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Figura 4-2 — Caracterizacion de las entradas de biomasa, de C y de N al suelo que recibié cada
una de las rotaciones del cultivo de soja con cultivos de servicios o con presencia de barbecho
invernal (testigo). Para cada rotacion se muestra el promedio y el desvio estandar de los aportes
de Cy N durante los 3 afios realizados desde la biomasa aérea o subterranea producida por los
cultivos de servicios y por la soja. En el caso del testigo, la biomasa de cultivos de servicios
corresponde a la de las malezas que crecieron durante el periodo de barbecho y para estimar sus
aportes de C y N se utilizaron las concentraciones promedio de A. strigosa, L. multiflorum y R.
sativus. Para estimar los aportes de soja de C y N se utilizaron las concentraciones promedio de
T. alexandrinum y V. sativa. Los aportes totales corresponden a la suma de todos los aportes de
C o N que recibi6 el suelo durante los 3 afios, su relacion C/N y §'°C, que fue evaluada en los
cultivos de servicios y estimada para las malezas y el cultivo de soja, considerando su
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Figura 4-3 — Carbono en la fraccion MAOM acumulado en los primeros 15 cm de profundidad
del suelo (Tn C.ha). Las barras lisas de color gris oscuro muestran el C-MAOM,igjo (C formado
previo a la instalacion del experimento); las barras lisas de color gris claro muestran el C-
MAOMjom (C formado a partir de la POM vieja y nueva) y las barras ralladas el C-MAOMuevo
(C formado a partir de los cultivos presentes en la rotacién). Las letras distintas muestran
diferencias significativas o marginalmente significativas en C-MAOMyevo (p=0,09) y C-
MAOM (p=0,08) en los contenidos de C presentes en el campo natural, en el momento inicial y
en las distintas rotaciones de soja con cultivos de servicios o barbecho invernal (testigo) luego
de 3 afios. Las profundidades 0-5 y 5-15 se muestran acumuladas en la profundidad 0-15 porque
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Figura 4-4 — Porcentaje de descomposicion y de humificacion del C en las fracciones POM y
MAOM bajo las distintas rotaciones de soja con cultivos de servicios o barbecho invernal
(testigo). El % descomposicion se refiere a la proporcién del C presente al inicio del
experimento que es descompuesto luego de 3 afios de sembrar cultivos (% de Cuicjo remanente) y
el % humificacion a la proporcién de las entradas de biomasa totales que quedan retenidas como
Cnuevo €n las distintas fracciones. Las letras distintas muestran diferencias significativas entre
tratamientos. La descomposicion del C-MAOM.igjo €n las dos leguminosas presentd valores
levemente negativos, por lo tanto, se asume que no hubo una descomposicion detectable del C-
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Figura 4-5- Relacion C/N y contenido de N en la POM en los primeros 5 cm de suelo y en la
MAOM en los primeros 15 cm. Las letras distintas muestran diferencias significativas entre
tratamientos en la C/N-POM (p=0,04) y marginalmente significativas en el N-POM (p=0,07).
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Figura 5-1- Rendimientos del cultivo de soja con un cultivo de servicio antecesor de graminea,
crucifera o leguminosa (eje y) en funcién del rendimiento de soja en el testigo, luego de un
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Figura 5-2- Relacién entre rasgos de los cultivos de servicios y procesos relacionados con la
provision de servicios ecosistémicos, relacionados con el control de la erosion, la formacion de
materia organica del suelo y la regulacion del ciclo del N. Las flechas indican que el rasgo se
encuentra positivamente relacionado con el proceso, 1 cuando la relacion es muy fuerte y /7
cuando la relacion es mas débil. En ambas flechas, cuando se utiliza un mayor tamafio y grosor,
existe un mayor nivel de confianza debido a la disponibilidad de evidencias cientificas. Los
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Figura 5-3- Descripcion cualitativa de servicios que proveen diferentes ecosistemas. La
provision de los multiples servicios ecosistémicos que brinda un ecosistema natural (a) o
agroecosistemas que incluyen diferentes cultivos (b-f) se ilustra mediante gréficos de tela de
arafia, donde la provision de cada servicio se encuentra normalizada. Los servicios que se
consideran son la provisién de alimentos (granos); la materia organica particulada (POM) y la
asociada a los minerales (MAOM) que estan relacionadas con el secuestro de C en el suelo y
con los servicios emergentes del suelo que permiten mantener la produccion en el largo plazo; la
retencion de nutrientes que disminuye el riesgo de contaminacion de las napas de agua por
lixiviacion; las propiedades fisicas del suelo que determinan la capacidad de infiltracion y
retencion del agua en el suelo, y como consecuencia, previenen la erosion y disminuyen el
riesgo de déficit hidrico en los cultivos; la mantencién de la composicion atmosférica, por
medio de la reduccién de las emisiones de gases de efecto invernadero y el secuestro de C en el
suelo, que contribuye con la mitigacion del cambio global; la reposicion de N que disminuye los
insumos de fertilizante nitrogenado que se necesitan para la produccion; la proteccion de la
erosion que permite evitar la pérdida del suelo; la biodiversidad de los ecosistemas y el control
de malezas mediante la competencia que disminuye la probabilidad de aparicion de resistencias
a los herbicidas. En (c) se muestra con linea punteada, la combinacidn en el tiempo de un
cultivo de renta (soja) y una mezcla de cultivos de servicios. En la mezcla, se combinan en el
espacio especies pertenecientes a la familia de las gramineas (d); las leguminosas (e) y las
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Titulo: Evaluacion de la fijacion biolégica de nitrogeno y la produccion de raices en
distintos cultivos de servicios y sus efectos sobre las reservas de C y N organico del
suelo.

Resumen

Los cultivos de servicios pueden incluirse en las rotaciones agricolas para proveer
servicios ecosistémicos que se han perdido en los sistemas de agricultura continua. Estos
cultivos, que se siembran en los periodos entre cultivos de renta y no se cosechan (i.e.
cultivos de cobertura, abonos verdes, etc.), podrian ser sembrados en la Region
Pampeana, con efectos positivos a corto y largo plazo sobre la produccion de los cultivos
de renta. En esta tesis, se caracterizaron especies de cultivos de servicios de gramineas,
leguminosas o cruciferas en cuanto a sus rasgos y efectos sobre el C y el N de la materia
organica del suelo (MOS). Para ello se realizaron tres experimentos: (1) se evaluaron la
biomasa aérea y subterranea y los aportes de N fijado biolégicamente (NFB) en diez
especies de leguminosas mediante el método de abundancia natural de *°N, durante dos
afios; (2) se evaluo el comportamiento de 8 especies de cultivos de servicios de gramineas,
leguminosas o cruciferas caracterizando su produccion de biomasa aérea y subterranea,
durante tres afios; y (3) se evalu6 el efecto acumulado de las rotaciones agricolas con y
sin cultivos de servicios sobre la formacion y descomposicion de la MOS, estimada
mediante el uso de is6topos de 3C en la MOS particulada (POM) y la asociada a los
minerales (MAOM). Los resultados de esta tesis sugieren que: a) los aportes de NFB de
las leguminosas aumentan en funcion de la biomasa aérea, pero esta respuesta satura
cuando la biomasa es muy alta debido a una dilucion de la concentracion de N; b) la
produccion de biomasa subterranea esta determinada principalmente por la especie y se
mantiene relativamente constante entre afios en las gramineas y las leguminosas, pero
aumenta en funcion de la produccion de biomasa aérea en las cruciferas; c) las
disminuciones en la MAOM de los sistemas agricolas se deben tanto al aumento de las
pérdidas por descomposicién como a la baja humificacién de los aportes de biomasa en
la MAOM, pero las disminuciones en la POM se deben principalmente a las pérdidas por
descomposicion, ya que la humificacion no es sustancialmente afectada; d) las rotaciones
que incluyen cultivos de servicios de gramineas aumentan la descomposicion de la
MAOM pero luego forman MAOM nueva sugiriendo un aumento en la velocidad de
ciclado del C y e) las leguminosas, en cambio, no estimulan la descomposicion del
MAOM pero si la descomposicion de la POM y presentan altas tasas de humificacion de
sus residuos en la MAOM, logrando una alta formacion de MAOM. La variabilidad
observada en los rasgos que presentan las distintas especies y su impacto en la formacion
de MOS, resalta la importancia de seleccionar y evaluar a los cultivos de servicios
considerando aquellos rasgos que se encuentren relacionados con los servicios
ecosistémicos que se quieren mejorar.

Palabras clave: intensificacion ecoldgica; cultivos de cobertura; servicios ecosistémicos;
humificacion del carbono, descomposicién de la materia organica del suelo; nitrégeno
fijado biol6gicamente, biomasa subterranea
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Title: Nitrogen biological fixation and root biomass evaluation in different service crops
and their effects on soil organic C and N.

Abstract

Service crops can be included in agricultural rotations to provide ecosystem services that
have been lost in continuous agricultural systems. These crops, which are sown in
between cash crops periods and are not harvested (i.e. cover crops, green manure, etc.),
could be sown in the Pampean Region with positive short and long-term effects on the
cash crops yields. In this thesis, service crops candidates (certain grasses, legumes, and
crucifers species) were characterized in terms of their traits and effects on the C and N of
soil organic matter (MOS). To achieve this goal, three experiments were carried out: (1)
shoot and root biomass and the N biologically fixed contributions (NFB) in ten legume
species were evaluated for two years using the °N natural abundance method; (2) shoot
and root biomass were evaluated in 8 genotypes of grasses, legumes or cruciferous crops
for three years; and (3) the cumulative effect of agricultural rotations, with and without
service crops, on the MOS formation and decomposition was estimated through **C
isotopes in the particulate (POM) and in the associated with minerals (MAOM) fractions
after three years. Results suggest that: a) legumes NFB contributions increase with shoot
biomass, but this response saturates at high biomass values due to N concentration
dilution in the tissues; b) root biomass is determined mainly by the genotype (i.e. different
species) and by shoot biomass in crucifers, but for grasses and legumes root biomass
remains relatively despite changes in shoot biomass; c) MAOM decreases in agricultural
systems are due both to high decomposition losses and low humification in the MAOM,
while POM decreases are only explained by high decomposition losses since the
humification is not substantially affected; d) agricultural rotations with service crops of
grasses increase the MAOM decomposition but at the same time generate new MAOM,
suggesting an increase in the C turn-over; and e) legumes stimulate the POM
decomposition, but not MAOM decomposition, and promote MAOM formation through
their high humification rates. The variability observed in different species traits and their
impact on the MOS formation highlights the importance of evaluating and selecting traits
in service crops to improve the targeted ecosystem services.

Keywords: ecological intensification; cover crops; ecosystem services; carbon
humification, soil organic matter decomposition; nitrogen biologically fixed, root
biomass



1. Capitulo 1 — Introduccién



1.1. Introduccioén

La actual tendencia hacia la agricultura continua con baja rotacion de cultivos
representa un desafio importante para la sustentabilidad de la produccion agropecuaria
nacional e internacional. Los sistemas tradicionales de produccién agropecuaria de la
Region Pampeana consistieron en rotaciones de cultivos anuales con pasturas perennes
durante gran parte del siglo XX (Soriano et al., 1991; Hall et al., 1992). Sin embargo, en
las dltimas décadas se han ido transformando en esquemas mas simplificados que cuentan
con menor diversidad de cultivos y dan lugar a periodos sin cultivos (barbechos) durante
gran parte del afio (Rubio 2011; Baeza et al. 2014; Pinto et al. 2017). Como consecuencia
han surgido problematicas tanto a escala global (e.g. disminucion de la regulacion del
ciclo del agua y nutrientes y del secuestro de carbono (C), Foley et al. 2005) como local
(e.g. pérdidas de materia organica del suelo (MOS), compactacion y reduccion de la
capacidad de almacenaje de agua en el suelo; erosion y desertificacion y degradacion
bioldgica del suelo (Coutinho et al. 2015)). Es por ello que resulta crucial disefiar
agroecosistemas que permitan sostener la produccién agricola en el largo plazo y la
provision de servicios ecosistémicos diversos (Foley et al., 2003; Malézieux et al., 2009;
Oliver et al., 2010).

En los agroecosistemas se suele maximizar la produccidon agricola a expensas de
la reduccion de otros servicios ecosistémicos, pero es posible plantear alternativas que
disminuyan este compromiso (Power 2010). Los servicios ecosistémicos son los
beneficios que le brindan los ecosistemas a la sociedad y dependen de su estructura y
funcionamiento (Millenium Ecosystem Assesment, 2005). En los agroecosistemas, la
mayor parte de la energia absorbida se asigna a la produccion de granos y como
consecuencia se destina muy poca energia a otros servicios, como el de regulacion de los
ciclos de la materia. Para poder destinar mas energia a otros servicios ecosistémicos, es
necesario disminuir la produccion de granos o aumentar el ingreso de energia al
ecosistema. Es por ello que diversos autores proponen aumentar la absorcion de energia
proveniente del sol mediante la siembra de cultivos que no sean de renta en los periodos
de barbecho (Power 2010; Tittonell 2014). Mediante esta intensificacion ecoldgica de los
agroecosistemas es posible imitar el funcionamiento y la estructura que presentan los
ecosistemas naturales (Jackson & Jackson 1999) para diversificar la provision de distintos
servicios ecosistémicos en el tiempo (Schipanski et al. 2014; Tittonell 2014; Gaba et al.
2015; Frasier et al. 2016; Pinto et al. 2017).

Recientemente, estos cultivos que se siembran en los periodos de barbechos y no
se cosechan, comenzaron a ser denominados “cultivos de servicios”, pero esta practica
fue desarrollada con mucha anterioridad (Pifieiro et al. 2014; Pinto et al. 2017). La
siembra de abonos verdes para aumentar la MOS vy el nitrégeno (N) de suelo remonta
desde 300 afios a.c. (Pieters 1938). Desde principios del siglo XX, se siembran cultivos
de cobertura para evitar la erosion del suelo y la lixiviacion de los nutrientes. En sus
inicios eran incorporados al suelo como abonos verdes (Pieters 1938) pero a partir de la
adopcion de la siembra directa, se comenzaron a utilizar herbicidas para interrumpir su
ciclo (Mitchell & Tell 1976; Kemper & Derpsch 1980). Debido a que el término cultivos
de cobertura solo hace referencia a mantener el suelo cubierto para disminuir la erosion,
en las Gltimas décadas se propusieron otras denominaciones para resaltar los diferentes
beneficios que brindan: “cultivos trampa”, porque pueden disminuir las pérdidas de
nutrientes por lixiviacién, volatilizacion o desnitrificacion (Thorup-Kristensen 1994); o
“cultivos multipropositos” debido a los diversos objetivos por los que pueden ser
sembrados (Weil et al. 2009). Sin embargo, el uso de estas denominaciones es menos



frecuente y en la comunidad se reconoce la multifuncionalidad de los cultivos de
cobertura, mas alla de lo que su nombre sugiere.

En cambio, existe un interés creciente en adoptar el término “cultivos de
servicios” porque mas alla de resaltar la multifuncionalidad, proporciona un marco
ecoldgico que puede ayudar a mejorar el manejo de los agroecosistemas. Por ejemplo, en
varias reuniones y congresos organizadas por AAPRESID y AACREA, diferentes
oradores comenzaron a discutir sus resultados dentro de este marco (Cosci et al. 2017;
Diaz et al. 2017; Divito 2017). Los cultivos de servicios pueden restaurar la provision de
algunos servicios ecosistémicos que se pierden bajo agricultura continua y tienen impacto
a distintas escalas. Por un lado, pueden reducir el impacto a escala global mediante el
secuestro de C en la MOS (Liu et al., 2005; Ding et al., 2006; Olson et al., 2010) o la
reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero que ocurren durante los
periodos de barbecho (i.e. éxido nitroso) (Wagner-Riddle & Thurtell 1998); o a escala
regional por mantener el nivel de las napas (Nosetto et al. 2012) o evitar su contaminacion
reduciendo la lixiviacion de nutrientes (Rosecrance et al. 2000; Kramer et al. 2002;
Venkateswarlu et al. 2007; Bergkvist et al. 2011; Restovich et al. 2012). Por otro lado,
pueden tener impactos a escala local, que a diferencia de los anteriores son directamente
percibidos por los productores y pueden estimular su adopcion.

En la escala local, los servicios ecosistémicos pueden ser percibidos en el largo
plazo, como los que dependen del C organico del suelo (COS), o en el corto plazo, cuando
permiten la reduccién de subsidios de energia (i.e. insumos agricolas). En el largo plazo,
estos cultivos pueden aumentar la provision de los servicios que emergen del suelo, por
medio del aumento de la MOS y la mejora de las propiedades fisicas del suelo (Dominati
et al. 2010; Robinson et al. 2012; Banwart et al. 2016;). La MOS es un reservorio de
nitrégeno, fosforo y otros nutrientes para las plantas (Banwart et al., 2015) y esta
positivamente relacionada con la macroporosidad, el tamafio y estabilidad de los
agregados y la densidad aparente (Bronick & Lal 2005). De estas propiedades fisicas,
emergen los servicios de infiltracion y retencion del agua en el suelo, que previenen la
erosion y disminuyen el riesgo de déficit hidrico en el cultivo (Banwart et al. 2015). La
mantencidn de estos servicios ecosistémicos resulta fundamental para el sostenimiento de
la produccién en el largo plazo. Sin embargo, en la Region Pampeana, gran parte de la
produccion se hace bajo arrendamiento y se prioriza obtener ganancias maximas en el
corto plazo (Pifieiro & Villarreal 1999; Carolan 2005; Bert et al. 2011).

En cambio, el impacto que pueden tener los cultivos de servicios en el corto plazo
mediante la reduccién de subsidios puede motivar su adopcion en la Region Pampeana.
En general, el concepto de servicios ecosistémicos fue utilizado para comparar los
servicios que se pierden cuando un ecosistema natural es transformado en un sistema
productivo (Foley et al. 2005). Sin embargo, la agricultura continua conlleva el aumento
de subsidios de energia, que es la energia que se agrega al agroecosistema con el fin de
canalizar la energia del sol hacia la produccion de granos (e.g. fertilizantes, herbicidas o
insecticidas). Estos también pueden ser entendidos como servicios que brindan los
agroecosistemas cuando no se encuentran deteriorados y que, al perderlos, requieren de
la incorporacién de energia externa para sostener la produccion. En este sentido, la
disminucion de los subsidios mediante cultivos de servicios, puede ser percibida por los
productores en el corto plazo e incentivar su adopcién. Los cultivos de servicios permiten
absorber una gran parte de la radiacion del sol que generalmente se pierde durante los
periodos de barbechos (Caviglia 2004). Por ejemplo, cuando el cultivo de servicios es una
leguminosa permite disminuir el subsidio de la fertilizacion nitrogenada que aumenta la



proporcidn de la radiacion incidente que es transformada en productividad primaria neta.
Esto se considera un subsidio porque para que el N de la atmdsfera (N2) pase a estar
disponible en el suelo y pueda ser absorbido por las plantas, se requiere energia: es
necesario sintetizar el fertilizante en condiciones de alta temperatura y presion para
romper el triple enlace del N> (método de Haber-Bosch) y ademas transportar y distribuir
el fertilizante en el suelo. Pero el N> también puede pasar a estar disponible en el suelo a
partir de la energia del sol mediante cultivos de servicios de leguminosas asociadas a
bacterias fijadoras de N. Por medio de la fotosintesis, estas pueden transformar la energia
luminica en energia quimica, que puede ser utilizada por las bacterias fijadoras para
romper los enlaces del N> (Kramer et al. 2002; Bergkvist et al. 2011).

1.2. Cultivos de servicios: una alternativa para aumentar la provision de
servicios ecosistémicos en la Regién Pampeana

En la Region Pampeana la posibilidad de sembrar cultivos de servicios sin afectar
los rendimientos de los cultivos de renta representa una oportunidad para la
intensificacion ecoldgica (Alvarez et al. 2017; Pinto et al. 2017). Los planteos de doble
cultivo generalmente exponen al segundo cultivo a condiciones ambientales
desfavorables que repercuten en el rendimiento (Calvifio et al. 2003; Monzon et al. 2007).
En cambio, los cultivos de servicios pueden ser interrumpidos en forma temprana de
modo de disminuir la probabilidad de afectar negativamente al cultivo de renta. En este
sentido, resulta fundamental garantizar un buen desarrollo del cultivo de servicio por
medio de fechas de siembra tempranas, que incluso pueden ser previas a la cosecha del
cultivo de renta anterior (Vos & van der Putten 1997; Barrios et al. 2015). De este modo
se aprovechan las condiciones favorables del otofio (i.e. temperaturas y precipitaciones)
y es posible exponer al cultivo de renta siguiente a mejores condiciones ambientales
(Pinto et al. 2017).

A partir de la posibilidad de sembrar cultivos de servicios, surge la necesidad de
caracterizarlos por medio de rasgos que se encuentren relacionados con funciones
especificas. Por ejemplo, la biomasa aérea se encuentra relacionada con el control de la
erosion; la biomasa subterranea, con la MOS vy las propiedades fisicas del suelo; y el N
fijado biolégicamente por las leguminosas, con los aportes de N al suelo (Herridge et al.
2008; Alvarez 2013; Jackson et al. 2017). Sin embargo, esta caracterizacion requiere
mucho esfuerzo porque la comparacion de los genotipos debe repetirse en diferentes sitios
y afios para diferenciar los efectos del genotipo (G), del ambiente (A) y de la interaccién
entre ambos (GxA) (Kang 1998). La interaccion GxA ocurre cuando los genotipos
responden diferente a la variacion ambiental y dificulta la seleccion de los genotipos
porque el ranking varia en los distintos ambientes. Es por ello, que durante el
mejoramiento de los cultivos se busca combinar una alta produccién de biomasa aérea
con una baja interaccién GxA para que sea estable entre afios (Acikgoz et al. 2009; Loi
et al. 2015).

A lo largo de esta tesis, se estudiaron diferentes especies de cultivos de servicios
considerando algunos rasgos y funciones que hasta el momento han sido poco exploradas.
Especificamente, los rasgos que se consideran son la produccién de biomasa aérea y
subterranea, y la capacidad de fijar N biologicamente; y las funciones relacionadas con la
formacion y descomposicién de la MOS. En el disefio de los experimentos s6lo se
contempla la variacion del ambiente generada por la fecha de siembra o las condiciones
ambientales que varian entre afilos en un mismo sitio (e.g. temperatura, precipitacion y
duracion del ciclo del cultivo). Es decir que el efecto del ambiente se estudia en forma



parcial porque no se consideran las variaciones entre el tipo de suelo o la disponibilidad
de nutrientes que difieren entre sitios. Sin embargo, dado que la biomasa aérea es un rasgo
muy pléstico que responde a las variaciones interanuales del ambiente, permite comparar
como responden otros rasgos al aumento de la biomasa aérea en diferentes cultivos de
servicios.

1.2.1. Cultivos de servicios para aumentar el nitrogeno del suelo

La siembra de cultivos de servicios de especies leguminosas podria aumentar los
contenidos de N en la MOS. En la Region Pampeana, los contenidos de N disminuyen
debido a que la fertilizacion de los cultivos no compensa la exportacién de N por medio
de la cosecha de granos (Austin et al. 2006; Salvagiotti et al. 2009; Garcia & Gonzalez
Sanjuan 2013). En este sentido, la siembra de cultivos de servicios puede mejorar los
balances de N mediante los aportes de NFB los cuales dependen del %N derivado de la
atmosfera (%Ndfa), del %N y de la biomasa producida.

En la Regidn Pampeana existen pocos trabajos que evallen los aportes de NFB en
cultivos de servicios y a su vez, estos consisten en mediciones indirectas como el
contenido de nitratos en el suelo al final de su ciclo o por las diferencias en el contenido
de N del cultivo siguiente (Diez et al. 2012; Rinaudo et al. 2012; Rillo et al. 2012). En
este sentido, una medicion mas directa consiste en estimar los aportes de NFB a partir de
la produccion de biomasa, el % N y el %Ndfa. Para conocer el %Ndfa es posible usar el
método de abundancia natural propuesto por Hogberg (1997) y utilizado por diversos
autores (Unkovich & Pate 2000; Robinson 2001; Hauggaard-Nielsen et al. 2012; Nebiyu
et al., 2013). Este método consiste en comparar la abundancia relativa de >N (8°N) en
una planta fijadora que obtiene N tanto de la atmosfera como del suelo con el $*°N de una
planta no fijadora que obtiene todo su N del mismo suelo.

