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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la fertilizacion nitrogenada, en diferentes momentos del ciclo productivo
del manzano, sobre el tamaiio de la poblacion microbiana del suelo, sobre el carbono de la biomasa microbiana y la actividad
enzimatica y su relacion con algunas propiedades edaficas. Se ensayaron dos dosis de nitrogeno, aplicadas como nitrato de
amonio en dos momentos: el 50% a caida de los pétalos (octubre) y el 50% restante cercano a la cosecha (marzo), co-
rrespondiendo a dosis de 100 (N,) y 200 (N,) kg ha'y un testigo sin agregado de N (N ), durante los periodos 2005-2006 y 2006-
2007. Se muestreo el suelo antes y después de cada fertilizacion. Se determind: nitrato, nitrégeno total, carbono organico,
carbono de la biomasa microbiana, actividad de la deshidrogenasa y catalasa. Se calcularon los indices de mineralizacion del
carbono, proporcion del carbono organico como carbono de la biomasa microbiana y cociente metabolico. El nitrogeno
incorporado al suelo aumento significativamente el contenido de nitratos en primavera y otofio, en ambas temporadas, y ejercio
sobre labiotaun comportamiento diferencial segun el estado fenologico de las plantas de manzano. En la temporada 2005-2006,
la actividad bioldgica, medida a través del carbono de la biomasa microbiana, respiracion microbiana y deshidrogenasa, se
incremento significativamente con la fertilizacion de octubre. En la temporada 2006-2007 no se manifest6 efecto de la
fertilizacion nitrogenada. La dosis més elevada de nitrogeno (N,) no tuvo diferencias con respecto a (N,) en los resultados
quimicos y biologicos. Las practicas de manejo en manzanos, fertilizacion y poda, generaron cambios en las variables
biologicas.

Palabras clave. Fertilizacion nitrogenada, Indicadores biologicos, Manzano.

BIOLOGICAL CHANGES IN NITROGEN FERTILIZED SOIL OF APPLE ORCHARDS
IN THE ALTO VALLE OF RIO NEGRO

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of nitrogen application at different moments during the apple crop cycle
on the population of soil microorganisms in terms of microbial biomass carbon, enzymatic activity and edaphic properties.
Nitrate content, total nitrogen, organic carbon, microbial biomass carbon, deshidrogenase and catalase activity were
determined and the carbon mineralization index, the proportion of microbial biomass carbon in organic carbon and the
metabolic coefficient (qCO,) were calculated. Nitrogen was applied as ammonium nitrate (NH,NO,) at two rates, 100 (N)
and 200 kg N'ha' (N,), and on two times, 50% at petal fall (October) and the rest at harvest (March), and the results compared
with a control treatment without N (N ). The experiment was repeated over two growing seasons, 2005-2006 and 2006-2007.
Soil samples were taken before and after each fertilization. Nitrogen addition had differential effects on soils chemical and
biological properties depending on the season and plant phenology. In autumn and spring, soil nitrates (NO,) increased
significantly and soil biota was modified during both growing seasons. In the 2005-2006 season, spring nitrogen additions
increased soil biota activity in terms of C-BM, RE and Dh-asa; whereas in the second growing season, 2006-2007, nitrogen
addition had no effect on soil chemical and biological properties. Soil biological activity was affected by orchard management
practices, fertilization and pruning.

Key words. Nitrogen fertilization, Biological indicators, Apple.

dentes indican una aparente dependencia econdémica de

INTRODUCCION

En el Valle del Rio Negro y Neuquén se produce el
85% del cultivo de manzana del pais, siendo una activi-
dad muy importante ya que las exportaciones de manza-
nas y peras representan el 79% del valor de las exporta-
ciones argentinas de frutas frescas. Los nimeros prece-

e

la regién del Alto Valle con la fruticultura, la cual es la
principal actividad econdmica regional. El uso de ferti-
lizantes nitrogenados es uno de los insumos mas impor-
tantes en laproduccion fruticola dado que estos suelos son
pobres en materia organica (MO) y nutrientes. La utili-
zacionracional del suelo implicala preservaciondelaMO
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y de la microflora asociada para no deteriorar la estruc-
turay la capacidad deregularla disponibilidad de macro
y micronutrientes (Stevenson & Cole, 1999).

