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RESUMEN

El suelo es el principal reservorio bioldgico del planeta, ya que se transforma en organismos vivos, desde
las plantas hasta las comunidades microbianas. Los diferentes manejos y usos del suelo modifican las pro-
piedades de los mismos, condicionando la estructura de las comunidades microbianas. Este trabajo tuvo
como objetivo comparar la actividad biolégica de suelos bajo labranza convencional (LC) y siembra directa
(SD) posterior a la siembra (primavera) y a la cosecha (otofio) de maiz (Zea mays L) en Tornquist, Argentina.
Se tomaron muestras a dos profundidades, 0-5y 5-10 cm, y se determinaron diversos pardmetros quimicos
(carbono organico total, fésforo extraible y carbono de la biomasa microbiana), fisico (agregados) y bioqui-
micos/bioldgicos (actividades enzimaticas y perfiles fisiolégicos a nivel de comunidades). Nuestros resul-
tados muestran que la SD incrementa los macroagregados y las actividades enzimaticas del suelo mientras
que la LC incrementa la biomasa microbiana y la respiracion del suelo. Ademas, la biomasa microbiana
correlacioné positivamente con los microagregados, mientras que la actividad enzimatica lo hizo con los
macroagregados de forma positiva. Nuestros resultados confirman la necesidad de continuar estudiando
los sistemas de labranza para comprender mejor el funcionamiento de la actividad biolégica de los suelos.

Palabras clave: enzimas del suelo, respiracién del suelo, siembra directa, agregados

THE SOIL BIOLOGICAL ACTIVITY RESPONDS TO TILLAGE SYSTEMS
IN SEMIARID ENVIRONMENTS

ABSTRACT

Soil is the main biological reservoir on the planet, since it is transformed into living organisms, from plants
to microbial communities. Different management practices and uses of the soil modify its properties, affec-
ting the structure of the microbial communities. This work aimed to compare the biological activity of soi-
Is under conventional tillage (LC) and no-tillage (SD) after sowing (spring) and harvest (autumn) of corn
(Zea mays L) in Tornquist, Argentina. Soil samples were taken at two depths, 0-5 and 5-10 cm, and various
chemical (total organic carbon, extractable phosphorus, microbial biomass carbon), physical (aggregates),
and biochemical/biological parameters (soil enzyme activities and community physiological profile) were
determined. Our results show that SD increases soil macroaggregates and enzymatic activities while LC
increases microbial biomass and soil respiration. Furthermore, microbial biomass positively correlated with
micro aggregates, while enzymatic activity correlated positively with macro aggregates. Our results confirm
the need to continue studying tillage systems to better understand the functioning of soil biological activity.

Keywords: soil enzymes, soil respiration, no-tillage, aggregates

Cienc. Suelo 42 (2): 111-125, 2024 ISSN 1850-2067 Version electronica



N

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL SUELO

INTRODUCCION

El suelo es el principal reservorio biolégico del planeta donde ocurre la transformacién de la materia y el
ciclado de los elementos quimicos (Custodio et al., 2022). Las prestaciones funcionales del suelo sientan
sus bases en los organismos vivos que lo habitan, desde las plantas pasando por la macro y microfauna
hasta las comunidades microbianas (Wall et al., 2019). Los microorganismos del suelo cumplen un rol fun-
damental llevando a cabo los principales procesos biogeoquimicos, el ciclado de la materia organica (MO),
y regulando las funciones ecosistémicas que dan forma a la salud del suelo (Fierer, 2017). Los diferentes
manejos y usos del suelo modifican las propiedades del suelo (Galantini et al., 2013), y esto condiciona la
estructura de las comunidades microbianas que lo habitan (Magdoff y Van, 2021). Por lo cual, la transicién
de los productores agricolas hacia sistemas agronémicos basados en manejos conservativos es importan-
te para el el aumento de la “salud del suelo”, la disminucién de la erosion y preservacién del mismo para las
generaciones futuras (Albertengo et al., 2014)

Los sistemas de labranza mas utilizados en nuestro pais son la labranza convencional (LC) y la siembra
directa (SD). La LC es una practica de manejo del suelo en la cual, los residuos de los cultivos son incor-
porados al mismo a través del uso del arado y la rastra (Magdoff y Van, 2021). Este tipo de labranza se
utiliza con el fin de enterrar la materia orgdnica para producir su mineralizacién, airear el suelo, reducir la
compactacion y el control de plagas, lo que incrementa la germinacion de las semillas y el rendimiento de
los cultivos segun la historia del suelo, sobre todo en climas himedos (Raper et al., 2000). Sin embargo, la
LC aumenta la erosién del suelo por perdida de materia orgdnicay la perdida de la estructura, disminuyendo
la calidad del suelo debido a la disminucién de los agregados y por ende su estructura, afectando asi otras
propiedades como la infiltracién o el secuestro de carbono (C) (Chalise et al., 2020).

En contraposicion a la LC, la siembra directa (SD) es el primer paso para transaccionar hacia sistemas
agricolas conservacionistas que permiten cuidar e incrementar la salud del suelo (Afshar et al., 2022). La
SD es utilizada como uno de los pilares de la agricultura conservacionista debido a que mejora la estruc-
tura del suelo y la disponibilidad de nutrientes, incrementando los stocks de carbono, y proporcionando un
mejor hdbitat y sustrato para la biota (Holland, 2004). Beneficios adicionales de la SD estan relacionados
con disminuir la erosion hidrica y edlica, conservar el agua y reducir los costos econémicos y energéticos
(Grandy et al., 2006). Sin embargo, entre los efectos negativos de la SD podemos encontrar la estratifica-
cion de la MO, la compactacion del suelo, y una mayor presion de malezas debido a que las semillas quedan
en la superficie (Afshar et al., 2022). Para comprender el impacto de las practicas agricolas conservativas
en nuestros suelos, es necesario comprender mejor cémo las propiedades fisicoquimicas del suelo estan
relacionadas con los microorganismos que lo habitan y su actividad.

