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RESUMEN

Los microorganismos del suelo tienen un papel central en la regulacion de los
ciclos biogeoquimicos, por lo que es crucial entender como este grupo diverso de
pequefios seres responden a los cambios ambientales inducidos por las actividades
humanas. El aumento en la disponibilidad de nutrientes en el suelo por fertilizacion o
deposiciones atmosfeéricas y la introduccion de la ganaderia en pastizales naturales son
dos manejos de pastizales comunes en todo el mundo con consecuencias desconocidas en
los procesos del suelo. El objetivo de esta tesis fue evaluar los efectos del aumento en la
disponibilidad de nutrientes y el pastoreo por ganado sobre la estructura y los procesos
de las comunidades microbianas del suelo, y sobre la multifuncionalidad de pastizales.
Se realiz6 un experimento factorial a campo de largo plazo de agregado de nutrientes y
exclusion del ganado en un pastizal de la Pampa Deprimida (de gran importancia
ganadera para Argentina), y se evaluaron los efectos en la diversidad de las comunidades
microbianas del suelo y en procesos claves del ciclo de carbono y nitrégeno. La
informacidn generada se integré en un nuevo indice de multifuncionalidad del ecosistema

que se propone en esta tesis para evaluar practicas de manejo.

El analisis de las comunidades microbianas de suelo mostré que el agregado de
nutrientes altera significativamente la composicion de las comunidades de bacterias y
hongos mientras que el pastoreo s6lo genera cambios marginales en la comunidad
fangica. Por otra parte, en cuanto a los procesos de suelo mediados por los
microorganismos, se encontrd que la adicion de nutrientes aumento las emisiones de N2O
del pastizal inmediatamente después de fertilizar pero el efecto no se mantuvo en el
tiempo, mientras que la exclusion del ganado no tuvo efectos en este proceso. A su vez,
la fijacién de N aument6 en un contexto enriquecido en nutrientes s6lo con el ganado
presente. El nuevo indice de multifuncionalidad que se propuso resulté ser atil para
representar los procesos ecosistémicos y evaluar el impacto de disturbios. En el pastizal
estudiado, este indice arrojo resultados interesantes que permiten concluir que no es
recomendable excluir al ganado puesto que su presencia controla a la especie vegetal
dominante que es la exotica invasora Schedonorus arundinaceus, y se podria considerar
la posibilidad de fertilizar el pastizal bajo uso ganadero para conseguir mayor produccién

de forraje.
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En conclusion, esta tesis permitié determinar la magnitud y la direccion del
cambio de las comunidades microbianas del suelo y los principales procesos del ciclo de
nitrégeno frente a practicas de manejo en los pastizales aportando conocimiento para

mejorar el uso y la conservacion de dichos ecosistemas.

Palabras claves: bacterias y hongos de suelo, fertilizacion, ganado doméstico, fijacion

bioldgica de nitrégeno, emisién de dxido nitroso, multifuncionalidad, Region pampeana.
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ABSTRACT

Soil microorganisms have a central role in the regulation of biogeochemical
cycles, so it is crucial to understand how these small and diverse beings respond to
environmental changes induced by human activities. The increase in the nutrient
availability in the soil by fertilization or atmospheric depositions and the introduction of
livestock in natural grasslands are two common grassland managements around the world
with unknown consequences on soil processes. The objective of this thesis was to evaluate
the effects of increased nutrient availability and cattle grazing on the structure and
processes of soil microbial communities, and on grassland multifunctionality. A long-
term factorial field experiment of nutrient addition and livestock exclusion was carried
out in a grassland of the Flooded Pampa (of great importance for livestock in Argentina),
and the effects on the diversity of soil microbial communities and on the key sol processes
of the carbon and nitrogen cycle were evaluated. The information generated was
integrated into a new ecosystem multifunctionality index that is proposed in this thesis to

evaluate management practices.

