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EVOLUCION DEL CARBONO Y NITROGENO DE LA BIOMASA
MICROBIANA DURANTE EL DESARROLLO DEL CULTIVO DE TRIGO
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EVOLUTION OF MICROBIAL BIOMASS CARBON AND NITROGEN DURING THE WHEAT

GROWING SEASON

Seasonal'changes ofsoil microbial biomass carbon and nitrogen during the wheat growing season were studied in four
sites of the Pampean Region of Argentina (Anguil, Balcarce, Bordenave and Parana) using the fumigation-incubation
method. Treatments included tivo levels of nitrogen fertilization: 0 and 120 kg ha™' under conventional tillage at the
four sites, and the same Nnitrogen levels under zero tillage at Balcarce. The difference in the amount of NH,'-N
between fumigated and nonfumigated samples was the most appropriate method to estimate microbial biomass by
fumigation-incubation. Fluctuations in the size and C/N ratio of microbial biomass were observed. Microbial
biomass was a source of nitrogen for wheat. Immobilization of nitrogen fertilizer in the microbial blomass pool was

observed in only one case (Bordenave)
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INTRODUCCION

Los microorganismos heterotréficos controlan el flu-
jo de carbono vy el ciclo de nutrientes en ecosistemas
terrestres (Voroney, Paul 1984). El ciclo bioldgico del
nitrogeno en el suelo esta fuertemente ligado aladinamica
del carbono siendo el metabolismo de este Gltimo la fuerza
conductora que gobierna esta relacion (van Veen ef al.
1985). La biomasa microbiana (BM) del suelo es un
agente de cambio, que a través de los procesos de
inmovilizacion y mineralizacion, puede reponer conside-
rables cantidades de nitrégeno en formas mucho mas
labiles que el nitrégeno en componentes hiimicos que
constituyen la mayor parte de la materia organica (MO)
del suelo (Jenkinson, Ladd 1981). Por lo tanto, la BM
afecta la capacidad del suelo para suministrar nutrientes a
las plantas a través del reciclado de la MO (Bonde,
Rosswall 1987) y se comporta como una fraccion mas
sensible que la MO a los cambios producidos por el
manejo del suelo (Echeverria et al. 1992/93). Por otra
parte, los cambios estacionales en la humedad y tempera-
tura del suelo, la incorporacion de raices de cultivo,
productos de 1a rizésfera y residuos de cultivo pueden
tener gran efecto en la BM del suelo y su actividad (Ross
1987). Por esto, cuantificar el carbono y el nitrogeno en la
BM a través del tiempo puede contribuir a un cono-
cimiento mas detallado de los procesos de inmovilizacion
y de mineralizacion en relacion al ciclo de los cultivos.

Para el cultivo de trigo en Balcarce (Argentina) se
observaron diferencias significativas en el tiempo en el
contenido de nitrégeno en la BM del suelo (NBM),
debido posiblemente a cambios en los factores am-
bientales y a la interrelacion BM-cultivo; sin embargo,

no seobservé unainmovilizacion marcada del nitrogeno
agregado como fertilizante (Videla er al. 1996).
Santanatoglia er al. (1994) tampoco encontraron evi-
dencias de inmovilizacién de nitrogeno, evaluando la
descomposicidn de residuos en el doble cultivo trigo-
soja bajo siembra directa.

La determinacién del contenido de NBM por
fumigacion-incubacion (FI) se realiza por diferencia
entre ¢l contenide de las formas minerales de dicho
elemento enunamuestra fumigada con cloroformoy una
sin fumigar, luego de un periodo de incubacion de 10
dias (Jenkinson, Powlson 1976). En la bibliografia se
reportan diferentes alternativas de cdlculo de dicha
fraccion (Shen er al. 1984; Voroney, Paul 1984;
Franzluebbers ef al. 1994a), un objetivo preliminar de
este trabajo fue determinar la estimacién mas conve-
niente.