Como la SD esta basada en la no perturbacion del suelo y la acumulacién en superficie de los rastrojos de
los cultivos predecesores, se produce un gradiente vertical de C y nutrientes que disminuye hacia las capas
inferiores del suelo. Esto contrasta con la LC, que distribuye los nutrientes y los restos vegetales dentro
del perfil superior del suelo que se remueve (20 cm aproximadamente) (Franzluebbers y Hons, 1996). La
distribucién de los nutrientes tiene un significativo efecto en los microorganismos y su actividad (Sun et al.,
2018). Sumado a la distribucién de los nutrientes, la época del afio también impacta en los microbios y en
la actividad del suelo (Ge et al., 2010), ya que dependiendo de la época cambia su temperatura y humedad.
Estudios previos han mostrado que en la actividad del suelo analizada a través de los perfiles fisioldgicos
a nivel de comunidades (CLPP) permite diferenciar manejos en invierno mejor que en verano (Frene et al.,
2019). En funcién de lo anterior consideramos que la evaluacién en la escala temporal y la escala espacial
es necesaria para una mejor compresion de los microorganismos y la actividad en el suelo.

Este trabajo tuvo como objetivo comparar, a nivel quimico, fisico y bioquimico, suelos con manejos de LCy
SD en dos momentos diferentes del cultivo de maiz (Zea mays L.), primavera (principios de diciembre cer-
canos a la siembra) y otofio (principios de junio y cercanos a la cosecha). Para ello se estudiaron los suelos
de un ensayo de larga duracién con 30 afios de historia de manejo paralelo en SD o en LC en un estableci-
miento en la localidad de Torquinst (Provincia de Buenos Aires) por medio de la medicion de las actividades
enzimaéticas, la cuantificacién del carbono de la biomasa microbiana (C_, ) y los CLPP. Hipotetizamos que
las SD aumenta las actividades enziméticas y el C__(Acosta-Martinez et al., 2007) pero la LC presentara
mayores valores de respiracion en el CLPP (Gémez et al., 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestreo de los suelos

El sitio de estudio corresponde a un emprendimiento agropecuario localizado en el Establecimiento Hogar
Funke (Tornquist, Provincia de Buenos Aires, Argentina; 38°09'S 61°57'0). El suelo es Argiudol Tipico y es
representativo de la regién pampeana central-sudeste semiarida. El suelo fue sistematizado con terrazas
sin gradiente en 1975, estimandose perdidas de suelo en los afios previos de escasa consideracién. La
temperatura anual promedio y las precipitaciones son 15 °C y 799 mm, respectivamente.

El disefio experimental consta de dos parcelas linderas de 8 Ha, establecido originalmente en 1986, con el
propdsito de contrastar dos sistemas de labranza: SD y LC. La LC fue llevada adelante utilizando cincel y
rastra de disco con una profundidad de 7-20 cm. Mientras tanto, la SD se caracterizé por la ausencia de la-
branza con mas del 30% de residuos cubriendo la superficie del suelo en todo momento. Bajo este sistema,
se utilizé una sembradora directa (sembradora John Deere 750, John Deere Argentina S.A.) para sembrar
directamente sobre los residuos en pie del cultivo anterior. Se aplicé un herbicida (2 L ha™ de glifosato)
para el control de malezas. Las parcelas fueron fertilizadas con 10 kg P ha™ afio’ como fosfato diamonico
(18-46-0) al momento de la siembra bajo ambos sistemas de labranza. Durante el periodo (1986-2011), la
secuencia de cultivos fue: M-T-G-T-G-T-S-C-M-C-M-T-M-T-C-G-T-T-G-C-G-T-M-T(sin cosecha por sequia)-T-T
(siendo: M, maiz; T, trigo; G, girasol; C, cebada; S, sorgo). Exceptuando el laboreo del suelo, todas las otras
practicas agricolas siempre fueron similares entre ambas parcelas, cultivos, aplicaciones de agroquimicos,
etc. Una descripcién mas exahustiva del ensayo con sus resultados en aumento de productividad por SD
con el tiempo puede encontrarse en Martinez et al. (2017).

Los muestreos se realizaron en puntos geolocalizados (SD: 38°10' 40.152"S 61°59'46.834"0 y LC: 38°10'
40.708"S 61°59'45.369"0) durante la primavera tardia en los primeros dias de diciembre de 2012 posterior
a la siembra y en mayo de 2013 (otofio) posterior a la cosecha de maiz. Se tomaron 10 submuestras para
cada tratamiento distribuidas de forma de cubrir la mayor area posible las parcelas. Cada submuestra se
compuso por 25 piques de barreno, de 2 cm de didmetro, en un drea de 5 m?. Cada pique de barreno fue se-
parado de acuerdo a dos profundidades 0-5y 5-10 cm. Las muestras fueron conservadas en frio y llevadas
al laboratorio, donde fueron almacenadas en heladera a 4° C previa preparacion de éstas por pasaje por un
tamiz de 2 mm.

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

Se utilizaron las microplacas de 96 pocillos con el sistema biosensor de oxigeno (OBS) para los andlisis de
los perfiles fisioldgicos de las comunidades microbianas del suelo. Las placas OBS utilizadas en esta parte
del trabajo fueron disefiadas y manufacturas de acuerdo con el trabajo de McLamore et al. (2014). En cada
pocillo se agregaron 40 pL de las soluciones de las fuentes de C o agua desionizada estéril para determinar
la respiracién inducida por sustrato o la respiracion basal, respectivamente. Las suspensiones de suelo
(160 pL) fueron pipeteadas en cada pocillo, resultando en un volumen final de 240 pL con el agregado de
40 pL de agua desionizada estéril. Las suspensiones de suelo fueron preparadas mezclando 1 g de suelo
con 5 mL de agua destilada estéril en un tubo de 15 mL conteniendo aproximadamente 5 mL de perlitas
de metal de 2 mm para mezclado y homogenizado mediante ULTRA TURRAX Tube Drive (IKA, Alemania)
durante 2 min. Las soluciones madre de fuente de C (300 ugL") y de N (60 pg L") fueron preparadas para
obtener una concentracion final de 50 mg L de C. Las fuentes de C seleccionadas para el analisis de los
CLPP fueron el Acido p-Cumérico, Acido Propidnico y Acido Vinilico (Sigma, E.E.U.U.). Todas las soluciones
stocks y el agua destilada fueron esterilizadas utilizando filtros (< 0,22 pm, Sartor, E.E.U.U.) y almacenados
a 4° C previos a ser ensayadas en las microplacas.