Laproductividady sustentabilidad de los ecosistemas
dependen de lacapacidad delos suelos de funcionar como
un sistema diverso y resiliente, soportar una productivi-
dad primaria y secundaria neta sostenible y proteger la
calidad del ambiente. Este concepto involucra a las pro-
piedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo (Harris
& Bezdicek, 1994). Los procesos de descomposicion son
llevados a cabo por los microorganismos edaficos, por
ello, las actividades bioldgicas del suelo resultan de
importancia fundamental para entender las modificacio-
nes que se producen a causa de la deposicion superficial
de los residuos (Lupwayi et al., 1998; Abril, 2003), apli-
cacion de fertilizantes y practicas de manejo. Lal (1998)
y Arshad & Martin (2002) indican que los parametros bio-
légicos, en periodos cortos de tiempo, son mas sensibles
aun cambio en el manejo que el contenido de MO de un
suelo, ya que esta varia muy lentamente y solo es posible
detectar los cambios en el largo plazo. Estudios relacio-
nados conlaaplicacion de fertilizantes de nitrogeno inor-
ganico, muestran efectos significativos sobre los micro-
organismos y enzimas en suelos con plantas superiores
y residuos de cultivos (Klose & Tabatabai, 2000). Algu-
nos autores sugieren que la combinacion de diferentes
variables, carbono de la biomasa microbiana y carbono
organico total (C-BM/COT), permiten interpretar la di-
namica de los procesos metabdlicos de la biota del suelo
(Filip, 2002). Dicha relacion es mayor cuando hay dis-
ponibilidad de sustrato de facil descomposicion.

Por lo expuesto, la hipotesis del trabajo fue que la
fertilizacion nitrogenada produce un incremento en la
actividad biologica y enzimatica del suelo. En tal senti-
do, el objetivo fue determinar el efecto de distintas dosis
de fertilizante nitrogenado, aplicado en diferentes mo-
mentos del ciclo productivo del manzano, sobre el tama-
o de la poblacioén de microorganismos del suelo, medi-
do como carbono de la biomasa microbiana y la activi-
dad enzimatica, y su relacion con algunas propiedades
edaficas.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en un monte con manzanos (Malus
domestica Borck) cultivar Red Delicious, de 15 afos, ubicado en
la localidad de Cinco Saltos provincia de Rio Negro entre las
coordenadas 38°56°Sy 57°59°0. La distancia de plantacion fue
de 2,7 m entre plantas y 3,7 m entre filas, el monte no fue ferti-
lizado durante los seis afios previos al estudio.

El material originario de los suelos es aluvial, pertenecen al
orden Aridisol, clasificados como Haplocambides tipicos (Soil
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Survey Staff, 1996) y estan ubicados en la terraza aluvial sub-
reciente. El régimen de humedad corresponde al aridico y el de
temperatura es térmico, lo querefleja condiciones de déficit hidrico
durante todo el afio, siendo maxima la temperatura durante el
verano. Estos suelos solamente son cultivables con riego.