The analysis of soil microbial communities determined that the addition of
nutrients significantly altered the composition of the bacterial and fungal communities,
but grazing only generated marginal changes in the fungal community. On the other hand,
regarding soil processes mediated by microorganisms, it was found that the addition of
nutrients increased N20O emissions from the grassland, but the exclusion of livestock had
no effect on this process. In turn, N fixation increased in a nutrient-enriched context with
cattle present. The new multifunctionality index that was proposed turned out to be useful
to represent ecosystem processes and evaluate the impact of disturbances. In the grassland
studied, this index yielded interesting results that allow us to conclude that it is not
advisable to exclude cattle, since it controls the dominant invasive and exotic plant
Schedonorus arundinaceus, and to consider the possibility of fertilizing the grassland

under livestock use to maximize forage production.

In conclusion, this thesis made it possible to determine the magnitude and
direction of change in soil microbial communities facing management practices in
grasslands while providing knowledge to improve management and conservation

strategies for these ecosystems.
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1.1. Problemas y antecedentes

1.1.1. Elrol de los microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo tienen un rol clave en los ecosistemas terrestres,
pues son responsables de procesos que permiten la vida en la Tierra. Muchos
microorganismos del suelo son responsables de descomponer la biomasa muerta
permitiendo el ciclado de la materia, tal que las plantas puedan tomar esos nutrientes
nuevamente y seguir convirtiendo la energia solar en energia quimica mediante la
fotosintesis. Desde un punto de vista antropocéntrico, los microorganismos son esenciales
para el mantenimiento de los servicios que los ecosistemas brindan a los seres humanos,
que son beneficios que los seres humanos perciben de modo directo, como la produccién
de alimentos, la provision el agua limpia, la regulacion de las enfermedades y el clima, y
la formacion de suelos, entre otros (Bongaarts 2019). Mayormente estos diminutos seres
aportan funciones ecosistémicas que contribuyen a servicios que son clasificados como
“servicios de soporte”, que son aquellas estructuras y procesos que sirven de base para la
provision del resto de los servicios ecosistémicos como el mantenimiento de la fertilidad
del suelo, la regulacion del clima a través del secuestro de carbono (que depende del
balance entre los flujos de entrada de carbono a través de la productividad primaria y los
flujos de salida a través de la descomposicion de la materia orgénica), la formacion y
estructura del suelo, entre otros (Daily et al. 1997, Sala et al. 2017).

Las actividades agricolas y ganaderas también dependen de los microorganismos
del suelo, puesto que se sostienen en gran medida en aspectos claves de la
multifuncionalidad de los ecosistemas como son la fertilidad fisica y quimica del medio
en que se desarrollan (Prashar et al. 2014). El servicio de provision de forraje, uno de los
mas importantes en las tierras de pastoreo, depende en forma indirecta de los
microorganismos del suelo. Sin embargo, el avance de la frontera agricola y la
intensificacion de las practicas agropecuarias han ocurrido desconociendo en gran medida
su impacto sobre las comunidades microbianas y los procesos del suelo que llevan a cabo.
La intensificacion de las practicas agropecuarias a nivel global ha implicado, por ejemplo,
el incremento en el uso de fertilizantes, aumentando considerablemente el nitrogeno (N)