Los datos de las cinéticas fluorescentes del consumo de O, fueron reportados como unidad de fluores-
cencia relativa normalizados (UFRN), al dividir el valor de fluorescencia en cada punto por el valor de 1 h
después de haber comenzado el ensayo. El tiempo minino de respuesta (TMR) fue definido como el tiempo
necesario para que se alcance un valor de 1.1 de UFRN. El pico de la respuesta fluorescente (Fmax) fue
calculado para todas las muestras como otro pardmetro de la actividad respiratoria, asumiendo una tasa
de difusién constante.

Andlisis de la actividad de enzimas extracelulares

El andlisis de la actividad potencial de enzimas hidroliticas se realizd6 mediante ensayos en placas de 96
pocillos, por fluorescencia (Marx et al., 2001; Truong et al., 2019). Las muestras de suelo fueron ensayadas
como fuente de enzimas para las siguientes actividades enzimaticas: B-cellobiohidrolasa (CEL), N-ace-
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til-B-glucosaminidasa (NAG), B-glucosidasa (BG), fosfatasa (PME), y arilsulfatasa (SUL).

La suspensién de suelo analizadas se realizé agregando 0,1 g de suelo a un tubo de 20 mL (BMT-20 S,
IKA, Alemania) junto con 10 esferas de acero de 5 mm de didmetro en 10 ml de buffer MES (acido etanol-
sulfénico2-[N-Morfolino]; Sigma, E.E.U.U.) estéril 0,1 My 6,1 de pH. La suspension se homogenizé con la
ayuda del ULTRA TURRAX® Tube Drive (IKA, Alemania) que agité las esferas de acero durante dos minutos
a 6000rpm y temperatura ambiente. La suspension de suelo generada fue inmediatamente utilizada para
medir las cinéticas enzimaticas. Para realizar el ensayo se descargaron 200 mL de suspension de suelo por
pocillo con micropipeta automatica de 8 canales en una placa de 96 pocillos. La turbidez propia del suelo
y los compuestos fendlicos que contiene disminuyen en cierto grado la intensidad de la fluorescencia del
fluorésforo 4-metilumbelliferona (4-MUB; Marx et al., 2001). El grado en que se apaga esta sefial varia para
los diferentes suelos, por lo tanto, se realizé una correcciéon para cada suelo (muestra + 4-MUB). Ademas,
en cada placa se incluyé la mezcla de reaccion de la muestra por triplicado para cada una de las concentra-
ciones de sustrato (muestra + sustrato), un control de sustrato (sustrato + buffer) y un control de muestra
(muestra + buffer). El volumen final de la mezcla de reaccién en cada pocillo fue de 250 ml. La fluorescencia
de los controles se resté al valor de las muestras. Como estandar se utilizé 4-MUB en concentracion final de
2 UM en el pocillo. Los sustratos 4-MUB-Fosfato, 4-MUB-B-D-cellobiosa, 4-MUB-N-acetil-B-D-glucosamina,
4-MUB-B-D-glucopiranosa, y 4-MUB-sulfato (Sigma, E.E.U.U.) se disolvieron en agua estéril y las concentra-
ciones finales en los pocillos fueron de 40 pM.

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

Carbono de la Biomasa microbiana (Cmic)

Para esta determinacion, las muestras fueron previamente secadas por exposicion al aire en un cuarto
ventilado con temperatura controlada a 25 °C durante 72 h. De cada una de las 10 submuestras de cada tra-
tamiento se colocaron 7,5 g de suelo en tubos cénicos de 50 ml, se agregaron 2,5 ml de agua destilada y se
incubaron por 15 h a 30° C en oscuridad. Esto se llevé a cabo por cuadriplicado. Luego de esta incubacién,
dos de los tubos se fumigaron con 0,4 ml de cloroformo puro (Carlo Erba, Argentina) libre de etanol y se
incubaron durante 30 min. Los dos tubos restantes, sin el agregado de cloroformo, fueron utilizados como
control no fumigado. El contenido de los cuatro tubos se extrajo inmediatamente con 30 mL de sulfato de
potasio 0,5 M durante 1 h en agitacion a 200 rpm. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante15 min
a 800 g (Thermo Electro Corporation, rotor R 8947) y el sobrenadante se filtré a través de papel de filtro
FP0859 (Hahnemiihle, German) (Vance et al., 1987).

El carbono de la biomasa microbiana fue estimado por oxidacién con dicromato (Brookes y Joergensen,
2006). Los resultados se expresaron como el valor promedio respecto a la curva patrén realizada con glu-
cosa (0,015-0,075 mg mL"). EI C_,_ se expres6é como microgramos (ug) de C oxidable por gramo de suelo
seco calculado como la diferencia entre los valores de los tubos fumigados y no fumigados (Brookes y
Joergensen, 2006).