Considerando la heterogeneidad de los suelos de la
Region Pampeana, se plantea como objetivo conocer los
cambios estacionales de laBM durante el ciclo del cultivo
de trigo, para distintos sistemas de labranzas y niveles de
fertilizacion en diferentes zonas agroecolégicas. En parti-
cular, es de interés conocer si los microorganismos son
verdaderos competidores del nitrégeno del suelo y/o del
fertilizante y cudles serfan las condiciones ambientales que
controlan el proceso de inmovilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Seutilizaron muestras compuestas de suelotomadasa20cm
de profundidad de ensayos de fertilizacién nitrogenada en trigo
de las EEA INTA de Anguil, Balcarce, Bordenave y Parana
{Argentina) en la campafia 1994/95. Estos ensayos fueron reali-
zados en labranza convencional con diferentes dosis de nitrogeno



bajo la forma de urea aplicadas a la siembra, en un disefio en
blogues completos aleatorizados con tres repeticiones. Las
dosis evaluadas en este trabajo fueran 0 y 120 kg ha' de
nitrégeno. Los mementos de muestreo fueron a la siembra,
macollaje, antesis y madurez fisiolégica. Para Balcarce, se
incluyd un muestreo en el momento de encafiazén y también se
tomaron muestras de parcelas en siembra directa con las mismas
dosis de nitrogeno. Las muestras de suelo fueron almacenadas
en heladeraa 5 °C hasta su analisis. En laTabla | se presentauna
descripeion de los suelos empleados y algunas caracteristicas
del mangje de los mismos.

Las determinaciones del carbono de la BM (CBM) y NBM
se realizaron segin el método FI (Jenkinson, Powlson 1976). Se
pesaron por duplicado 50 g de suclo himedo previamente tamiza-
do por 4,8 mm. La humedad se ajusté al 50% de la capacidad de
retencion, Debido a que las muestras de suelo no fueron analizadas
en forma inmediata, se las preincubd durante 5 dias a 25 °C. Uno
de los duplicados de cada muestra fue fumigado (F) con cloroformo
libre de alcohol en desecador al vacio durante 18-24 horas.
Posteriormente se extrajo el fumigante mediante vacio y las
muestras se incubaran en frascos herméticas de 1,25 Ldurante 10
dias a 25°C con 15 ml de NaQH 04N para captar el CO,
producido, De igual forma se procedio con el duplicado restante
de cada muestra sin fumigar, testigo (1), disminuyendo la
concentracion de NaOH a 0,2N. Finalizado el periodo de
incubacion se tituld el alcali remanente cont,80, 0, 1N, previa-
mente se agregaron 6 mi de BaCl, al 20% para precipitar los
carbonatos y timolftaleina como indicador. En ambos casos se
prepard un blanco sin suelo, a partir del cual se calcularon los mg
de carbono por kg de suelo. Luego se realizd una extraceion de
cada muestra de suelo con 200 ml de K,SO, 0,5N. Una alicuota
de 25 ml del extracto fue destilada para determinar el contenido
de N-WH," y N-NO. por ¢l método de microdestilacion por
arrastre de vapor (Bremner, Keeney 1966). Porel mismo método
también se determinaron los contenidos iniciales de N«Nl-l_fy
N-NH,;" El caleulo delaBM se realizd segin Shenefal. (1984):

CBM= Pc/ke NBM= Pn/kn

donde Pc es el pulso de carbono (F-T) y ke la constante de
mineralizacion (0,45). Pn es el pulso de nitrégeno (F-T) y kn la
constante de mineralizacian (0,68). Se recaleuld el NBM consi-
derando solamente el N-NH,"de Fy T Para los analisis estadis-
ticos de las variables CBM y NBM en cada localidad se empled
undisefio de mediciones repetidas en el tiempo, donde la parcela
principal fue el nivel denitrgeno y las subparcelas los momentos
demuestreo. Se realizo un test de diferencias minimas significa-
tivas cuando se encontraron diferentias significativas aun valor
de P<0,05
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Figura 1: Evolucion del nitrogeno en la biomasa microbiana
(NBM) en el cultiva de trigo enel suelo de Balcarce, valores
calculados considerando N-NH,' mas N-NO,. SDT: siem-
bra directa testigo sin fertilizar. SDF: siembra directa
fertilizado. LCT: labranza convencional testigo sin fertili-
zar. LCF: labranza convencional fertilizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Métodos de calculo del NBM por fumigacion-
incubacion :

En la Figura 1 se observa la evolucion del NBM para
elsuelode Balcarce. En el muestreo demacollaje {41 dias
después de la siembra) se destaca la caida de esta variable
sobre todo en los tratamientos fertilizados, llegando a
valores negativos en siembra directa, lo que no es bio-
logicamente posible. Esto podriaser explicado porque los
niveles de N-NO," en las muestras fumigadas en este
tratamiento son mas altos al comienzo (promedio: 31,4
meN kg 'suelaidesvio standard: 2,2) que al {inal del perio-
do de incubacidn (promedio: 20,7 mgN kg 'suelo; desvio
standard: 6,6). Nicolardot y Chaussod (1986) constataron
una baja del tenor de N-NO_" en el curso de los primeros
dias de incubacién en suelos fumigados, sugiriendo que
podria deberse a inmovilizacion o bien desnitrificacion
favorecida por la presencia de carbono soluble. Es proba-
ble que éstasea laexplicacion enel tratamiento fertilizado
ensiembradirecta donde existe mayor cantidad de carbono