y el fosforo (P) reactivo en el suelo, ya que gran parte del fertilizante aplicado en
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agricultura es utilizado con baja eficiencia, alterando la biodiversidad de plantas y
microorganismos Yy llevando incluso a problemas de enriquecimiento nutricional (Tilman
et al. 2002, 2011, Bennett and Elser 2011). También las deposiciones globales de N han
aumentado por el uso de combustibles fosiles y la produccion ganadera (Vitousek et al.
19974, Erisman et al. 2013). En el caso de la Region Pampeana se esperan aumentos de
las deposiciones de N para el 2050 de 5 kg N ha* afio™ (Galloway et al. 2008, Stevens et
al. 2015). En la actualidad en la region no hay un aporte de P importante, sino lo contrario,
se sospecha que hay un déficit de P por la falta de una fertilizacién que compense las
exportaciones en carne y forraje de los agroecosistemas. Sin embargo, el aumento global
del Ny P reactivo en los suelos es un escenario de interés para estudiar el cambio en las
redes troficas como consecuencia de los cambios en el uso de la tierra tienen efectos sobre
los microorganismos del suelo, alterando los procesos de ciclado del carbono y nitrégeno.
Por ejemplo, el aumento del N reactivo en el suelo puede reducir la abundancia de
microorganismos fijadores de N (Van Raalte et al. 1974, Salvagiotti et al. 2008) y, en
ultima instancia, alterar la multifuncionalidad de los ecosistemas y los servicios
ecosistémicos como el mantenimiento de la biodiversidad, la produccién de forraje, el
secuestro de carbono, entre otros (Fig.1, adaptado de Brussaard et al., 2007). En esta tesis,
se hipotetiza que el aumento de nutrientes (NPK y micronutrientes) en un pastizal de la
Pampa Deprimida podrian homogeneizar el ambiente edafico al no haber limitacién por
los nutrientes incorporados y, consecuentemente, homogeneizar a las comunidades
microbianas del suelo (Lopez Zieher et al 2020). Estos cambios podrian repercutir sobre
ciertos procesos relacionados al ciclado de N y P, en primera instancia, aumentando la
disponibilidad de dichos nutrientes en el suelo y los flujos de pérdida. En consecuencia,
se alteraran las interacciones entre las plantas modificando la composicién de especies y

el funcionamiento de la comunidad vegetal.
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Figura 1.1. Esquema general del efecto de dos factores del cambio global (introduccién
del ganado vacuno y aumento del N y P reactivo en el suelo) sobre la multifuncionalidad
y los servicios ecosistémicos a traves de cambios en la comunidad de plantas, de
microorganismos del suelo y los procesos que ellos llevan a cabo. La introduccion del
ganado y el aumento de N y P en el suelo pueden alterar la comunidad microbiana de
suelo en su composicion y estructura, y por lo tanto cambiar su funcionamiento.

1.1.2. Cambio en el uso del suelo y la multifuncionalidad en pastizales

El ser humano ha impulsado en mayor o menor medida cambios ambientales y
ecoldgicos a escala planetaria. De hecho, ya en los afios 90 Vitousek y colaboradores
afirmaban que no habia ecosistema en la Tierra que estuviera libre de la influencia
humana (Vitousek et al. 1997b), con la preocupacion subyacente de que estos cambios
podian alterar la capacidad de la Tierra para sostener la vida (Foley et al. 2005). La
poblacion humana para su crecimiento utiliza cada vez mas recursos de la naturaleza,
expandiendo el area terrestre dedicada a la agricultura, la industria y las urbes a expensas
de los ecosistemas naturales, fenémeno que se conoce como cambio en el uso de la tierra.
Estos cambios, a su vez, se retroalimentan con los otros componentes del cambio global:

el cambio climatico (calentamiento global, mayor frecuencia de eventos extremos,
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deshielos, etc.); los cambios en la composiciéon atmosférica (aumento de concentracion
de los principales gases de efecto invernadero como el dioxido de carbono (CO>), el 6xido
nitroso (N20) y el metano (CHa)); los cambios en la biodiversidad (extinciones,
invasiones bioldgicas, etc.); y los cambios biogeoquimicos (alteraciones en el ciclado del
carbono, nitrégeno, agua). Por ejemplo, al pastorear un pastizal natural podria producirse
una mayor emision de COzy otros gases de efecto invernadero a la atmdsfera, alterando
el normal ciclado del carbono. La bibliografia al respecto exhibe resultados variables
donde no siempre el disturbio de la ganaderia produce aumentos en la emision de COa.
Sin embargo, podriamos hipotetizar que un aumento en la tasa de respiracion del suelo
del pastizal bajo uso ganadero podria ser consecuencia del consumo de plantas de los
animales, que produce aumentos en la actividad de las raices (Dyer et al. 1982) y la muerte
radical (Lemaire et al. 2000). Estos cambios en las raices generan mayor disponibilidad
de nutrientes en el suelo, lo que deberia reflejarse también en un aumento de la actividad
microbiana, con aumentos en la respiracion de suelo (Zhou et al. 2016). Si este cambio
en el uso de la tierra se da en grandes superficies y no es compensado por un mayor
secuestro de C, la concentracion de CO; en la atmosfera aumenta, lo que promueve el
efecto invernadero aumentando la temperatura del aire. La pérdida de servicios a escala
local, que en este ejemplo seria el secuestro de C que se ve reducido por el pastoreo,
termina convirtiéndose en un problema global.