La parcela de estudio estaba compuesta de nueve filas, en las
cuales los tratamientos fueron ubicados en un diseflo completa-
mente aleatorizado, tomando una hilera para cada tratamiento, es
decir, tres repeticiones por tratamiento. Los tratamientos de fer-
tilizacion fueron dos dosis de nitrato de amonio, 100 (N,) y 200
kg N ha'' (N,), aplicados en dos momentos: la mitad de la dosis
en caida de pétalo (5 de octubre) y la siguiente proxima a la co-
secha (18 de marzo), y un testigo sin fertilizar (N ). Los ensayos
se realizaron durante las temporadas 2005-2006 y 2006-2007. En
ambos ciclos, se extrajeron muestras (seis sub-muestras) de suelo
a 0-30 cm de profundidad en diferentes momentos del ciclo
fenologico, comenzando al inicio de floracion antes de fertilizar
(septiembre), entre 25 a 30 dias posteriores a la primera y segun-
da dosis de fertilizacion (octubre y abril, respectivamente). Se de-
termind la concentracion de nitratos, con lahumedad del suelo en
el momento de la extraccion, con un equipo de medicion rapida
(Merck reflectoquant), que expresa el resultado directamente en
mgkg' deNO,, el valor obtenido se expreso en suelo secoaestufa.
Ademas, se extrajeron muestras de suelo de 0-15 cm en el mismo
momento que la anterior con el propdsito de medir variables
quimicas y biologicas. Las muestras de suelos fueron secadas al
aire, en el laboratorio, y tamizadas por malla de 2 mm. Las varia-
bles quimicas analizadas fueron las siguientes: nitrogeno total (Nt)
y carbono organico total (COT), mediante el método de Jackson,
1982. Las variables biologicas fueronrespiracion microbiana (RE)
(mg CO, g"), por incubacion de 10 g de suelo a 28 °C durante 10
dias determinando el CO, capturado en NaOH 0,1 M, titulando
con HCI1 0,1 M (Weaver et al., 1994); carbono de la biomasa
microbiana (C-BM) (mg C 100 g! suelo), utilizando el método
de la respiracion inducida por sustrato (SIR) (Anderson &
Domsch, 1978; Ohlinger, 1996). Se incubd a24°C, los resultados
del contenido de C de la biomasa microbiana por gramo de suelo
seco (105°C) se calcularon aplicando la siguiente ecuacion: Peso
C-BM (mg C 100 g")= 40,04 y + 0,37, donde y=tasa de produc-
ciéon de CO, (mL CO, 100g™ h') = (B-S) N 22 100 0,515/ sse t,
donde B: volumen de HCI consumido por el blanco (mL), S:
volumen de HCI consumido por el suelo (mL), N: normalidad del
HCI,22: factor de conversion (1 meq CO,=22mg CO,), 100: factor
de conversion para expresar el resultado cada 100 g de suelo seco,
0,515: factor de conversion (0,515 mL CO,= I mg CO,), sse: peso
del suelo seco a estufa, t: tiempo de incubacion; actividad deshi-
drogenasa (Dh-asa) por reduccion de 2,3,5 cloruro de trifenil te-
trazolio (TTC) a trifenil formazan (TPF) (ug TPF g' h') y detec-
tada por espectrofotometria (Weaver et al., 1994) y actividad
catalasa (C) (Jonson & Temple, 1964), (umol H,O, transformada
g min’'), basada en la descomposicion del peroxido de hidroge-
no (H,0,), ala muestra de suelo se le agregé H,0, 10 V, se agito
y se afladio SO,H,, se filtrd y el remanente de H,0O, se titulé con
KMnO,. Se calcularon, el cociente metabdlico (qCO,) (Frioni,
1999, Paul & Clark, 1996) como cociente entre RE y C-BM; el
indice de mineralizacion del carbono (IM) como cociente entre
RE y materia organica (Abril & Bucher, 2001); proporcion de
carbono de la biomasa microbiana del carbono organico total del
suelo, cociente entre C-BM y COT (Carter, 1991). Los analisis
quimicos y biologicos se realizaron por triplicado.
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Larelacion entre las variables medidas se estudio y resumio
através del analisis de componentes principales (CP) (Pefia, 2002).
El disefio estadistico fue una experiencia factorial con disefo
completamente aleatorizado y los factores dosis de nitrogeno,
fecha de muestreo (setiembre, octubre y abril) y temporadas (2005-
2006y 2006-2007). A las CP que resumieron la informacion se
realiz un analisis de varianza contemplando la correlacion en el
tiempo. Se utiliz6 el test DGC (Di Rienzo, 2002) para discrimi-
nacion de medias cuando los efectos fueron significativos, conun
nivel de significancia del 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones, al comienzo del ensayo, de COT
yNtfueronde20gkg'y 1,7 gkg ' respectivamente, estas
magnitudes se consideran medias a altas para la region
del Alto Valledel Rio Negro. Larelacion C/N delamateria
organica del suelo fue de 12.