Tabla 1: Algunas caracteristicas de los suelos estudiados. SD: siembra directa. LC: labranza convencional,

Localidad Clasificacion Textura Materia orgdnica pH Fasforo disp.  Cultive
(%) (1:2.5) (mg kg") antecesor
Anguil Haplustol éntico Franca 1.7 6,5 18.3 trigo
Balcarce SD Argiudol tipico Franca 5.1 5,9 - maiz
Balcarce LC Argiudol tipico Franca 5.3 6.1 22,3 maiz
Bordenave Haplustol tipico Franca 2.8 6,4 40.0 sorgo
Parand Argiudaol denico  Franca-Arcillosa 28 6.4 - malz
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labil. Ocio y Brookes (1990) encontraron valores cerca-
nos a cero del NBM medidos por FI cuando incorporaron
paja de trigo al suelo, mientras que obtuvieron sobre las
mismas muestras de suelo mayores valores con los méto-
dos de concentracién de ATP vy fumigacién-extraccién.
Estos autores concluyeron que con el método FI no se
obtienen valores reales en estos tratamientos debido a una
inmovilizacién durante el periodo de incubacion.

Voroney y Paul (1984) trabajando con nitrégeno y
carbono marcados, propusieron calcularel NBM median-
te la obtencion de una kn fluctuante segtin larelacion C/N
del suelo fumigado:

kn=-0,014(C/N,) + 0,39

donde CF esel carbonodel suelo fumigado y NF el N-NH_*
del suelo fumigado menos el inicial. Cuando la relacion
CF/NF vari6 entre 6 y 13 abtuvieron valores de kn entre
0,30y 0,20. Parael suelo de Balcarce los valores de kn no
se encuentran dentro de dicho rango, lo que se traduce en
relaciones C/N en la BM muy pequefias (menores a4 y
en algunos casos valores negativos) las cuales no son
coincidentes con la literatura (Stevenson 1986).

Franzluebbers ez al. (1994a) propusieron recalcular
el NBM mediante una kn fluctuante segun:

kn = kel10,2/(C/N,)

Elvalor 10,2 corresponde a la relacion C/N de la BM
obtenida por dichos autores. Esto constituye una adapta-
cion de la metodologia propuesta por Shen er al. (1984)
quienes le asignaron un valor de 6,7 a la relacion C/N de
la BM, promedio de numerosas experiencias realizadas in
vitro. Ademds, propusicron un valor de 4,45 para la
relacién pulso de carbono/pulso de nitrégeno, obtenido de
la correlacion entre ambas variables con datos de 47
suelos obtenidos por distintos autores, lo que da como
resultadoel valordekn de 0,68. Recalculando elnitrogeno
en la BM segin Franzluebbers er al. (1994a) se obtiene:

NBM = N_/kn
NBM = N /ke 10,2/(CF/N,)
NBM = CBM/10,2

Estoimplicaanularel pulsodenitrogeno y porlo tanto
el NBM resultauna funcion directadel CBM, dandocomo
resultado una relacion constante C/N de la BM en el
tiempo. Sin embargo, esta relacion puede variar como ha
sido reportado por varios autores (Patra ef a/. 1990; Ross
1987; Hassink e al. 1991). Estametodologiaimposibilita
hacerunseguimiento de dicharelacion, como también del
pulso de nitrogeno. Otros autores (Carter, Rennie 1984;
Nicolardot, Chaussod 1986, Hassink ez a/. 1991), utiliza-
ron para el calculo de kn sdlo el NH,* del tratamiento
fumigado menos el NH, " del no fumigado. Esta serfa una
alternativa factible parael calculo del NBM por FL y fue la
utilizada para analizar estadisticamente dicha variable.
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Figura 2: Evolucion del nitrdgeno en la biomasa microbiana
(NBM) ¢n el cultivo de trigo en suelos de distintas localidades,
valores calculados considerando N-NH_*. SDT: siembra directa
testigo sin fertilizar, SDF: siembra directa fertilizado. LCT:
labranza convencional testigo sin fertilizar. LCF: labranza con-
vencional fertilizado, DMSM: diferencia minima significativa
paralacomparacion del promedio de tratamientos de fertilizacion
entre muestreos. DMSm: diferencia minima significativa para la
comparacion entre muestrecos en un mismo tratamiento de
fertilizacion. DMSn: diferencia minima significativa parala com-
paracion entre tratamientos de fertilizacion en un mismo muestreo.



