10 38 P Q R

\% 22-Jun-10 33 S T UWXY
VCe 22-Jun-10 35 RS TUW
Ce 22-Jul-10 30 Y Z abocd
Ce+N 22-Jul-10 33 W XY Z a
T 22-Jul-10 33 uw XYz
\% 22-Jul-10 30 Z ab cd
VCe 22-Jul-10 30 ab cd

Ce 31-Aug-10 24 f g

Ce+N 31-Aug-10 24 f g

T 31-Aug-10 29 b c d e

v 31-Aug-10 2% e f

VCe 31-Aug-10 24 fg

Ce 4-Oct-10 45 K L M N
Ce+N 4-Oct-10 48 I J K LM
T 4-Oct-10 49 GH I JK
\ 4-Oct-10 48 I J K L

VCe 4-Oct-10 46 J K L MN
Ce 25-Now10 53 F G H

Ce+N 25-Now-10 51 G H |

T 25-Now10 49 GH I JK
\% 25-Now-10 53 F G

VCe 25-Now-10 53 F G H

Ce 21-Dic-10 31 Y Z a bcd
CetN 21-Dic-10 28 c d f

T 21-Dic-10 23 g

\% 21-Dic-10 27 d e f

VCe 21-Dic-10 29 b c d e

Ce 25-ene-11 36 RS T U
Ce+N 25-ene-11 38 P Q R

T 25-ene-11 33 TUWXY
\ 25-ene-11 37 P QR

VCe 25-ene-11 37 P QR

Ce 27-abr-2011 34 S T UWXY
Ce+N 27-abr-2011 35 RS T UW

T 27-abr-2011 32 W XY Zab
\% 27-abr-2011 33 TUWXY Z
VCe 27-abr-2011 32 W XY Zab
Ce 20-Oct-11 49 H I J K
Ce+N 20-Oct-11 47 I J K LM
T 20-Oct-11 50 GH I J

\% 20-Oct-11 43 M N O

VCe 20-Oct-11 44 LMNO

Ce 16-Dic-11 37 P QR S
Ce+N 16-Dic-11 41 O P

T 16-Dic-11 33 Uw XY Z a
\% 16-Dic-11 35 RS T UW X
VCe 16-Dic-11 37 P Q R

Ce 14-May-12 49 GH I J
Ce+N 14-May-12 49 H 1 J K

T 14-May-12 47 I J K LM
\% 14-May-12 48 I J K L

VCe 14-May-12 48 I J K L

Ce 5-Now12 61 A B C

CetN 5-Now12 65 A

T 5-Now12 60 B CD

\% 5-Now-12 59 B CD

VCe 5-Now-12 62 A B

Ce 21-dic-12 59 Cc D

Ce+N 21-dic-12 61 B C

T 21-dic-12 57 D E

\% 21-dic-12 56 E F

VCe 21-dic-12 57 D E

Ce 3-Jun-13 44 LMNO
Cet+N 3-Jun-13 44 L MN

T 3-Jun-13 43 N O

\% 3-Jun-13 38 P Q R

VCe 3-Jun-13 39 P Q
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Tabla A4: Contenido de N-NOs™ (ppm) a 0-20 y 20-60 cm de profundidad del suelo a lo largo
de toda la experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N
(Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afios evaluados. Las letras indican
diferencias entre tratamientos y fechas de muestreo (p<0,0001).