En la Figura 1 se presentan las variables en el plano
principal. Las variables de mayor contribucién en la for-
macion de la CP1 fueron C-BM, RE, Dh-asa y los indi-
ces IMy C-BM/COT. La variable C y el cociente qCO,
fueron las de mayor importanciaen la CP2 y la variable
nitratos en la CP3.

Las tres componentes explican el 84,4% de la inercia
total, la variacién de lainformacién explicadaporla CP1,
CP2 y CP3 fue de 52, 19 y 13%, respectivamente. La
correlacion entre las CP y las variables se describen en
la Tabla 1.

El analisis de la varianza de las variables de la CP1
presentd diferencias significativas entre temporadas, tra-
tamientos de fertilizacion y fechas de muestreo (p=0,022).
En la Tabla 2 se consignan los valores medios de las
variables de la CP1. En la primera temporada se observa
que larelaciéon C-BM/COT, que indica la proporcion del
carbono organico como biomasamicrobiana, present6 los

7,00+
c choz
4,384 ® | Nitratos
1,754 RE
[aV]
o
S IM
o Dh-asa
\ C-BM
-0,88-
C-BM/COT
'3,50' T T T T 1
-2,00 0,25 2,50 4,75 7,00

Figura 1. Representacion de las variables biologicas y quimicas en el plano principal.

Figure 1. Representation of biological and chemical variables in the principal plane

C-BM: carbono de la biomasa microbiana; C: catalasa; DH-asa: deshidrogenasa; RE; respiracion; IM: indice de mineralizacid; qCO,: cociente
metabolico; COT: carbono organico total; C-BM/COT: relacion carbono de la biomasa microbiana y carbono organico total.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion (r) entre las componentes principales y

las variables bioldgicas y quimicas.

Table 1. Correlation coefficients between principal components (CP) and

biological and chemical variables.

Variables CP1 CP2 CP3
C-BM 0,97 -0,07 0,11
C -0,10 0,74 0,20
Dh-asa 0,73 0,03 0,10
RE 0,96 0,20 -0,09
Nitratos -0,01 0,52 0,74
™M 0,95 0,18 -0,18
C-BM/COT 0,92 -0,27 0,13
qCoO, 0,02 0,75 -0,59

C-BM: carbono de la biomasa microbiana; C: catalasa; DH-asa: deshidrogenasa; RE;
respiracion; IM: indice de mineralizacion; C-BM/COT: relacion carbono de la
biomasa microbiana y carbono orgéanico total; qCO,: cociente metabdlico.

valores mas elevados en octubre en los suelos tratados con
N en latemporada 2005-2006. Este resultado puede atri-
buirse aunamejorrelacion C/N que favorecié ladescom-
posicioén de sustratos fAcilmente degradables. E1 IM tam-
bién present6 el mismo comportamiento, a causa de una
mayor produccion de CO, en relacion con el con-tenido
de materia organica disponible. En otofio, los valo-res de
este indice descendieron y fueron semejantes a los del
suelo testigo sin fertilizar.

En la temporada 2006-2007 en otofio, en los suelos
fertilizados el IM fue ligeramente mayor a 1, indicando
el equilibrio entre mineralizacion y humificacién del car-
bono.

Enrelacion ala Dh-asa, en el periodo 2005-2006, las
diferencias fueronsignificativasen N, y N, respectoaN,
como consecuencia de una mayor disponibilidad de ni-
trogeno paralos microorganismos del suelo. Dado que las
enzimas deshidrogenasas son parte integral de los
microorganismos y el C-BM indica su cantidad, estos
resultados muestran que la temperatura y la fertilizacion
permitieron una mayor expresion de la biota del suelo.

En las variables de la CP1 analizadas se observo que
en las parcelas fertilizadas ambas dosis mostraron igual
comportamiento, posiblemente el exceso de nitratos con
el tratamiento N, favorecio el lixiviado y por ello no se
manifest6 una mayor actividad bioldgica en dicho trata-
miento. Estos resultados fueron observados por Aruani
etal.(2007), quienes analizaron la dinamica de los nitra-
tos en el perfil del suelo y concluyeron que es necesario
mejorar la eficiencia de riego, principalmente durante la
primavera, para asegurar mayor absorcion de los nitratos
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por parte de los frutales y evitar las pérdidas de nitratos
por lixiviacion.