Evolucion del NBM

EnlaFigura2 sepresentan los valores de NBM para
los suelos de lasdistintas localidades. Sélose encontra-
yon diferencias significativas entre tratamientos de
fertilizacion para el suelo de Bordenave en el muestreo
de floracion v en una cantidad relativamente pequeda
delnitrégeno agregado(17,8%). Estoimplicariaque no
hubo inmovilizacion de nitrogeno del fertilizante, lo
que concuerda con lo obtenido en experiencias antetio-
res (Videla er al. 1996). Se encontraron diferencias
significativas entre fechas de muestreo para todos los
suelos. En los suelos de Balcarce, Parand y Anguil se
observé una disminucion significativa del nitrégeno en
la BM hacia ¢! final del ciclo del culiivo, 1o que permi-
tiria pensar que la BM fue una fuente de nitrogeno para
el cultivo de trigo. En el suelo de Balcarce no se
observaron diferencias significativas entre sistemas de
labranzas, es posible gue al muestrear hasta 20 cm se
dituya el efecto de este tratamiento. Dalal er al (1991)
observaron una marcada disminucion del NBM en
labranza cero con la profundidad (0-2,5; 2,5-5; 5-10
cm). Cartery Rennie(1984) encontraron mayores dife-
rencias entre labranzacero y convencional a 0-5 cm que
a 5-10 cm de profundidad, Ademds encontraron una
mayor inmovilizacion de nitrégenoen labranza ceroy una
declinacion del pulso de NH," hacia el final del ciclo del
cultivo. Esto altimo concuerda con nuestros resultados.
También se debe destacar que fue ¢l primer afio de
siembra directa, por 1o que es posible que no haya trans-
currido el tiempo suficiente para observar un efecto signi-
ficativo debido a este tratamiento.

Rice v Smith (1984) encontraron una rapida
inmovilizacion del fertilizante, mayor en labranza cero
que en convencional y lo relacionaron a un mayor conte-
nido de carbono organico total del suelo ¢n el primer
tratamiento. Okereke y Meints (1985) encontraron dife-
rentes grados de inmovilizacion segtin los suclos estudia-
dos. Voseral.(1993) también observaron inmovilizacidn
del nitrégeno agregado como fertilizante. Todos estos
autores midieron la inmovilizacion mediante la deter-
minacion de nitrogeno organico marcado en el suelo.
Zagal v Persson (1994) observaron un rapido incre-
menta en el nitrégeno (tanto marcado como sin marcar)
en la BM luego de agregar nitrégeno y glucosa hasta los
14 dias, para luego disminuir réapidamente. En cambio,
¢l nitrégeno organico marcado auments y se maniuvo
constante hasta el final del periodo de medicion (90
dias). Estos autores sefialaron que la BM estd contenida
en esta medida pero una parte importante del nitrégeno
agregado ha pasado a formas organicas (a través de la
BM) que no estan dentro de la misma. Janzen (1990)
concluyo que laliberacion de nitrégeno desde las rafces
es un camino importante en el ciclo de este nutriente,

67

siendo una inmovilizacion bioldgica alternativa, donde
el nitrdgeno inorganico es asimilado por la planta v
liberado dentro del suelo en forma organica. Todo esto
sugiere que no es suficiente para describir el proceso de
inmovilizacian medir solamente el NBM, puesto que por
estas dos vias (nitrogeno inorganico-microorganismos-
nitrogenoorganico y nitrogeno inorganico-planta-nitrogeno
organico) puede producirse inmovilizacion de nitrégeno
sin ser detectado en la BM del suelo.

Evolucion*del CBM vy relacién C/N

Se encontraron diferencias significativas entre fe-
chas de muesireo en CBM para los suelos de Bordenave,
Pargna y Balcarce (Figura 3). En los suelos de Bordenave
y Parand se observé un incremento significativo en el
Gltime muestreo. Parael suelo de Anguil sibien se observo
una tendencia similar, debido a la alta variabilidad entre
bloques no se obtuvicron diferencias significativas. En el
suelo de Balcarce se observd un awmento significativo
hacia la floracion del cultivo. Franziuebbers ef al. (1994a)
obtuvieron un patrén estacional similar en cultivo de trigo
y citando a Xu'y Juma (1993) sostuvieron que ¢l mismo se
deheria al incremento en la entrada de carbono de produc-
tos rizosféricos al suelo antes y durante la floracion. La
rizodeposicién, definida como la pérdida de materiales
organicos desde las raices cuando estas crecen a través
delsuelo, puede estimular e} crecimiento microbianoy su
actividad en larizosfera (Jensen 1996). Franzluebbers et
al. (1995) observaron grandes cambios estacionales,
sugiriendo que el aumento del CBM durante el periodo
decrecimientode los cultivos es debido arizodeposicion,
y en el periodo de barbecho a la adici6n de restos de
cosecha de cultivos.