Tratamiento Fecha N-NO;" 0-20 cm (ppm) N-NOj 20-60 cm (ppm)
Ce 2010_Siembra 9,38 fghi 7,03 cdef
Ce+N 2010_Siembra 7,67 ijkl 7,3 cde
T 2010_Siembra 8,2 ghijk 6,69 defg
\Y 2010_Siembra 7,57 ijkl 6,62 defg
VCe 2010_Siembra 9,02 fghij 6,58 defg
Ce 2010_Julio 3,24 opqr 1,01 nop
Ce+N 2010_Julio 5,78 Imn 1,56 Imn
T 2010_Julio 10,56 ef 7,42 cd
\Y 2010_Julio 8,01 hijkl 3,24 jk
VCe 2010_Julio 4 nopq 1,29 mno
Ce 2010_Fin CC 2,85 par 1,07 mnop
Ce+N 2010_Fin CC 2,71 qr 1,12 mnop
T 2010_Fin CC 5,61 mn 10,1 b
\% 2010_Fin CC 2,26 qr 1,05 mnop
VCe 2010_Fin CC 2,29 qr 0,99 nop
Ce 2010_Diciembre 16,81 bc 3,44 ijk
Ce+N 2010_Diciembre 18,88 ab 8,9 bc
T 2010_Diciembre 23,12 a 12,31 a
\Y 2010_Diciembre 22,06 a 6,26 defgh
VCe 2010_Diciembre 16,31 bc 4,69 ghij
Ce 2011_Siembra 2,4 qr 1,15 mno
Ce+N 2011_Siembra 3,19 opqr 1,77 klimn
T 2011_Siembra 3,77 opq 1,9 kim
\% 2011_Siembra 3,06 opqr 1,44 mn
VCe 2011_Siembra 3,14 opkr 1,39 mn
Ce 2011_Fin CC 1,83 r 0,58 p
Cet+N 2011_Fin CC 1,81 r 1 nop
T 2011_Fin CC 4,19 nop 3,01 ik
\Y 2011_Fin CC 1,73 r 0,55 p
VCe 2011_Fin CC 1,61 r 0,65 op
Ce 2011_Diciembre 7.8 hijkl 3,17 jk
Cet+N 2011_Diciembre 11,64 de 4,06 ij
T 2011_Diciembre 6,33 kimn 4,6 hij
\Y 2011_Diciembre 13,72 cd 6,52 defg
VCe 2011_Diciembre 10,43 efg 4,32 hij
Ce 2012_Siembra 2,62 qr 1,37 mn
Ce+N 2012_Siembra 2,43 qr 1,53 mn
T 2012_Siembra 3 pqr 1,78 klmn
\% 2012_Siembra 3,74 opq 1,67 klimn
VCe 2012_Siembra 2,34 qr 1,53 mn
Ce 2012_Fin CC 4,28 nop 1,94 kim
Cet+N 2012_Fin CC 3,78 opq 1,88 kimn
T 2012_Fin CC 3,58 opq 2,28 kl
\Y 2012_Fin CC 9,72 efgh 4,8 ghi
VCe 2012_Fin CC 6,15 Imn 3,11 ik
Ce 2012_Diciembre 4,31 nop 5,48 fghi
Ce+N 2012_Diciembre 6,12 Imn 5,94 efgh
T 2012_Diciembre 2,09 qr 3,87 ij
\Y 2012_Diciembre 6,92 kim 10,34 ab
VCe 2012_Diciembre 7,16 jkl 7,32 cde
Ce 2013_Cosecha Sorgo 3,02 opqr 1,82 kimn
Ce+N 2013_Cosecha Sorgo 4,26 nop 1,43 mn
T 2013_Cosecha Sorgo 4,21 nop 1,54 mn
\Y 2013_Cosecha Sorgo 6,05 Imn 2,07 kl

VCe 2013_Cosecha Sorgo 4.4 no 1,53 mn
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Tabla A5: Temperatura del suelo (°C) a 0-5y 5-10 cm de profundidad a lo largo de toda la
experiencia para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe) para los 3 afos evaluados. Las letras indican diferencias entre

tratamientos y fechas de muestreo (p=0.05).
Tratamiento  Fecha T0-5cm (°C) p<0,0001 T 5-10 cm (°C)