Al realizar el analisis de la varianza de las variables
de la CP2 se obtuvo diferencias significativas entre tem-
poradas y fechas de muestreo (p=0,0001). El efecto tra-
tamiento no fue significativo (p=0,52). La catalasa, en-
zima considerada como indicadora de la actividad mi-
crobiana de los microorganismos aerobios (Rodriguez-
Kabana & Truelove, 1982) present6 resultados homogé-
neos entre las fechas de muestreo en la primera tempo-
rada, mientras que en la segunda el comportamiento fue
diferente mostrando efecto significativo en octubre (Ta-
bla 3).

Los valores promedios obtenidos del cociente me-
tabolico (qCO,) fueron de 0,05, enlos suelos fertilizados
y sin fertilizar. De acuerdo a los resultados obtenidos en
suelos forestales por Anderson & Domsch (1993), que
presentan similitudes con los suelos estudiados, este valor
determina que el monte de manzano podria ser un
ecosistema estable y maduro dado que la relacion entre
larespiraciontotal y labiomasatotal disminuye hasta que
el ecosistema alcanza el estado de equilibrio o estabili-
dad. Este indice se relaciona con la hipdtesis de optimi-
zacion energética en ecosistemas en desarrollo, derivada
de la teoria ecologica de Odum (1985) sobre la sucesion
de los ecosistemas y la eficiencia metabolica de la
microflora edafica.

Del analisis de la varianza de la CP3 se obtuvieron
diferencias entre fechas de muestreo y tratamientos de
fertilizacion (p=0,061). No se obtuvo diferencia entre
temporadas.
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Tabla 3. Valores medios de las variables de la CP2 en las diferentes fechas de muestreos y tratamientos. Valores
seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas entre filas (Test de DGC P<0,05).

Table 3. Mean values of CP2 variables for the different sampling dates and treatments. Values followed by the
same letter indicate no significant differences between rows (DGC test, P<0.05).

Catalasa

Temporadas ] qco,
(umol H,0, transformada g')
Septiembre Octubre Abril Septiembre Octubre Abril
2005-2006 17,9 a 18,7 a 17,6 a 0,048 a 0,048 a 0,048 a
2006-2007 20,7b 259¢ 19.9b 0,048 b 0,053 b 0,047 b

qCO,: cociente metabolico.

En septiembre el contenido de NO, no mostro dife-
rencias entre los tratamientos. En octubre y en abril se
observo un incremento muy significativo en la concen-
tracion de NO, en los tratamientos N, y N, con respecto
aN, ysignificativoentre N, y N . La fertilizacion de otofio
es aplicada cuando las hojas atin mantienen su actividad
fotosintética y parte del nitrogeno absorbido se dirige a
los 6rganos de reserva (ramas y raices) (Sanchez, 1999),
o es consumido por la microfauna del suelo.

Enlatemporada2005-2006 los resultados bioldgicos
mostraron un comportamiento diferencial asociado a los
@ estados fenoldgicos de las plantaciones de manzano.
Durante los meses de primavera el monte frutal aumenta
su biomasa en forma paulatina, aportando necromasa
aéreay exudadosradiculares en forma continua. Ademas,
elefecto de latemperaturay la fertilizacién estimulan las
poblaciones microbianas que metabolizan materiales de
mas facil descomposicion (Loveland & Webb, 2003). La
mayor disponibilidad de nitrégeno para los microorga-
nismos del suelo en octubre (Tabla 4) permitié un incre-
mento de las variables de la CP1 como consecuencia de