1.2.2. Cultivos de servicios para aumentar el carbono organico del suelo

La inclusién de cultivos de servicios en las rotaciones puede aumentar el carbono
organico del suelo (COS) por medio del aumento de las entradas de C al suelo o la
disminucion de las salidas. En sistemas de cultivos anuales, las disminuciones en los
contenidos de COS, generalmente se deben a los egresos o pérdidas de C del suelo por
erosidn, ocasionados por la baja cobertura presente en el barbecho (Sawchik et al. 2012),
pero también a los bajos aportes de residuos vegetales de los cultivos. Los cultivos de
servicios pueden incidir sobre ambos flujos en simultaneo: cubren el suelo y reducen las
salidas por erosion y a la vez, aumentan las entradas de C al suelo mediante sus aportes
de biomasa. En este sentido tanto la productividad de los cultivos de servicios como la
composicion quimica y la proporcion de la biomasa total que es destinada a raices finas
y gruesas tienen influencia en la cantidad de C que ingresa al suelo y su humificacion
(Janzen et al. 1998; Baisden & Amundson 2003; Bolinder et al. 2007; Kong & Six 2010;
Mazzilli et al. 2015).

Los cultivos de servicios de especies pertenecientes a las familias de las
gramineas, cruciferas y leguminosas han sido sembrados en la Region Pampeana con
diversos objetivos (e.g. mejorar las propiedades fisicas del suelo, mejorar el balance
hidrico, proveer N) (Villamil et al. 2006; Varela et al. 2011; Diez et al. 2012; Restovich
et al. 2012; Sawchik et al. 2012). Pero debido a que presentan rasgos muy distintos (e.g.
produccion de raices, particion en raices finas y gruesas, composicion de la biomasa),
resulta interesante evaluar su contribucion en la formacién de COS.



Generalmente, los efectos sobre los contenidos de COS no son consistentes y
posiblemente esto se deba a que la comparacion de los contenidos totales no es suficiente
para abordar su heterogeneidad y complejidad. Para ello es posible utilizar una
aproximacion experimental que combine el uso de is6topos estables de '3C con el
fraccionamiento fisico de la MOS para poder estudiar la descomposicion y la
humificacion (i.e. formacion de MOS) del COS en cada fraccion (Pifieiro et al. 2012). La
MOS puede separarse en dos fracciones en funcion del tamafio de particula, las cuales se
distinguen en su estructura, funcionamiento y tiempo de residencia del COS: materia
organica particulada (POM>50um) y materia orgénica asociada a los minerales (MAOM
< 50um ) (Bernoux et al. 1998; Cambardella & Elliot 1992; Christensen 2001). La POM
estad compuesta por restos vegetales y presenta una bioquimica muy similar a la broza, ya
que Unicamente las diferencia el tamafio de particula (broza>2 mm>POM). Por lo tanto,
al igual que en la broza, la descomposicion de la POM se encuentra limitada por la
presencia de compuestos recalcitrantes (i.e. altos contenidos de lignina y relacion C/N) y
podria ser estimulada por el aumento en el N disponible (Knorr et al. 2005). En cambio,
la MAOM esta compuesta por productos derivados de los microorganismos que presentan
bajo peso molecular y relacion C/N. Estos compuestos presentan una proteccion fisica a
la descomposicion porque se encuentran adsorbidos a las arcillas y limos, ocluidos dentro
de los agregados o asociados a metales del suelo y por lo tanto los microorganismos
requieren mucha energia para descomponerlos (Kuzyakov et al. 2000; Fontaine et al.
2003).

Cambios tanto en las entradas, dadas por la humificacion de los aportes de
biomasa, como en las salidas, dadas por la descomposicién del COS, pueden ser
estimados con el método de dilucion isotdpica que se basa en las diferentes relaciones
isotdpicas (83C= 13C/*?C) que presentan las plantas con metabolismo fotosintético Cs y
Cs. De este modo, cuando un campo natural con presencia de especies C4 es transformado
en un agroecosistema en donde s6lo se siembran especies Cs, es posible distinguir el Cyigjo,
que estaba presente en el campo natural, del Cnuevo que fue formado a partir de los cultivos
Cs (Balesdent & Balabane 1992; Desjardins et al. 1994; Angers et al. 1995). A su vez, las
caracteristicas de los cultivos de servicios que influyen en la descomposicion y en la
humificacion del C de cada fraccion de la MOS son muy diferentes (Janzen et al. 1998;
Baisden & Amundson 2003; Bolinder et al. 2007; Kong & Six 2010). Los aportes de
biomasa que mas contribuyen a la formaciéon de C en la POM (C-POM) son los que
presentan un mayor tiempo de residencia en esta fraccion debido a su dificil
descomposicion (i.e. biomasa subterranea y biomasa con alta relacion C/N o contenido
de lignina) (Melillo et al., 1982; Taylor et al., 1989; Enriquez & Duarte 1993). Mientras
que en la MAOM la humificacion de los aportes es mayor cuando presentan una
estequiometria similar a la de los microorganismos descomponedores, es decir una menor
relaciéon C/N (Baisden & Amundson 2003; Manzoni et al. 2010; Cotrufo et al. 2013,
Kirkby et al. 2013). En cambio, los residuos de mayor relacion C/N, ademas de presentar
una menor humificacién pueden estimular la descomposicion del Cuigjo de la MAOM
(efecto priming por energia) (Kuzyakov et al. 2000; Fontaine et al. 2003; Guenet et al.
2012; Mazzilli et al. 2014).

1.3. Objetivos y organizacion de la tesis

El objetivo general de esta tesis es caracterizar especies de cultivos de servicios
pertenecientes a las familias de las gramineas, leguminosas o cruciferas en cuanto a sus
rasgos y efectos sobre el C y el N de la MOS. En el primer capitulo, se introduce el
concepto de cultivos de servicios y el rol que podrian cumplir en los agroecosistemas



pampeanos. En el segundo capitulo, se caracterizan 10 especies de leguminosas de los
géneros Medicago, Trifolium y Vicia, y sus efectos potenciales sobre el C y el N de la
MOS. Para ello se considero la produccion de biomasa aérea y subterranea y el contenido
de N y de NFB, estimado a partir del método de abundancia natural de *°N. En el tercer
capitulo, se muestra la respuesta de la biomasa aérea y subterranea en funcién del
ambiente en cultivos de servicios pertenecientes a las familias de las gramineas,
leguminosas o cruciferas. En el cuarto capitulo, se analizan los impactos que tienen
distintas especies de cultivos de servicios sobre la formacion y la descomposicion en las
fracciones POM y MAOM de la MOS. EI dltimo capitulo corresponde a la discusion
general de la tesis, donde se discuten los principales mensajes de la tesis, sus implicancias
y las proyecciones a futuro. Los objetivos especificos de cada capitulo son los siguientes:

Capitulo 2: El objetivo de este capitulo es estudiar en diez especies de
leguminosas anuales invernales pertenecientes a los géneros Medicago, Trifolium y Vicia
durante dos afos: (1.1) los efectos de la especie, del ambiente (distintos afios) y de la
interaccion ExA sobre la produccion de biomasa aérea y subterranea, el %N, el %Ndfa y
el NFB; (1.2) la relacién de la particion R/T, el %N total y el %Ndfa y la produccion de
biomasa aérea y; (1.3) realizar una caracterizacion de las 10 especies en funcion de su
potencial capacidad para aumentar la provision de servicios ecosistémicos relacionados
con el ciclo del N y la formacion de MOS en los agroecosistemas.

Capitulo 3: Los objetivos de este capitulo son: (2.1) comparar la produccién de
biomasa aérea, la particion raiz/tallo y la produccion de biomasa subterranea a distintas
profundidades en ocho cultivos de servicios de gramineas, leguminosas o cruciferas, en
3 afios diferentes; (2.2) estudiar la respuesta de estos rasgos para cada cultivo en funcién
de un indice ambiental que caracteriza la productividad media del afio y (2.3) comparar
la plasticidad de la biomasa aérea y subterranea que presentan estas especies
pertenecientes a distintas familias.

Capitulo 4: El objetivo de este capitulo es estudiar como afectan la
descomposicion y la humificacién del C y los contenidos de N de la POM y la MAOM,
cultivos de servicios de gramineas, leguminosas o cruciferas, los cuales presentan
diferentes caracteristicas morfoldgicas (e.g. produccion de raices, particion en raices finas
y gruesas, calidad y composicion quimica de la biomasa).



2. Capitulo 2- Cultivos de servicios de leguminosas: Entradas
de nitrogeno y carbono al suelo mediante la fijacion
biologica y la biomasa subterranea



2.1. Introduccion

Uno de los mayores desafios para sostener la produccion agricola en el largo plazo
es disefiar agroecosistemas que permitan mantener los contenidos de carbono (C) y
nitrogeno (N) de la materia organica del suelo (MOS) (Power 2010; Tittonell 2014;
Banwart et al. 2015). Cuando los ecosistemas naturales son transformados en
agroecosistemas, el C de la MOS disminuye entre un 20 a un 70% debido a las pérdidas
por erosion o descomposicion de la MOS, y a la disminucion de las entradas, por la
cosecha de granos y la baja produccion subterranea que presentan los cultivos (Kell 2011;
Bolinder et al. 2012; Crews & Rumsey 2017). En la Region Pampeana, a su vez,
disminuye el N de la MOS porque la fertilizacion de los cultivos no compensa la
exportacion de N en la cosecha de los granos (Austin et al. 2006; Salvagiotti et al. 2009;
Garcia & Gonzélez Sanjuan 2013). En este sentido, la posibilidad de sembrar cultivos de
servicios durante los periodos de barbechos sin reducir el agua disponible a la siembra de
los cultivos de renta, representa una oportunidad para aumentar el C y el N de la MOS en
los agroecosistemas pampeanos (Alvarez et al. 2017; Pinto et al. 2017).

Los cultivos de servicios de leguminosas pueden aumentar tanto el N como el C
de laMOS y, por lo tanto, es necesario caracterizarlos mediante rasgos que se encuentren
relacionados con estos servicios. La expresion de un determinado rasgo depende del
genotipo o de la especie (E), del ambiente en el cual se desarrolla (A) y de la interaccién
entre ambos (ExA) (Kang 1998). Esta interaccion ExA ocurre cuando las especies
responden diferente a la variacion ambiental, que para un mismo sitio puede estar dada
por la variacion interanual de la temperatura y la precipitacion o por la duracién del ciclo
del cultivo, entre otros. La existencia de interaccion ExA puede dificultar la eleccién de
las leguminosas porque hace que el ranking de las especies resulte variable entre afios
para una misma localidad. Es por ello que cuando los cultivos agricolas son mejorados
para aumentar su produccién de granos o de biomasa, se busca que la interaccion con el
ambiente sea baja para que la produccion sea alta y estable entre afios (Acikgoz et al.
2009; Loi et al. 2015). En este sentido, son escasos los trabajos que evalUan su efecto
sobre la biomasa subterranea o la fijacion bioldgica de N, que son los rasgos que se
encuentran mas relacionados con el aumento del C y N en la MOS (Ehdaie et al. 2010;
Duc et al. 2014; Moghaddam et al. 2015).

Los cultivos de servicios de leguminosas, al asociarse con bacterias especificas,
pueden aumentar las entradas de N al ecosistema por medio de la fijacién bioldgica,
aumentando la disponibilidad de N para los cultivos siguientes y para la formacion de
MOS (Bichi et al. 2015). De este modo, la inclusion de leguminosas en los periodos de
barbechos podria permitir reducir las dosis de fertilizante nitrogenado ya que en algunas
leguminosas anuales se han observado aportes de =100 Kg de N.halafio? fijado
bioldgicamente de la atmdsfera (NFB) (Schipanski & Drinkwater 2011; McCauley et al.
2012; Bichi et al. 2015). En general, los aportes aumentan linealmente en funcion de
biomasa aérea que producen las leguminosas (Képke & Nemecek 2010; Denton et al.
2013; Anglade et al. 2015; Collino et al. 2015). Sin embargo, esta relacion podria ser
débil si la concentracion de N y de la proporcion de N derivado de la atmésfera (%oNdfa)
no se mantienen constantes, cuando se consideran diferentes especies de leguminosas con
distinta produccion de biomasa aérea. Por un lado, porque la concentracion de N
disminuye en funcion de la biomasa aérea producida (Jarrell & Beverly 1981; Gastal &
Lemaire 2002). Por otro lado, porque las leguminosas pueden presentar diferencias en
proporcion de N derivado de la atmosfera (%Ndfa).
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En este sentido, medir el %Ndfa en distintas especies de leguminosas anuales
permitiria mejorar las estimaciones de los aportes de NFB, las cuales generalmente se
basan en mediciones indirectas como el contenido de nitratos en el suelo al final de su
ciclo o en las diferencias en el contenido de N del cultivo siguiente (Diez et al. 2012;
Rinaudo et al. 2012; Rillo et al. 2012; Vanzolini & Galantini 2013). Para ello es posible
utilizar el método de abundancia natural de N (Unkovich and Pate, 2000). Este método
compara la abundancia relativa de >N (§'°N) en una planta fijadora que obtiene N tanto
de la atmosfera como del suelo, con el 5!°N de una planta no fijadora que obtiene todo su
N del mismo suelo (Hogberg 1997; Unkovich & Pate 2000; Robinson 2001; Nebiyu et al.
2013).

Las leguminosas también pueden aumentar el C de la MOS, principalmente a
partir de su produccion de biomasa subterranea. Este rasgo, si bien es clave para aumentar
la formacion de MOS, es muy poco evaluado en condiciones de campo, probablemente
por ser muy laborioso (Frasier et al. 2016). La produccion de biomasa subterranea suele
ser muy baja en los cultivos anuales, ya que generalmente presentan una particion menor
a 0,2 (Sainju et al. 2005; Ramamoorthy et al. 2017). Sin embargo, por distintos
mecanismos la humificacion de la biomasa subterranea puede llegar a ser hasta 40 veces
mas alta que la de la biomasa aérea (Balesdent & Balabane 1996; Kong & Six 2010;
Mazzilli et al. 2015; Jackson et al. 2017). Por un lado, la composicion quimica de las
raices determina mayores tiempos de residencia del C en el suelo debido a que su
recalcitrancia las protege de la descomposicién (Fernandez et al. 2003). A su vez, las
raices producen compuestos alifaticos que son adsorbidos facilmente a las superficies
minerales y también exudados radicales, que promueven el crecimiento microbiano y la
estabilizacion del C en el suelo asociado a los minerales (Kuzyakov et al. 2001; Manzoni
et al. 2012). Por otro lado, la proximidad del suelo juega un papel importante dado que
tras su muerte, las raices interactGan inmediatamente con los minerales del suelo y los
microorganismos (Rasse et al. 2005). Por ello, para aumentar el C en la MOS resulta
crucial seleccionar cultivos de servicios que presenten una alta produccion de biomasa
subterrdnea (Kell 2011; Bardgett et al. 2014).

Diversas especies de leguminosas anuales invernales han sido propuestas para
sembrarse como cultivos de servicios en distintas regiones agricolas del mundo (Dakora
& Keya 1997; Rosecrance et al. 2000; Kopke & Nemecek 2010). Sin embargo, son
escasos los estudios que comparan las caracteristicas y aportes de estas especies en
ambientes o afios distintos. Los objetivos de este capitulo fueron: (1.1) estudiar los efectos
de la especie, del ambiente (distintos afios) y de la interaccién ExA sobre la produccién
de biomasa aérea y subterranea, el %N, el %Ndfa y el NFB; (1.2) estudiar la relacion
entre la particion R/T, el %N total, el %Ndfa y los aportes de NFB, y la produccién de
biomasa aérea y; (1.3) realizar una caracterizacion en funcién de su potencial capacidad
para aumentar la provision de servicios ecosistémicos relacionados con el ciclo del N y
la formacion de MOS en los agroecosistemas. Para ello se evaluaron 10 especies de
leguminosas anuales invernales pertenecientes a los géneros Medicago, Trifolium y Vicia
durante dos afios. Las hipotesis asociadas son las siguientes:

Hipdtesis 1.1: La produccion de biomasa subterrdnea no se encuentra
positivamente correlacionada con la biomasa aérea porque la particion raiz/tallo varia
entre las especies y en funcion de su produccién de biomasa aérea

Hipotesis 1.2: Cuando se consideran diferentes especies de leguminosas con
distinta produccién de biomasa aérea, los aportes de NFB no aumentan linealmente en
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funcién de la produccion de biomasa aérea debido a las variaciones en el %Ny el %NFB
que pueden presentar las diferentes especies.

2.2. Metodologia
2.2.1. Sitio de estudio

Los experimentos fueron realizados en el Campo Experimental N°1 de Pasturas y
Forrajes de INIA La Estanzuela ubicado en Colonia, Uruguay (34,2° de latitud sur, 57,1°
de longitud oeste, 81 m de altitud sobre el nivel del mar). El suelo es un Argiudol Tipico
de la unidad Ecilda Paullier-Las Brujas, con textura franco-arcillo-limosa y con de 2 a
4% de pendiente (Castafio et al., 2011); pH de 5,3; 2,18 % de carbono orgénico; 12,5 ug
N-NOsz g%; 28,6 ug g* de P (Bray) y 0,56 meq 100g™* de K (acetato de amonio). Las
condiciones de temperatura y precipitaciones del periodo bajo estudio se muestran en el
cuadro 2.1.

Cuadro 2-1- Informacion climatica de los afios 2012 y 2013 y promedio histérico de Colonia,
Uruguay™.

Mes Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Anual

Temperatura promedio (°C)
2012 24 23 20 16 16 11 8 13 14 17 21 23 17
2013 23 22 18 17 13 11 10 10 13 16 19 25 17
Promedio (1974 - 2013) 23 22 20 17 14 11 10 12 13 16 19 22 17
Precipitacién mensual (mm)
2012 38 180 133 53 65 20 26 154 166 219 77 257 1387
2013 48 89 63 65 83 3 40 43 212 32 99 11 790
Promedio (1966 - 2013) 98 116 129 83 84 70 68 74 81 114 100 102 1117
*Informacion extraida de http://www.inia.uy/gras/Clima/Banco-datos-agroclimatico

2.2.2. Descripcion del experimento

Se evaluaron diez especies de leguminosas invernales pertenecientes a los géneros
Medicago, Trifolium y Vicia candidatas a ser empleadas como cultivos de servicios. El
disefio del experimento fue de bloques completos al azar con 4 repeticiones, repetido en
dos afios (2012 y 2013). Las 10 especies sembradas fueron Medicago scutellata sava cv.
Fertiprado, Trifolium alexandrinum cv. INIA Calipso, Trifolium incarnatum cv.
Traiguén, Trifolium vesiculosum cv. Sagit, Trifolium michelanum cv. Taipan, Trifolium
pratense cv. LE - 116, Trifolium resupinatum cv. LE 9033, Trifolium subterraneum cv.
Bindoon, Vicia sativa cv. Barril Fertiprado y Vicia villosa cv. Amoreiras Fertiprado. Las
leguminosas se sembraron en linea en parcelas de 1,25 x 5m? y los inoculantes utilizados
fueron los especificos para cada especie provistos por la empresa CALISTER. La fecha
de siembra en el 2012 fue entre el 12/4 y el 19/4 y en el 2013 entre el 19/3 y el 5/4. En
ambos experimentos el muestreo de biomasa se realizo entre el 17/10 y el 18/10. Ademas,
en todos los bloques se sembraron cultivos no fijadores de N para utilizar de referencia:
Festuca arundinancia en los dos afios y Brassica rapa, solo en el primero.


http://www.inia.uy/gras/Clima/Banco-datos-agroclimatico
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2.2.3. Biomasa aérea y subterranea

Para estimar la biomasa aérea se cosechd toda la biomasa en himedo mediante
una segadora rotativa autopropulsada con bolsa recolectora. Luego se estimo la biomasa
seca a partir de submuestras que fueron secadas para estimar su % de humedad. Para
estimar la biomasa subterranea, se tomo una muestra de suelo de 18 cm de ancho
(correspondiente a la distancia entre hileras), 15 cm de largo (para incluir al menos 3
plantas) y 20 cm de profundidad. Las raices se lavaron manualmente sobre un tamiz de
1mm. La biomasa fue secada en estufa a 60° y se molieron a polvo para ser analizadas en
un espectrometro de masa Finnigan MAT Delta Plus XL, acoplado a un autoanalizador
Elemental Analyzer (CarloErba Instruments Inc.) en la universidad de Duke en USA, para
determinar los contenidos de C, N y °N en la biomasa aérea y subterranea.

2.2.4. Estimacion de la proporcion de N derivada de la atmosfera (%oNdfa)

El %Ndfa se determind mediante el método de abundancia natural de N
siguiendo la Ecuacion 1 propuesta por Hogberg (1997),

%Ndfa = (515Nref — 5'5Nieg)/(33Nres — B) * 100 (Ecuacion 1)

donde 6™ Nret es la §1°N del cultivo de referencia (%Ndfa=0), §1°Nieg es la 6°N de la
leguminosa a evaluar y B es la 8*°N de dicha leguminosa creciendo en un medio libre de
N (%Ndfa=100). Los valores de 8*°Nref utilizados fueron el promedio de 18 mediciones
realizadas en cada afio en las plantas de F. arundinacia (4,4%o en el 2012 y 4,12%o en el
2013). Los valores de 8*°N de los cultivos de referencias recolectados en los distintos
bloques fueron promediados ya que los valores de §'°N no variaron espacialmente dentro
del experimento. A su vez, tampoco existieron diferencias significativas entre los dos
cultivos de referencia considerados en el primer afio (F. arundinacia y B. rapa) y es por
eso que en el 2013 sélo se sembr6 F. Arundinacia como cultivos de referencia. El valor
de 8% Nieg corresponde al promedio de 5!°N en el total de la planta, que surge de ponderar
la 8N de la biomasa aérea y subterranea por las cantidades de N presente en cada una.
Con respecto al valor B, se utiliz6 un valor constante para todas las especies y se asumio
que era igual al del aire (0%o). Este valor suele ser menor a 0%o cuando la §*°Nieg proviene
Unicamente de la biomasa aérea y puede conducir a una sobreestimacion del %Ndfa
cuando la fijacion es mayor al 50% (Unkovich et al. 1994). Sin embargo, cuando el §'°Nieg
corresponde al promedio de 3'°N en el total de la planta generalmente el valor B es ~0%o
porque se contempla la translocacion diferencial del **N y **N que ocurre dentro de las
plantas (Unkovich & Pate 2000; Gathumbi et al. 2002; Huss-Danell & Chaia 2005). El
%Ndfa estimado para las leguminosas evaluadas en cada afio, permitio estimar los aportes
de NFB a partir de la siguiente ecuacion:

NFB (Kg.ha!) = Biomasa * %N * Ndfa /1000 (Ecuacion 2)

2.2.5. Andlisis estadisticos

Los efectos de la especie, del ambiente (afio) y la interaccion ExA se evaluaron
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el programa InfoStat (Di Rienzo
et al. 2003). Los bloques se incluyeron en el analisis como un efecto aleatorio. EI método
de comparacion para detectar diferencias significativas entre los tratamientos fue LSD
Fisher, con nivel de significacion < 0,05. Los analisis de correlacion se realizaron con 10S
valores promedios de cada especie en cada afio, utilizando los coeficientes de Pearson.
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2.3. Resultados

La produccidon de biomasa subterranea vario significativamente entre las especies
estudiadas, pero fue similar entre los dos afios evaluados (no hubo un efecto significativo
del afio, ni de la interaccion ExA) (Cuadro 2.2). En promedio para todas las especies la
biomasa subterranea fue de 1,0 + 0,2 Tn.ha (el 16% de la biomasa total) y la maxima
diferencia entre dos especies fue de 0,4 Tn.ha®. El ranking de las especies ordenadas en
funcion de su biomasa subterranea fue distinto al obtenido en base a la biomasa aérea. La
biomasa aérea fue mas variable entre las especies estudiadas (entre 4,1y 9,1 Tn.ha') que
la subterranea y ademas presentd un efecto del afio y de la interaccion EXA (Cuadro 2.2).
En el afio 2013 las leguminosas produjeron en promedio 6,5 Tn.ha™* (50% mas que en el
2012) y la interaccion ExA fue significativa debido a que las dos especies de vicias casi
no variaron su produccion entre afios (Cuadro 2.2, Figura 2.1). La biomasa total fue un
40% mayor en el 2013 y la particion raiz/tallo disminuy6 un 30% con respecto al 2012,
debido a que la biomasa subterranea se mantuvo relativamente constante entre afios
(Figura 2.1).