No se observaron diferencias significativas entre
{ratamientos de fertilizacion en todos los suelos estudia-
dos. En el suelo de Balcarce no se encontraron diferen-
cias significativas entre sistemas de labranzas, a igual
que para NBM debido posiblemente ala profundidad de
muestreo (0-20 cm), como también a que fue el primer
aiio de siembra directa. van Gestel ef al. (1992) observa-
ron una marcada disminucidn del CBM al muestrear
cada 2,5 om hasta 10 ecm de profundidad, mientras que
solo en los 2,5 cm superficiales encontraron diferencias
entre siembra convencional y directa. Franzluebbers ¢f
al. (1994b) obtuvieron diferencias imporiantes entre
sistemas de labranzas en los 5 cm superficiales.

La relacion C/N en la BM en general se encuentra
dentro del rango citado en la bibliografia (Stevenson
1986)(Figurad). Sin embargo en los suelos de Anguil y
Paranaen el (iltimo muestreo y en ¢l suelo de Balcarce en
los muestreos de macollaje v floracion se observé un
incremento en dicha relacion. Esto indicariaun crecimien-
o desbalanceado de la BM por la formacion de materiales
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Figura 3: Evalucion del carbono en la biomasa microbiana
(CBM) en el cultivo de trigo en suelos de distintas localida-
des. SDT: siembradirecta testigo sin fertilizar, SDF: siembra
directa fertilizado. LCT: labranza convencional testigo sin
fertilizar. LCF: labranza convencional fertilizado. DMSM:
diferencia minima significativa para la comparacién del
promedio de wratamientos de fertilizacion entre muesircos.
DMSm: diferencia minima significativa para la compara-
cidn entre muestreos en un mismo tratamiento de fertilizacion.
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Figura 4: Relacion C/N en la biomasa microbiana (BM) en
suelos de las distintas localidades. SDT: siembra directa
testigo sin fertilizar, SDF siembra directa fertilizado. LCT:
labranza convencional testigo sin fertilizar. LCF: labranza
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intracelulares dereserva, polimeros extracelulares y/o una
variedad de metabolitos de bajo peso molecular (Zagal.
Persson 1994). Ross (1987) también encontro una rela-
cion inversa entre el pulso de carbono y el de nitrogeno en
distintas época del afio sobre pasturas. Es posible que este
crecimiento desbalanceado pueda deberse también a una
absorcion de nitrogeno por el cultivo. Ocio er al. (1991)
no encontraron una variacion importante en larelacion C/
N en el tiempo, aunque no incluyeron la presencia de
cultivos en sus tratamientos, mientras que Hassink et al
(1991) observaron mayor variacion en larelacion C/N en
labranza convencional que en directa llegando a valores
de 30y 14, respectivamente. Sin embargo, en el muestreo
de floracion para el suelo de Balcarce se llegd a valores
anormalmentealtos en los tratamientos de siembradirecta
testigo y la-branza convencional fertilizado.

~Nose observé una tendencia definida del CBM con
la humedad del suelo (Figura 5). En el suelo de Parana
se observo un incremento del CBM que coincide conun
aumento en lahumedad del suelo, siendo el coeficiente de
determinacion r’=0,40 significativoaunnivel de0,05. En
los suelos de Anguil y Bordenave los coeficientes de
correlacion no fueron significativos a un nivel de 0,05.
En el suelo de Balcarce se obtuvo un relacién inversa
entre dichas variables r=0,50 significativo a un nivel
de 0,05). Ross (1987) encontr¢ una correlacion negati-
va del pulso de CO, y la humedad del suelo, mientras
que Hassink e al. ( 1991) observaron un gran incremen-
to en laBM al rehumedecerse el suelo luego de un periodo
muy seco y poca fluctuacion en afios sin valores extremos
de humedad. van Gestel ef a/. (1993) encontraron un
decrecimiento del CBM con la desecacion del suelo y
concluyeron queel tipoy fisiologiade los microorganismos
influencian su susceptibilidad al secado del suelo.
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