Uno de los ecosistemas terrestres mas afectado por el cambio en el uso de la tierra
son los pastizales (Hoekstra et al. 2005). Estos ecosistemas son de particular importancia
porque representan un tercio de la produccidn primaria neta aérea terrestre (Stuart Chapin
et al. 2011). En otras palabras, la posibilidad de apropiacion humana de la produccion
primaria es muy alta en los pastizales. Su productividad es posible gracias al
funcionamiento ecosistémico que involucra muchos procesos simultaneos e
interdependientes que llevan a cabo la biota del suelo y las plantas en la interfaz fisica
(suelo, agua, aire), y que brindan lo que llamamos “multifuncionalidad”, que permite la
provision de servicios ecosistémicos como la provisién de forraje y cultivos. No es
extrafo, entonces, que los pastizales del Rio de la Plata, dentro de los cuales estan los
pastizales de la Pampa Deprimida estudiados en este trabajo, estén altamente
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antropizados, transformados con fines agricolas o ganaderos, y sean muy escasas las areas
conservadas (menos del 2%, Baldi and Paruelo 2008). Los pastizales del Rio de la Plata
abarcan un area de casi un millon de hectareas y comprenden tres de los cuatro paises que
integran el tratado del Mercosur: Uruguay, Brasil y Argentina. Sin embargo, la poblacion
rural es baja, lo que implica que la produccion es transportada del campo a la ciudad, e
incluso muchos de los bienes agricola-ganaderos son exportados hasta los lugares méas
remotos del mundo. Las consecuencias del uso agricola-ganadero de los pastizales son la
pérdida de biodiversidad, la erosion y la exportacion de nutrientes (Viglizzo et al. 2011).
En el caso particular del ciclado del nitrdgeno, como este elemento se exporta con la
cosecha de los cultivos y la carne desde la Region Pampeana hacia el mundo, los paises
como Argentina y Brasil se convierten en exportadores netos de N, ya que la produccion
agricola-ganadera se hace a costa del N del suelo, con uso insuficiente o nulo (en el caso
de los pastizales para ganaderia) de fertilizante nitrogenado (Oita et al. 2016). En cuanto
a la lixiviacion de N, el uso excesivo o incorrecto de fertilizantes nitrogenados, en
momentos de lluvia o cuando las plantas no pueden fijarlo. Sin embargo, el bajo uso de
fertilizantes en la Pampa Deprimida en la actualidad explica que no haya evidencia de
lixiviacion en esta region (Portela et al. 2006). Por otra parte, los largos periodos de
barbecho sin cultivo podrian promover la pérdida de N del suelo por lixiviacién (Sanchez-
Martin et al. 2010) y la emisién de gases como el éxido nitroso (Caride et al. 2012, Della
Chiesa et al. 2019). En cuanto a los ingresos de N al sistema, descontando la fertilizacion
nitrogenada, el cambio en el uso de la tierra también implica cambios en la fijacion
bioldgica del N determinando aumentos o disminuciones de las entradas de este nutriente
esencial para las plantas (Tognetti et al. 2021). Por ejemplo, las reducciones en la fijacién
son muy evidentes en los pastizales donde la alta presion de pastoreo perjudica a las
leguminosas (Ritchie and Tilman 1995), mientras que la intersiembra con leguminosas o
las &reas en las que se siembra soja inoculada, la fijacién de N aumenta. Por otra parte,
las deposiciones atmosféricas de N sobre los pastizales pampeanos parecen relativamente
bajas comparadas con las regiones mas industrializadas del planeta (Galloway et al.
2008), pero estan aumentando por lo que su impacto en los ecosistemas naturales podria