Ce 21-abr-10 19,7 NO 17,65 STUW
Ce+N 21-abr-10 19,6 NO 17,09 uw
T 21-abr-10 19,1 [¢] 17,12 uw
\Y 21-abr-10 20,2 MNO 17,78 STU
VCe 21-abr-10 19,6 NO 17,38 TUW
Ce 26-May-10 15,7 QRST 14,14 a
Ce+N 26-May-10 15,7 QRST 14,34 a
T 26-May-10 15,9 QRS 14,23 a
\Y 26-May-10 16,3 QR 14,14 a
VCe 26-May-10 15,5 RST 14,38 a
Ce 23-Jun-10 13,4 Yza 12,18 bcde
Ce+N 23-Jun-10 13,4 Za 11,91 cdef
T 23-Jun-10 14,4 Uwx 12,35 bed
\ 23-Jun-10 14,3 WX 12,61 b
VCe 23-Jun-10 13,7 XYz 12,24 bcde
Ce 27-Jul-10 13,8 XYz 11,49 fgh
Ce+N 27-Jul-10 14,2 WXY 11,71 defgh
T 27-Jul-10 15,2 STU 12,48 bc
\Y 27-Jul-10 14,8 TUW 11,91 cdefg
VCe 27-Jul-10 13,1 Zab 10,75 ij
Ce 2-Sep-10 12,4 bed 11,53 fgh
Ce+N 2-Sep-10 12,5 bc 11,69 efgh
T 2-Sep-10 13,6 Yz 12,23 bcde
\Y 2-Sep-10 11,8 D 11,12 hi
VCe 2-Sep-10 12,8 ab 11,73 defg
Ce 5-Oct-10 22,8 KL 20,51 o
Cet+N 5-Oct-10 20,9 M 19,29 PQ
T 5-Oct-10 27,0 F 23,45 IJK
\ 5-Oct-10 20,5 MN 18,56 QR
VCe 5-Oct-10 221 L 19,7 P
Ce 24-Nov-10 25,9 GH 24,83 G
Ce+N 24-Nov-10 255 H 24,25 GH
T 24-Nov-10 33,5 C 29,58 D
\Y 24-Nov-10 26,2 FGH 24,61 GH
VCe 24-Nov-10 25,8 GH 24,37 GH
Ce 3-ene-11 354 B 32,59 C
Ce+N 3-ene-11 36,2 B 33,43 BC
T 3-ene-11 41,5 A 34,82 A
\Y 3-ene-11 40,5 A 34,48 AB
VCe 3-ene-11 36,6 B 32,84 C
Ce 31-ene-11 24,2 N] 22,93 KL
CetN 31-ene-11 24,1 N} 22,98 JKL
T 31-ene-11 24,2 IJ 22,55 LM
\ 31-ene-11 24,6 | 23,48 ]
VCe 31-ene-11 23,8 J 23,02 JKL
Ce 2-May-11 10,2 hij 10,05 kl
Ce+N 2-May-11 10,3 ghi 10,26 JKL
T 2-May-11 10,1 ij 10,01 kl
\Y 2-May-11 10,1 ij 10,06 kl
VCe 2-May-11 10,0 j 9,92 LM
Ce 15-Oct-11 20,3 MN 18,23 RS
CetN 15-Oct-11 19,8 NO 17,81 ST
T 15-Oct-11 20,3 MN 17,37 uw
\ 15-Oct-11 19,3 o 17,08 w
VCe 15-Oct-11 19,5 o 17,89 ST
Ce 26-dic-11 28,4 E 24,75 GH
CetN 26-dic-11 26,8 FG 23,91 HI
T 26-dic-11 30,8 D 26,13 E
\ 26-dic-11 29,3 E 25,74 EF
VCe 26-dic-11 28,6 E 25,01 FG
Ce 15-mayo-12 12,1 cd 11,61 fgh
Ce+N 15-mayo-12 121 cd 11,58 fgh
T 15-mayo-12 12,5 bc 11,64 fgh
\Y 15-mayo-12 12,5 bc 11,63 fgh
VCe 15-mayo-12 12,2 cd 11,49 gh
Ce 9-Oct-12 17,6 P 16,09 X
CetN 9-Oct-12 18,0 P 16,1 X
T 9-Oct-12 16,4 Q 15,13 Yz
\ 9-Oct-12 15,8 QRS 14,86 z
VCe 9-Oct-12 16,0 QR 15,26 Y
Ce 4-Dic-12 22,9 K 21,99 N
CetN 4-Dic-12 23,0 K 22,26 M
T 4-Dic-12 23,0 K 22,02 N
\ 4-Dic-12 23,0 K 22,02 N
VCe 4-Dic-12 22,9 K 22,03 N
Ce 16-Jul-13 10,9 ef 9,44 m
Ce+N 16-Jul-13 10,5 fg 9,17 n
T 16-Jul-13 10,5 fgh 9,23 mn
\Y 16-Jul-13 1.1 E 9,29 mn
VCe 16-Jul-13 10,6 fg 9,26 mn
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Tabla A6: Productividad aérea de los CC en términos de materia seca (g MS m2), carbono (g
C m=2) y nitrégeno (g N m2). Concentracién de C y N (%) de la biomasa aérea y la relacién
C/N. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (a<=0,05).