Cuadro 2-2- Resumen de los efectos de la especie, el afio y de su interaccion (ExA) sobre
diferentes variables estudiadas (valores-p, ANOVA).

Especie Afio Especie*Afio
Biomasa aérea <0,001 <0,001 0,002
Biomasa subterranea 0,043 0,412 0,472
Biomasa total <0,001 <0,001 0,002
Relacion raiz/tallo 0,004 <0,001 0,461
%N Biomasa aérea <0,001 <0,001 0,327
%N Biomasa subterranea <0,001 <0,001 0,537
%Ndfa 0,018 0,248 0,926
N total <0,001 0,221 0,134
N fijado biolégicamente <0,001 0,568 0,751
N absorbido del suelo 0,355 0,100 0,750

La cantidad de NFB y el %Ndfa variaron significativamente entre las especies
estudiadas, pero también fueron similares entre los dos afios evaluados (al igual que para
la biomasa subterranea no hubo un efecto significativo del afio, ni de la interaccién ExA)
(Cuadro 2.2). Las especies aportaron entre 54 y 138 Kg de NFB.ha?, aunque el %Ndfa
fue relativamente similar entre especies con una maxima diferencia de solamente un 30%
(Figura 2.2). El promedio del %Ndfa de todas las especies fue de 60+10% y no vario entre
afios (Figura 2.2, Cuadro 2.2). Las leguminosas que mas NFB aportaron fueron T.
pratense y T. alexandrinum (138 y 118 kg NFB.ha') debido una alta produccion de
biomasa (6,3 y 6 Tn.ha) y un alto valor de %Ndfa (70% y 67%). Las cantidades totales
de N presentes en la biomasa total (suma de lo absorbido del suelo y lo fijado
biolégicamente), variaron entre 111y 198 kg N.ha* (Figura 2.2), pero la absorcion de N
del suelo fue relativamente similar entre especies (64+12 Kg N.ha) y tampoco presento
diferencias significativas entre afios (Cuadro 2.2).
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Figura 2-1- Particion raiz/tallo y produccién de biomasa aérea y subterranea de 10 especies de
leguminosas pertenecientes a los géneros Medicago, Trifolium y Vicia en los afios 2012 y 2013.
En el panel (a) las cajas y bigotes muestran las particiones raiz/tallo de las diferentes leguminosas
en cada afio. La caja contiene al 50% de los datos y la linea indica el valor de la mediana. En el
panel (b) las columnas muestran la biomasa aérea y subterranea que produjeron en promedio las
distintas leguminosas en cada afio y su error standard (n=4). En ambos paneles, las leguminosas
se encuentran ordenadas de mayor a menor produccién de biomasa aérea en el afio 2013.
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Figura 2-2 — Proporcién del N derivado de la atmosfera (%Ndfa) y cantidad de N (total, NFB y
absorbido del suelo) contenidas en la biomasa aérea y subterrdnea de 10 especies de leguminosas
pertenecientes a los géneros Medicago, Trifolium y Vicia en los afios 2012 y 2013. En el panel
(a) las cajas y bigotes muestran los %NFB, la caja contiene al 50% de los datos y la linea indica
el valor de la mediana. En la tabla se muestran los Kg.ha* de N total y los provenientes de la
fijacion bioldgica contenidos en la biomasa total de cada leguminosa. En el panel (b) las columnas
muestran el promedio y el error standard del NFB y el N absorbido del suelo que presenta la
biomasa aérea y subterranea en las distintas leguminosas. En todos los casos, se consideraron en
conjunto los datos recolectados en los dos afios (n=8) debido a que el afio no tuvo efecto sobre las
variables evaluadas; y las leguminosas se encuentran ordenadas de mayor a menor produccion de
biomasa aérea en el afio 2013.
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Figura 2-3- Relacion entre el %N en la biomasa subterranea y el %N en la biomasa aérea donde
cada punto corresponde al promedio de una especie en el 2012 (puntos grises) o0 en el 2013 (puntos
negros) (a). En el grafico de barras se presenta el promedio y error estandar del %N en la biomasa
aérea y subterranea de cada especie en los afios 2012 y 2013. Las leguminosas se encuentran
ordenadas de izquierda a derecha en funcion de la biomasa aérea al igual que en la Figura 1 (b).

Considerando todas las leguminosas y afios en conjunto la produccion de biomasa
aérea estuvo correlacionada negativamente con la particion R/T y con el %N de la
biomasa total, pero no con el %Ndfa (Figura 2.4). La produccion de biomasa aérea fue
mas variable entre afios que entre especies y por eso los puntos de cada afio se agruparon
en los extremos del rango (Figura 2.4). La particién R/T disminuy6 en funcién de la
biomasa aérea debido a que la produccion de biomasa subterranea de cada especie fue
similar en los dos afios (Figura 2.4a, Figura 2.1). EI %N present6 la misma relacion, pero
con mayor dispersién (Figura 2.4b). Todas las especies de leguminosas presentaron una
menor concentracion de N en el 2013, afio en que la mayoria aument6 su produccion de
biomasa aérea (Cuadro 2.2, Figura 2.3b). En cambio, el %Ndfa no estuvo correlacionado
con la produccién de biomasa, ya que se mantuvo relativamente constante en todo el
rango de biomasa aérea. Es decir que la variabilidad que present6 el %Ndfa estuvo dada
por las diferencias entre las especies, pero en ninguno de los afios se encontro relacionada
con su produccion de biomasa (Figura 2.4c).
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Figura 2-4 - Relacion entre la biomasa aérea (Tn.hal) y la relacion raiz/tallo (a), %N de la
biomasa total (b) o %N derivado de la atmosfera (%Ndfa) (c). Cada punto corresponde al
promedio de una especie en 2012 (puntos grises) o en 2013 (puntos oscuros). En (a) y (b), las
lineas representan el ajuste lineal de las relaciones: (a) y = 0.42-0.03x r2 = 0.43 y (b) y = 3.34-
0.18x r2 = 0.39. En (c) la pendiente no es significativamente diferente de cero.
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2.4. Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que la produccién de biomasa
subterranea esta determinada principalmente por la especie y en menor medida por el
ambiente, al igual que lo observado por Kell (2012). A su vez, los resultados obtenidos
apoyan la hipotesis 1.1 ya que las diferencias en la particion raiz/tallo que presentaron las
especies conduce a que el ranking en funcion de la biomasa aérea no coincida con el de
la biomasa subterranea. El ranking de las especies en funcion de su produccién de
biomasa subterranea no difirié entre afios. En este sentido, si bien el rango de biomasa
subterranea explorado por las leguminosas fue relativamente estrecho (de 0,8 a 1,3 Tn.ha
1y, estas variaciones pueden generar diferencias importantes en la estabilizacion de C en
el suelo porque la biomasa de las raices tiene tasas de humificacion mas altas que la
biomasa aérea (57% vs. 5,5%, respectivamente, Jackson et al. 2017). Por ejemplo,
considerando dichos coeficientes reportados por Jackson et al. (2017), V. villosa, que
acumul6 3,0 Tn.ha! menos de biomasa aérea que M. scutellata y T. Michelanum, pero
0,4 Tn.ha* mas de biomasa subterranea, podria presentar una contribucién similar a la
humificacion del C en la MOS a pesar de su menor produccion de biomasa aérea (381 y
344 Kg C potencialmente humificado.ha, respectivamente).

Con respecto a los aportes de NFB, s6lo dos de las especies evaluadas (T.
pratense y T. alexandrinum) lograron aportar mas de 100 Kg de NFB.ha™* como
sugieren otros trabajos (Schipanski & Drinkwater 2011; McCauley et al. 2012; Buchi et
al. 2015). En promedio estas aportaron 128 Kg de NFB.ha™, los cuales se mantuvieron
relativamente constantes entre afios a pesar de sus variaciones en la biomasa aérea. En
este sentido, en el primer afio en donde en promedio produjeron 4,7 Tn.ha™* de biomasa
aérea, dichas leguminosas aportaron ~27 Kg NFB.Tn biomasa.ha™. Este coeficiente es
similar al que proponen para Vicia sp. en la Regién Pampeana, donde se asume un
aporte de 36 Kg N.Tn biomasa™.ha? con un 75-90%Ndfa (Dughetti et al. 2013). Sin
embargo, en el segundo afio cuando los aportes de NFB fueron similares a pesar de la
mayor produccion de biomasa aérea, este coeficiente resultd ser bastante menor (17 Kg
NFB.Tn biomasa™.ha?).

Los %Ndfa de las leguminosas evaluadas variaron entre el 40 y 70% pero podrian
estar siendo sobreestimados debido a la utilizacion de un valor B igual al *°N del aire
(0%o) (Unkovich et al. 1994). Cuando el %Ndfa se estima a partir de la *°N que presenta
la biomasa aérea los valores B pueden ser de hasta -2%.. Sin embargo, cuando se
considera la 8*°N de las plantas enteras este valor suele ser muy cercano a 0%o porque se
incluyen las raices que se encuentran enriquecidas en N (Unkovich & Pate 2000;
Gathumbi et al. 2002; Huss-Danell & Chaia 2005). En este sentido nuestros resultados
muestran que la inclusion de las raices equivale a considerar valores B de hasta -1,5%o.
Para evaluar esto se despejo el valor B de la ecuacion 1 (B=8"Nref — (8°Nrer -
3°Nieg)/%Ndfa/100)), considerando el %Ndfa estimado a partir de la 8*°N de las plantas
enteras y la 8"°Nieg de la biomasa aérea de las leguminosas. Dado que esto resulté en
valores B variables para las distintas especies y cercanos a los reportados en la
bibliografia es posible asumir que los %Ndfa no estan siendo sobreestimados en nuestra
evaluacion.

En nuestro trabajo, no se observo la relacién lineal y positiva que muestran otros
autores entre la cantidad de NFB vy la produccion de biomasa (e.g. Kopke and Nemecek
2010; Unkovich et al. 2010; Collino et al. 2015). Este resultado apoya la hipotesis 1.2 que
plantea que cuando se consideran diferentes especies de leguminosas con distinta
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produccién de biomasa aérea, los aportes de NFB no aumentan linealmente en funcion de
la produccién de biomasa aérea debido a las variaciones en el %N y el %NFB que pueden
presentar las diferentes especies. Los aportes de NFB tendieron a ser mayores en las
especies que produjeron mas biomasa (Figura 2.2), pero no aumentaron con la mayor
produccion del segundo afio evaluado porque el N se encontrd6 con una menor
concentracion en los tejidos (efecto dilucion). Este efecto de dilucion del N a medida que
aumenta la produccidén de biomasa (Figura 2.3b) fue observado en varias especies, incluso
de distintos grupos funcionales (Gastal & Lemaire 2002). Esta dilucion condujo a que los
aportes de NFB de cada leguminosa no aumentaran ni disminuyeran en el afio de mayor
produccién de biomasa, dado que presentaron aportes de N similares en los dos afios y
los %Ndfa no variaron en funcion de la produccion de biomasa (Cuadro 2.2, Figura 2.3c).
Al igual que en otros trabajos, esto sugiere que si las leguminosas acumulan mucha
biomasa en forma temprana, su ciclo podria acortarse sin afectar sustancialmente los
aportes totales de NFB (e.g. McCauley et al. 2012). Explorar esta hipotesis en el futuro,
es de gran importancia para el manejo de los cultivos de servicios, ya que la duracion de
su ciclo se encuentra limitada por el posible impacto negativo sobre el rendimiento del
cultivo de renta siguiente (Pinto et al. 2017).

Es importante considerar que el efecto del ambiente sobre la produccion de
biomasa subterranea y los aportes de NFB, contempla solo la variacion entre afios para
un solo sitio. Por lo tanto, algunas variables ambientales que influyen sobre estos rasgos
y que varian entre sitios o distintas regiones, no han sido exploradas en esta tesis. En este
sentido, en otros trabajos se han observado diferencias en la biomasa subterranea debidos
a la presencia de impedancias fisicas en el suelo (Bengough & Mullins 1990; Bengough
et al. 2011), a la escasez de agua (Ramamoorthy et al. 2017) y a la escases de nutrientes
poco moviles como el fésforo (Reynolds & D’Antonio 1996; Kong & Six 2010; Rubio et
al. 2003). A su vez, los aportes de NFB pueden variar por la concentracion de nitratos
(Streeter 1988), de fdsforo, potasio y azufre en el suelo (Divito & Sadras 2014), la
humedad del suelo (Purcell et al. 2004), el pH del suelo (Parker & Harris 1977) o la
temperatura (Soares Novo et al. 1999). Sin embargo, a pesar de esta limitante, la variacion
entre afios fue suficiente para generar diferencias importantes en la biomasa aérea de cada
especie (Cuadro 2.2 y Figura 2.1). Por lo tanto, fue posible comparar la produccion de
biomasa subterranea y los aportes de NFB de las distintas leguminosas y su variacion en
relacion con la biomasa producida en cada afio.

Para que la siembra de leguminosas tenga un efecto neto positivo sobre la
acumulacién de N en la MOS, es importante evitar las pérdidas de N, ya sea por
lixiviacion, volatilizacion o por desnitrificacién. Las leguminosas evaluadas aportaron
entre 50 y 140 Kg.ha* de NFB al suelo. Estos aportes son mas eficientes para la formacion
de MOS que los realizados mediante fertilizantes debido a que el N es liberado
gradualmente y las pérdidas por lixiviacion podrian ser menores (Tonitto et al. 2006). De
todos modos, para reducir las pérdidas por lixiviacion, volatilizacién o desnitrificacion,
es necesario sincronizar la liberacion del N durante la descomposicion de los residuos de
las leguminosas con la absorcion del N del cultivo siguiente (Robertson 1997). Por ello,
la fecha de siembra del cultivo de renta siguiente o de supresion de los cultivos de
servicios es un elemento clave de la rotacion y deberia apuntar a la sincronizacion de la
descomposicion y absorcidn de nutrientes por parte de los cultivos de cosecha (Varela et
al. 2014; Plaza-Bonilla et al. 2015). De este modo permitiria copiar la dinamica de los
sistemas naturales y minimizar las pérdidas de nutrientes en el afio (Restovich et al. 2012;
Crews & Rumsey 2017).
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La produccién de biomasa subterranea y los aportes de NFB son rasgos que
pueden relacionarse a la provision de servicios ecosistémicos dada su potencialidad para
aumentar la MOS vy las entradas de N al suelo (Balesdent & Balabane 1996; Kopke &
Nemecek 2010). En los resultados de este capitulo, no se observaron correlaciones
negativas entre la biomasa subterrdnea y el NFB vy, por lo tanto, fue posible hacer un
ranking de especies con ambos objetivos en simultaneo. En este sentido, los mejores
candidatos para aumentar las entradas de N y C a la MOS fueron T. pratense y T.
alexandrinum (Figura 2.5). Con respecto al N, estas especies coincidieron con las
leguminosas histéricamente mas sembradas en Uruguay. Por lo tanto, es probable que,
estas leguminosas cuenten con un mayor desarrollo de cepas especificas y eficientes que
las utilizadas para la inoculacion de las otras especies.

Ademas de los beneficios relacionados con el C y N de la MQOS, la inclusion de
leguminosas invernales en las rotaciones agricolas puede aumentar la provision de otros
servicios ecosistémicos. Por ejemplo, la disminucion de la erosion y el control de malezas,
son dos servicios que dependen en gran medida de la produccién de biomasa aérea y son
actualmente los mas buscados por los productores de la region (Vrignon-Brenas et al.
2016). En distintas regiones agricolas del mundo existen periodos de barbechos que
podrian utilizarse para diversificar la provision de servicios en el tiempo sin afectar los
rendimientos de los cultivos de renta (Siebert et al. 2010; Schipanski et al. 2014; Pinto et
al. 2017). La inclusion de cultivos de servicios permite aumentar la captura de recursos y
energia en los ecosistemas y puede reducir los impactos negativos de la agricultura para
mantener la produccion en el largo plazo (Doré et al. 2011; Bommarco et al. 2013;
Schipanski et al. 2014; Tittonell 2014). Es por ello que el gran desafio de las
investigaciones agricolas en los proximos afios es transformar los agroecosistemas para
que sean multifuncionales y diversos (Tilman et al. 2002; Dale & Polasky 2007; Petersen
& Snapp 2015; Tittonell 2014). En este sentido, los cultivos de servicios de leguminosas
podrian ser sembradas tanto en forma pura como en mezcla con otras especies, y
diversificar la provision de servicios ecosistémicos en los ecosistemas agricolas.

Biomasa
subterranea

Biomasa
aérea

Biomasa
total

T pratense

T. alexandrinium
T. resupinatum
T. vesiculostum
T. incarnatum
V. villosa

T. michelanum
T. subterranerm
M. scutellata

V. sativa

Figura 2-5 - Tabla resumen de las especies ordenadas en funcién de sus rasgos. Las diez especies
se encuentran ordenadas de mayor a menor de acuerdo a su capacidad para proveer C por medio
de raices y NFB al suelo. En cada columna, las leguminosas que presentaron los valores mas
altos en cada rasgo se representan con color gris oscuro, las intermedias con gris claro (cuatro
especies) y las de los valores mas bajos con blanco.
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2.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo mostraron que la produccion de biomasa
aérea y subterranea y los aportes de NFB varian entre las 10 leguminosas evaluadas. Por
el contrario, el ambiente afectd solamente la produccién de biomasa a€érea, pero estos
aumentos, impulsados principalmente por una mayor duracion del ciclo de crecimiento,
no fueron acompafiados por aumentos en la biomasa de las raices o la NFB. La
clasificacion de especies mostro que las mejores candidatas para incrementar los aportes
de Cy N al suelo fueron T. pratense y T. alexandrinum. Estos resultados sugieren que la
eleccion de la especie adecuada tendria un efecto significativo en la provision de servicios
ecosistémicos relacionados con los aportes de C y N a la MOS. A su vez, resaltan la
importancia de empezar a considerar, dentro de los programas de mejoramiento genético
de los cultivos, rasgos distintos a la produccién de biomasa aérea o rendimiento que se
encuentren asociados con algun servicio ecosistémico.



3. Capitulo 3 - Caracterizacion de distintos cultivos de
servicios mediante rasgos relacionados con funciones
ecosistémicas
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3.1. Introduccion

Uno de los mayores desafios para sostener la produccion agricola en el largo plazo
es disefiar agroecosistemas que permitan mantener la materia organica del suelo (MOS)
(Power 2010; Tittonell 2014; Banwart et al. 2015). Cuando los pastizales naturales son
transformados en agroecosistemas, la MOS disminuye entre un 20 a un 70%, debido a
cambios tanto en las entradas como en las salidas de carbono (C) del suelo (Crews &
Rumsey 2017). Los sistemas de cultivos anuales tienen mayores salidas de C del suelo
debido a las labranzas que favorecen la descomposicién de la MOS (Alvarez 2001) y a la
baja cobertura del suelo durante los periodos de barbecho que favorece la erosion del
suelo (Sawchik et al. 2012). Pero a la vez, en muchos casos también son menores las
entradas de C al suelo debido a la extraccion de biomasa por medio de la cosecha de
granos y a la menor produccion de biomasa subterrdnea de los cultivos (Kell 2011;
Bolinder et al. 2012). De hecho, esta disminucion en las entradas es la que permite
explicar que los contenidos de MOS no aumenten cuando se reducen las salidas de C del
suelo mediante la implementacion de la siembra directa (Blanco-Canqui & Lal 2008).

La cantidad y calidad de la biomasa subterranea producida por los cultivos ha sido
generalmente ignorada en los planes de mejoramiento genético y en la investigacién
agronoémica en general, probablemente debido a lo tedioso de su estimacion (Kell 2012;
Kong et al. 2014; Frasier et al. 2016). Sin embargo, diversas evidencias muestran el rol
clave que tiene la biomasa subterranea sobre distintos aspectos del funcionamiento de los
ecosistemas y por lo tanto para la provision de servicios ecosistémicos (Kell 2012;
Bardgett et al. 2014; Jackson et al. 2017). Algunos trabajos sugieren que la produccién
de raices esta fuertemente determinada por el genotipo, pero otros muestran una gran
variacion ambiental o plasticidad fenotipica para este caracter (i.e. capacidad que tienen
los genotipos de presentar variaciones en la produccidon de raices frente a cambios en el
ambiente) (Chapman et al. 2012; Grossman & Rice 2012; Bardgett et al. 2014). Sin
embargo, pocos trabajos han evaluado la produccién de raices y los compromisos o
sinergias con la produccién de biomasa aérea en condiciones de campo y para diversas
especies al mismo tiempo.

Los cultivos agricolas presentan, por lo general, una baja produccion de biomasa
subterranea y una menor plasticidad fenotipica para este caracter con respecto a las
especies silvestres (Grossman & Rice 2012). Debido a que los costos metabolicos del
crecimiento y el mantenimiento de las raices son relativamente altos, mediante la
seleccion de cultivos se buscd garantizar la absorcién de nutrientes con una baja
produccion de raices para maximizar los rendimientos (Nielsen et al. 1998; Lynch 2013).
Pero también, inadvertidamente, se perdi6 plasticidad fenotipica en la produccion de
biomasa subterranea debido a que el mejoramiento se realiza en ambientes fertilizados
que resultan méas homogéneos que los ambientes naturales (Reynolds & D’ Antonio 1996;
Grossman & Rice 2012). Sin embargo, en algunos cultivos en donde se cosecha la
biomasa subterranea (e.g. papas, zanahoria, nabos), es posible que exista plasticidad
fenotipica para la produccion de biomasa subterranea, ya que este fue el objetivo de la
seleccién genética (lwata et al. 2004). Por otra parte, si bien en los cultivos de renta la
posibilidad de aumentar la biomasa subterranea es limitada, ésta podria ser considerada
en la seleccién de los cultivos de servicios (Kell 2011). En este sentido, es probable que
los cultivos que se utilizan como cultivos de servicio, pero fueron mejorados
considerando la biomasa subterranea (e.g. Raphanus sp.) presenten mayor plasticidad en
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este rasgo que en los que fueron mejorados genéticamente considerando la biomasa aérea
(e.g. Lolium sp. y Trifolium sp.).

La cantidad de biomasa subterranea producida por los cultivos de servicios es un
rasgo clave en aquellos cultivos sembrados con el objetivo de aumentar la formacién de
MOS. Por distintos mecanismos cuando los aportes provienen de la biomasa subterranea
resultan mas eficientes en formar MOS (i.e. mayor humificacion) (Balesdent & Balabane
1996; Kong & Six 2010; Mazzilli et al. 2015; Jackson et al. 2017). Por un lado, la
composicion quimica de las raices determina mayores tiempos de residencia en el suelo
debido a que su recalcitrancia las protege de la descomposicion (Fernandez et al. 2003).
A su vez, las raices producen compuestos alifaticos que son adsorbidos facilmente a las
superficies minerales y también exudados radicales, que promueven el crecimiento
microbiano y la estabilizacion del carbono en el suelo asociado a los minerales (Kuzyakov
et al. 2001; Manzoni et al. 2012). Por otro lado, la proximidad del suelo también juega un
papel importante dado que tras su muerte, las raices interactian inmediatamente con los
minerales del suelo y los microorganismos (Rasse et al. 2005). Por ello, para aumentar la
MOS resulta crucial seleccionar cultivos de servicios que presenten una alta produccién
de biomasa subterranea y exploren el suelo en profundidad (Kell 2011; Bardgett et al.
2014).