disparar una consecuencia indeseada para el funcionamiento del ecosistema (Stevens et
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al. 2015). Por ejemplo, los nutrientes pueden ocasionar una cascada de pérdida de
biodiversidad, ya que alteran las jerarquias competitivas entre especies de plantas,
favoreciendo a las mas competitivas y produciendo exclusion competitiva de las menos
aptas. Los cambios ecosistémicos antes mencionados en la vegetacion repercuten en las
comunidades de los niveles troficos por arriba de las plantas: herbivoros y carnivoros
(Jones et al. 2014), y en las comunidades del suelo (Leff et al. 2015), por lo que seria
conveniente anticiparse a los efectos que podria tener las mayores deposiciones de
nutrientes en el suelo en nuestros pastizales. En consecuencia, el monitoreo de los flujos
de N permitiria identificar alteraciones frente al cambio en el uso de la tierra, lo que
resulta fundamental para idear estrategias de manejo tendientes a reducir la
contaminacion del ambiente y asegurar la provision de servicios ecosistémicos, en

especial en aquellos pastizales mas fragiles como los de la Pampa Deprimida.

1.1.3. ¢Cdmo entendemos el componente microbiano?

El campo de la ecologia microbiana ha avanzado enormemente en las ultimas
décadas, permitiéndonos echar luz en lo que hasta muy poco se trataba como una caja
negra llamada “microorganismos del suelo” (Allison and Martiny 2008, Fierer and
Lennon 2011). Mediante las técnicas microbioldgicas tradicionales s6lo se podia
vislumbrar un escaso 1-5% de la biodiversidad total de los microorganismos del suelo, ya
que no se podian evaluar los microorganismos no cultivables. Las técnicas moleculares
de estudio de las comunidades microbianas, sin el sesgo que imponen los métodos del
cultivo e incubacion, han permitido vislumbrar la verdadera diversidad de estos seres
vivos, que resultd ser mucho mayor y filogenéticamente mas compleja que la percibida
con las técnicas tradicionales (Pace et al. 1986). A su vez, se ha evidenciado que en los
suelos hay gran diversidad de microorganismos poco abundantes (raros) que, en conjunto,
representan un gran porcentaje de la abundancia total y que ademdas podrian ser
funcionalmente muy importantes. El paradigma histérico que sugeria que los
microorganismos son ubicuos, que “todas las especies estan en todos lados” (Beijerinck
1913), y que por lo tanto existe una gran redundancia funcional que garantiza los procesos

biogeoquimicos de suelo en todos los ecosistemas, ha sido cuestionado desde hace varios
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afios (Fierer et al. 2013). De hecho, ya existe evidencia de que la pérdida de diversidad
de microorganismos del suelo tiene consecuencias funcionales sobre los ecosistemas
(Philippot et al. 2013, Singh et al. 2014), lo cual es preocupante porgue significa un riesgo
adicional asociado al cambio global. Mantener los servicios ecosistémicos de soporte y
regulacion proporcionados por los microorganismos del suelo en el tiempo se hace cada
vez mas necesario, por lo que hay que evaluar los controles (drivers) que moldean estas
comunidades y el efecto que los disturbios antropicos pueden ejercer sobre las mismas.
En el ensamble de comunidades microbianas de suelo, los factores abioticos son
de gran importancia, puesto que se ha observado que estos organismos exhiben mucha
sensibilidad a la temperatura, la humedad, la concentracion de nutrientes, el pH del suelo,
etc. (Daily et al. 1997, Wardle 2006, Nemergut et al. 2013). Sin embargo, no esta bien
definida la importancia de los factores bioticos, aunque si se ha hecho mucho énfasis en
las relaciones simbidticas entre plantas y microorganismos (Douglas 2010). Las
comunidades microbianas de suelo tienen caracteristicas distintivas que las hacen Unicas
en cuanto a estructura y funcionamiento (Cuadro 1.1). La complejidad de las
interacciones en las comunidades microbianas del suelo y su alta sensibilidad hacen que
su respuesta a los disturbios sea dificil de predecir y muy contexto-dependiente. Pero
también son esas mismas caracteristicas las que permiten que estas comunidades brinden

maultiples servicios ecosistémicos (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Caracteristicas ecoldgicas de las comunidades de microorganismos del
suelo.