Cuantificacién de las fracciones de agregados

El fraccionamiento granulométrico del suelo fue hecho mediante tamizado en himedo (Cambardella et
al., 2001; Galantini et al., 2005). Brevemente, 20 g de cada submuestra de suelo previamente secado y ta-
mizado por 2 mm, fue dispersado en tubos Falcon de 50 mL con 50 mL de agua desionizada conteniendo
10 bolitas de metal (5 mm de didmetro) para facilitar la dispersién de los agregados y reducir los posibles
problemas creados por las diferencias en los contenidos de arena (Cambardella et al., 2001). Las mues-
tras fueron sometidas a dispersién mecanica en un agitador orbital por aproximadamente 16 horas (40
rpm) para liberarlos agregados. El tamizado fue hecho con dos tamices con mallas de 63 ymy 105 um de
tamafio de poro de la red, hasta que el agua que salia del tamiz mds pequefio era trasparente a ojo desnu-
do. De este modo se obtuvieron tres fracciones de diferente tamafio, los macroagregados (2000-105 pm),
fraccién media (105-63 um) y los microagregados (< 63 pm). El liquido conteniendo la fraccién < 63 um fue
centrifugado a 2000 rpm y transferido a una placa de Petri. El material retenido en cada tamiz fue también
transferido a placas de Petri de vidrio, secado a 105° C durante 24 horas para posteriormente pesarlo.
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Mediciones de las variables quimicas

Las mediciones de carbono organico total (COT) fueron hechas por medio de combustién seca (LECO Car-
bon analyzer). Las mediciones de fésforo extraible (Pext) fueron hechas por medio del método de fésforo
Bray. El pH fue medido en solucién acuosa 1:2,5. Estas mediciones fueron llevadas a cabo en el laboratorio
del Dr. Juan Galantini, en la Universidad Nacional de Sur.

Andlisis Estadistico

Los graficos y el analisis estadistico fueron realizados en R (R Development Core Team, 2020). Las compa-
raciones entre las muestras de los diferentes tratamientos fueron realizadas con el andlisis de la varianza
(ANOVA) y la prueba Fisher’s con LSD 0,5 (P < 0,05). Cada parametro de los CLPP determinados en dife-
rentes condiciones de fuente de C y se realiz6 el ANOVA seguido por una prueba de Hostiling para cada
fuente de C. Las relaciones entre tratamiento fueron visualizadas por medio del Andlisis de Componentes
Principales (ACP) por medio de la distancia euclidea. El analisis de correlaciones fue realizado por medio
de coeficientes de correlacién de Pearsons. Los graficos radiales de las EAA fueron llevados a cabo con la
normalizacion de las actividades enzimadticas, en la que al valor de la actividad de la actividad extracelular
se le resto el promedio de todos los valores de esa actividad y posteriormente al resultado se lo dividié por
el desvié estandar para todos los valores de esa actividad enzimatica.

RESULTADOS

Andlisis quimicos

Se presentaron diferencias significativas entre la LC y SD para el COT siendo significativamente mayor esta
ultima en la profundidad 0-5 cm (P < 0,0001) y las muestras de primavera presentaron mayores valores en
comparacion a sus correspondiente de otofio, pero no fueron diferencias significativas (P > 0,05; Tabla 1).
Cuando se analizé el P_, se observé que la SD fue significativamente mayor a la LC (P = 0,0003), pero no
hubo diferencias entre otofio y primavera. En cambio, para la profundidad de 5-10 cm no se presentaron
diferencias significativas ni entre los tratamientos ni entre los muestreos temporales (P > 0,05) ni para el

COT niparael P_, (Tabla 1).

Tabla 1: Pardmetros fisicos y quimicos en los diferentes sistemas de labranza para ambas épocas de muestreo para la
profundidad 0-5cm (n=10). Los valores con idéntica letra no se diferencian significativamente (P < 0,05).

Table 1: Physical and chemical parameters of soil under different tillage systems for both sampling times at 0-5 cm depth
(n=10). Values with identical letters do not differ significantly (P < 0.05).

Sistemade COT P C >105pum F. Media <63 pum

o' ext mic 0,
Prof.  Estacion  \apranza (%) (mgkg') (19g) (%) (%) (%) Hum. (%)
o LC 1,85b 56,18 b 805,22 a 6,6 c 28,8 a 64,72a 10,18 b
tofio
0.5 SD 2,39a 88,64a 675,19ab 7,99c 26,27 a 65,75a 10,56 b
LC 1,96b 64,1b 530,16 b 23,72 b 27,62 a 48,66b  16,21a
Primavera
SD 247a 81,68a 382,86 c 35,03 a 27,02 a 37,95¢ 16,48 a
o LC 1,88a 57,16a 719,64 a 16,84 b 29,17 a 53,99a 16,21b
tofio
510 SD 1,89a 43,62a 725,98 a 25,23 a 27,51 a 4725b  16,48b
LC 1,85a 57,94 a 195,56 b 16,95 b 27,22 a 55,83a 20,17 a
Primavera
SD 194a 51,1a 302,86 b 28,54 a 23,63 a 4783b 2121a

LC: labranza convencional; SD: siembra directa; COT: carbono organico total, Pext: fosforo extraible; C . : carbono de
la biomasa microbiana, > 105 pym: macroagregado; F.media: fraccion media de agregados; < 63 ym: microagregados;
Hum: humedad gravitometrica.

LC: conventional tillage; SD: no-tillage; COT: total organic carbon, P_ : extracted phosphorus; C . : microbial biomass
carbon, > 105 ym: macroaggregates; F.media: median aggregate fraction; < 63 um: microaggregates; Hum: gravimetric
humidity.

Analisis fisico de los agregados

A nivel de agregados, se presentaron interacciones significativas entre los tratamientos y los muestreos,
por lo cual se analizaron los muestreos individualmente por medio de un ANOVA (Tabla 1). En las muestras
de primavera, la fraccién > 105 pm (macroagregados) fue mayor en la SD que la LC para ambas profun-
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didades, pero no se encontraron diferencias significativas en las muestras de primavera (P < 0,0001). Lo
opuesto sucede con la fraccién <63 um (microagregados) donde la LC convencional fue mayor a la SD para
ambas profundidades (P < 0,0001). En cambio, en la fraccién media no se presentaron diferencias signifi-
cativas entre los sistemas de labranza (P > 0,05). En las muestras de otofio no se presentaron diferencias
significativas para ninguna fraccién de agregados para profundidad 0-5 cm (Tabla 1). En cambio, en la pro-
fundidad 5-10 cm, los macroagregados present6 diferencias significativas siendo mayor la SD que la LC (P
= 0,0042) y en los microagregados, la LC fue mayor a la SD (P = 0,0209). Finalmente, la fraccién media no
presento diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 1).