Tratamiento gMSmM?  C (%) N@®%) gCm? gNm? CN
2010
Ce 712 a 422 cde 14 ¢ 300 a 96 cd 32 ¢
Ce+N 707 a 421 cde 1,5 fg 298 a 10,6 bc 29 cd
\Y 494 bc 39,6 g 25 d 195 b 12,6 ab 16 f
VCe 671 a 42,2 cde 20 e 283 a 136 a 21 e
2011
Ce 357 ef 424 cd 1,1 h 151 cd 38 g 41 ab
Ce+N 690 a 430 c 1,0 h 297 a 65 e 47 a
Y 313 fg 414 def 35 b 130 e 11,0 bc 12 g
VCe 511 b 425 cd 16 f 218 b 83 d 27 d
2012
Ce 237 h 452 ab 16 f 107 f 39 g 41 b
Ce+N 372 de 458 a 1,5 fg 170 ¢ 54 f 47 a
Y 291 g 451 b 42 a 131 de 120 ab 12 g
VCe 430 cd 452 ab 29 ¢ 194 b 122 ab 16 f

Tabla A7: Contribucion de la vicia (V) y centeno (Ce) a la consociacion (VCe) en términos de
produccién de materia seca (g MS m-2), carbono (g C m2) y nitrégeno (g N m=) y su relacion
C/N para los tres afios de la experiencia. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos y entre arios (a<=0,05).

2

Especie gMSm?  c(%) gCm? N@®%) gNm? N

2010
Ce 483 a 427 c¢ 206 a 18 d 92 a 24 c
V 191 b 41,3 d 79 c 24 ¢ 47 b 17 d
2011
Ce 382 a 431 c 165 a 12 e 46 b 36 a
V 129 ¢ 406 e 52 d 28 b 39 b 14 e
2012
Ce 230 b 456 a 105 b 1,7 d 39 b 28 b
V 200 b 447 b 8 bc 42 a 84 a 11 f

Tabla A8: Usos consuntivos (mm) y eficiencia de uso del agua en términos de materia seca
(g MS m2 mm-*, EUAg) y de carbono (g C m? mm-', EUAc) de los CC para los tres afios de la
experiencia. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-
centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

Tratamiento  UC (mm) EUAg (@ MS mZmm™) EUA. (g C m? mm™)
2010
Ce 252 ab 2,8 a 1,2 ab
Ce+N 249 abc 2,9 a 1,2 ab
\Y 243  bc 2,0 d 0,8 ef
VCe 265 a 2,5 ab 1,1 bc
2011
Ce 235 ¢ 1,5 e 0,6 g
Ce+N 255 ab 2,7 ab 1,2 ab
\Y 246  bc 1,3 f 0,5 h
VCe 243 bc 2,1 cd 0,9 de
2012
Ce 151 de 1,6 e 0,7 fg
Ce+N 155 d 2,4 bc 1,1 abc
\Y 140 e 2,1 cd 0,9 cd

VCe 149 de 2,9 a 1,3 a
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Tabla A9: Biomasa de raices en el entresurco (ES, g MS m=) y en la linea de siembra (LS, g
MS m-) y total (BRT) para las profundidades 0-6, 6-12 y 0-12 cm de suelo de los CC centeno
(Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican
diferencias entre tratamientos y afios (p<0,0001).

Tratamiento Prof. BR (ES) (g MS m®) BR (LS) g m” BRT (g m™)
2010
Ce 91,5 de 249,7 c 341,2 e
Ce+N 85,1 e 237,8 c 322,9 ef
T 0-6 43,1 f 43,1 h
\Y 89,2 e 111,0 e 200,2 g
VCe 101,4 cde 399,6 b 501,1 d
Ce 43,9 cd 23,1 e 67,0 de
Ce+N 46,6 cd 21,0 e 67,6 de
T 6-12 28,2 d 28,2 f
\% 52,5 c 39,5 d 92,0 d
VCe 44,9 cd 20,1 e 65,0 de
Ce 135,4 e 272,8 d 408,2 g
Ce+N 116,1 e 230,9 d 345,9 g
T 0-12 71,4 f 71,4 i
Y 1417 de 150,5 e 292,2 g
VCe 146,4 de 419,7 c 566,1 f
2011
Ce 106,9 cde 404,1 b 510,4 d
Ce+N 130,2 c 519,0 a 649,3 bc
T 0-6 94,7 cde 94,7 h
Y 119,4 c 121,3 de 240,7 fg
VCe 1171 cd 443,2 ab 560,3 cd
Ce 66,7 bc 49,7 bcd 116,4 bc
Ce+N 80,9 b 49,4 bcd 130,4 abc
T 6-12 52,1 c 52,1 ef
Vv 72,9 b 43,8 cd 116,7 bc
VCe 73,6 b 67,6 ab 1411 abc
Ce 174,4 cd 452,0 bc 627,7 ef
Ce+N 206,6 c 533,4 ab 738,8 cd
T 0-12 146,9 de 146,9 hi
Vv 190,3 c 144,9 e 336,2 g
VCe 190,7 c 510,8 ab 701,4 de
2012
Ce 282,7 a 421,7 b 704,4 b
Ce+N 306,9 a 441,0 ab 7479 ab
T 0-6 176,8 bc 176,8 gh
\% 267,8 ab 203,2 cd 471,6 d
VCe 308,4 a 507,2 a 815,7 a
Ce 78,1 b 57,8 abc 135,8 abc
Ce+N 99,3 ab 45,3 cd 144,6 ab
T 6-12 99,4 ab 99,4 cd
Y 67,4 bc 69,2 a 136,5 abc
VCe 109,7 a 41,4 d 151,0 a
Ce 358,0 ab 484,9 abc 842,9 bc
Ce+N 417,5 a 487,3 abc 904,9 ab
T 0-12 276,2 bc 276,2 gh
\% 371,9 ab 280,3 d 652,2 def