Ademas de aumentar la materia organica del suelo, la producciéon de biomasa
subterranea de los cultivos de servicios puede mejorar las propiedades fisicas del suelo
(Bardgett et al. 2014). En este sentido, los cultivos de servicios con sistemas radicales
mas finos pueden aumentar la agregacion del suelo, lo cual determina la tasa de
infiltracion del agua en el suelo y en la porosidad total (Villamil et al. 2006; Alvarez
2013). Estas propiedades son muy importantes en los agroecosistemas porque evitan el
anegamiento y determinan la capacidad de almacenaje del agua en el suelo (Banwart et
al. 2015). Por otra parte, cuando el suelo presenta impedancias mecénicas que dificultan
la penetracion y exploracion del suelo por las raices, la siembra de cultivos de servicios
con raices mas gruesas puede reducir la resistencia a la penetracion. Las raices de mayor
diametro logran atravesar las capas endurecidas del suelo y crean bioporos por los que
pueden atravesar el suelo las raices de los cultivos de renta que los siguen en la rotacion
(Clark et al. 2003; Chen & Weil 2010).

Por lo anterior, resulta prioritario caracterizar y evaluar la produccion de raices de
los cultivos de servicio sembrados con el objetivo de aumentar la MOS o mejorar las
propiedades fisicas del suelo. Generalmente, los cultivos de cobertura o los abonos verdes
(cultivos de servicios con objetivos diferentes) son caracterizados s6lo a partir de su
produccion de biomasa aérea, pero seria importante que sean evaluados o seleccionados
para aumentar su produccién de biomasa subterranea, si son sembrados con el objetivo
de mejorar el suelo. Caracterizar a los cultivos exclusivamente en funcion de su
produccién de biomasa aérea no permite predecir la produccion de biomasa subterranea
dado que la particion raiz/tallo varia entre genotipos y en funcion del ambiente (Bloom et
al. 1985; Reynolds & D’Antonio 1996; McConnaughay & Coleman 1999; Rubio et al.
2013). Por ello es necesario evaluar la produccion de biomasa subterranea de distintas
especies utilizadas como cultivos de servicios creciendo en diferentes ambientes (Kang
1998; Kell 2011). En este sentido, para un mismo sitio, la variacion en el ambiente puede
estar dada por la fecha de siembra y por la variacion interanual de las condiciones
ambientales (e.g. temperatura y precipitacion).
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Aumentar la produccion de biomasa subterrdnea de los cultivos de servicios
podria disminuir la produccion de biomasa aérea, debido a un compromiso en la
asignacion de recursos. Como la biomasa aérea es clave para la intercepcion de radiacion
fotosintética y ademas se encuentra relacionada con la provision de otros servicios
ecosistémicos como ser la reduccion de la erosion o la lixiviacion de nutrientes, también
es importante mantener una produccion razonable de biomasa aérea. Sin embargo, es
importante considerar que algunos trabajos muestran una respuesta de saturacion de la
biomasa aérea con la reduccion de la erosion o la lixiviacion de nutrientes (Thorup-
Kristensen 1994; Quinton et al. 1997; Bodner et al. 2010). Por lo tanto, es necesario
caracterizar la produccion de biomasas subterrdnea y aérea, asi como la particién tallo
raiz de distintas especies potencialmente utilizables como cultivos de servicios y entender
las sinergias 0 compromisos entre éstas.

En este capitulo se plantean los siguientes objetivos: 2.1) comparar la produccion
de biomasa aérea, la particion raiz/tallo y la produccidn de biomasa subterranea a distintas
profundidades en ocho cultivos de servicios de gramineas, leguminosas o cruciferas, en
3 afos diferentes; 2.2) estudiar la respuesta de estos rasgos para cada cultivo en funcion
de un indice ambiental que caracteriza la productividad media del afio y 2.3) comparar la
plasticidad de la biomasa aérea y subterranea que presentan estas especies pertenecientes
a distintas familias. Los resultados obtenidos en este capitulo permiten poner a prueba las
siguientes hipotesis:

Hipdtesis 2.1: La produccion de biomasa subterranea no se encuentra
positivamente correlacionada con la biomasa aérea porque la particién raiz/tallo varia
entre las especies y en funcion de su produccion de biomasa aérea

Hipdtesis 2.2: Las especies mejoradas a partir de la biomasa aérea presentan una
menor plasticidad en la biomasa subterrdnea que los que fueron mejorados
genéticamente considerando su produccion de biomasa subterranea.

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Sitio de estudio

El experimento fue realizado en INIA-La Estanzuela (Colonia, 34,2° S - 57,1° O,
81 m de altitud sobre el nivel del mar) en los afios 2013, 2014 y 2015. El suelo es un
Argiudol Tipico de la unidad Ecilda Paullier-Las Brujas, con textura franco-arcillo-
limosa, con 2,92% de carbono organico, 4,4 pg/g de N-NO3, 27,3 ug g* de P (Bray) y
0,48 meqg/100g de K (acetato de amonio). Las condiciones de temperatura y
precipitaciones del periodo bajo estudio se muestran en el cuadro 3.1.

3.2.2. Descripcién del experimento

Se evaluaron ocho especies candidatas a ser empleadas como cultivos de servicios
pertenecientes a las familias de leguminosas, gramineas o cruciferas. El disefio del
experimento fue de blogues completos al azar con 4 repeticiones, repetido en 3 afos
(2013, 2014 y 2015). El tamafio de las parcelas fue de 5 x 12 m?. Las especies sembradas
fueron Vicia villosa Roth cv. Amoreiras, Trifolium alexandrinum cv. INIA calipso,
Trifolium vesiculosum cv. Sagit, Trifolium resupinatum cv. Sirius, Raphanus sativus cv.
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Cuadro 3-1- Caracterizacion climatica del sitio de estudio.

Mes Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Anual
Temperatura media

C)

2013 23 22 18 17 13 11 10 10 13 16 19 25 17
2014 24 21 19 17 13 11 11 13 15 19 19 22 17
2015 22 23 21 19 16 12 11 14 12 14 18 22 17

Promedio (1974 - 2014) 23 22 20 17 14 11 10 12 13 16 19 22 17
Precipitacion mensual

(mm)

2013 48 89 63 65 8 3 40 43 212 32 99 11 790
2014 196 301 142 76 94 45 157 11 206 383 221 99 1931
2015 150 25 26 48 16 41 39 242 32 84 113 84 899

Promedio (1966 - 2015) 101 118 127 82 83 68 69 76 82 119 102 102 1129
*Informacion extraida de http://www.inia.uy/gras/Clima/Banco-datos-agroclimatico

IPR 116, Raphanus sativus cv. CCS 779, Avena sativa L. cv. LE 1095a y Lolium
multiflorum cv. INIA Camaro. En el caso de Raphanus sativus, se sembraron dos
variedades que presentan caracteristicas distintas en cuanto a la profundidad y tipo de raiz
que forman. La siembra de las especies fue al voleo, sobre el cultivo de soja en pie. Las
fechas de siembra fueron 18/04/2013, 28/4/2014 y 10/04/2015. La evaluacion de la
biomasa producida se realizé en las fechas 16/10/2013, 14/10/2014 y 14/9/2015. En todos
los afios, luego de la evaluacion de biomasa se aplicaron herbicidas para terminar el ciclo
de los cultivos de servicios y sembrar la soja siguiente.

3.2.3. Estimacién de la biomasa aérea y subterranea de los cultivos

La estimacion de la biomasa aérea se realizo a partir de 2 cortes por parcela en
marcos de 50 x 90 cm?. Para estimar la biomasa subterranea, se tomaron 4 muestras de
suelo por parcela con un barreno de 10,5 cm de diametro acoplado al hidraulico de un
tractor. Dentro de las parcelas, las muestras fueron tomadas al azar a excepcién de las
parcelas con Raphanus. En estas parcelas se tomaron dos muestras sobre las plantas y dos
sobre suelo desnudo y se ponderaron de acuerdo al nimero de plantas/m2 (20% sobre las
plantas y 80% sobre suelo desnudo). Las muestras fueron fraccionadas en 4
profundidades (0-5; 5-10; 10-20 y 20-30) y la biomasa subterranea se separ6 del suelo
mediante el lavado manual sobre un tamiz de 1mm. A partir de los valores maximos y
minimos que presentaron las especies en la biomasa aérea y subterranea se estimé el
indice de plasticidad. Para ello se consideraron los 3 afios en conjunto y se utilizé la
siguiente ecuacién: (Maximo — Minimo)/Maximo, a partir de los valores maximos y
minimos de la biomasa aérea y de la biomasa subterranea (Valladares et al. 2000).

3.2.4. Analisis de los rasgos en funcién del indice ambiental

La variacién del ambiente sobre la biomasa total, aérea y subterraneay la particion
raiz/tallo de las ocho especies se estudio a través del indice ambiental. Este indice permite
utilizar los rendimientos de los cultivos en lugar de los datos climaticos (Finlay &
Wilkinson 1963; Calderini & Slafer 1998). En cada afio, el indice ambiental fue estimado
como el promedio de la biomasa total de todas las especies de ese afio. De este modo, un
afio “ambientalmente” pobre resulta en un indice ambiental bajo (porque en promedio las
especies presentan una produccion de biomasa baja) y lo inverso ocurre con un afo
“ambientalmente” rico. Las especies mas estables se reconocen por presentar
rendimientos mayores al promedio en los afios pobres (Finlay y Wilkinson 1963). Los
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autores utilizan la pendiente de la regresion como indicador de la estabilidad y la
adaptabilidad de las variedades a los distintos ambientes.

3.2.5. Analisis estadisticos

Los efectos del ambiente (dado por el afio), la especie y su interaccion se evaluaron
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el programa InfoStat (Di Rienzo
et al., 2003). La comparacion post hoc de las medias se realizd mediante la prueba LSD
de Fisher (0=0,05). Los diferentes rasgos se evaluaron en funciéon del indice ambiental
que fue estimado en cada afio a partir de la produccion de biomasa total promedio de
todas las especies. Para cada una de las especies se ajustaron regresiones lineales y se
compararon los pardmetros de las lineas de mejor ajuste.

3.3. Resultados

La produccidn de biomasa subterranea vario significativamente entre las especies
y entre los afios evaluados, y la interaccion ExXA fue marginalmente significativa
(p=0,088; Cuadro 3.2). Las especies que mas biomasa subterranea produjeron fueron L.
multiflorum (1,8+0,3 Tn.ha*) y los dos cultivares de R. sativus (1,3+0,5 cv. IPR y 1,2+0,7
cv. CCS) (Figura 3.1 b). En promedio, la mayor produccion de biomasa subterranea fue
en el 2013 (1,2 Tn.hal) y la menor en el 2015(0,8 Tn.hal). Las leguminosas y A. sativa
presentaron una produccién de biomasa subterrnea similar entre afios, mientras que las
dos cruciferas y L. multiflorum variaron de manera importante su produccién de raices
entre afios de 0,5a 0,9 Tn.ha™.

El ranking de especies ordenadas en funcién de su biomasa subterranea fue
distinto al obtenido en base a la biomasa aérea. La biomasa aérea fue mas variable que la
subterranea tanto entre las distintas especies estudiadas (2,3 y 1,1 Tn.ha* de diferencia en
la biomasa aérea y subterranea, respectivamente) como entre afios (2,2 y 0,4 Tn.ha* de
diferencia en la biomasa aérea y subterranea, respectivamente) (Figura 3.1). Por otro lado,
la particion raiz/tallo vari6 significativamente entre especies y entre afios y también fue
significativa la interaccibn ExA (Cuadro 3.2). Las dos variedades de R. sativus
mantuvieron una particion raiz/tallo promedio de 0,32 que se mantuvo relativamente
constante entre afios. En cambio, en el resto de las especies la particion disminuy6 en el
afio de mayor biomasa aérea (Figura 3.1 a). Entre las especies la particién raiz/tallo vario
entre 0,27 (V. villosa) y 0,7 (L. multiflorum) y entre afios varié entre 0,3 (2013) y 0,45
(2015) (Figura 3.1 a).

Cuadro 3-2- Resumen de los efectos de la especie, el ambiente (dado por el afio) y de su
interaccion (ExA) sobre los rasgos biomasa aérea, biomasa subterranea y particion raiz/tallo de
cultivos de servicios pertenecientes a las familias de leguminosas, gramineas y cruciferas
(valores-p, ANOVA).

Especie  Afio E*A

Biomasa aérea <0,001 <0,001 0,014
Biomasa subterranea <0,001 <0,001 0,088
Raiz/Tallo <0,001 <0,001 0,001
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Figura 3-1- Particion raiz/tallo y produccion de biomasa aérea y subterranea de 8 especies
pertenecientes a las familias de gramineas (Avena o Lolium), cruciferas (Raphanus) o
leguminosas (Trifolium o Vicia) en los afios 2013, 2014 y 2015. En el panel superior las cajas y
bigotes muestran las particiones raiz/tallo, la caja contiene al 50% de los datos y la linea indica el
valor de la mediana (a). En el panel inferior las columnas muestran la biomasa aérea (en valores
positivos) y la subterranea (en valores negativos) que produjeron en promedio las distintas
especies en cada afio y su error standard (n=4) (b). En ambos paneles, las especies se encuentran
agrupadas por familia.
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Figura 3-2- Rasgos de diferentes cultivos de servicios de leguminosas, gramineas y cruciferas en
funcidn del indice ambiental. Los rasgos representados en los paneles son la biomasa total (a), la
biomasa aérea (b), la biomasa subterranea (c) y la particion raiz/tallo (d). El indice ambiental
representa el promedio de la biomasa total de todas las especies en cada afio evaluado. En todos
los casos las regresiones lineales fueron construidas considerando los valores de los 4 bloques de

cada afio y se las ecuaciones muestran en el Cuadro 3.3.

Cuadro 3-3- Coeficientes de las regresiones lineales entre la biomasa total, aérea y subterranea,
y la particién raiz/tallo y el indice ambiental. Las ecuaciones muestran los coeficientes de las
rectas que mejor explican las relaciones, el r? representa el ajuste y se indica que la pendiente es
significativamente distinta de 0 con (*).

Especie Biomasa total Biomasa aérea Biomasa subterrénea raiz/tallo
y=1,3+0,2x-0,6 y=1,1+0,2x-1,5 y=0,2+0,1x-0,9 y=-0,2+0,0x+1,4
L. multiflorum r?=0,79* r’=0,78* r?=0,59* r?=0,55*
y=1,6+0,3x-2,1 y=15+0,3x-2,8 y=0,1+0,1x-0,7 y=-0,1+0,0x+0,7
A. sativa r2=0,69* r2=0,67* r’=0,01 r?=0,33
y=1,3+0,2x+0,2 y=0,9+0,2x+0,6 y=0,4+0,2x-0,4 y= 0,0+0,0x+0,1
R. sativus cv. CCS 779 r2=0,73* r2=0,66* r2=0,39* r2=0,1
y=0,8+0,3x+2,1 y=0,5+0,3x+2,0 y=0,3+0,1x+0,0 y=0,0£0,0x+0,2
R. sativus cv. IPR 116 r?=0,50* r’=0,25 r’=0,39* r?=0,08
y=0,5%0,1x+0,6 y=0,5%0,3x+0,0 y=0,0£0,0x+0,5 y=-0,1%0,0x+0,6
T. alexandrinum r2=0,53* r2=0,55* r2=0,07 r2=0,48*
y=1,0+0,3x-0,6 y=1,0+0,3x-1,4 y=0,0+0,1x+0,8 y=-0,1+0,0x+0,9
T. vesiculosum r2=0,48* r2=0,53* r2=0,0 r2=0,47*
y=0,7+0,2x-0,4 y=0,60,2x-0,6 y=0,1+0,1x-0,3 y=-0,1+0,1x+0,7
T. resupinatum r2=0,50* r2=0,42* r2=0,20 r2=0,12
y=1,2+0,3x-1,1 y=1,0+0,3x-1,2 y=0,1+0,0x+0,0 y=-0,1+0,0x+0,6
V. villosa r’=0,57* r’=0,52* r2=0,52* r2=0,17

Las especies respondieron al aumento del indice ambiental con diferencias
significativas en la pendiente sélo en la biomasa subterranea y en la particion raiz/tallo y
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no en la biomasa aérea, ya que esta Ultima aumentd en todos de forma similar (Cuadro
3.3). En las cruciferas, la biomasa subterranea aument6 con una pendiente mayor a 0,3
con el aumento del indice ambiental y el L. multiflorum con una pendiente de 0,22. En
cambio, en el resto de las especies la biomasa subterrdnea no respondio de forma
significativa al aumento del indice ambiental (Figura 3.2, Cuadro 3.3). Tanto en
leguminosas como en gramineas la particion raiz/tallo disminuyé en el ambiente de mayor
indice ambiental, pero en las cruciferas aument6 un 37% en R. sativus cv. CCS y un 57%
en el cv. IPR (Figura 3.2). Por su parte, la biomasa total y aérea aumentaron en funcién
del indice ambiental en todas las especies (Figura 3.2). La ausencia de diferencias
significativas en la pendiente permitié comparar las ordenadas al origen, que representa
la biomasa producida cuando el indice ambiental es 0. La mayor ordenada al origen fue
la de R. sativus cv. IPR (2,1+1,1) que no presentd diferencias significativas con las
ordenadas de R. sativus cv. CCS y T. alexandrinum. El resto de las especies presentaron
ordenadas al origen mas bajas que variaron entre -2,1 (A. sativa) y -0,6 (T. vesiculosum y
L. multiflorum) (Cuadro 3.3).

Las dos cruciferas evaluadas presentaron mayor plasticidad en la biomasa
subterranea que en la aérea, pero las gramineas y las leguminosas, presentaron el patrén
inverso (Figura 3.3). El indice de plasticidad de la biomasa subterranea de las cruciferas
fue 0,5 mientras que el de la biomasa aérea fue s6lo 0,3. En cambio, en el resto de las
especies el indice de plasticidad de la biomasa aérea varié entre 0,7 (T. vesiculosum y
V.illosa) y 0,5 (T. alexandrinum). Tanto las gramineas como las leguminosas
presentaron mayor plasticidad en la biomasa aérea que en la subterranea, la cual ademas
fue menos variable (entre 0,2 y 0,4). Las gramineas evaluadas fueron muy similares en
cuanto a su plasticidad tanto en la biomasa aérea (~0,6) como en la biomasa subterranea
(=0,3). En las cruciferas la plasticidad de la biomasa subterrdnea fue mayor y similar entre
los dos cultivares (=0,5) pero la de la biomasa aérea varid segun el cultivar entre 0,25 (cv.
IPR) y 0,38 (cv. CCS). En cambio, en las leguminosas la plasticidad resulté muy variable
entre especies, desde 0,46 (T. alexandrinum) a 0,67 (V. villosa) en la biomasa aérea y
entre 0,21 (T. alexandrinum) y 0,38 (V. villosa) en la biomasa subterranea.

Las distintas especies presentaron diferencias significativas en la produccion de
biomasa subterranea hasta los 20 cm de profundidad (Figura 3.4; Cuadro 3.4). En las
primeras profundidades, 0-5 y 5-10, la interaccion de especie*afio fue significativa,
siendo los dos cultivares de R. sativus y L. multiflorum las especies que mas biomasa
subterranea acumularon en el afio 2013 (Cuadro 3.4). Estas presentaron méas del 60% de
su produccion de biomasa subterranea total concentrada en los primeros 5 cm. En el 2013
estas especies acumularon en los primeros 30 cm de profundidad un total de 1,6+0,1
Tn.haty en el 2015 0,7+0,2 Tn.ha™. El resto de las especies presentaron entre el 51 y el
44% de su biomasa subterrénea en los primeros 5 cm del suelo, y por lo tanto presentaron
una mayor proporcién de sus raices en profundidad, aunque no superaron en estas
profundidades la produccion total de biomasa subterranea de las cruciferas o la de L.
multiflorum en ninguno de los afios. En la profundidad 10-20, L. multiflorum y R. sativus
cv. IPR fueron las especies que presentaron mayor biomasa subterranea (0,2+0,09 Tn.ha
1 y las leguminosas los que produjeron las menores cantidades (0,140,009 Tn.hat). En
promedio la biomasa subterranea en la profundidad 20-30 fue relativamente pequefa
(96,4 kg.hal) y no presento diferencias entre las especies. Sin embargo, vario desde 123,7
kg.ha en el 2013 a 63,5 kg.ha* en el 2015.
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Figura 3-3- indice de plasticidad que presentaron los diferentes cultivos de servicios en
la biomasa aérea y subterranea. Para ambos rasgos, se consideraron en conjunto las
estimaciones de los afios 2013, 2014 y 2015 y el indice de plasticidad fue estimado con
la ecuacion “(Maximo—Minimo)/Maximo” de la biomasa aérea (eje x) y de la biomasa
subterranea (eje y) (Valladares 2000).
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Figura 3-4- Produccion de biomasa subterranea en las profundidades 0-5, 5-10, 10-20 y
20-30 cm. Se muestra la produccion de biomasa subterranea promedio para los tres
afos, para el 2013, para el 2014 y para el 2015.



Cuadro 3-4- Produccion de biomasa subterranea de las diferentes especies en las
profundidades 0-5, 5-10, 10-20 y 20-30. En las profundidades 0-5 y 5-10 la interaccién

especie*afo fue significativa (p<0,01) y las diferencias significativas se muestran con
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letras distintas en cada profundidad. En la profundidad 10-20 la interaccion especie*afio

no fue significativa (p=0,08) y letras diferentes muestran las diferencias significativas

que presentaron las especies. En la profundidad 20-30 la produccion subterranea no

presentd diferencias significativas entre especies (p=0,21).

Biomasa subterranea (Kg.ha?)

Profundidad Afio 2013 Afo 2014 Afo 2015
0-5
A. sativa 480,47 cd 446,84 d 484,52 cd
L. multiflorum 1466,8 a 963,86 b 933,68 b
R. sativus cv. CCS 779 1741,33 a 511,54 cd 502,78 cd
R. sativus cv. IPR 116 1708,36 a 871,8 bc 557,08 bcd
T. alexandrinum 340,56 d 333,29 d 264,03 d
V. villosa 468,95 cd 211,05 d 216,73 d
T. vesiculosum 37025 d 421,05 d 367,62 d
T. resupinatum 465,58 cd 324,01 d 284,06 d
5-10
A. sativa 131,78 b 203,16 b 182,58 b
L. multiflorum 275,32 b 282,39 b 288,98 b
R. sativus cv. CCS 779 717,42 a 256,34 b 191,74 b
R. sativus cv. IPR 116 608,44 a 312,35 b 172,05 b
T. alexandrinum 131,22 b 148,03 b 125,37 b
V. villosa 118,87 b 113,44 b 128,56 b
T. vesiculosum 118,66 b 182,85 b 159,1 b
T. resupinatum 111,66 b 142,99 b 116,37 b
10-20
A. sativa ab 171,95 206,14 131,35
L. multiflorum a 223,83 239,74 228,57
R. sativus cv. CCS 779 ab 278,28 107,36 102,23
R. sativus cv. IPR 116 a 372,18 187,27 105,59
T. alexandrinum b 98,39 136,44 106,38
V. villosa b 142,61 147,09 100,98
T. vesiculosum b 122,81 175,57 104,57
T. resupinatum b 109,96 173,81 107,48
20-30
A. sativa 104,39 142,39 86,85
L. multiflorum 128,78 155,13 135,3
R. sativus cv. CCS 779 67,75 42,88 26,26
R. sativus cv. IPR 116 245,89 60,22 47,57
T. alexandrinum 72,27 85,16 56,18
V. villosa 100,99 98,28 62,69
T. vesiculosum 107,89 110,7 51,55
T. resupinatum 161,85 121,02 41,43
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3.4. Discusion

Los cultivos de servicios generalmente son caracterizados por su biomasa aérea
aunque también deberian ser caracterizados por su produccién de biomasa subterranea
cuando se siembran para aumentar la MOS o mejorar las propiedades fisicas del suelo
(Sasal & Andriulo 2005; Jackson et al. 2017). Los resultados de este capitulo apoyan la
hipétesis 2.1 ya que muestran que la variacion en la particion raiz/tallo entre las especies
no permite elegir a los cultivos de servicios de mayor biomasa subterranea a partir de su
biomasa aérea (Figura 3.1). En general, la particién hacia la raiz fue mayor en las
cruciferas y en L. multiflorum, y so6lo en las cruciferas la particién fue relativamente
constante en todos los afios (Figura 3.1). En cambio, en las leguminosas y en las
gramineas la particion disminuy6 en funcién del indice ambiental, debido a que la
plasticidad de la biomasa subterranea fue menor a la de la biomasa aérea (Figura 3.2 y
3.3). Este resultado apoya la hipotesis 2.2 planteada en este capitulo que sostiene que
“Las especies mejoradas a partir de la biomasa aérea presentan una menor plasticidad en
la biomasa subterranea que los que fueron mejorados genéticamente considerando su
produccion de biomasa subterranea”. Probablemente, el mejoramiento genético de las
leguminosas y las gramineas a favor del aumento en la biomasa aérea haya conducido a
una baja plasticidad en la biomasa subterranea (Grossman & Rice 2012). En cambio, la
mayor plasticidad en la produccion de biomasa subterranea de R. sativus podria deberse
a que este rasgo fue considerado durante su mejoramiento genético (lwata et al. 2004).