Carbono de la Biomasa Microbiana (C,_,)

La biomasa microbiana fue medida a través de la estimacion de C de la biomasa microbiana (C,_, ). La LC
presento mayores valores de C_._que la SD, siendo significativos sélo en primavera (Tabla 1). Ademas, las
muestras de otofio presentaron mayores valores que las muestras de primavera (Tabla 1). En cambio, para
la profundidad 5-10 cm observamos que no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos,
pero si entre muestreos temporales. Aqui, por el contrario, la SD fue mayor a la LC para ambos muestreos,
aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 1).

Actividades Enzimaticas

Las actividades de las enzimas BG, NAG, PME y CEL presentaron diferencias significativas entre los siste-
mas de labranza siendo mayores todas las actividades en la SD para 0-5 cm de profundidad (Figura 1, Tabla
Suplementaria 1), en cambio la LC presenté mayores actividades en la mayor profundidad siendo significa-
tivas las diferencias en PME, CEL y BG (Figura 1c y 1d). En general, se observa un incremento de hasta un
70% en la SD en comparacién con la LC en 0-5 cm. Por el contrario, sucede lo opuesto para 5-10 cm donde la
LC presente un incremento de hasta un 50% en comparacién con la SD (Figura 1cy 1d). Cuando analizamos
el perfil fisioldgico de las actividades enzimaticas vemos que para 0-5 cm. la SD presento circunferencias
de mayor tamafio que la LC (Figura 1a y 1b), por el contrario, para la profundidad 5-10 cm se observa el
efecto contrario (Figura 1c y 1d). Finalmente, se presentaron diferencias significativas en los muestreos
en las actividades enzimaticas de PME, SUL, NAG y BG para 0-5 cm de profundidad y en las actividades de
PME, SUL, CEL, BG en la profundidad de 5-10 cm.
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Figura 1: Perfiles enzimaticos para a) el muestreo de primavera 0-5 cm; b) el muestreo de otofio 0-5 cm; c) el muestreo
de primavera 5-10 cm; d) el muestreo de otofio 5-10 cm. Los asteriscos indican las diferencias significaticas para cada
actividad enzimatica. *: P < 0.05; **: P < 0.01, and ***: P < 0.005. LC: labranza convencional; SD: siembra directa; PME:
Fosfatasa; SUL: arilsulfatasa; CEL: B-cellobiohidrolasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; BG: B-glucosidasa.

Figure 1: Enzymatic profiles a) spring sampling at 0-5 cm depth; b) autumn sampling at 0-5 cm depth; c) spring sampling
at 5-10 cm depth; d) autumn sampling at 5-10 cm depth. Asterisks indicate the significant differences for each enzymatic
activity. *: P <0.05; **: P <0.01, and ***: P <0.005. LC: conventional tillage; SD: no-tillage; PME: Fosfatase; SUL: arilsulfata-
se; CEL: B-cellobiohidrolase; NAG: N-acetil-glucosaminidase; BG: B-glucosidase.

Andlisis de los Perfiles Fisiologicos a Nivel de Comunidades (CLPP).

Cuando analizamos individualmente los parametros que conforman el CLPP para la profundidad 0-5 cm
durante la primavera, los Fmax fueron levemente mayores en SD en comparacion con la LC sin presentar
diferencias significativas. Por el contrario, en otofio, la LC present6 valores significativamente mayores
que la SD (Tabla 2). Los TMR para la misma profundidad mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos sin diferenciarse los sistemas de labranza. Para la profundidad 5-10 cm observamos que el
Fmax de la respiracion basal mostro diferencias estacionales (P < 0,0001) y el Fmax del &cido cumarico
mostré diferencias significativas entre los sistemas de labranza (P = 0,0001; Tabla 2). Finalmente, los Fmax
restantes no mostraron diferencias significativas entre tratamientos o época. Cuando analizamos los TMR
observamos se presentaron diferencias significativas entre los sistemas de labranza para los cuatro indi-
cadores (Tabla 2).
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Tabla 2: Parametros del perfil fisioldgico a nivel de comunidades (CLPP) en los diferentes sistemas de labranza para
ambas épocas de muestreo. Los valores con idéntica letra no se diferencian significativamente (P < 0,05).

Table 2: Community level physiological profile (CLPP) parameters under different tillage systems for both sampling sea-
sons. Values with identical letters do not differ significantly (P < 0.05).

Fmax TMR
Prof, Estacion Sistema de RB Ac.Cum Ac.Prop Ac.Vai RB Ac. Cum Ac.Prop Ac. Vai
labranza
LC 272b 264b 2,54 b 26¢C 2,04ab 1,79b 1,75b 1,92b
Primavera
SD 276b 2,76b 2,58 b 2,73bc 1,83a 1,83 b 1,75b 1,92b
0-5
LC 3,58a 3,58a 2,97 a 3,63a 233b 221a 2,35a 2,36 a
Otofio
SD 296b 2,77b 2,57b 3,12b  231b 249a 2,36 a 2,46 a
LC 145b 219ab 211a 1,98a 229b 217b 2,13 b 2,5ab
Primavera
SD 1,28b 1,77c 1,98 a 1,79a 354a 3:.00AM 3,29a 3,13 a
510 LC 204a 241a 216a 221a 237b 208b 227b  225b
Otofio 275
SD 1,89a 2,06b 1,95 a 2,02a 327ab 247ab 3,25a :

ab

LC: labranza convencional; SD: siembra directa, Fmax: fluorescencia maxima; TMR: tiempo minimo de respuesta; RB:
respiracion basal; Ac. Cum: acido cumarico; Ac. Prop: acido propionico; Ac. Vai: acido vainillico.

LC: conventional tillage; SD: no-tillage; Fmax: maximal fluorescence; TMR: minimal time for response; RB: basal respi-
ration; Ac. Cum = coumaric acid; Ac. Prop: propionic acid; Ac. Vai: vanillic acid.