VCe 418,1 a 548,6 a 966,7 a
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Tabla A10: Concentracion de Cy N (%), contenidos de carbono y nitrégeno (g m-) y la relacion
C/N de raices de los CC a 0-6, 6-12 y 0-12 cm de profundidad de suelo determinadas al
finalizar su ciclo. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T),
vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios para cada
profundidad de muestreo (a<=0,05).

Tratamiento Prof. C (%) N (%) C-BRT (g m?) N-BRT (g m?) CIN

2010
Ce 32,1 def 09 d 110,9 e 3,2 e 34,9 bcd
Ce+N 32,0 def 09 d 106,8 e 3,1 e 36,5 bc
T 0-6cm 357 bcde 1,0 cd 15,4 g 0,4 f 38,6 abc
\% 29,8 f 16 b 60,5 fg 3,3 e 186 g
VCe 32,8 def 09 d 164,3 d 4,2 de 40,0 ab
Ce 26,3 fg 1,4 bed 17,6 d 0,9 e 19,9 ef
Ce+N 246 ¢ 1,2 def 16,2 d 0,8 e 22,5 de
T 6-12cm 32,1 bcde 0,9 f 8,8 e 0,3 f 36,3 a
\% 27,4 efg 1,6 ab 25,3 d 1,4 cd 17,7 f
VCe 26,3 fg 1,4 bcd 16,8 d 0,9 e 20,2 ef
Ce 128,5 f 4.1 d 31,5 bc
Ce+N 108,4 fg 3,2 d 344 b
T 0-12cm 24,3 i 0,7 e 37,7 ab
\ 85,8 gh 4,8 d 18,2 e
VCe 181,1 e 5,1 cd 36,5 ab

2011
Ce 35,0 cde 09 d 180,5 d 4,5 cde 40,7 ab
Ce+N 38,3 ab 09 d 245.,4 b 55 c 450 a
T 0-6cm 40,3 a 1,0 cd 38,2 g 1,0 f 39,4 abc
\ 36,6 abc 2,1 a 88,9 ef 4,9 cd 18,3 ¢
VCe 355 bcde 0,8 d 199,0 cd 4,5 cde 44,3 a
Ce 32,5 bcd 1,3 bed 37,9 bc 1,5 bcd 25,8 cd
Ce+N 33,0 bcd 1,4 bcd 43,5 abc 1,7 abc 26,0 cd
T 6-12cm 37,3 a 1,2 def 19,4 d 0,6 ef 32,2 ab
\% 32,1 bcd 16 a 37,1 bc 1,9 ab 20,0 ef
VCe 29,8 def 1,4 abcd 41,9 abc 2,0 a 22,5 def
Ce 218,7 d 6,0 bc 36,5 ab
Ce+N 276,1 bc 6,8 b 40,9 a
T 0-12 cm 57,5 hi 1,6 e 36,2 ab
\% 115,7 fg 6,6 b 17,7 e
VCe 240,9 cd 6,5 b 37,1 ab