En general, la produccion de biomasa subterranea que presentaron los cultivos de
servicios evaluados fue menor a la reportada en otros trabajos (Oderiz et al. 2017; Liu et
al. 2015; Frasier et al. 2012). La mayor produccion de biomasa subterranea fue de 1,8
Tn.haten L. multiflorum. Esta produccion de raices es menos de la mitad de lo que fue
reportado para otras gramineas como el centeno (4,5 Tn.ha®) e incluso bastante menor a
la biomasa subterranea de una leguminosa evaluada por los mismos autores (3,2 Tn.ha)
(Oderiz et al. 2017; Frasier et al. 2012). Cabe destacar que en estos trabajos los muestreos
se realizaron con barrenos de menor diametro y que la ponderacion utilizada para las
muestras tomadas sobre el surco y sobre el entresurco puede sobreestimar la produccion
de biomasa subterranea.ha® (Frasier et al. 2016; Mazzilli et al. 2010). En cambio, las
particiones raiz/tallo en general se encontraron dentro del rango reportado para especies
anuales (0,3-0,6) (Liu et al. 2013). Solo en el afio de menor produccion de biomasa aérea
L. multiflorum present6 una particion raiz/tallo alta y semejante a la reportada para vicia
por Oderiz et al. (2017). Por otra parte, la distribucién de las raices disminuy6 en
profundidad como es esperable. Generalmente en los primeros cm de profundidad de
suelo se encuentra entre el 40 y 60% de las raices (Oderiz et al. 2017). Nuestros resultados
muestran que L. multiflorum y los dos R. sativus presentaron el 61% de sus raices en los
primeros 5 cm, mientras que el resto de las especies esta proporcion fue
significativamente menor (49%).

Es importante considerar que tanto la plasticidad como la variacién en el indice
ambiental contemplan solo la variacion entre afios para un solo sitio. Por lo tanto, algunas
variables ambientales que influyen en la produccion de biomasa subterranea y que varian
entre sitios o distintas regiones, no han sido exploradas en esta tesis. En este sentido, en
otros trabajos se han observado diferencias en la biomasa subterranea debidos a la
presencia de impedancias fisicas en el suelo (Bengough & Mullins 1990; Bengough et al.
2011), a la escasez de agua (Ramamoorthy et al. 2017) y a la escasez de nutrientes poco
moviles como el fosforo (Reynolds & D’Antonio 1996; Kong & Six 2010; Rubio et al.
2003). Sin embargo, a pesar de esta limitante, la variacién entre afios fue suficiente para
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generar diferencias importantes en la biomasa aérea de cada especie (Cuadro 3.2 y Figura
3.1). Como consecuencia, fue posible comparar la particion raiz/tallo de las distintas
especies y su variacion en relacion con la biomasa producida en cada afio.

Las diferencias en biomasa subterranea observadas entre las especies comparadas
sugieren que sus impactos en la MOS vy en las propiedades fisicas del suelo pueden ser
distintos. Las especies que presentaron la mayor produccién de biomasa subterranea
fueron L. multiflorum y los dos cultivares de R. sativus, aunque desarrollan sistemas
radicales muy distintos. R. sativus presenta una raiz pivotante de ~5cm de diametro, que
es capaz de atravesar capas endurecidas del suelo y mejorar su estructura (Chen & Weil
2010). En ausencia de dicho impedimento, tanto las raices gruesas como las mas finas
favorecen la formacion de bioporos y aumentan la estabilidad de agregados (Obi 1999;
Kabir & Koide 2000; Williams & Weil 2004; Abiven et al. 2009; Blanco-Canqui et al.
2013). Por otra parte, con respecto a la formacion de MOS es probable que las raices de
L. multiflorum presenten una mayor humificacion que las de los R. sativus. Esto se basa
en que la MOS formada a partir de las raices de menor diametro permanece en el suelo
por mas tiempo porque su descomposicion se ve restringida (Six et al. 2002; Rasse et al.
2005).

Ademas de la cantidad de biomasa subterranea (y total) producida, su calidad
también afecta la formacion de MOS. Por ejemplo, las leguminosas presentan una menor
relacién C/N que las gramineas o cruciferas y es probable gque esto afecte la formacion de
MOS asociada a los minerales (MAOM). Esta fraccion estd compuesta por productos
derivados de los microorganismos que presentan un bajo peso molecular y se encuentran
adsorbidos a los minerales (Bernoux et al. 1998; Christensen 2001). La biomasa
subterranea de gramineas o cruciferas, al presentar una mayor C/N, posiblemente
estimule la descomposicion de la MAOM preexistente en mayor medida que la de las
leguminosas, tal como fue observado en otros trabajos y definido como efecto priming
(Fontaine et al. 2003; Mazzilli et al. 2014). Al mismo tiempo, la formacion de MOS a
partir de esos residuos es mas ineficiente que la de las leguminosas, porque una mayor
proporcion es respirada por los microorganismos. En este sentido, sobre todo en aquellos
suelos que posean un bajo contenido de MAOM, es probable gue el aumento en la MOS
sea mayor cuando los aportes de residuos sean de leguminosas que cuando sean de
gramineas o cruciferas (Castellano et al. 2012).

Por otra parte, como las especies no presentaron diferencias significativas en la
biomasa subterranea por debajo de los 20 cm es posible que el impacto en la formacién
de MOS en las capas profundas del suelo no presente diferencias entre especies. No
ocurriria lo mismo para funciones de las raices asociadas a la captacién de agua o
nutrientes (Figura 3.4). La biomasa subterranea en la profundidad de 20-30 cm representd
un porcentaje muy bajo de la produccidn total de raices con lo cual, es probable que el
espectro de analisis de los primeros 30 cm haya podido cuantificar la mayor parte de los
aportes de C de toda la biomasa subterranea producida por las distintas especies. Sin
embargo, esta evaluacion no permite caracterizar a los cultivos de servicios en cuanto a
su capacidad para absorber agua y nutrientes en profundidad. Esto ultimo se encuentra
muy relacionado con la posibilidad de evitar la lixiviacion de los nutrientes del suelo y
para ello es necesario conocer la profundidad maxima de exploracion radical (Ehdaie et
al. 2010; Restovich et al. 2012; Thorup-Kristensen et al. 2012).

La inclusion de cultivos de servicios permite aumentar la captura de recursos y
energia en los ecosistemas y puede reducir los impactos negativos de la agricultura para
mantener la produccion en el largo plazo ( Doré et al. 2011; Bommarco et al. 2013;
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Schipanski et al. 2014; Tittonell 2014). Sin embargo, como los recursos suelen ser
limitados (e.g. agua del suelo) es necesario maximizar los beneficios que los cultivos de
servicios pueden brindar. En otras palabras, es necesario elegirlos considerando rasgos
que estén estrechamente relacionados con el beneficio que se desea obtener. Si bien es
necesario complementar los resultados obtenidos en este capitulo con la composicion
bioquimica y descripcion morfoldgica de las raices, es probable que los R. sativus y L.
multiflorum mejoren las propiedades fisicas del suelo y a la vez, L. multiflorum junto con
las leguminosas T. vesiculosumy V. villosa provoquen mayores aumentos en la MOS. Sin
embargo, a futuro es necesario realizar experimentos que cuantifiquen la relacion de estos
rasgos de las distintas especies utilizadas como cultivos de servicios (e.g. produccion de
biomasa subterranea o aérea, su composicion quimica, profundidad de raices, etc.), con
los distintos servicios u objetivos para los cuales son sembradas (e.g. formacion de MOS,
descompactacion, proteccion contra la erosion, etc.). Futuros trabajos que evallen estas
relaciones podran basarse en el concepto de grupos funcionales de plantas, las cuales
agrupan rasgos fenotipicos comunes, facilitando la conceptualizacion de los mecanismos
involucrados en la provision de los distintos servicios ecosistémicos.

3.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo mostraron que tanto la produccién de
biomasa subterrdnea como su relacion con la biomasa aérea fue variable entre las distintas
especies, incluso dentro de la misma familia. Las mayores producciones de biomasa
subterranea las presentaron L. multiflorum y los dos cultivares de R. sativus (entre 1,3 y
1,8 Tn.hal). La biomasa subterranea de las distintas especies de leguminosas y gramineas
fue variable, pero en todas ellas se mantuvo relativamente constante entre afios resultando
en una disminucidn en la particion raiz/tallo en los afios de mayor produccion de biomasa
aérea. En cambio, los dos cultivares de cruciferas (R. Sativus) presentaron una particion
estable entre afios y, por lo tanto, la biomasa aérea y la subterranea aumentaron en los
afios buenos. Las diferencias que presentaron las especies de las diferentes familias
probablemente se deban a los rasgos que fueron considerados durante su mejoramiento
genético, la biomasa aérea en las gramineas y leguminosas, y la biomasa subterranea en
las especies de cruciferas evaluadas.



4. CAPITULO 4- Humificacion y descomposicion de la
materia organica del suelo bajo diferentes cultivos de
Servicios
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4.1. Introduccion

Uno de los mayores desafios para sostener la produccion agricola en el largo plazo
es disefiar agroecosistemas que permitan mantener la materia organica del suelo (MOS)
(Power 2010; Tittonell 2014; Banwart et al. 2015). Por un lado, la MOS determina la
productividad de los agroecosistemas porque se encuentra muy relacionada con la
fertilidad, la estructura fisica, la infiltracion y la retencion de agua para los cultivos (Bauer
& Black 1994; Lal 1997; Reeves 1997; Saxton & Rawls 2006). Pero a su vez, el
almacenaje de carbono (C) en la MOS permite reducir la concentracién de C en la
atmosfera y mitigar el cambio climéatico (Lal 2004; Bernoux et al. 2009). Por lo tanto,
resulta crucial el planteo de alternativas que permitan mejorar el balance de C en los
agroecosistemas, modificando los ingresos o las salidas de C organico del suelo (COS),
de modo lograr contenidos similares de COS a los de los ecosistemas naturales (Crews &
Rumsey 2017).

La siembra de cultivos de servicios en los periodos de barbecho puede aumentar
la MOS mediante el aumento de los ingresos o la reduccion de las salidas de C al suelo.
En sistemas de cultivos anuales, la MOS disminuye debido a las pérdidas por erosion
ocasionadas por la baja cobertura presente en el barbecho (Sawchik et al. 2012), pero
también debido a que los aportes de biomasa son menores por cosecha de granos y la baja
produccidn subterranea de los cultivos de renta (Kell 2011; Bolinder et al. 2012). Los
cultivos de servicios pueden incidir sobre ambos flujos en simultaneo porque cubren el
suelo reduciendo la erosion y aumentan los aportes de biomasa al suelo. Sin embargo,
tras la inclusion de estos cultivos no siempre se observan aumentos en la MOS (Poeplau
& Don 2015; Alvarez et al. 2017). En este sentido, para lograr un mayor entendimiento
de los cambios que ocurren en la MOS, es importante considerar que tanto la
productividad de los cultivos de servicios como la composicion quimica y la biomasa de
raices finas y gruesas, pueden influir en los flujos determinan el balance de COS (i.e.
descomposicion y formacion del COS) (Janzen et al. 1998; Baisden & Amundson 2003;
Bolinder et al. 2007; Kong & Six 2010).

Probablemente la ausencia de efectos consistentes de los cultivos de servicios
sobre la MOS se deba a que las comparaciones usualmente se realizan analizando los
contenidos totales de MQOS, lo cual no es suficiente para abordar su heterogeneidad y
complejidad estructural y a su vez, por ser un compartimento tan grande, es dificil la
deteccidn de sus cambios en tiempo relativamente cortos (Poeplau & Don 2015; Alvarez
et al. 2017). Para ello es posible utilizar una aproximacion experimental que combine el
uso de isétopos estables de C con el fraccionamiento fisico de la MOS para poder
estudiar la descomposicion y la humificacion en cada fraccion en el tiempo (Pifieiro et al.
2012). La MOS puede separarse en dos fracciones en funcion del tamafio de particula, las
cuales se distinguen en su estructura, funcionamiento y tiempo de residencia del C en el
suelo: materia organica particulada (POM>50pm) y materia organica asociada a los
minerales (MAOM < 50um ) (Cambardella & Elliot 1992; Bernoux et al. 1998;
Christensen 2001). La POM estd compuesta por restos vegetales y presenta una
bioquimica muy similar a la broza, ya que unicamente las diferencia el tamafio de
particula (broza>2 mm>POM). Por lo tanto, al igual que en la broza, la descomposicion
de la POM se encuentra limitada por la presencia de compuestos recalcitrantes (i.e. altos
contenidos de lignina y relacién C/N) y podria ser estimulada por el aumento en el N
disponible (Knorr et al. 2005). En cambio, la MAOM estd compuesta por productos
derivados de los microorganismos que presentan bajo peso molecular y relacion C/N.
Estos compuestos presentan una proteccion fisica a la descomposicion porque se
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encuentran adsorbidos a las arcillas y limos, ocluidos dentro de los agregados o asociados
a metales del suelo y por lo tanto los microorganismos requieren mucha energia para
descomponerlos (Kuzyakov et al. 2000; Fontaine et al. 2003).

Recientemente, fue demostrado que la persistencia de la MAOM en el suelo no
estd dada por su composicion quimica, sino que depende de procesos que ocurren a nivel
ecosistémico (Schmidt et al. 2011). Durante décadas, se asumio que la fraccion mas
grande y mas estable de la MOS estaba formada por macromoléculas complejas, como
los &cidos humicos y fulvicos. Estas “sustancias humicas” pueden ser extraidas del suelo
mediante métodos quimicos y parecen ser sustancias muy recalcitrantes que presentan
una muy baja tasa de descomposicion (Stevenson 1994). Sin embargo, mediante
observaciones de la MOS in situ, se demostréo que en el suelo sélo se encuentran
estructuras moleculares pequefias y simples y que, las sustancias humicas eran el
resultado de una interpretacion incorrecta de las extracciones realizadas en el laboratorio.
Es por ello que actualmente, se sostiene que la persistencia de la MOS es el resultado de
interacciones complejas con el ambiente (Schmidt et al. 2011). Por un lado, la textura del
suelo define el limite de saturacion del suelo, es decir los sitios en los que las sustancias
simples pueden ser adsorbidas (Six et al. 2002; Stewart et al. 2009; Castellano et al. 2012).
Por el otro, los aportes de biomasa que reciba el suelo junto con su calidad repercuten
tanto en la formacion como en la descomposicion de la MOS (Castellano et al. 2012;
Cotrufo et al. 2013).

Cambios tanto en las entradas, dadas por la humificacion de los aportes de
biomasa, como en las salidas, dadas por la descomposicién del COS, pueden ser
estimados con el método de dilucion isotdpica basado en las abundancias naturales
(relacion de §3C= 13C/*2C) que presentan las plantas con metabolismo fotosintético Cs y
Ca. Las plantas Csfijan el CO2 con la enzima rubisco (ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa
oxigenasa) que discrimina al is6topo de 3C y resulta en §'3C muy bajas (entre -30 y -
24%o0). En cambio, las plantas C4 tienen un paso inicial en la fijacion donde el fosfoenol
piruvato (PEP) aporta mas carbono a la rubisco para la fijacion de CO». Dado que la PEP
discrimina menos al *C que la rubisco, las plantas Cs quedan con una 5'3C enriquecida
(entre -16 y -10%o). Esto permite que, cuando un campo natural con presencia de especies
C4 es transformado en un campo de cultivos en donde s6lo se siembran especies Cs, sea
posible distinguir el Cuiejo, que estaba presente en el campo natural, del Chuevo que fue
formado a partir de los cultivos Cs (Balesdent & Balabane 1992; Desjardins et al. 1994;
Angers et al. 1995). Para ello, es necesario considerar tanto el cambio inicial que ocurre
luego de la aplicacion de herbicidas y el laboreo del campo natural, como el que ocurre
luego de sembrar los cultivos anuales (Mazzilli 2015). Esto permite estimar el porcentaje
de descomposicion, a partir de la diferencia entre el Cuigjo ¥ €l contenido de C en el
momento inicial, y el porcentaje de humificacion considerando la proporcion de los
aportes de C de los cultivos que forman Cnyevo.

Las caracteristicas de los cultivos de servicios que influyen en la descomposicion
y en la humificacién del C de cada fraccion de la MOS son muy diferentes (Janzen et al.
1998; Baisden & Amundson 2003; Bolinder et al. 2007; Kong & Six 2010). Los aportes
de biomasa que mas contribuyen a la formacion de C en la POM (C-POM) son los que
presentan un mayor tiempo de residencia en esta fraccion debido a su dificil
descomposicion (Melillo et al. 1982; Taylor et al. 1989; Enriquez & Duarte 1993). Por
esta razon los aportes son mas recalcitrantes (i.e. alta C/N y contenido de lignina) y los
provenientes de la biomasa subterranea son los que mas se humifican en la POM (Six et
al. 2002; Mazzilli et al. 2015; Jackson et al. 2017). La biomasa subterranea ademas de ser
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guimicamente mas recalcitrante que la aérea, presenta una mayor asociacion con el suelo
y menor contacto con el oxigeno debido a su ubicacién en el suelo. Especialmente las
raices de menor diametro son las que més se humifican en la POM, porque quedan
atrapadas en poros de menor diametro que dificultan el acceso a los microorganismos
descomponedores y en los que prevalecen las condiciones de anoxia (Six et al. 2002;
Rasse et al. 2005). Por otra parte, los aportes con baja C/N ademas de presentar tasas de
descomposicion més altas, podrian acelerar la descomposicion de la POMuyieja de manera
similar a lo que sucede con la descomposicién de la broza broza, efecto conocido como
priming y que llamaremos priming por nitrégeno (Knorr et al. 2005; Schimel &
Héattenschwiler 2007; Janssens et al. 2010). Finalmente, dado que la POM puede
aumentar indefinidamente, el contenido de POM depende del balance entre la
humificacion de los aportes y la descomposicion de los restos vegetales que la conforman.

En la MAOM es importante considerar que la humificacion de los aportes
disminuye a medida que el contenido de COS se encuentra mas cerca del limite de
saturacion del suelo (Six et al. 2002; Stewart et al. 2009; Castellano et al. 2012). Cuando
la MAOM se encuentra asociada a las particulas de limo o arcilla, u ocluida dentro de los
agregados, los microorganismos descomponedores necesitan mucha energia de
activacion para descomponerla (Balesdent et al. 2000; Six et al. 2002; Davidson &
Janssens 2006; Castellano et al. 2012). Sin embargo, si no se encuentra asociada porque
el suelo se encuentra saturado o si los microorganismos cuentan con energia suficiente,
es posible que se descomponga parte del C asociado a la MAOM (C-MAOM). Es por
ello, que cuando los aportes de biomasa de alta relacion C/N aumentan la disponibilidad
de energia para los descomponedores, pueden estimular la descomposicion del C-MAOM
(efecto que lo llamaremos priming por energia) (Kuzyakov et al. 2000; Fontaine et al.
2003; Guenet et al. 2012; Mazzilli et al. 2014). De todos modos, cuando se descompone
parte del C-MAOM, el suelo comienza a estar menos saturado y aumenta la
disponibilidad de sitios que pueden retener fuertemente a la MAOM. En este sentido, es
probable que la humificacion de los aportes sea mayor cuando €éstos presentan una
estequiometria similar a la de los microorganismos descomponedores. Si presentan una
estequiometria distinta (i.e. residuos vegetales con alta relacion C/N), la eficiencia en el
uso del C disminuye porque los nutrientes limitantes condicionan la formacion de MAOM
(Baisden & Amundson 2003; Manzoni et al. 2010; Cotrufo et al. 2013; Kirkby et al.
2013).

En la region pampeana se recomienda la siembra de cultivos de servicios de
especies de gramineas, cruciferas y leguminosas con diversos objetivos (e.g. mejorar las
propiedades fisicas del suelo, proveer N por medio de la fijacion bioldgica) que podrian
aumentar las reservas de COS y de N orgéanico del suelo (NOS) (Villamil et al. 2006;
Varela et al. 2011; Diez et al. 2012; Restovich et al. 2012; Sawchik et al. 2012). Dado
que las especies que pertenecen a estas familias presentan un amplio gradiente en cuanto
a sus caracteristicas morfologicas (e.g. produccion de raices, particion en raices finas y
gruesas, calidad y composicion quimica de la biomasa), en este capitulo se estudiara como
distintas especies afectan la descomposicion y la humificacion del C y los contenidos de
N de la POM y la MAOM, cuando se reemplaza un campo natural por cultivos anuales.
Las hipdtesis asociadas a este objetivo son las siguientes:

Hipdtesis 3.1: La inclusion de cultivos de servicios de gramineas en las rotaciones
conlleva una mayor humificacion de C en la POM que los de leguminosas, debido a que
sus aportes contienen una relacion C/N mas alta que la de las leguminosas y por lo tanto
forman mayores cantidades de POM con un mayor tiempo de residencia en el suelo.
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Hipdtesis 3.2: La inclusién de cultivos de servicios de leguminosas en las
rotaciones disminuye la cantidad de POM, ya que al tener una relacion C/N baja aumenta
la descomposicion de la POMieja (efecto “priming” por N) y disminuye la formacion de
POMnueva-

Hipotesis 3.3: La inclusion de cultivos de servicios de gramineas en las rotaciones
estimula la descomposicion del C de la MAOM.ieja porque los aportes de alta relacion
C/N aumentan la disponibilidad de energia para los microorganismos descomponedores
del suelo y logran acceder a la MAOM que se encuentra adsorbida a las particulas del
suelo (efecto “priming” por energia).

Hipotesis 3.4: La inclusion de cultivos de servicios de leguminosas permite una
mayor humificacion de C en la MAOM porque los aportes presentan una estequiometria
mas parecida a la de los microorganismos descomponedores (C/N baja y mas cercana a
10) y aumentan su eficiencia para la formacién de MAOM.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Sitio de estudio

El experimento fue instalado sobre un campo natural ubicado en la Unidad
Experimental Palo a Pique de INIA Treinta y Tres, Uruguay (33,25° de latitud sur, 54,48°
de longitud oeste, 47,0 m de altitud sobre el nivel del mar). El suelo dominante en el area
de estudio es un Argisol Subéutrico Lavico y pertenece a la Unidad de Suelo José Pedro
Varela. Previo a la instalacion del experimento el suelo presentaba 8ppm de P (método
de &cido citrico), 10ppm de N-NO3, 1,9 meq de Mg 100g™ y 0,3 meq de K 100g™. Las
condiciones de temperatura y precipitaciones del periodo bajo estudio se muestran en el
Cuadro 4.1.