una mayor disponibilidad de este nutriente. Sin embar-
20, ésta situacion no se manifesto de lamisma manera en
la temporada 2006-2007, posiblemente debido a que en
el monte frutal se realizé una poda severa que minimiz6
el crecimiento de madera improductiva para la proxima
temporada (Arjona & Santonini, 2007). Las hojas por su
activa fotosintesis son la fuente mas importante de los
fotoasimilados, no obstante, en los primeros estadios de
desarrollo actian como destino de manera similar que las
raices y frutos. En el inicio de brotacidn, tanto el creci-
miento de los apices vegetativos como los primordios
radiculares se producen a expensas de los fotoasimilados @
acumulados el afio anterior. Probablemente las reservas
de madera para la brotacion (disminuidas por la poda) en
latemporada 2006-2007 fueron destinadas al crecimien-
to vegetativo mas que al crecimiento radicular, estable-
ciendo competencia con los fotoasimilados destinados a
la raiz (Sanchez, 1999). Esta situacion hace que las rai-
ces liberen al suelo menor cantidad de exudados que
incluyen compuestos de alto y bajo peso molecular
(Hawest et al., 2003). Uren (2007) realiz6 estimaciones

Tabla 4. Valores medios de nitratos (mg kg') en las diferentes fechas de muestreo y tra-
tamientos de fertilizacion. Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias
significativas entre columnas (Test de DGC P<0,05).

Table 4. Mean nitrate content (mg kg™) for the different sampling dates and treatments.
Values followed by the same letter indicate no significant differences between columns (DGC test,
P<0.05).

Nitratos (mg kg™)

Tratamientos

Septiembre Octubre Abril
N, 36,9 ¢ 29,5¢ 17,6 ¢
N1 31,8 ¢ 116,2 b 102,2 b
N2 46,2 ¢ 221,5a 220,6 a

N,: Sin fertilizar; N,: 100 kg N ha'; N,: 200 kg N ha’!
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del carbono fijado por plantas que crecen a campo y cal-
cul6 que el 50% del carbono fijado por las plantas es res-
pirado por las raices como CO, y 10% es liberado como
resto de raices. Estos valores dependen de la especie,
cultivar, condiciones ambientales, edad de la planta, pro-
piedades del suelo, entre otros factores. Las sustancias
liberadas, desde las raices al suelo, como carbono soluble
estimulan la actividad microbiana en larizosfera del suelo
(Valg etal.,2005) y produce generalmente un incremento
significativo en el C-BM y Dh-asa. Este efecto no se ob-
servoenel ciclo 2006-2007, como consecuenciade laprac-
tica de la poda y por ello los valores de las variables de la
CP1 en la segunda temporada fueron menores.

En ambas temporadas, los resultados biolégicos
muestran que la fertilizacion en otofio (Tabla 2) no ejer-
ci6 el mismo efecto que la que se realizé en octubre. Esto
se atribuye a que en primavera las plantaciones de man-
zanos finalizan la etapa de dormancia y las condiciones
metabdlicas y hormonales promueven un activo creci-
miento. En cambio, en otofio el cultivo entra en estado de
reposo vegetativo debido a la accioén de inhibidores in-
ternos que promueven la disminucion del metabolismo,
incidiendo estos factores en la proliferacion microbiana.
Por ello, las variables de la CP1 disminuyeron y atin mas
en la segunda temporada a pesar que después de la fer-
tilizacion de abril el contenido de nitratos fue mayor en
el tratamiento N, (Tabla 4).

Si bien la catalasa puede usarse como una medida de
la actividad bioldgica, ya que actia como una enzima
intracelulary laactividad remanente fuera de la célulami-
crobiana se asocia con la MO o la sorcion sobre los mi-
nerales arcillosos (Stotzky, 1974), es dificil interpretar las
resultados de esta enzima en el presente estudio, no se
comporté como el C-BM o Dh-asa.

CONCLUSION

Elnitrégeno incorporado al suelo ejerce sobre labiota
un comportamiento diferencial seglin el estado fenolo-
gico de las plantas de manzano. En primavera se inten-
sifica la actividad metabdlica del frutal y aumenta la
actividad bioldgica del suelo. En otofio el menor aporte
de sustancias energéticas al suelo afecta la actividad
microbiana.

La dosis mas elevada de nitrogeno (N,) no tuvo dife-
rencias con respecto a (N ) en los resultados quimicos y
bioldgicos, lautilizacion de la menor dosis de fertilizan-
te permitiria que el sistema sea sustentable ecologica-
mente. Una poda severa cambia la actividad metabolica
en el frutal, afectando a los microorganismos del suelo.
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