2012
Ce 32,5 def 1,2 ¢ 231,5 bc 8,5 ab 28,1 e
Ce+N 31,3 ef 1,2 ¢ 234,6 bc 9,1 ab 26,3 ef
T 0-6cm 36,2 abced 1,1 cd 63,2 efg 1,9 ef 32,7 cde
\% 34,1 cde 1,6 b 160,9 d 7,6 b 23,0 fg
VCe 356 bcde 1,3 c 2921 a 10,2 a 29,8 de
Ce 32,0 cde 1,0 ef 43,8 abc 1,4 cd 329 a
Ce+N 36,3 ab 1,3 cde 52,2 a 1,8 abc 30,2 abc
T 6-12cm 28,5 defg 0,9 ef 28,3 cd 0,9 de 30,2 abc
\% 33,9 abc 1,5 abc 47,0 ab 2,1 a 23,3 cde
VCe 31,1 cde 1,2 def 46,1 ab 1,8 abc 27,1 bcd
Ce 275,9 bc 9,8 a 289 ¢
Ce+N 291,7 ab 11,0 a 26,8 cd
T 0-12cm 91,5 fgh 29 de 31,6 bc
\% 222.4 d 10,3 a 23,3 d
VCe 338,3 a 12,0 a 28,9 ¢
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Tabla A11: Productividad total de los CC en términos de materia seca, C y N (g m?) en las
tres campanas evaluadas. Los tratamientos fueron: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin

CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios
(a<=0,05).

Tratamiento g MS m™ gCm gNm’ CIN
2010
Ce 1119 cd 428 cde 13,7 e 315c¢c
Ce+N 1038 de 399 def 138 e 29,9 cd
\ 782 f 280 g 172 cd 16,5 g
VCe 1236 b 464 Dbc 18,7 bc 25,1 ef
2011
Ce 1033 de 388 ef 101 f 385D
Ce+N 1516 a 609 a 14,0 e 438 a
\% 671 g 257 g 17,8 bc 14,5 h
VCe 1212  bc 460 bc 14,8 de 31,2 ¢
2012
Ce 1083 cde 387 ef 13,7 e 28,6 cde
Ce+N 1232 bc 454 bcd 18,0 bc 26,6 def
\ 970 e 362 f 20,8 ab 18,0 g
VCe 1358 ab 506 b 228 a 225 f

Tabla A12: Productividad aérea del cultivo de sorgo expresada en términos de materia verde
(Mg MV m-2) y materia seca (g MS m-2); concentracién de C y N (%) de los tejidos; contenidos
de C y N (g m?) y su relacion C/N durante las tres campafas evaluadas. Los tratamientos
corresponden al cultivo antecesor: centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin antecesor 6
barbecho (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y
entre afos (p<0,0001).

-2 -2

Tratamiento MgMVm?  gMSm?  c(%) N(@®%) 9Cm gNm CIN
2010-2011
Ce 46 cd 1522 cd 400 f 05 gh 608 d 82 d 76 ab
Ce+N 51 bc 1732 bc 40,6 ef 06 fg 705 bc 11,0 bc 64 bc
T 58 b 1987 ab 40,6 ef 05 h 808 ab 92 cd 89 a
Vv 67 a 2153 a 400f 05 h 82 a 11,0 bc 84 a
VCe 54 b 1790 b 402 f 05 gh 719 b 88 cd 84 a
2011-2012
Ce 33 e 1146 eof 446 b 08 e 511 de 96 cd 55 cd
Ce+N 31 e 1153 ef 443 b 08 e 509 de 90 cd 58 cd
T 41 d 1436 de 431 cd 09 de 618 cd 121 b 52 de
Vv 54 b 1786 bc 416 e 11 b 746 ab 193 a 39 g
VCe 53 bc 1889 ab 431 cd 1,0 cd 813 ab 180 a 46 ef
2012-2013
Ce 6 g 744 h 449b 08 e 33 g 59 e 58c
Ce+N 1,8 fg 968 fgh 452 a 08 e 436 ef 81 d 55 cd
T 170 h 483 i 431d 07 f 209 h 35 f 61c
Vv 1,8 fg 90 gh 414 e 13 a 375 fg 11,7 bc 32 h
VCe 22 f 1140 efg 435 c 10 ¢ 501 def 11,3 bc 44 f



176

Tabla A13: Usos consuntivos (mm), eficiencias de uso del agua (g m? mm-") en términos de
materia seca (EUAg) y carbono (EUAc) del cultivo de sorgo para las tres campanas evaluadas.
Los tratamientos fueron antecesor centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V), vicia-
centeno (VCe) y sin antecesor CC (T). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios

(p<0,0001).
Tratamiento  UC (mm) EUAg (g MS m? mm™) EUA; (g C m?mm™)
2010-2011
Ce 417 bc 3,7 c 1,5 de
Ce+N 395  def 4.4 b 1,8 c
T 437 a 4,5 b 1,8 bc
\% 420 ab 5,1 a 2,0 a
VCe 393 ef 4,5 b 1,8 bc
2011-2012
Ce 405 cde 2,8 e 1,3 def
Ce+N 407 bcde 2,8 e 1,2 ef
T 405 cde 3,6 cd 1,5 d
\ 403 cde 44 b 1,9 abc
VCe 409 bcd 4,7 ab 2,0 ab
2012-2013
Ce 366 gh 2,3 e 1,0 f
Ce+N 371 gh 2,5 e 1.1 f
T 360 h 1,4 f 0,6 g
Y 382 fg 2,4 e 1,0 f
VCe 379 fg 2,9 de 1,3 def
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Tabla A14: Concentracion de Cy N (%), contenidos de carbono y nitrégeno (g m-) y la relacion
C/N de raices de sorgo a 0-6, 6-12 y 0-12 cm de profundidad de suelo. Los antecesores fueron:
centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), sin CC (T), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras
indican diferencias entre tratamientos y afios para cada profundidad de muestreo (a<=0,05).

Tratamiento  Prof. C (%) N (%) C-BRT (g m?) N-BRT (g m?) CINrz
2010
Ce 424 a 0,7 b 203,3 b 3,2 b 641 a
Ce+N 422 a 06 b 232,9 b 3,5 b 68,7 a
T 06cm 413 a 07 b 231,2 b 3,8 b 614 a
\% 421 a 08 b 217,3 b 3,9 b 594 a
VCe 420 a 0,7 b 222 1 b 3,6 b 648 a
Ce 346 b 11 ab 29,5 b 1,0 ab 32,1 bc
Ce+N 341 b 1,1 abc 37,7 ab 1,1 ab 33,0 abc
T 6-12cm 30,3 ¢ 1,0 ¢ 30,3 b 0,9 b 33,2 abc
\ 351 b 1,0 abc 35,1 ab 1,0 ab 34,5 abc
VCe 346 b 12 a 39,8 b 1,3 ab 30,6 ¢
Ce 232,8 a 4,2 b 565 a
Ce+N 270,6 a 4,6 b 598 a
T 0-12 cm 261,1 a 4,8 b 552 a
\% 252,4 a 4,9 b 535 a
VCe 247,3 a 4,7 b 540 a
2011
Ce 359 b 10 a 255,5 a 7,2 a 378 b
Ce+N 344 b 09 a 228,6 ab 6,2 a 386 b
T 06cm 385 b 1,1 a 240,3 ab 6,7 a 375 b
\% 353 b 1,1 a 256,8 ab 8,2 a 327 b
VCe 380 b 10 a 228,3 ab 6,2 a 387 b
Ce 36,1 ab 1,0 bc 38,7 a 1,0 a 38,6 a
Ce+N 37,1 ab 1,0 abc 43,2 a 1,2 a 38,3 ab
T 6-12cm 40,1 a 1,2 a 49,3 a 1,4 a 36,0 abc
\Y 352 b 1,1 abc 48,1 a 1,4 a 353 abc
VCe 36,3 ab 1,0 bc 52,2 a 1,4 a 385 a
Ce 301,4 b 8,6 a 372 b
Ce+N 276,0 a 7,5 a 3380 b
T 0-12 cm 296,6 a 8,3 a 361 b
\ 305,6 a 9,5 a 332 b
VCe 280,6 a 7,6 a 384 b
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Tabla A155: Cantidad de materia seca, C y N (g m-2) de los residuos acumulados sobre la
superficie del suelo, concentracion de C y N (%) y la relacién C/N de los mismos durante los
tres afos de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno
+ 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y
entre afios (p<0,05).

Tratamiento ~ Fecha g MSm? C (%) N (%) gCm? gNm? CIN
Ce Abri-2010 383 g 128 f 3 f
Ce+N Abril-2010 390 g 129 f 3 f
T Abril-2010 323 gh 340 0,9" 109 fg 3 f 38
% Abril-2010 359 g 123 f 3 f
VCe Abril-2010 288  gh 97 fg 3 f
Ce Dic-2010 733  ef 41 a 1,0 def 301 de 8 bcd 43 b
Ce+N Dic-2010 637 f 41 a 09 eff 261 de 6 de 45 b
T Dic-2010 214 h 35 bcd 1,2 be 74 g 2 f 30 ¢
v Dic-2010 693 f 37 b 15 a 257 de 11 a 25 cd
VCe Dic-2010 675 f 39 a 10 cde 266 de 7 cde 40 b
Ce Dic-2011 1268 a 40 a 07 hi 507 a 9 ab 56 a
Ce+N Dic-2011 1193 a 40 a 07 i 467 ab 8 bed 61 a
T Dic-2011 790  cdef 40 a 07 i 314 cd 5 e 61 a
v Dic-2011 981  bc 40 a 11 cd 393 bc 10 a 38 b
VCe Dic-2011 1111 ab 40 a 10 def 440 ab 11 a 41 b
Ce Dic-2012 917 bcd 34 cd 09 efg 310 d 8 bc 38 b
Ce+N Dic-2012 869 cde 36 bc 09 gh 307 d 7 cd 42 b
T Dic-2012 403 g 35 bcd 08 gh 137 f 3 f 40 b
Y% Dic-2012 748  def 32 d 15 a 242 e 1 a 22 d
VCe Dic-2012 912 cd 33 cd 12 b 301 de 11 a 28 ¢