Cuadro 4-1-Informacion meteoroldgica desde el afio 2012 hasta el 2015 y el promedio historico
en el Depto. Treinta y Tres, Uruguay™

Mes Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Anual
Temperatura promedio (°C)

2013 22 22 19 17 14 11 11 10 15 17 20 23 17
2014 24 23 20 17 14 11 12 13 16 19 20 22 17
2015 23 23 22 18 15 12 11 16 14 16 19 22 17
Promedio (1972 — 2015) 23 22 20 17 14 11 11 12 14 16 19 21 17
Precipitacién mensual (mm)
2013 64,6 150,84 56,6 1333 128 455 1098 88,7 2831 70,6 151 47 1334
2014 207 147 139 121 40 81 135 39 194 232 160 218 1712
2015 144 30 30 4 71 19 43 313 109 139 41 128 1068

Promedio (1966 - 2015) 103 141 128 123 149 120 86 126 129 114 85 108 1412
* Informacion extraida de http://www.inia.uy/gras/Clima/Banco-datos-agroclimatico

4.2.2. Descripcion del experimento

En septiembre del 2011 se aplicé glifosato sobre el campo natural y se sembré el
cultivo de soja mediante un laboreo reducido. En abril del 2012 se fertilizé con 100 kg.
ha* de Hyperfos (14/29% P,0s + 4S + 27 Ca) y se iniciaron las rotaciones con la siembra
al voleo de los cultivos para servicios sobre el cultivo de soja en pie. El disefio del
experimento fue de bloques completos al azar con 3 repeticiones. Con el fin de acumular
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los efectos de las rotaciones, durante 3 afios (2012-2015) cada parcela recibio la misma
rotacion de soja con cultivos de servicios o barbecho invernal (Testigo). Los cultivos de
servicios sembrados fueron Trifolium alexandrinum cv. INIA Calipso, Vicia sativa cv.
Barril, Raphanus sativus cv. Brutus, Lolium multiflorum cv. INIA Cetus y Avena strigosa
cv. Calprose Azabache. La siembra de los cultivos de servicios fue durante la primera
quincena de abril y la aplicacion de herbicida para interrumpir su ciclo, entre fines de
septiembre y principios de octubre. El cultivo de soja se sembrd en diciembre, mediante
siembra directa a 32cm de distancia entre hileras.

4.2.3. Produccion de biomasa y aportes de C y N al suelo

La produccion de biomasa aérea de los cultivos para servicios, y por lo tanto sus
aportes de C y N al suelo, se evalud todos los afios en primavera previo a la aplicacion
del herbicida por medio de 2 cortes por parcela en marcos de 50 cm x 90 cm. La
produccion subterranea se estimo a partir de la particion R/T de cada cultivo de servicio
que fue evaluada en el experimento, en el afio 2014. Todos los afios se determiné el
rendimiento del cultivo de soja y fueron utilizados para estimar la biomasa aérea y la
subterranea considerando un indice de cosecha de 0,45 (Carcova et al. 2008) y una
particion raiz/tallo de 0,1, estimada a partir de mediciones en los cultivos de soja del
experimento presentado en el capitulo 3. Todas las muestras de biomasa se secaron en
estufa a 60°C y fueron analizadas con un espectrdmetro de masa acoplado a un
autoanalizador Elemental Analyzer en la universidad de DUKE en USA para estimar los
contenidos de C, N y 8'3C. Estas mediciones permitieron caracterizar las entradas de
biomasa al suelo que se detallan en el Cuadro 4.2.

4.2.4. Estimacion de la descomposicion y humificacion de la materia organica
particulada (POM) y la asociada a los minerales (MAOM).

Para evaluar el cambio que genera cada rotacion en la sefial isotopica del C en la
POM y en la MAOM se realizaron muestreos de suelo correspondientes a 3 momentos:
1) sobre el campo natural sin disturbar (en abril del 2012 alrededor de los 3 bloques); 2)
en el momento inicial, donde siete meses antes se habia realizado un laboreo reducido y
la aplicacion de herbicidas sobre el campo natural (en abril del 2012, dentro de los 3
blogques); y 3) en el momento final luego de las rotaciones de 3 afios de duracion (en
febrero del 2015, 5 meses después de la Gltima supresion de los cultivos para servicios
sembrados del 2014). En cada parcela, se tomaron 8 muestras con un barreno de 2,2 cm
de didmetro en las profundidades de 0-5 y 5-15. Las muestras fueron agrupadas en pares
para estimar densidad aparente (resultando en 4 datos de densidad aparente por parcela).
Posteriormente se realizd el fraccionamiento fisico de la materia organica del suelo
siguiendo el método descrito por Cambardella & Elliot (1992). En las fracciones POM y
MAOM se midi6 el %C y %N y la abundancia relativa de *C con un espectrémetro de
masa Finnigan MAT Delta Plus XL, acoplado a un autoanalizador Elemental Analyzer
(Carlo Erba Instruments Inc.) en la universidad de DUKE en USA.

Para estimar los flujos de entrada y de salida del COS en las distintas rotaciones
se utilizo el método de dilucion isotdpica (Farquhar et al. 1989; Eleki et al. 2005). Debido
a que todos los cultivos sembrados en las rotaciones y las malezas presentes en los
periodos de barbecho fueron especies con metabolismo fotosintético Cs, el valor de §*3C
del campo natural tiende a disminuir a medida que ingresa C de los cultivos. Este cambio
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Cuadro 4-2- Caracterizacion de las entradas de biomasa, de C y de N al suelo que recibi6 cada
una de las rotaciones del cultivo de soja con cultivos de servicios o con presencia de barbecho
invernal (testigo). Para cada rotacion se muestra el promedio y el desvio estandar de los aportes
de C y N durante los 3 afios realizados desde la biomasa aérea o subterranea producida por los
cultivos de servicios y por la soja. En el caso del testigo, la biomasa de cultivos de servicios
corresponde a la de las malezas que crecieron durante el periodo de barbecho y para estimar sus
aportes de C y N se utilizaron las concentraciones promedio de A. strigosa, L. multiflorum y R.
sativus. Para estimar los aportes de soja de C y N se utilizaron las concentraciones promedio de
T. alexandrinum y V. sativa. Los aportes totales corresponden a la suma de todos los aportes de
C o N que recibi6 el suelo durante los 3 afios, su relacion C/N y 6°C, que fue evaluada en los
cultivos de servicios y estimada para las malezas y el cultivo de soja, considerando su
metabolismo fotosintético.

A. strigosa L. multifiorum  R.sativus T. alexandrinum V. sativa Testigo
Cultivos de servicios
Biomasa aérea

Tn biomasa.ha'.afio?  6,37+3,58  4,66+1,46 5,34+3,11 3,30+0,66 3,16+0,30 2,17+0,43
Tn C.hal.afio™ 2,98+167  1,88+0,59 2,40+1,40 1,55+0,31 1,40+0,13 0,96+0,19

63,11+35,4
Kg N.hat.afio! 5 54,49+17,01 61,85+3599 101,28+20,37 123,42+11,63 24,01+4,72
CIN 47,2 34,51 38,83 15,31 11,32 39,81
Biomasa subterranea
Tn biomasa.hal.afio*  0,91+0,51  0,59+0,19 1,11+0,64 0,530,11 0,51+0,05 0,37+0,07
Tn C.hal.afio™ 0,44+0,24  0,27+0,08  0,50+0,29 0,20+0,04 0,23+0,02 0,17+0,03
Kg N.hal.afio! 8,30+4,66  7,09+2,21  11,89+6,92 15,17+3,05 11,16+1,05 3,92+0,77
CIN 52,44 37,78 41,82 13,2 20,81 43,35
Cultivo de soja
Rendimiento
Tn.hat.afio?! 2484031 2,62+0,29  2,34+0,44 2,46+0,51 2,56+0,34 2,20+0,55
Aportes Totales

15,77 +

Tn C.hat 3,56 12,21+0,70 14,12+207 1123+1,06 10,16+0,30 8,08 +0,86
CIN 25,29 19,79 22,90 14,15 12,75 18,14
31C -28,27 -28,59 -28,28 -28,52 -28,25 -27,90

que se genera en la §'3C del C de laPOM y de la MAOM permite estimar el %CnuevsPOM
y %MAOMnweva (i.€. que fueron formados a partir de los aportes de la rotacion), el
%MAOMpon (i.e. que fue formado a partir de la POMhnueva 0 de 1a POMyigja) Y %0POMuyieja
y %MAOMuigja (i-€. que fue formado previo a la instalacion del experimento, a partir de
los aportes del campo natural) a partir de las siguientes ecuaciones:

1) Estimacidén del C-POMunuevo Y C-POMuyiejo

13.) %C-POMnyevo = (513C'P0Mfinal - 613C'P0Minicial)/ (613Caportes - 513C'P0Minicial)*100
lb) C-POMnuevo (Tn.ha-l) = C-POM * %C-POMnuevo/lOO

1C) C-POMviejo(Tn.ha_l) = C-POM - C-POMnueva
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2) EStlmaCan dEI C-MAOMnuevo, C-MAOMoomV C-MAOMvieio

2a) %C-MOSnuevo = (8*3C-MOSfinal - 5*C-MOSiniciat)/ (8*3Caportes - 6:3C-MOSinicial) *100
2b) C-MAOMnuevo (Tn.hat) = C-MOS * %C-MOSnuevo/100 — C-POMiyevo

2¢) %C-MAOMiuevo = C-MAOMnyevo/ C-MAOMiina*100

2d) %C-MAOMigjo = 100 - %C-MAOMnuevo

26) C-MAOMpom (Tn.ha-l) = [C-MAOMnuevo*(SlSC-MAOMiniciaI' 613Caportes)+ C-
MAOMefinar* (§3C-MAOMiinal - 8**C-MAOMiniciar) [/(§**C-POM- §*3C-MAOMuinicial)

3) Estimacion de la descomposicion y la humificacion del C de la POM

3a) % Descomposicion del C-POM = (C-POMiniciai- C-POMuiejo)/POMinicia*100
3b) %Humificacion del C en la POM = C-POMpyevo/ Aportes de C *100

4) Estimacion de la descomposicién y la humificacion del C de la MAOM

4a) % Descomposicion del C-MAOM = (C-MAOMiniciai- C-MAOMyigjo) /
MAOMinicia*100

4b) %Humificacion del C en la MAOM = MAOMgeva/ Aportes de C *100

donde &*3C-MOSinicial, **C-POMiinicial Y 83C-MAOMiinicial corresponden a la §'3C que
presentaba el C-MOS, C-POM y C-MAOM en el momento inicial del experimento; §*3C-
MOSinal, *3C-POMiinar y 51*C-MAOMiinal corresponden a la §*3C que presentaban al final
del experimento (luego de las rotaciones de 3 afios de duracion) y 8**Caportes COrresponde
a la 83C de los aportes totales de biomasa que recibio el suelo en cada rotacion (Cuadro
4.2) (Balesdent 1987; Pifieiro et al. 2012).

Los valores de COS y NOS estimados mediante estas ecuaciones deben ser
expresados en masa equivalente para evitar sobreestimar los contenidos en los suelos
compactados (Davidson & Ackerman 1993). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la densidad aparente de los distintos tratamientos (p=0,99).
Considerando estos resultados, los contenidos de C en cada una de las fracciones se
estimaron utilizando la misma densidad aparente (1,32 g cm® y 1,40 g cm® en las
profundidades 0-5 y 5-15, respectivamente).

4.2.5. Analisis estadisticos

Los efectos de las distintas rotaciones en los contenidos de Cy N en laPOM y en
la MAOM se evaluaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el
programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2003). La comparacion post hoc de las medias se
realizd mediante la prueba LSD de Fisher (¢=0,05). Por un lado, se compararon los
contenidos totales de C y N en laPOM y la MAOM que presentaron el campo natural, el
momento inicial previo a la siembra de los cultivos y luego para cada rotacion en el
momento final, en las profundidades 0-5 y 5-15 y ambas acumuladas. Por otro lado, se
realiz6 una comparacion en los contenidos de C-POMnyevo, C-POMyigjo, C-MAOMngevo,
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C-MAOMpom Yy C-MAOMuiejo que presentd cada rotacion al final del experimento en cada
profundidad, y en la humificacion y la descomposicion del C en cada fraccion de la MOS.

4.3. Resultados

El laboreo inicial del campo natural y la aplicacion de herbicidas previos a la
siembra del experimento provocaron una disminucion de los contenidos de MOS y un
aumento de la 8'C, en comparacién al campo natural original. Por lo tanto, si bien se
presentan como referencia los contenidos de MOS en el campo natural original,
utilizaremos a los contenidos de COS y NOS en el momento inicial del experimento para
realizar las comparaciones y los célculos de humificacion y descomposicion de los
distintos cultivos de servicios. En este sentido la disminucion en el C de la MAOM fue
mayor al 20% en los primeros 5 cm de profundidad y ~15% en la profundidad de 5-15.
En cambio, en la POM la disminucion en del C en los primeros 5 cm fue mucho menor e
incluso tendié a aumentar en la profundidad de 5-15 (Figura 4.1a). Tanto en laPOM como
en la MAOM ocurrieron pequefios cambios en la 8*C. En la POM la §'3C tendio6 a
enriquecerse con un cambio de 0,22 y 0,71 en las profundidades de 0,5 y 5-15,
respectivamente, sugiriendo una rapida incorporacion de C proveniente de especies Ca,
abundantes en el campo natural, que probablemente ayudaron a mantener los contenidos
de POM a pesar del laboreo (Figura 4.1b). En la MAOM la §'3C se enriqueci6 en la
profundidad de 0-5 con un cambio de 0,4, pero en la profundidad de 5-15 la §*°C se
empobrecio con un cambio de 0,12 (Figura 4.1c).
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o = [ Campo natural
K 8 18 B Momento inicial
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o "o -204
= é) 2 9 : ' ] POM 22 ' .
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Figura 4-1- Cambios iniciales observados en el contenido de C y en la §*3C de las fracciones
POM y MAOM luego del laboreo y la aplicacion de herbicidas sobre el campo natural, de 0-5 y
de 5-15 cm de profundidad. En (a) se muestra el cambio en el contenido de C que presenté el
suelo en el momento inicial del experimento con respecto al campo natural, en cada una de las
fracciones y profundidades. En (b) se muestra la §*C de la POM del campo natural y la del
momento inicial en cada una de las profundidades. En (c) se muestra la §*C de la MAOM del
campo natural y la del momento inicial en cada una de las profundidades.

Luego de tres afios de sembrar los distintos cultivos de servicios los contenidos de
C-POM en los primeros 15 cm de profundidad disminuyeron en todas las rotaciones, en
comparacion al campo natural o al momento inicial del experimento (Figura 4.2). En el
tratamiento testigo el contenido de C-POM fue menor que en el resto de las rotaciones
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(2,75+0,14 Tn C-POM.ha! en la profundidad 0-15), pero presentd diferencias
significativas solo con A. strigosa (3,93+0,58 Tn C-POM.ha! en la profundidad 0-15)
(Figura 4.2). Las diferencias en el C-POM estuvieron dadas principalmente por las
diferencias en el C-POMuieo Ya que las diferencias en el C-POMnuevo NO fueron
significativas (p=0,41). En este sentido, las distintas rotaciones formaron en promedio
1,11%0,28 Tn C-POMnuevo.ha®. En cambio, el C-POMyigjo en los primeros 15 cm fue
mayor en la rotacion de A. strigosa (2,55+0,37 Tn.hal) y presentd diferencias
significativas con el C-POMyiejo presente en el testigo y T. alexandrinum (1,63+0,1 y
1,850,1 tn C-POMiejo.ha® en la profundidad 0-15, respectivamente) (Figura 4.2).
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Figura 4-2 — Carbono en la fraccién POM acumulado en los primeros 15 cm de profundidad del
suelo (Tn C.ha). Las barras lisas muestran el C-POM.iejo (C formado previo a la instalacion del
experimento) y las barras ralladas el C-POMnuevo (C formado a partir de los cultivos presentes en
la rotacion). Las letras distintas muestran diferencias significativas en los contenidos de C
presentes en el campo natural, en el momento inicial y en las distintas rotaciones de soja con
cultivos de servicios o barbecho invernal (testigo) luego de 3 afios. Las profundidades 0-5 y 5-15
se muestran acumuladas en la profundidad 0-15 porque reflejan las mismas tendencias. No se
encontraron diferencias significativas para la C-POM gevo.

Todas las rotaciones lograron mantener contenidos similares de C-MAOM en los
primeros 15 cm de profundidad con respecto al momento inicial, e incluso en las
rotaciones con leguminosas los contenidos de C-MAOM aumentaron, llegando a valores
similares a los del campo natural (Figura 4.3). El tratamiento testigo present6 el menor
contenido de C-MAOM (27,17+1,52 Tn.hal), principalmente debido a su menor
contenido de C-MAOMuyiejo. Las dos leguminosas en cambio fueron las especies que
presentaron los valores méas altos de C-MAOM, debido a sus altos valores de C-
MAOMyio (en promedio 27,2#253 Tn.ha! de C-MAOMuigo), que fueron
significativamente mayores al testigo (23,63+1,58 Tn C-MAOM.iejo.na?), generando una
diferencia de casi 4 toneladas de C-MAOM.iejo entre estos tratamientos. A su vez, el C-
MAOM pom también fue mayor en las leguminosas (1,69+0,55 Tn C-MAOMpom.ha en
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Figura 4-3 — Carbono en la fraccion MAOM acumulado en los primeros 15 cm de profundidad
del suelo (Tn C.ha). Las barras lisas de color gris oscuro muestran el C-MAOMi¢jo (C formado
previo a la instalacion del experimento); las barras lisas de color gris claro muestran el C-
MAOMjom (C formado a partir de la POM vieja y nueva) y las barras ralladas el C-MAOMevo
(C formado a partir de los cultivos presentes en la rotacion). Las letras distintas muestran
diferencias significativas o marginalmente significativas en C-MAOMevo (p=0,09) y C-MAOM
(p=0,08) en los contenidos de C presentes en el campo natural, en el momento inicial y en las
distintas rotaciones de soja con cultivos de servicios o barbecho invernal (testigo) luego de 3 afios.
Las profundidades 0-5 y 5-15 se muestran acumuladas en la profundidad 0-15 porque reflejan las
mismas tendencias.

promedio), sugiriendo un mayor pasaje de C desde la POM hacia la MAOM. Las
gramineas en cambio, presentaron los menores valores de C-MAOMpom. En A. strigosa,
el C-MAOMyom fue 1,08+0,14 Tn C-MAOM;om.ha, un 37% menor al que presentaron
las leguminosas. Por otro lado, el contenido de C-MAOMnuevo tendid a ser mayor en las
gramineas, especialmente en A. strigosa (2,53+0,23 Tn C-MAOMnuevo.ha?) que resulto
ser significativamente mayor al de T. alexandrinum y R. sativus (1,78+0,79 y 1,80+0,21
Tn C-MAOMnuevo.ha, respectivamente). Los cambios en la MOS entre los distintos
cultivos y en las distintas fracciones descriptos anteriormente, se debieron principalmente
a cambios a la descomposicion de la POM (salidas de C) y a cambios en la
descomposicion y humificacion de la MAOM (entradas y salidas de C) (Figura 4.4a). El
% descomposicién de C-POM en el testigo (67%) fue significativamente mayor al del
resto de las rotaciones, aunque no presento diferencias significativas con T. alexandrinum
(63%). En cambio, en la fraccion POM, la humificacion fue similar entre todos los
tratamientos, aunque tendié a ser menor en R. Sativus. Por otra parte, el % de
descomposicion en la C-MAOMuieja fue despreciable en las leguminosas (en donde no
hubo una descomposicion detectable) y entre un 5 y 11% mayor en los tratamientos con
gramineas y en el testigo (Figura 4.4a). La humificacion del C en la MAOM fue mayor
en las dos gramineas y V. Sativa (=21%) y menor en R. Sativus, en T. alexandrinum y en
el tratamiento testigo sin cultivo de servicio (=17%), aunque las diferencias significativas
ocurrieron solo entre A. strigosa (22%) y R. sativus y T. alexandrinum (=16%) (Figura
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4.4b). Sin embargo, sélo las leguminosas presentaron un balance positivo de C-MAOM
y como consecuencia en el C-total (Figura 4.4c).

Finalmente, respecto a los contenidos de N, s6lo se encontraron diferencias en la
POM en la profundidad 0-5 y no en la MAOM, aungue las leguminosas tendieron a
aumentar los contenidos de N-MAOM en la profundidad de 0-15 (Figura 4.5). En el
momento inicial se observd una mayor relacion C/N en la POM (C/N-POM=18,5),
probablemente debida a los altos ingresos de C de especies C4 luego del laboreo inicial.
Sin embargo, no resulté ser significativamente mayor a la C/N del campo natural o de los
tratamientos con gramineas como cultivos de servicios, ya que todos estos tratamientos
presentaron valores relativamente altos de C/N-POM (Figura 4.5a). La menor relacion
C/N-POM fue observada en la rotacion con V. sativa (C/N-POM=13,1), la cual presento
los mayores contenidos de N-POM (0,18 Tn.ha, Figura 4.5c). En el resto de los
tratamientos, los contenidos de N-POM tendieron a ser menores, especialmente en el
tratamiento testigo donde el contenido de N-POM fue el méas pequefio (0,13 Tn.ha™,

(a) (b)
804 c bc bc ab c a POM (p<0,01) 304
ab abc ¢ bc abc a MAOM (p<0,08) a a a b b ab MAOM (p=0,06)
:S 60 c
=} O
P - 20_
S =7
£ 401 - £ BN MAOM
2 2 10
T 20 ®
=
0- 04
LR S R & & ‘&‘\ o \4\)“’ R
R N S R R A N e
N4 O & ® &
.
V A- A
iy C
S 4a bc ab bc bc c POM (p=0,02) (c)
ey ab ab a ab b b MAOM (p=0,08)
< 8 3 ab ab a ab b b  Total (p=0,06)
©
e
c A
=8 2
o8
0o 11
- ": — POM
85 o] B MAOM
]
58 B Total
T2 4
mE -
§
£ -2
2 2> J O
& & &
& ’.&\ 46 6‘ P K@
S &
® O
v ?®

A

Figura 4-4 — Porcentaje de descomposicion y de humificacion del C en las fracciones POM y
MAOM bajo las distintas rotaciones de soja con cultivos de servicios o barbecho invernal
(testigo). El % descomposicidn se refiere a la proporcién del C presente al inicio del
experimento que es descompuesto luego de 3 afios de sembrar cultivos (% de Cuicjo remanente) y
el % humificacion a la proporcién de las entradas de biomasa totales que quedan retenidas como
Chuevo €n las distintas fracciones. Las letras distintas muestran diferencias significativas entre
tratamientos. La descomposicion del C-MAOM.igjo €n las dos leguminosas presenté valores
levemente negativos, por lo tanto, se asume que no hubo una descomposicion detectable del C-
MAOM.iejo €n el periodo estudiado.
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Figura 4.5c). Por el contrario, las diferencias entre los tratamientos no fueron
significativas en la fraccion MAOM. Solo los tratamientos con leguminosas tendieron a
mantener los contenidos de N-MAOM altos y similares al campo natural (3,19; 3,14 y
3,16 Tn.ha* en la profundidad de 0-15, en V. sativa, T. alexandrinum y el campo natural,
respectivamente) ya que en el resto el N-MAOM en promedio fue de 2,87 Tn.ha! (Figura
4.5d). La relacion C/N-MAOM promedio fue 9,85, en la profundidad de 0-15, y no
presento diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 4.5b), aunque tendio a
ser algo mayor en el campo natural (C/N = 10,51).
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Figura 4-5—- Relacién C/N y contenido de N en la POM en los primeros 5 cm de suelo y en la
MAOM en los primeros 15 cm. Las letras distintas muestran diferencias significativas entre
tratamientos en la C/N-POM (p=0,04) y marginalmente significativas en el N-POM (p=0,07). En
la POM se muestran los resultados hasta los 5cm de profundidad porque el %N en la profundidad
de 5-15 no pudo ser detectado en una gran proporcion de las muestras posiblemente, debido a
concentraciones de N-POM muy bajas.