El ACP a partir de los CLPP muestra que, para la profundidad 0-5 cm, el PC1 explico el 43,03% de la va-
rianzay el PC2 el 26,20% (Figura 2a). Se puede observar una diferencia estacional por sobre la diferencia
entre los sistemas de labranza (Figura 2a), donde las muestras de otofio se orientaron hacia los valores
positivos del PC1. Cuando observamos que los sistemas de labranza, estos se separaron a lo largo del
PC2. Ambos tipos de parametros se asociaron con las muestras de otofio, mientras que el Fmax se orien-
taron con las muestras de LC, los parametros de TMR se asociaron con la SD (Figura 2b). En cambio, el
ACP basados en el CLLP para las muestras de 5-10 cm de profundidad, el PC1 explicé el 56,87% de la
varianza y el PC2 el 13,92 % (Figura 2b). Las muestras se separaron a lo largo del PC1 por sistema de
labranza y por estacion a lo largo del PC2, los pardametros de Fmax se asociaron con las muestras de LC
principalmente de otofio mientras que los TMR de Prop y sin C adicionado se asociaron las muestras de
SD de otofio mientras que los otros dos parametros de TMR (Vai y Cum) se asociaron con las muestras
de SD de primavera (Figura 2b).
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Figura 2: Andlisis de Componentes Principales (PC) basado en el perfil fisiolégico a nivel de comunidades (CLPP) para a)
0-5cmy b) 5-10 cm de profundidad (n=10 para 0-5 cm y n=6 para 5-10 cm de profundidad).

Figure 2: Principal Component Analysis (PC) based on community level physioological profile (CLPP) for samples taken
at a) 0-5 cm depth (n = 10) and b) 5-10 cm depth (n = 6).
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LC: labranza convencional; SD: siembra directa, Fmax: fluorescencia maxima; TMR: tiempo minimo de respuesta; RB:
respiracion basal; Ac. Cum: acido cumarico; Ac. Prop: acido propionico; Ac. Vai: acido vainillico.

LC: conventional tillage; SD: no-tillage; Fmax: maximal flourescence; TMR: minimal time for response; RB: basal respi-
ration; Ac. Cum: coumaric acid; Ac. Prop: propionic acid; Ac. Vai: vanillic acid.

Correlaciones entre las distintas variables

Cuando analizamos las correlaciones entre los indicadores para la profundidad 0-5 cm observamos que
el C__ correlaciona de forma positiva con las actividades enziméticas de BG, PME y SUL (r = 0.46, 0.34 y
0.41, respectivamente), también lo hace de la misma forma con los microagregados (r = 0.34) y de forma
negativa con los macroagregados (r = -0.47). El COT y el P_, correlacionan de forma positiva entre si (r =
0.64) y con los macroagregados (r = 0.74 y 0.65, respectivamente). SUL y BG correlacionan de forma positi-
va con los microagregados (r = 0.82 y 0.80, respectivamente) y de forma negativa con los macroagregados
(r =-0.82y-0.85, respectivamente), lo opuesto sucede con la actividad de la CEL (micro: r =-0.63 y macro:
r = 0.64). Ademas, encontramos que la humedad gravimétrica correlaciona con varios de los pardmetros
(Figura 3a). Para la profundidad 5-10 cm observamos que el C__ correlaciona de forma positiva con las
actividades enzimaticas de BG, PME y SUL (r = 0.78, 0.79 y 0.68, respectivamente). A su vez las actividades
enzimaticas solo correlacionan con los microagregados de manera positiva (BG: r = 0.79, SUL: r = 0.54 y

PME: r = 0.90) (Figura 3b).
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Figura 3: Heatmap de correlaciones de Pearson en los diferentes sistemas de labranza para ambas épocas de muestreo
para a) 0-5 cm y b) 5-10 cm de profundidad.

Figure 3: Pearson’s correlation heatmap under different tillage systems for both seasons at a) 0-5 cm depth y b) 5-10 cm
depth.
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Fmax: flourescencia maxima; TMR: tiempo minimo de respuesta; RB: respiracién basal; Ac. Cum: acido cumarico; Ac.
Prop: acido propiénico; Ac. Vai: acido vainillico; COT: carbono organico total, Pext: fésforo extraible; Cmic: carbono de
la biomasa microbiana, > 105: fraccién grande de agregados; F.media: fraccion media de agregados; < 63: fraccion
chica de agregados; PME: fosfatasa; SUL: arilsulfatasa; CEL: B-cellobiohidrolasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; BG:
B-glucosidasa.

Fmax: maximal flourescence; TMR: minimal time for response; RB: basal respiration; Ac. Cum: coumaric acid; Ac. Prop:
propionic acid; Ac. Vai: vanillic acid; COT: total organic carbon, P_: extractable phosphorus; C_. : microbial biomass
carbon, > 105: big aggregate fraction; F.media: median aggregate fraction; <63: small aggregate fraction; PME: phospha-
tase; SUL: arylsulfatase; CEL: B-cellobiohidrolase; NAG: N-acetil-glucosaminidase; BG: B-glucosidase.