(*) Los valores de C y N (%) de la fecha Abril-2010 corresponden al promedio de los bloques del ensayo (linea de

base).
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Tabla A 16: Pérdida de materia seca, carbono y nitrégeno (g m-) de los residuos acumulados
sobre la superficie del suelo, concentracién de C y N (%) y la relacion C/N de los mismos
durante los tres afios de la experiencia. Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno

(Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre
tratamientos y entre afios (p<0,0375).

Tratamiento Pérdida (g MS m™)

2010
Ce 350,3 ef
CetN 398,6 def
T 88,4 g
Vv 231,2 f
VCe 305,4 f
2011
Ce 802,1 abc
CetN 1110,6 a
T 349,4 ef
\ 962,2 ab
VCe 1079,1 a
2012
Ce 596,9 cde
Ce+N 730,2 bc
T 392,9 def
\Y 550,1 cde
VCe 628,5 cd

Tabla A17: Contenidos de C y N (g m) de la biomasa microbiana del suelo en los primeros
0-12 cm de suelo y su relacion C/N a lo largo de los tres afios de la experiencia para los
tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y vicia-centeno
(VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos y afios (a<0,05).

Tratamiento CBM (g m?) NBM (g m?) CIN
2010
Ce 31 ef 3,3 b 10 e
Ce+N 27 f 2,7 cd 11 cde
T 21 g 1,6 e 14 a
Y 31 ef 3,2 b 10 e
VCe 31 ef 3,0 bcd 11 cde
2011
Ce 35 cde 3,2 bc 11 bcde
Ce+N 44 a 4.4 a 10 de
T 31 ef 2,4 d 13 ab
\ 40 abc 4,2 a 10 e
VCe 40 ab 41 a 10 de
2012
Ce 36 cd 3,0 bc 12 bcd
Ce+N 36 bcd 3,4 b 11 cde
T 34 de 3.1 bc 11 cde
\Y 39 abc 3,2 bc 13 abc
VCe 41 a 3,4 b 13 abc
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Tabla A18: Relacion C/N de la materia organica soluble en las profundidades de 0-6 y 6-12
cm para los tratamientos testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe). Las letras indican diferencias entre tratamientos dentro de cada ario (a<0,05).

Tratamiento C/N 0-6 cm C/N 6-12 cm
2010
Ce 8,4 a 11,1 a
Ce+N 15,9 a 12,4 a
T 14,6 a 8,9 a
\ 14,1 a 10,1 a
VCe 12,9 a 9,0 a
2011
Ce 7.3 a 5,3 a
Ce+N 7.1 a 55 a
T 7,7 a 6,2 a
\Y 8,3 a 3,1 a
VCe 7,4 a 5,7 a
2012
Ce 9,5 a 7,0 a
Ce+N 13,1 a 8,3 a
T 9,2 a 7,8 a
V 8,5 a 6,4 a
VCe 7.5 a 7,6 a

Tabla A19: Efecto de la profundidad de suelo sobre la abundancia de genes 16S y 18S (nro
copias g suelo™) y la relacién entre hongos y bacterias (H/B) para cada afio de la experiencia.
Los tratamientos fueron: testigo sin CC (T), centeno (Ce), centeno + 40N (Ce+N), vicia (V) y
vicia-centeno (VCe). Los valores indican el nivel de significancia (valor p) de las diferencias entre
profundidades de suelo. Ns: no significativo (p<0,05).

Bacterias Hongos H/B
Tratamiento 2010 2012 2010 2012 2010 2012
Ce 0,0004 ns 0,001 ns 0,0001 ns
Ce+N 0,0259 0,0014 0,0002 0,0005 ns 0,0006
T ns ns ns ns ns ns
\Y ns ns 0,0001 ns 0,0028 ns
VCe ns 0,0087 ns ns ns ns
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