4.4. Discusion

Si bien se esperaban aumentos del COS al momento inicial del experimento,
debido a la posible entrada de grandes cantidades de biomasa muerta del campo natural,
el COS disminuyd. Sin embargo, también ocurrieron cambios en la C/N y en el contenido
de N que sugieren una entrada importante de biomasa de especies Cs (alta relacion C/N y
mayor §*3C), pero que debid estar acompafiada de una alta descomposicion (posiblemente
asociada al laboreo) para disminuir los contenidos de COS. Es decir que los aportes dados
por la muerte de la vegetacion del campo natural con alta proporcion de especies Ca, tras
la aplicacion de herbicidas y el laboreo, no lograron mantener los niveles de COS (Figura
4.1a). Por un lado, la disminucion del C-MAOM indica una consistente estimulacion de
la descomposicion en las dos profundidades. Esto posiblemente se deba a que la alta
cantidad de energia provista por los aportes del campo natural, pero que es escasa en N,
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provoca un aumento en la actividad microbiana del suelo que descompone la MAOM
para obtener el N necesario, ya que esta fraccion es rica en N (priming por energia)
(Kuzyakov et al. 2000; Fontaine et al. 2003; Guenet et al. 2012; Mazzilli et al. 2014). Por
otro lado, en la POM se observaron cambios variables (Figura 4.1a), sugiriendo que la
humificacion de los aportes del campo natural en la POM en algunos casos pudo
compensar la descomposicion de la POM manteniendo sus contenidos constantes. En este
sentido, posiblemente la humificacién de los aportes del campo natural en la POM se
deba tanto a la presencia de compuestos recalcitrantes en su biomasa como a la alta
produccion de biomasa subterranea que presentan las especies perennes (Taylor et al.
1989; Mazzilli et al. 2015; Jackson et al. 2017). Esto a su vez, concuerda con que el
contenido de N-POM en el momento inicial del experimento tendi6 a ser menor al del
campo natural, resultando en una menor relacion C/N-POM.

Las diferencias en los contenidos de POM que presentaron las distintas rotaciones
de cultivos de servicios estuvieron dadas principalmente por los cambios en la
descomposicion (salidas de C) ya que, a pesar de las diferencias en los aportes de biomasa,
las diferencias en la formacion de C-POMnuevo N0 fueron significativas. Por un lado, el
mayor % de descomposicion se encontr6 en el testigo que presenta en simultaneo la
menor cantidad de aportes y una baja relacién C/N. Si bien no es posible separar ambos
mecanismos, los contenidos de C-POMuiejo en las rotaciones de leguminosas y el testigo
(con aportes de biomasa fundamentalmente de soja) tendieron a ser méas bajos (Figura
4.2) y por lo tanto la descomposicion de la POM podria haber sido estimulada por el
aumento en la disponibilidad de N aportado por las leguminosas (priming por N, hipétesis
3.2) (Figura 4.4) (Kuzyakov et al. 2000). Si bien este efecto ha sido descripto para la
broza pero no para la POM, es muy esperable que ocurra un patron similar si se considera
la similitud bioquimica que presenta la POM con la broza (Knorr et al. 2005; Schimel &
Héattenschwiler 2007; Janssens et al. 2010). Por otro lado, si bien los contenidos de C-
POMnuevo NO presentaron diferencias significativas, la humificacion de los aportes de las
gramineas en esta fraccion fue ligeramente mas alta que la del resto de las rotaciones. Por
lo tanto, los resultados obtenidos luego de un periodo de 3 afios de duracion no apoyan
de manera consistente las hipétesis 3.1y 3.2 planteadas en este capitulo. Con respecto a
la hipétesis 3.1, no se encontraron diferencias significativas ni en el % de humificacion
en la POM ni en las cantidades de C-POMnuevo que presentaron las diferentes especies. Si
bien, ambas tendieron a ser mayores en A. strigosa y menores en T. alexandrinum, fueron
muy similares en L. multiflorum y V. sativa. Por otro lado, la hip6tesis 3.2 que sostiene
que la descomposicion de la POMyieja €5 mayor en las leguminosas debido a un efecto de
“priming por N, se cumple sélo en el caso de T. alexandrinum, ya que la descomposicion
de la POMuieja en V. sativa fue similar a la de las gramineas. De todos modos, los
resultados encontrados en A. strigosa sugieren que el aporte de una gran cantidad de
residuos con una baja relacion C/N podria conducir a una mayor acumulacion de POM si
las rotaciones se mantienen por un periodo de tiempo mas largo (Six et al. 2002; Mazzilli
et al. 2015; Jackson et al. 2017).

En contraposicion a lo encontrado en la POM, tanto la humificacién de los
residuos de los cultivos, como la descomposicion del C-MAOMi.iejo explicaron los
cambios en los contenidos de MAOM (Figura 4.3). Una hipotesis que permite explicar
estos patrones es que el aumento en la disponibilidad de energia dada por los aportes de
las gramineas estimula la descomposicion de la MAOM (hipétesis 3.3) y aleja el
contenido de C de la MAOM del nivel de saturacion del suelo y como consecuencia,
aumenta la humificacién de sus aportes (Six et al. 2002; Stewart et al. 2009; Castellano
et al. 2012). Esto explicaria que las gramineas, a pesar de su alta relacion C/N, presenten
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una humificacion similar a las leguminosas (21,5%). Por lo tanto, la hipotesis 3.3 se
cumple porque las gramineas presentan una descomposicion del 7% mientras que en las
leguminosas es despreciable; pero aparece un aspecto novedoso al verse también
estimulada la humificacion del C, que permite recuperar pérdidas de C-MAOM y provoca
una mayor velocidad de ciclado del C en las gramineas (fendmeno reportado
recientemente por Mazzilli et al 2014). A su vez, posiblemente haya ocurrido un patron
similar en el reemplazo del campo natural (que también tiene una alta C/N de especies Cs4
gramineas) por cultivos anuales (priming por energia). En cambio las leguminosas, al
igual que en otros trabajos (Fornara & Tilman 2008; Mazzilli et al. 2015), aumentaron la
formacion y estabilizacion de la MAOM debido a la humificacion de sus aportes y a que
practicamente no ocurrié descomposicion de la MAOM (hipotesis 3.3 y 3.4). Estos
aumentos representaron mas de 4 Tn.ha™* de C-MAOM que en el momento inicial y por
lo tanto ~450kg de N-MAOM, en los tres afios de estudio.

Es importante remarcar que, al considerar la medicion realizada sobre el campo
natural como referencia, se asume que éste ha permanecido inalterado a lo largo del
periodo de estudio. Sin embargo, pueden ocurrir cambios en la composicion del suelo del
campo natural incluso en periodos relativamente cortos de tiempo (lturri et al. 2016). Por
ejemplo, estos cambios pueden ser producto de la erosién cuando particulas de minerales
y de MOS son trasladadas por el viento desde las zonas susceptibles a la erosion hacia el
suelo que se considera de referencia. Dado que estos cambios conducen a cambios en la
textura (Iturri et al. 2016), se compararon las proporciones de las fracciones POM y
MAOM que al tener diferente tamafio de particula, se encuentran relacionadas con la
textura del suelo (Plante et al. 2006). Este analisis mostré que las proporciones de cada
fraccion no fueron significativamente distintas entre los tratamientos. Esto permite inferir
que la pérdida de suelo por erosion es despreciable ya que, si hubiera ocurrido un
desplazamiento importante de las particulas de menor tamafio, se hubiera observado un
aumento en la proporcion de POM.

El uso de informacion que considera tanto los cambios en los contenidos de C
como en los flujos de entrada y salida de cada fraccion, ha mejorado nuestra comprension
sobre los efectos que generan los cultivos de servicios sobre la MOS y podria también
explicar algunos de los resultados contradictorios reportados en la bibliografia sobre el
efecto de los cultivos de servicios sobre la MOS. En general, las revisiones muestran que
los cultivos de servicios aumentan la MOS en el largo plazo y sugieren que la ausencia
de efecto o la pérdida de MOS se debe a que los experimentos se necesitan continuar por
mas tiempo (Poeplau & Don 2015; Alvarez et al. 2017). Sin embargo, es importante
considerar que para que el efecto sobre la MOS sea positivo es necesario garantizar que
las entradas dadas por la humificacion superen a la descomposicion de la MOS. En
nuestro experimento, esto sélo ocurrié con cultivos de servicios de leguminosas. Pero,
dado que las caracteristicas de los cultivos de servicios que influyen en la descomposicion
y en la humificacién del C de cada fraccion de la MOS son muy diferentes, resulta
fundamental conocer cudl es la fraccion de la MOS (POM o MAOM) que se pretende
aumentar para sembrar cultivos de servicios especificos (Janzen et al. 1998; Baisden &
Amundson 2003; Bolinder et al. 2007; Kong & Six 2010). Por ejemplo, Plaza-Bonilla et
al. (2016) encontraron que la siembra de cultivos de servicios de leguminosas disminuy6
la MOS. Posiblemente esa disminucion haya ocurrido en la POM debido a que los
residuos con baja C/N estimulan su descomposicién (Knorr et al. 2005; Schimel &
Hattenschwiler 2007; Janssens et al. 2010). En estos casos donde posiblemente los
cambios en la MOS sean explicados por los cambios en la POM, los aportes con mayor
relacion C/N permiten el aumento de la MOS (Mathew et al. 2017). Sin embargo, es
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probable que los cambios en la POM sélo gobiernen los cambios en la MOS cuando la
MAOM se encuentre saturada o la POM represente una fraccion grande de la MOS, lo
cual solo ocurre en suelo arenosos. Esto permitiria explicar las diferencias con los
resultados encontrados por Ladoni et al. (2016). En este caso, los aportes con baja C/N
aumentaron la MOS porque podrian estar reflejando los cambios en la MAOM. Bajo el
supuesto de que la MAOM se encuentra lejos del estado de saturacion, la estequiometria
de los aportes de las leguminosas permitiria aumentar la eficiencia de los
microorganismos del suelo y aumentar la humificacion en la MAOM (Cotrufo et al. 2013;
Castellano et al. 2012).

4.5. Conclusiones

En este capitulo, se estudiaron los cambios que generan distintas especies que
podrian utilizarse como cultivos de servicios, sobre los contenidos de C y N de las
fracciones POM y MAOM de la MOS. El uso de una aproximacion experimental que
considera tanto los cambios en los contenidos de C, como en los flujos de cada fraccion,
dio lugar al planteo de nuevas hipdtesis que podrian explicar los resultados contrastantes
que han sido observados en otros trabajos. Principalmente, es importante considerar que
las caracteristicas de los cultivos de servicios que influyen en la descomposicion y en la
humificacion del C de cada fraccidn de la MOS son muy diferentes, y que la POM puede
aumentar indefinidamente mientras que la MAOM presenta un limite de saturacion.

Luego de tres afios de sembrar los distintos cultivos de servicios los contenidos de
C-POM disminuyeron en todas las rotaciones, en comparacion al campo natural o al
momento inicial del experimento y el tratamiento testigo tuvo el menor contenido de C-
POM. Entre las rotaciones evaluadas, las que presentaron los mayores contenidos de C-
POM fueron A. strigosa, L. multiflorum y V. sativa; y la relacion C/N-POM de V. sativa
fue significativamente menor a la que presentaba el campo natural. Los cambios en el C-
POM estuvieron explicados por diminuciones en el C-POMyiejo (aUmMento en las salidas
de C por descomposicién). El tratamiento testigo fue el que presentdé los menores
contenidos y, por lo tanto, los mayores porcentajes de descomposicion del C-POMyigjo.

Por otra parte, en los primeros 15cm de profundidad evaluados, todas las
rotaciones mantuvieron contenidos similares de C-MAOM con respecto al momento
inicial, y las rotaciones con leguminosas aumentaron la C-MAOM, llegando a valores
similares a los del campo natural. Estos cambios en la MAOM se debieron tanto a
cambios en la descomposicion como en la humificacion de la MAOM (entradas y salidas
de C). Nuestros resultados siguieren que las gramineas aumentan la descomposicion de
la MAOM, pero también su humificacién (i.e. aumentan su velocidad de ciclado),
mientras que las leguminosas disminuyen la descomposicion y aumentan la humificacion
de la MAOM en los rangos estudiados. Estos cambios provocaron aumentos de ~1,4
Tn.hatafio? toneladas de C-MAOM vy por lo tanto mas de 140 kg.ha*.afio? de N-
MAOM, bajo vicia en comparacion con el tratamiento testigo.



5. CAPITULO 5 — Inclusién de cultivos de servicios en las
rotaciones agricolas: Sintesis y conclusiones generales
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5.1. Introduccion

En este Gltimo capitulo, se discuten los principales hallazgos de la tesis, sus
implicancias y las proyecciones a futuro. A lo largo de esta tesis se estudiaron diferentes
especies de cultivos de servicios que podrian ser sembradas en los periodos de barbecho
de los agroecosistemas de la Regién Pampeana y en agroecosistemas similares de otras
regiones del mundo. Especificamente, en el capitulo 2 se cuantifico durante dos afios la
produccion de biomasa aérea y subterrdnea y la cantidad de nitrégeno fijado
biolégicamente (NFB) por distintas especies de leguminosas anuales potencialmente
utilizables como cultivos de servicios. En el capitulo 3, se compard durante tres afios
consecutivos la produccion de biomasa aérea y subterranea de distintas especies de
cultivos de servicios, pertenecientes a tres grupos funcionales (leguminosas, gramineas y
cruciferas). A su vez, en ambos capitulos se resalto la importancia de evaluar distintos
rasgos que se encuentren estrechamente relacionados con los servicios que se quieren
mejorar. En el capitulo 4, se relacionaron estos rasgos con la formaciéon y la
descomposicion de la materia orgéanica del suelo (MOS), para los distintos tipos
funcionales de especies evaluadas anteriormente. Para ello, en este Gltimo capitulo, se
utilizé una aproximacién experimental que permite estimar los flujos de C hacia y entre
dos fracciones de la MOS que presentan caracteristicas muy distintas. Los aportes mas
significativos de esta tesis al conocimiento actual, en el marco de la sustentabilidad de los
agroecosistemas pampeanos, son los siguientes:

*En cultivos de servicios de leguminosas, los aportes de NFB aumentan con la
produccién de biomasa de los cultivos, pero cuando la acumulacién de biomasa aérea es
muy alta, la respuesta satura debido a una dilucion de la concentracién de N en los tejidos.
Esto sugiere, que cuando sea posible acumular suficiente biomasa de manera temprana
que garantice un buen aporte de N al sistema por NFB, la supresion del cultivo de servicio
podria adelantarse para contar con un mayor contenido de agua para el cultivo de renta
siguiente (Capitulo 2).

*La biomasa subterranea de las distintas especies de leguminosas y gramineas fue
variable, pero en todas ellas se mantuvo relativamente constante entre afios resultando en
una disminucion en la particion raiz/tallo en los afios de mayor produccién de biomasa
aérea. En cambio, los dos cultivares de cruciferas evaluados (nabos forrajeros, R. Sativus)
presentaron una particion estable entre afios y, por lo tanto, la biomasa aérea y la
subterranea aumentaron en los afios buenos. Las diferencias que presentaron las especies
de las diferentes familias probablemente se deban a los rasgos que fueron considerados
durante su mejoramiento genético, la biomasa aérea en las gramineas y leguminosas, y la
biomasa subterranea en las especies de cruciferas evaluadas (Capitulo 3).

*La produccion de biomasa subterranea y la capacidad de aportar NFB, dos rasgos
que potencialmente se asocian a la provision de servicios ecosistémicos relacionados con
la regulacion del ciclo del nitrégeno y la formacién de materia organica, varian
sustancialmente entre distintas especies de cultivos de servicios, incluso entre especies
pertenecientes a la misma familia. Por lo tanto, la seleccion de las especies y también de
las variedades, resulta importante a la hora de maximizar los rasgos deseados (Capitulos
2 y 3). Es necesario seguir evaluando nuevas especies y variedades en distintas regiones
para caracterizar estos rasgos en distintos ambientes y afios.

*Entre los cultivos de servicios evaluados, las leguminosas que mas NFB
aportaron fueron T. alexandrinum y T. pratense (=140Kg.ha) y los que mas biomasa
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subterranea produjeron fueron L. multiflorum y los dos cultivares de R. sativus (entre 1,8
y 1,3 Tn.ha*) (Capitulos 2 y 3).

*El uso de una aproximacion experimental que considera tanto los cambios en los
contenidos de C, como los flujos de C hacia y entre distintas fracciones de la MOS, mostro
que las disminuciones que presentan las rotaciones agricolas respecto al campo natural se
deben tanto al aumento de las pérdidas por descomposicion del C-MAOMyiejo cOMO a la
baja formacion de C-MAOMngevo, pero solamente a la pérdida por descomposicion del C-
POMuiejo (Capitulo 4).

*El contenido de C-POM tendi6 a ser méas alto en las rotaciones con cultivos de
servicios y mas bajo en el testigo sin cultivos de servicios. La rotacion con A. strigosa,
fue el cultivo de servicio que presentd los mayores aportes de biomasa, sin embargo,
ninguna de las rotaciones logré6 mantener los contenidos de C-POM que presentaba
originalmente el campo natural (Capitulo 4).

*Las rotaciones con leguminosas como cultivo de servicio presentaron mayores
contenidos de C-MAOM que, al momento inicial del experimento, llegando a valores
similares a los del campo natural. Sin embargo, el resto de las rotaciones, incluyendo el
testigo, mantuvieron los contenidos de C-MAOM que presentaba el suelo en el momento
inicial. Los mayores contenidos C-MAOM en las leguminosas se deben principalmente a
que la descomposicion del C-MAOM.uiejo fue muy baja, pero también a que forman méas
C-MAOMpom probablemente porque estimulan la descomposicion de la POM por efecto
priming por N; y a que la formacion de C-MAOMneevo €S relativamente similar al del
resto de las rotaciones (Capitulo 4).

*Las rotaciones con gramineas como cultivo de servicio presentaron aumentos en
la descomposicion de la C-MAOMuyiejo pero también aumentos en la formacion de C-
MAOMnevo, cOmparadas con el testigo, sugiriendo aumento en la velocidad de ciclado
del carbono (e.g. disminuciones en el tiempo de residencia del carbono). Esto parece
deberse a que el mayor aporte de residuos de baja calidad estimula la descomposicion del
C-MAOMuigja (priming por energia) pero que, al aportar grandes cantidades de residuos,
estos vuelven a formar C-MAOM vy logran igualmente aumentar los contenidos de C-
MAOM (Capitulo 4).

*Entre todos los cultivos de servicio dentro de secuencias de soja evaluados, los
que presentaron los mayores contenidos de C-POM fueron A. strigosa, L. multiflorum y
V. sativa y los mayores contenidos de C-MAOM V. sativa y T. alexandrinum (Capitulo
4).

5.2. Oportunidades e implicancias de la adopcion de cultivos de servicios en
la Region Pampeana

En la Region Pampeana la inclusion de cultivos de servicios en las rotaciones
permite aumentar el uso de los recursos disponibles. Actualmente, cerca del 89% del area
agricola de la Regién Pampeana, presenta un solo cultivo al afio (principalmente de
verano) (Pinto et al. 2017). En este sentido, Caviglia (2004), a partir de la informacién
reportada por Abbate et al. (1995), Valentinuz (1996) y Della-Maggiora et al. (2000),
calcul6 que los cultivos anuales de trigo, maiz y soja, capturan sélo entre el 20 y 36 % de
la radiacion fotosintéticamente activa incidente anual, por mas que durante la estacion de
crecimiento logren absorber el 60% de la radiacién. Esto denota que una gran parte de la
baja eficiencia en la captura de la radiacion se debe a la ausencia de cultivos durante una
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gran parte del afio. A la vez, la evapotranspiracién potencial durante la estacion de
crecimiento de dichos cultivos es de 400 - 600mm y corresponde al 44 - 71% de la
precipitacion anual (Caviglia 2004). Es por ello, que la inclusion de cultivos de servicios
es una alternativa para aumentar la captura y eficiencia en el uso de los recursos, que
permitiria reducir las pérdidas de energia, agua y nutrientes en los agroecosistemas
(Caviglia 2004; Andrade & Satorre 2015).

A su vez es probable que la siembra de cultivos de servicios en la Region
Pampeana no provoque una disminucion en los rendimientos de los cultivos de renta
(Pinto et al. 2017; Alvarez et al. 2017). Los planteos de doble cultivo generalmente
exponen al segundo cultivo a condiciones ambientales desfavorables que repercuten en
el rendimiento (Calvifio et al. 2003; Monzon et al. 2007). En cambio, los cultivos de
servicios pueden ser interrumpidos en forma temprana de modo de disminuir la
probabilidad de afectar negativamente al cultivo de renta (Pinto et al. 2017). En este
sentido, nuestros experimentos muestran que los rendimientos del cultivo de soja luego
de un cultivo de servicio tienden a ser mayores que los rendimientos de soja en el testigo,
luego de un periodo de barbecho invernal (Figura 5.1). Esto sobre todo ocurre cuando los
cultivos de servicios son leguminosas o cruciferas y en los afios en los que el rendimiento
del testigo es mayor. En cambio, luego de una graminea en uno de los cinco “ambientes”
evaluados, se encontré una disminucion en el rendimiento de soja lo cual sugiere que el
consumo de agua por especies de esta familia puede ser mayor y por lo tanto es clave la
eleccion de la fecha de supresion de las gramineas (Figura 5.1). Por otro lado, un
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Figura 5-1- Rendimientos del cultivo de soja con un cultivo de servicio antecesor de graminea,
crucifera o leguminosa (eje y) en funcién del rendimiento de soja en el testigo, luego de un
barbecho invernal (eje x). Los rendimientos de soja en el testigo 2600 Kg.ha' y 2052 Kg.ha?
corresponden a los experimentos realizados en INIA-Treinta y tres de las campafias 2012/2013 y
2013/2014 (Capitulo 4), respectivamente, y los rendimientos del testigo 2748 Kg.ha?, 3104
Kg.ha' y 3314 Kg.ha a los experimentos realizados en INIA-La estanzuela de las campafias
2015/2016, 2013/2014 y 2014/2015 (Capitulo 3), respectivamente.
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metaanalisis realizado a partir de 67 experimentos distribuidos en la Regién Pampeana,
muestra que los cultivos de servicios disminuyen entre un 15% y 30% el contenido de
agua disponible en profundidad al momento de la siembra (entre 1 y 25 m de
profundidad). Sin embargo, el agua almacenada en el primer metro de profundidad no se
ve afectada por la presencia de cultivos de servicios en los periodos de barbechos y por
lo tanto la probabilidad de que afecten negativamente el rendimiento del cultivo de renta
posterior es baja (Alvarez et al. 2017). Algunos trabajos incluso muestran aumentos del
agua disponible a la siembra de los cultivos de cosecha cuando se realizan cultivos de
servicio, que por su efecto “mulch”, disminuyen la evaporacion del suelo y la escorrentia
superficial, conservando mejor el agua en el suelo (Fernandez et al. 2008).

5.3. Rasgos de los cultivos de servicios y su relacion con la provision de
servicios ecosistémicos

Dado que los cultivos de servicios pueden sembrarse con diferentes objetivos,
resulta fundamental caracterizarlos en funcion de rasgos que se encuentren estrechamente
relacionados con los servicios ecosistémicos que se pretenden favorecer. Generalmente,
los cultivos de servicios se evaluan a partir de su produccion de biomasa aérea. Este rasgo
se encuentra muy relacionado con la generacion de cobertura del suelo y con la absorcién
de nutrientes. Por lo tanto, resulta Gtil para caracterizar a los cultivos de servicios en
cuanto a su capacidad de reducir las pérdidas de suelo por erosion o las pérdidas de
nutrientes por lixiviacién o emisiones de 6xido nitroso (Figura 5.2; Thorup-Kristensen
1994; Quinton et al. 1997; Bodner et al. 2010). Sin embargo, es necesario considerar tanto
la calidad de la biomasa (relacion C/N) como la produccion de raices finas, gruesas y
profundas cuando se busca aumentar los contenidos de C y N de la MOS (Figura 5.2).

En los planes de mejoramiento y en la descripcion de los cultivos la produccién
de biomasa subterranea generalmente no es tenida en cuenta, probablemente debido a que
su estimacién requiere de un arduo trabajo (Kell 2012; Kong et al. 2014; Frasier et al.
2016). Sin embargo, una gran proporcion de los servicios que brindan los ecosistemas se
encuentran relacionados con las diversas funciones que cumplen las raices en los suelos
(Bardgett et al. 2014; Jackson et al. 2017; Kell 2012). Por un lado, las raices finas
presentan altos porcentajes de humificacidn en la POM, porque quedan atrapadas en poros
de menor diametro que dificultan el acceso a los microorganismos descomponedores y
en los que prevalecen las condiciones de anoxia (Figura 5.2; Six et al. 2002; Rasse et al.
2005). A su vez cuando la relacién C/N es alta, este mecanismo es mas fuerte porque la
descomposicion también se encuentra limitada por su recalcitrancia bioguimica (Rasse et
al. 2005). Por otro lado, independientemente de la calidad, la humificacion de las raices
profundas es alta debido a que la actividad de los microorganismos descomponedores
disminuye en funcion de la profundidad del suelo (Figura 5.2; Kell 2011).