DISCUSION

Los sistemas de labranza, como la LC o la SD, modifican las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo,
qgue como consecuencia afectan las comunidades microbianas y sus propiedades biolégicas como son las
actividades enzimaticas (Gabbarini et al., 2021). El efecto positivo de la SD en las propiedades del suelo ha
sido sugerido en varios estudios previamente (Alvear et al., 2005; Kandeler et al., 1999; Zuber et al., 2016),
principalmente basado en la formacién y estabilizacién de la MO dentro de los micro- y macro agregados
(Hussain et al., 2021), por el incremento de la cantidad de residuos de los cultivos que quedan en superficie
(Wu et al., 2021). Varios autores han observado previamente que la SD presenta mayores valores de COT en
comparacion con la LC (Diaz-Zorita et al., 2002; Francaviglia et al., 2023; Ken et al., 2022) asi como también
enel P_, para la profundidad de 0-5 cm (Rodrigues et al., 2016). La correlacion positiva entre la cantidad de
COTy P_, para la profundidad de 0-5 cm puede estar relacionado con que una gran proporcién de P_, se
encuentra secuestrado en la materia orgdnica (Sinsabaugh et al., 2008; Melero et al., 2009). Por otro lado,
quelaC_, seamds abundante en la LC esta relacionado con la incorporacion de los residuos de los cultivos
en el suelo como efecto de la labranza (Alvarez et al., 1995), relativizando el significado del C__respecto de
ser un estimador de la biomasa microbiana y a su vez se asocia también con una menor cantidad de agre-
gados de mayor tamafio que protegen el carbono de ser mineralizado por los microorganismos (Hussain et
al,, 2021). Ademéds, otro aspecto que puede considerarse es la concentracién de O, disuelto en el suelo, la
cual es menor en SD y afecta la tasa de descomposicion, asi como también la distribucion de los microbios
aerobios y anaerobios (Rodrigues et al., 2016), sin embargo, esta consideracién no se corresponde con las
variaciones de actividades enzimatica y los parametros del CLPP. No se presentaron correlaciones entre
los valores de COTy C_,, a diferencia de lo que se observa en otros ensayos donde si existe esta correla-
cion. Algunos autores sugieren que esta correlacion podria ser mas propia de la biomasa microbiana con
el carbono activo que con el COT en suelos arenosos (Reeve et al., 2010). Posiblemente, esta correlacion
se manifieste principalmente en suelos arcillosos, donde hay tipicamente mayores concentraciones de
biomasa microbiana respecto a los suelos arenosos, como los aqui estudiados (Franzluebber et al., 1996).
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Nuestros resultados evidencian que el Cmic como estimador de biomasa microbiana en suelos arenosos
deberia ser revisado y convalidados.

Se ha reportado de manera reiterada que la mayoria de las enzimas hidroliticas se incrementan cuando se
reduce la intensidad de la labranza mejorando el contenido de materia organica y la biomasa microbiana
(Francaviglia et al., 2023; Lagomarsino et al., 2009). La presencia de residuos de cultivos previos puede
incrementar la actividad de la BG (Allison y Vitousek, 2005), lo cual se ve altamente relacionado con la SD
para los primeros 0-5 cm debido a los residuos que se encuentran en superficie. En cambio, en la LC se da-
ria un efecto de redistribucion de las enzimas en todo el perfil del suelo similar a que se menciona cuando
se habla de las variables quimicas. Tanto la BG como la CEL actian como fuerte reflector de la mineraliza-
cién del carbono (Kong et al., 2005). La NAG juega un rol fundamental en la degradacion de la quitina, un
compuesto abundante en N en todos los suelos, y otros enlaces B-1,4-unidos a polimeros de glucosamina
(Sinsabaugh et al., 2008). La presencia de quitina se origina por la presencia de hongos y de insectos en
el suelo, ya que es el componente principal de la pared celular de hongos y del citoesqueleto de insectos.
Tanto los hongos, como los insectos aumentan en los suelos agricolas manejados en SD en comparacién
con la LC (Bedano y Dominguez, 2016; Frey et al., 2006). La actividad de esta enzima es importante porque
participa en el proceso donde la quitina es convertida en amino azucares, lo cuales son una de las principa-
les fuentes de N mineralizables en los suelos (Ekenler y Tabatabai, 2002). Altas concentraciones de N en la
superficie de los suelos bajo SD en comparacién con dos tipos de labranza tradicional, como son labranza
con rastray con disco, han sido asociadas con mayores actividades de NAG (Ekenler y Tabatabai, 2002; Qin
etal.,, 2010) y han correlacionado de manera positiva con biomarcadores flngicos basados en acido grasos
fosfolipidos. En nuestros ensayos carecemos de datos de N, pero mayores valores en la SD que en la LC
han sido presentado en estudios previos en los mismos suelos (Galantini et al., 2006; Galantini et al., 2013).
La PME hidroliza fosfomonoesteres, y en algunos casos fosfodiesteres, liberando fosfato (Sinsabaugh et
al., 2008). Los suelos con cobertura natural muestran mayores valores de actividad fosfatasa, por lo cual
se esperaria mayores valores en la SD. Esto ocurre posiblemente debido a que fosfatasa es mayormente
secretada por las raices de las plantas, y hongos micorricicos asociados (Cofre et al., 2020). Cuando se
analiza el conjunto de las actividades enzimaticas, como un perfil fisiolégico, se observan comportamien-
tos integrales de los suelos y se permite ver los efectos de los tratamientos agricolas de manera rapida y
concisa.

Se cree que los CLPP estan marcados principalmente por microorganismos copiotréficos, ya que estos
consumen rapidamente los sustratos agregados en este tipo de ensayos (Lladé y Baldrian, 2017). Estudios
metagendmicos comparando suelos con SD o LC muestran que las bacterias copiotréficas, como los Fir-
micutes y las Betaproteobacterias, son mas abundantes en los suelos con LC en comparacién con aquellos
en SD (Dai et al., 2021; Gabbarini et al., 2021). Por otro lado, estudios similares llevados cabo con las comu-
nidades hongos mostraron que la SD favorece los hongos simbiéticos, como las micorrizas (Wang et al.,
2021). Por otro lado, la LC favorece la proliferacién de hongos saprofitos (Orru et al., 2021). Lo que conlleva
a que la descomposicion y mineralizacién estén aceleradas, resultando en un incremento en la actividad
microbiana (Souza et al., 2013). Por lo cual, la LC aumenta el consumo de oxigeno de las comunidades
microbianas, principalmente cuando se agrega fuentes de C y esto es consistente con estudios previos que
muestran una promocién general de la mineralizacién de la materia organica (Gémez et al., 2012; Pikul et
al., 2001), como consecuencia del aumento de la aireacion del suelo y la disminucién de los macroagrega-
dos que protegen la MO.

Las propiedades del suelo son también influenciadas de forma directa por otros factores como vegetacién
presente al momento del muestreo y las condiciones climéticas (Acosta-Martinez et al., 2017; Grzyb et
al., 2020). Por lo cual, la diferencia entre los muestreos viene dada principalmente porque el muestreo de
primavera posterior a la siembra y el segundo muestreo fue previo a la cosecha, por lo cual es posible ver
el efecto de la planta en los indicadores aqui analizados. Ademas de los cambios en la humedad del suelo
también juegan un rol, ya que el incremento de la humedad sustenta un aumento en la biomasa microbiana
y en las actividades enzimaticas (Bhandari et al., 2018; Zeglin et al., 2013).