Caracteristicas Comunidad de microorganismos del Referencias
suelo
Niveles troficos Toda una red tréfica (Buchkowski et al. 2017)
Diversidad 700-1000sp/0.25gr de suelo (sélo | (Nannipieri et al. 2003)
bacteria)
Tasas de | 1 generacion/30min (maximo en | (Nemergut et al. 2013)
reproduccion condiciones 6ptimas de laboratorio)

Existe transmision horizontal de
genes muy frecuentemente

Mecanismos de | Dormancia, muy frecuente (Jones and Lennon 2010)
escape
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Movilidad Dispersion a pequefia escala por | (Nemergut et al. 2011)
motilidad, mayor por transporte por
fauna del suelo o agua o efecto

humano.
Interacciones Fuerte competencia por | (Buchkowski et al. 2017)
entre especies de | interferencia (sustancias | (Vos et al. 2013)
la comunidad antimicrobianas) y por diferentes

estrategias de uso de nutrientes,
diferencias en la eficiencia de
ocupacion de nichos, etc.
Facilitacion y “Quorum sensing”
Depredacién y parasitismo (al ser
una red trofica).

Rango de | Muy amplio, pueden desarrollarse en | (Bodelier 2011)
distribucion ambientes extremos vy colonizan

todos los ambientes.
Servicios Sostenimiento de los cultivos y las | (Bodelier 2011)
ecosistémicos praderas a través de la fertilidad del
que soportan suelo, purificacidon del aire a través

del secuestro de carbono en el suelo,
promotores del crecimiento vegetal
(PGPR), etc.

Un disturbio en el suelo podria alterar la composicion de las comunidades
microbianas por su alta sensibilidad, si bien la magnitud y naturaleza del disturbio es un
factor determinante. Para saber si el impacto de un determinado disturbio se traducira en
un cambio en su funcionamiento ecosistémico deberiamos poder asociar la identidad de
las especies a funciones especificas. Existen estudios que sugieren que hay una relacion
directa y positiva entre la diversidad de microorganismos y la cantidad de funciones
ecosistémicas en el suelo (Fierer et al. 2013), lo que contradice la idea de redundancia y
justifica la conservacion de la diversidad microbiana. Sin embargo, otros estudios revelan
la existencia de comunidades microbianas del suelo de diferente estructura pero similar
funcionamiento (Bissett et al. 2011), apoyando la teoria de la redundancia funcional. Estas
incongruencias podrian explicarse por un marco conceptual distinto que contempla la
complejidad de la vida y los procesos del suelo: los procesos relacionados con el ciclado
de carbono estarian modulados por comunidades de microorganismos diversas,
redundantes y abundantes, pero en el caso de las funciones mas especificas como la

fijacion de nitrogeno, los responsables serian grupos especificos y poco abundantes de
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microorganismos del suelo (Schimel et al. 1998). Bajo estos preceptos, uno podria
suponer que los servicios ecosistémicos mas generales, tales como purificacion del aire y
el agua y secuestro de carbono, por ejemplo, se podrian conservar, aun cuando un
disturbio provoque una disminucion abrupta de la biodiversidad de los microorganismos
en el suelo, mientras que la produccion de alimentos y forrajes podria verse disminuida
por la reduccion de la fijacion bioldgica de N en los suelos, que es llevada a cabo por
microorganismos mas especificos.