Cuando los cultivos de servicios se siembran para aumentar la MOS, es
fundamental considerar en simultaneo la calidad y cantidad de la biomasa aportada y la
fraccion de MOS en la que son esperables los cambios. Por un lado, cuando la biomasa
presenta una baja relacion C/N, su similitud con la estequiometria de los microorganismos
descomponedores conduce a una mayor humificacion en la MAOM (Figura 5.2; Baisden
and Amundson 2003; Manzoni et al. 2010; Cotrufo et al. 2013; Kirkby et al. 2013). Pero
al mismo tiempo, dichos aportes de biomasa pueden ejercer un efecto priming por N sobre
la descomposicion de la POM de manera similar a lo que sucede con la descomposicién
de la broza (Knorr et al. 2005; Schimel & Hattenschwiler 2007; Janssens et al. 2010). En
cambio, una alta relacion C/N puede conducir a una mayor humificacion en la POM
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(Figura 5.2; Six et al. 2002; Rasse et al. 2005) pero estimular la descomposicién de la
MAOM. Esto sucede porque los aportes de biomasa de alta relacion C/N aumentan la
disponibilidad de energia para los microorganismos descomponedores y logran
descomponer el C-MAOM que se encuentra fuertemente adsorbido a los minerales del
suelo, efecto priming por energia (Davidson & Janssens 2006; Kuzyakov et al. 2000;
Fontaine et al. 2003; Guenet et al. 2012; Mazzilli et al. 2014).

Los cultivos de servicios pueden influir en el contenido de N de la MOS, mediante
el aumento de las entradas por fijacion bioldgica de N, o por la disminucién de las
pérdidas por lixiviacion, la volatilizacion de amonio o las emisiones de 6xido nitroso
(Wagner-Riddle & Thurtell 1998; Rosecrance et al. 2000; Venkateswarlu et al. 2007). En
este sentido, para lograr reducir las pérdidas es importante aumentar la inmovilizacion
del N mediante la absorcion por el cultivo de servicio y es por ello que existe una relacién
entre la captura de nutrientes y la produccion de biomasa aérea de especies de gramineas
o cruciferas cuya relacion C/N es alta (Figura 5.2). En cambio, para aumentar las entradas
de N mediante cultivos de servicios es necesario incluir en las rotaciones especies de
leguminosas capaces de asociarse con bacterias fijadoras y aportar NFB (Figura 5.2;
Kdpke & Nemecek 2010; Denton et al. 2013; Anglade et al. 2015; Collino et al. 2015).
Es interesante recalcar entonces que los cultivos de servicios de distintos tipos funcionales
estan contribuyendo de distintas maneras a la regulacion del ciclo del N (Figura 5.2).

Suelo C-MOS N-MOS
Reduccion
RaSgOS Control de Humificaciéon Descomposicién Humificacién Descomposicién Entradas  de las
la erosién POM POM MAOM MAOM pérdidas
Biomasa
aérea 'P A - A 'I‘ - 1‘
Biomasa
raices
finas - 1\ - A ’I‘ — /[\
'I‘C/ N Biomasa
raices
gruesas - A - A ™ — ™
Biomasa
raices
profundas - 1‘ = P - = ’I‘
Biomasa
aérea A - A - 1‘ -
Biomasa
\I,C/ N _ raices - A A yN - T -
Biomasa
raices
profundas - 'I\ - 'P — - Z

Figura 5-2- Relacion entre rasgos de los cultivos de servicios y procesos relacionados con la
provision de servicios ecosistémicos, relacionados con el control de la erosion, la formacion de
materia orgénica del suelo y la regulacion del ciclo del N. Las flechas indican que el rasgo se
encuentra positivamente relacionado con el proceso, 1 cuando la relacion es muy fuerte y 7
cuando la relacion es mas débil. En ambas flechas, cuando se utiliza un mayor tamafio y grosor,
existe un mayor nivel de confianza debido a la disponibilidad de evidencias cientificas obtenidas
en esta tesis 0 a partir de otros trabajos (e.g. Quinton et al. (1997) para erosion y Wagner-Riddle
& Thurtell (1998) para la reduccién de las pérdidas de N de los ecosistemas). Los guiones (-)
indican la ausencia de un efecto claro (un efecto neutro).

Si bien, en esta seccion especificamente se discuten las relaciones que presentan
los rasgos con servicios ecosistémicos que tienen un impacto a escala local, algunos de
ellos afectan en el mismo sentido servicios ecosistémicos a otras escalas. Por ejemplo, la
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reduccion de la lixiviacion de nutrientes o el consumo de agua que dependen de la
produccién de biomasa y de la profundidad de las raices, se relacionan con la disminucion
del riesgo de contaminacion de las napas, un servicio que ocurre a escala regional
(Rosecrance et al. 2000; Kramer et al. 2002; Nosetto et al. 2012). A la vez, tanto el
secuestro de C en la MOS (Liu et al. 2005; Ding et al. 2006; Olson et al. 2010) como la
disminucion de las emisiones Oxido nitroso (Wagner-Riddle & Thurtell 1998) permiten
regular la composicion de gases en la atmdsfera y contribuyen con la mitigacion del
cambio global, un servicio ecosistémico que impacta a escala global.

Por otra parte, en la Region Pampeana existe un creciente interés por incluir
cultivos de servicios que permitan controlar malezas (Cosci et al. 2017). La adopcién
masiva de la siembra directa y cultivares de soja resistentes al glifosato resulta en
agroecosistemas bioldgicamente méas propensos a la evolucion de la resistencia al
glifosato (Vila-Aiub et al. 2008). Esto condujo a un incremento sustancial en las dosis de
herbicidas las cuales actualmente representan un elevado costo de produccion (Cosci et
al. 2017). En este sentido los cultivos de servicios podrian reducir la dependencia al
glifosato, porque controlan el crecimiento de las malezas en los barbechos por
competencia, permitiendo reducir la cantidad de aplicaciones o de productos distintos
necesarios para su control (Cosci et al. 2017). En este sentido, cambiar el mecanismo de
control sobre las malezas resulta muy prometedor porque las plantas resistentes presentan
alteraciones metabdlicas y fisiologicas que reducen su aptitud ecoldgica (Vila-Aiub et al.
2005).

5.4. Inclusion de cultivos de servicios en los agroecosistemas: analisis
cualitativo de su provision de servicios ecosistémicos

El aumento de la biodiversidad en los agroecosistemas es una herramienta esencial
para diversificar su provision de servicios ecosistémicos (Isbell et al. 2017). En los
agroecosistemas se maximiza la produccion de alimentos pero se reduce la provision de
otros servicios que brindan los ecosistemas naturales, principalmente los servicios de
regulacion y soporte (Foley et al. 2005). Por ello uno de los mayores desafios actuales es
disefiar agroecosistemas mas diversos que permitan, principalmente, restaurar los
servicios ecosistémicos relacionados con la materia orgéanica del suelo que son
fundamentales para sostener la produccién agricola en el largo plazo (Power 2010;
Tittonell 2014; Banwart et al. 2015). En este sentido, en la mayoria de los sistemas
agricolas, las principales diferencias se deben a que los ecosistemas naturales previos
presentan mayor diversidad de especies, vegetacion durante todo el afio y mayor
produccién de biomasa subterranea (Bolinder et al. 2007). Los agroecosistemas, en
cambio, presentan baja diversidad de cultivos, dan lugar a periodos de barbechos (i.e.
periodos sin cultivos) durante gran parte del afio, tienen una baja produccion de raices y
requieren altas dosis de insumos agricolas (Frasier et al. 2016; Pinto et al. 2017). El
aumento de la diversidad de cultivos en el espacio (i.e. intersiembra) fue escasamente
adoptado porque la cosecha suele ser muy dificultosa (Malézieux et al. 2009). Esto
condujo a que, en el mejor de los casos la diversidad de cultivos ocurra en el tiempo. A
su vez, la produccion subterrdnea de los cultivos de renta fue progresivamente
disminuyendo en el tiempo debido al mejoramiento genético (Kell 2011).

La estructura y el funcionamiento de los ecosistemas determinan su capacidad
para proveer distintos servicios ecosistemicos (Bardgett & Gibson 2017). Es por ello que
mientras que un ecosistema natural provee diferentes servicios en simultaneo, los
agroecosistemas permiten maximizar la provision de alimentos, pero pierden la capacidad
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de mantener la provision de otros servicios, generalmente de regulacién y soporte (Figura
5.3a 'y 5.3b). En este sentido si bien los ecosistemas naturales proveen servicios que no
son directamente percibidos por los productores (e.g. regulacion de la composicion de la
atmosfera mediante el secuestro de C y la reduccion de las emisiones de gases de efecto
invernadero), también proveen servicios que impactan en la propia produccion a mediano
y largo plazo. Generalmente estos Gltimos corresponden a los servicios ecosistémicos
emergentes del suelo como los relacionados con la MOS vy las propiedades fisicas del
suelo (Banwart et al. 2016; Robinson et al. 2012; Dominati et al. 2010). Pero también
podriamos mencionar en este grupo a la reposicion de N y el control de las malezas, ya
que cuando se pierden aumentan los insumos necesarios para mantener la produccion.

La inclusion de cultivos de servicios en los periodos de barbechos permite
aumentar la provision de algunos de los servicios que se ven reducidos en los
agroecosistemas (Power 2010; Tittonell 2014). Dada la estrecha relacién entre los rasgos
de los cultivos con los servicios que proveen, se observan diferencias entre especies
pertenecientes a distintos grupos funcionales o familias (Figura 5.3). Por ejemplo, las
gramineas cubren rapidamente el suelo y es por ello que permiten controlar de la erosién
en forma méas temprana que las leguminosas y las cruciferas (Figura 5.3d; 5.3e; 5.3f).
Debido a este rasgo, las gramineas junto con algunas cruciferas, que producen sustancias
que inhiben la germinacion de otras especies, permiten controlar la presencia de malezas
(Finney & Kaye 2017). Las leguminosas, en cambio, presentan un crecimiento lento
luego de la emergencia y dan lugar a la emergencia y crecimiento de malezas durante el
otofio (Schipanski et al. 2014; Figura 5.3d; 5.3e; 5.3f). Algo similar sucede con la
retencidn de nutrientes, que se encuentra relacionada con la disminucidn de la lixiviacién
de nutrientes y de las emisiones de Oxido nitroso. Debido a sus mayores tasas de
crecimiento, tanto las gramineas como las cruciferas, presentan una mayor absorcién de
nutrientes y absorben mas N del suelo que las leguminosas (Figura 5.3d; 5.3e; 5.3f). Sin
embargo, en cuanto a la reposicion de N, las leguminosas son las Gnicas que permiten
aumentar las entradas debido a que son capaces de asociarse con bacterias fijadoras de N
y aportar NFB (Figura 5.3¢).

En cuanto a la MOS, las especies pertenecientes a las distintas familias afectan en
distinto sentido las fracciones POM y MAOM, de acuerdo a sus rasgos caracteristicos
(Figura 5.2). Generalmente las pérdidas de MOS en los agroecosistemas se observan en
la POM, pero de acuerdo a su nivel de deterioro también pueden presentar menores
contenidos de MAOM que los ecosistemas naturales. En este sentido las gramineas dan
lugar a mayores aumentos en la POM respecto a las leguminosas y cruciferas, debido a
su mayor produccion de biomasa de raices finas y a su bioquimica recalcitrante (Figura
5.3d; 5.3e; 5.3f). Las leguminosas, sobre todo cuando el contenido de C se encuentra
alejado del nivel de saturacién del suelo, contribuyen mas a la formacién de MAOM,
debido a la similitud con la estequiometria de los microorganismos descomponedores del
suelo (Figura 5.3d; 5.3e; 5.3f; Baisden and Amundson 2003; Manzoni et al. 2010; Cotrufo
et al. 2013; Kirkby et al. 2013).

En cuanto a las propiedades fisicas del suelo, el efecto de los cultivos de servicios
también depende del nivel de deterioro que presentan los agroecosistemas. En este
sentido, las gramineas debido a sus sistemas radicales mas finos pueden aumentar la
agregacion del suelo, que determina la tasa de infiltracion del agua en el suelo y la
porosidad total (Figura 5.3d; Villamil et al. 2006; Alvarez 2013). Pero, cuando el suelo
presenta impedancias mecanicas que dificultan la penetracion y exploracion del suelo por
las raices, la siembra de cruciferas tales como R. sativus que producen raices mas gruesas,
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pueden reducir la resistencia a la penetracion y finalmente lograr descompactar el suelo
(Figura 5.3f; Clark et al., 2003; Chen & Weil 2010).

La siembra conjunta de mezclas de cultivos de servicios que combinen especies
pertenecientes a distintos tipos funcionales contribuye a una provision de servicios
ecosistémicos més diversa y, por lo tanto, parecida a la de los ecosistemas naturales
(Figura 5.3ay 5.3c). La principal diferencia es que, si bien la biodiversidad es mayor a la
que presentan los cultivos anuales, continta siendo muy baja en relacién a un ecosistema
natural (Figura 5.3ay 5.3c). Actualmente, la diversidad de los agroecosistemas se obtiene
con la inclusion en el tiempo (rotacion) de distintas especies de cultivos de cosecha (trigo,
ecosistema natural Figura 5.3a y 5.3c) y resulta muy baja. Como se menciond
anteriormente la intersiembra de cultivos ha sido escasamente adoptada en la produccién
extensiva nacional y global, pero los cultivos de servicios permiten la posibilidad de ser
sembrados en mezclas, generando policultivos que aumenten la diversidad funcional no
solo temporalmente. En este sentido, se ha documentado que la inclusion de una mezcla
de cultivos de servicios de diferentes especies, permite la provision de maltiples servicios
ecosistémicos que se encuentran estrechamente relacionados con la sustentabilidad de los
agroecosistemas (Miyazawa et al. 2010; Power 2010; Tittonell 2014; Isbell et al. 2017).
Principalmente, reduce la cantidad de insumos agricolas que se requieren para mantener
los niveles productivos de los lotes comerciales, los cuales tienden a aumentar el uso de
insumos en el tiempo (e.g. dosis de fertilizantes y herbicidas) (Isbell et al. 2017). De este
modo, también se diversifica la produccidn de granos y la de otros servicios ecosistémicos
que tienen impacto a diferentes escalas (Schipanski et al. 2014; Tittonell 2014; Gaba et
al. 2015; Frasier et al. 2016; Pinto et al. 2017).
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Figura 5-3- Descripcion cualitativa de servicios que proveen diferentes ecosistemas. La provision de los multiples servicios ecosistémicos que brinda un
ecosistema natural (a) o agroecosistemas que incluyen diferentes cultivos (b-f) se ilustra mediante gréaficos de tela de arafia, donde la provisién de cada servicio
se encuentra normalizada. En este modelo tedrico, se incluyen tanto las variables estimadas en esta tesis (POM, MAOM y reposicion de N) como otras estimadas
a partir de otros trabajos. Los servicios que se consideran son la provision de alimentos (granos); la materia organica particulada (POM) y la asociada a los
minerales (MAOM) que estan relacionadas con el secuestro de C en el suelo y con los servicios emergentes del suelo que permiten mantener la produccién en
el largo plazo; la retencién de nutrientes que disminuye el riesgo de contaminacion de las napas de agua por lixiviacion; las propiedades fisicas del suelo que
determinan la capacidad de infiltracion y retencion del agua en el suelo, y como consecuencia, previenen la erosion y disminuyen el riesgo de déficit hidrico en
los cultivos; la mantencion de la composicion atmosférica, por medio de la reduccién de las emisiones de gases de efecto invernadero y el secuestro de C en el
suelo, que contribuye con la mitigacion del cambio global; la reposicion de N que disminuye los insumos de fertilizante nitrogenado que se necesitan para la
produccion; la proteccion de la erosién que permite evitar la pérdida del suelo; la biodiversidad de los ecosistemas y el control de malezas mediante la
competencia que disminuye la probabilidad de aparicion de resistencias a los herbicidas. En (c) se muestra con linea punteada, la combinacién en el tiempo de

un cultivo de renta (soja) y una mezcla de cultivos de servicios. En la mezcla, se combinan en el espacio especies pertenecientes a la familia de las gramineas
(d); las leguminosas (e) y las cruciferas (f).
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5.5. Diversificacion espacial y temporal de los servicios que brindan los
agroecosistemas: el rol de las mezclas

Dado que ciertos rasgos de los cultivos (e.g. biomasa aérea o subterrénea)
promueven servicios ecosistémicos especificos, la multifuncionalidad de los ecosistemas
naturales se encuentra relacionada con su biodiversidad (Bardgett & Gibson 2017). Por
un lado, porque coexisten especies con rasgos diversos y por otro, porque la expresion de
algunos rasgos puede incrementarse con las mezclas o los policultivos. Por ejemplo, la
biomasa aérea puede aumentar con la biodiversidad, porque aumenta la probabilidad de
contar con las especies de mayor produccion de biomasa o por la complementariedad de
nichos entre las distintas especies (Tilman et al. 2014). Considerar estas teorias ecologicas
en el disefio de mezclas de cultivos para aumentar la produccion de biomasa aérea en los
periodos de barbechos permitiria, por ejemplo, disminuir el riesgo de lixiviacion (debido
a la mayor absorcion de nutrientes) y reducir las poblaciones de malezas (Finney & Kaye
2017). Sin embargo, en mezclas de cultivos, practicamente no han sido estudiadas las
respuestas de otros rasgos como la biomasa subterranea y la fijacion biolégica de N que
son claves para aumentar los reservorios de C y N en el suelo.

Los cultivos de servicios puros o en mezclas que incluyan leguminosas
aumentaran las entradas de N al suelo por medio de la fijacion bioldgica. Las leguminosas
asociadas con bacterias fijadoras pueden aportar mas de 100 Kg de NFB.ha! y reemplazar
parte de la fertilizacion nitrogenada que requieren los cultivos de renta (Capitulo 2; Bichi
et al. 2015; Coombs et al. 2017). En general, estos aportes aumentan con la produccién
de biomasa aérea de las leguminosas (Kopke & Nemecek 2010; Denton et al. 2013;
Anglade et al. 2015; Collino et al. 2015). Sin embargo, si se mantiene una cierta cantidad
de biomasa de leguminosas minima, las mezclas de leguminosas con otras especies
podrian tener aportes similares a los de las leguminosas puras. Esto se debe a que el
consumo de N del suelo de las especies no fijadoras de la mezcla provoca que las
leguminosas aumenten la proporcion de NFB (Schipanski & Drinkwater 2011). Esto
representa una gran oportunidad en el disefio de las mezclas porque se pueden diversificar
los servicios ecosistémicos con especies que presenten rasgos relacionados con otros
servicios, sin disminuir los aportes de NFB.

En este sentido la inclusion de especies de distintas familias en la mezcla podria
mejorar la formacion y estabilizacion de la MOS por al menos dos mecanismos. Por un
lado, las mezclas podrian formar mas MOS que las especies por separado debido al
aumento de la produccion subterrdnea. Las mezclas suelen explorar un mayor volumen
de suelo porgue se combinan especies con diferente arquitectura radical y también porque
algunas, cambian su distribucion cuando crecen junto a otras especies (Wilson 1988;
Miyazawa et al. 2010). Esto podria permitir una mayor formacién de MOS debido a que
la humificacién de las raices es muy alta (Jackson et al. 2017; Mazzilli et al. 2015). Por
otro lado, las mezclas que combinen especies con diferente relacion C/N podrian
aumentar tanto la POM como la MAOM. En ambas fracciones, los aportes pueden
estimular su descomposicion segun la C/N que presenten: en la POM cuando presentan
una baja relacion C/N y en la MAOM cuando aportan mucha energia por su mayor C/N
(Capitulo 4; Fontaine et al. 2003; Kuzyakov et al. 2000; Castellano et al. 2012; Cotrufo
et al. 2013; Mazzilli et al. 2014). Si en cambio los aportes provienen de una mezcla con
distintas calidades, la humificacion de los aportes con mayor C/N en la POM y de los de
menor C/N en la MAOM, podria resultar en un balance positivo que conduzca a una
mayor acumulacion de MOS que la resultante en rotaciones de cultivos de servicios puros
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(Figura 5.1 y 5.2). Todas estas hipotesis deberian ser puestas a prueba con
experimentaciones a campo que permitan evaluar el efecto real de las mezclas sobre la
acumulacion de MOS. Esto permitiria disefiar mezclas de cultivos de servicios que
brinden una “dieta” balanceada para los organismos descomponedores del suelo, que
maximice la formacién de MOS. Esto deberia ser validado con experimentaciones a
campo que permitan evaluar el efecto real de las mezclas sobre la acumulacion de MOS.

5.6 Perspectivas futuras

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis es posible plantear nuevas
preguntas que guien investigaciones futuras. Por un lado, estan aquellas orientadas a
mejorar el entendimiento de procesos ecoldgicos que permiten vincular los rasgos de las
especies con servicios ecosistémicos (1). Pero también surgen preguntas tecnoldgicas,
cuya exploracion es indispensable para que los cultivos de servicios se implementen en
forma masiva en la Region Pampeana (2):

(1a) Los cultivos de servicios generalmente son caracterizados a partir de la
biomasa aérea, pero se deben comenzar a evaluar rasgos que Sse encuentren mas
relacionados con los servicios ecosistémicos que se deseen promover. En este sentido es
necesario evaluar diferentes especies y cultivares creciendo en diferentes sitios y afios,
para estimar el efecto del ambiente y de la interaccion EXA sobre los rasgos que presenten
las especies.

(1b) Dada la importancia de conocer cuéles son los efectos sobre la formacion y
la descomposicién de la MOS con distintas rotaciones con cultivos de servicios y las
nuevas hipotesis que pueden plantearse a partir de los resultados del capitulo 4; resulta
interesante evaluar los cambios que ocurren en cada fraccion sobre distintos suelos, por
ejemplo, suelos que haya perdido mucho C-MAOM vy por lo tanto se encuentren lejos del
nivel de saturacion.

(2a) Los cultivos de servicios también deben ser caracterizados considerando los
rasgos que determinan la posibilidad de adopcion en los agroecosistemas actuales.
Algunos de ellos pueden ser: lograr una buena implantacion que se observe de manera
consistente en diferentes afios; que el costo de la semilla y de la siembra sea bajo, con lo
cual resultan mas atractivos aquellos cultivos que se pueden sembrar al voleo sobre el
cultivo de renta en pie, con avion o con una sembradora autopropulsada; que presenten
una tasa de crecimiento alta luego de la cosecha del cultivo de renta antecesor para
aprovechar las precipitaciones que ocurren en el otofio y competir con las malezas; que
su ciclo se pueda interrumpir facilmente con una baja combinacion de herbicidas; y que
el riesgo de que se convierta en maleza sea bajo. En este sentido, para estudiar la mayor
cantidad de las especies y cultivares de cultivos de servicios que se encuentran disponibles
en nuestro pais, y en las diferentes zonas agricolas distribuidas desde el noroeste argentino
hasta el sudeste bonaerense, es fundamental el trabajo en conjunto de asociaciones de
productores (AAPRESID, AACREA, etc.). De este modo, los cultivos pueden ser
probados en varios sitios en simultdneo con un protocolo comun y los resultados pueden
ser rapidamente difundidos en jornadas incentivando su adopcion.

(2b) A su vez los cultivos de servicios podrian ser fomentados por organismos
gubernamentales que promuevan su adopcion. Por un lado, la rotacion de cultivos que
recibe cada suelo podria ser supervisada de modo de garantizar la ausencia de deterioro



63

en el recurso suelo. Por ejemplo, en Uruguay mediante los “Planes de uso y manejo
responsable de suelos” los productores se ven obligados a incluir cultivos de servicios en
la mayoria de los afios con el fin de evitar la pérdida de suelo por erosién. Por otro lado,
puede existir un interés en aumentar los servicios a escala regional, los cuales pueden ser
incentivados por las provincias o los partidos. Por ejemplo, se podria subsidiar la
inclusion de cultivos de servicios con el fin de disminuir el nivel de la napa en algunas
regiones para reducir los riesgos de inundacion, o reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero, contribuyendo a la sustentabilidad global.
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