Cuando se analizaron las correlaciones en la capa superior del suelo, la biomasa microbiana (C_, ) presento
una correlacion positiva con los microagregados (< 63 um), y una correlacién negativa con los macroa-
gregados (> 105 pm), estableciendo que los microorganismos se encuentran presentes principalmente
en la fracciéon de menor tamafo (Frene et al., 2017; Neumann et al., 2013). Sin embargo, la dindmica de
formacién de agregados sugiere que los agregados mas grandes se forman a partir de agregados mas
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pequefios, lo cual plantea nuevamente una contradiccion de la relacion de C_ _ como estimador de la bio-
masa microbiana. La actividad de las enzimas BG, NAG, PME y SUL se correlaciond de manera negativa
con los macroagregados y de manera positiva con la fraccién de menor tamafio. Por otro lado, la CEL y la
NAG se correlacionaron con el COT de manera positiva. Al igual que los pardmetros anteriores, los Fmax
con fuentes de C agregadas se correlacionaron de manera negativa con los macroagregados y de manera
positiva con los microagregados, pero no se correlacionaron con el COT. Lo cual muestra que la mayor can-
tidad de la biomasa microbiana que respira o esta activa, se encuentra en los microagregados al igual que
en los primeros 5 cm de suelo (Frene et al., 2017). Finalmente, cuando se correlacionaron las actividades
enzimaticas de BG, NAG y PME con los Fmax (RB, Cum y Prop), vemos que lo hacen de manera positiva. Lo
cual agrega que la actividad enzimatica se colocaliza en conjunto con la biomasa microbiana activa. En la
profundidad correspondiente a 5-10 cm, las correlaciones entre Fmax y las actividades enzimaticas de BG,
PME y SUL no variaron respecto a la profundidad 0-5 cm, se correlacionan de manera positiva. El COT se
correlaciond de manera positiva nuevamente con CEL y NAG. Por otro lado, las correlaciones de las activi-
dades enzimaticas y los Fmax no mostraron una relacién significativa con las fracciones de agregados de
menor o mayor tamafio, sino con los agregados de tamafio intermedio. Esta diferencia entre 0-5y 5-10 cm
de profundidad puede estar evidenciando el aporte significativo de los rastrojos a la actividad microbianay
enzimatica en los primeros 5 cm de suelo y una distribucién diferente a una mayor profundidad.

La “contradiccion aparente” entre C_._y actividad bioldgica surge de que se observa el C__no explica el
aumento de actividad bioldgica en general. El C_, es una medida que depende del estado de agregacion
del suelo, por lo cual suelos con mayor cantidad de macroagregados presenta menores niveles de biomasa
microbiana como es el caso de la SD. Nosotros creemos que este resultado muestra las limitaciones del
método en cuanto a la dependencia de la extraccion cloroférmica en funciéon del estado de agregacion,
cuanto menor sea la agregacién del suelo, como en el caso de la LC, menos protegida estd la biomasa
microbiana para ser lisada por el cloroformo y liberar asi mayor cantidad de C microbiano.

En conclusion, el tipo de sistema de labranza influencia la actividad microbiana, y enzimas del suelo a tra-
vés de los cambios en la cantidad y calidad del aporte de los residuos vegetales, y modifica la estructura
fisica, principalmente en la estabilizacién de los macro- y micro agregados. Sin embargo, no queda tan claro
a partir de estos resultados la relacion de la actividad biolégica con la biomasa microbiana estimada por
C,..- Adicionalmente, observamos que el momento estacional del muestreo modifica la actividad biol6gica
que se mide en el suelo, probable consecuencia del estado del cultivo como asi también de la temperatura
media en el suelo en el periodo de muestreo. Finalmente, la LC mostré que la actividad enzimatica y la
respiracion del suelo esta homogéneamente distribuida en los primeros 20 cm de suelo en comparacién
con la SD que muestra una actividad mayor en la superficie que disminuye rdpidamente con la profundidad.
Nuestros resultados muestran que es necesario llevar a cabo mas estudios donde se pueda comprender
todos los aspectos involucrados en el funcionamiento del suelo. Por lo cual, es necesario continuar con
los estudios sobre los sistemas de labranza integrando pardmetros adicionales a los aqui utilizados para
comprender mejor como se producen los cambios en los sistemas agricolas, y especificamente en los
sistemas de labranza.
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Tabla Suplementaria 1: actividad enzimatica en los diferentes sistemas de labranza para ambas épocas de muestreo (n =

10). Los valores con idéntica letra no se diferencian significativamente (P < 0,05).

Supplemental Table 1: Enzymatic activity in the different tillage systems for both seasons (n = 10). Values with the same

letter do not differ significantly (P <0.05).

Profundad  Estacion Tratamiento  PME SUL CEL NAG BG
) LC 48,31b 0,65b 6,04bc 494c 22,89c
Primavera
SD 62,25b 08b 7,17ab 6,54b 3435b
0-5 6,02
LC 90,29 a 1,86a 565c bc 84,49 a
Otofio
10,39
SD 110,71a 2,01a 8,05a a 87,14 a
) LC 52,79 c 0,96b 4,18a 7,03a 31,88b
Primavera
510 SD 4272 ¢ 1,07b 3,08b 596a 2022c
LC 167,99a 22a 458a 6,01a 82/76a
Otofio
SD 141,73b 1,75a 4,06a 6,93a 7899a

LC = labranza convencional; SD = Siembre directa; PME = Fosfatasa; SUL = arilsulfatasa; CEL = B-cellobiohidrolasa;

NAG = N-acetil-glucosaminidasa; BG = 3-glucosidasa.

LC = conventional tillage; SD = no-tillage; PME = Fosfatase; SUL = arilsulfatase; CEL = 3-cellobiohidrolase; NAG =

N-acetil-glucosaminidase; BG = 3-glucosidase.
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