Actualmente, estudiar la composicion de las comunidades microbianas no permite
saber sobre su funcionamiento porque todavia no hay una articulacion entre la
composicion de microorganismos del suelo, que ahora ha sido mejor descripta, y su
funcién. Se puede describir la composicion de microorganismos presentes en el suelo con
técnicas moleculares, y también cuantificar la expresion de los genes que estan activos en
el suelo al estudiar el ARN, pero no se puede decir qué funciones estd cumpliendo cada
grupo de microorganismos en el suelo. Los recientes estudios de secuenciacién de ADN
y ARN total del suelo de forma simultanea son prometedores para poder aproximarse al
interrogante de la conexion entre identidad y funcion de los microorganismos del suelo
(Carvalhais et al. 2012). De todos modos, esta conexidén es muchas veces contexto-
dependiente por la gran versatilidad metabodlica de los microorganismos, por lo que los
patrones globales o regionales que se han encontrado son escasos y estan relacionados a
fuertes gradientes abioticos como el pH (Fierer and Jackson 2006), la temperatura y la
humedad del suelo (Nemergut et al. 2010, Rascovan et al. 2013). Por otra parte, Fierer y
colaboradores (2007) generaron una clasificacion de las bacterias del suelo a partir de su
capacidad para desarrollarse en ambientes con mayor o menor disponibilidad de C: los
organismos copiotrofos (asimilable a los r-estrategas) y los oligotrofos (K-estrategas),
respectivamente. Por ejemplo, encontraron que los grupos de Bacteroidetes y f-
Protobacterias son copiotrofos, mientras que Acidobacteria es un grupo oligétrofo. Esta
clasificacion, si bien es a una escala taxonémica muy general, es muy util para entender
la estructura y funcionamiento del suelo, aunque nuevamente implica un rango amplio de
disponibilidad de C para poder evidenciar diferencias entre grupos microbianos. En el

andlisis de la escala regional, la diversidad estructural microbiana y la diversidad de
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plantas se han propuesto como predictores de la diversidad funcional de las comunidades
microbianas de suelo, pero no se han encontrado respuestas consistentes a lo largo de
todos los ecosistemas (Strickland et al. 2009, Fierer et al. 2013, Prober et al. 2015). De
ello se desprende la necesidad de realizar analisis locales-regionales para generar marcos
conceptuales propios de esa escala y entender coémo los cambios en el uso de la tierra
alteran las comunidades microbianas de suelo y los procesos biogeoquimicos que ellas

median.

1.1.4. Contribucion de los microorganismos al ciclado de nutrientes en el

suelo

En cuanto a los procesos que los microorganismos del suelo llevan a cabo, hay
varias formas de estudiarlos y conocer la participacion de los distintos grupos en los
procesos fisicoquimicos del suelo. Entre las medidas cléasicas de actividad microbiana
estan el contenido de carbono y nitrégeno de la biomasa microbiana y la respiracion de
suelo, medida en condiciones dptimas de temperatura y humedad en incubadoras
(respiracion potencial) o a campo (Joergensen and Emmerling 2006). Estas variables
permiten saber el nivel general de actividad de los microorganismos del suelo y aportan
valiosa informacion cuando se interpretan a luz de otras variables, como el carbono
organico, el nitrogeno total en el suelo o la biomasa de raices. La fertilizacién, por
ejemplo, podria inducir un pico de respiracién en los primeros momentos después de la
aplicacion del fertilizante siempre que haya humedad en el suelo y el carbono no sea
limitante para la actividad bacteriana.

Es importante aclarar que actualmente contamos con un nuevo marco conceptual
que enfatiza el rol de los microrganismos del suelo en la formacion y estabilizacién de
carbono orgénico en el suelo. Cotrufo y colaboradores (2013) desarrollaron la idea de que
la mayor proporcion del C estable en el suelo es producto del carbono Iabil que ingresa
en el suelo a través de las plantas, que luego es transformado en productos microbianos y
finalmente se asocia a la porcidén mineral del suelo. Esta idea es contraria al viejo concepto
de que el carbono no podia ser metabolizado por los microorganismos debido a su

composicion (“recalcitrancia”) y por lo tanto aportaba mayor cantidad de materia
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orgénica al suelo. Se proponia que el C de baja calidad (antes llamado recalcitrante) podia
estabilizarse méas eficientemente que el C de alta calidad (labil). En el nuevo modelo
conceptual MEMS (Microbial Efficiency-Matrix Stabilization), se propone agregar el
concepto de saturacion de C por el cual se definen dos tipos de reservorios de C estable
en el suelo (Castellano et al. 2015): 1) C de producto microbiano estabilizado por
particulas minerales y 2) C orgénico derivado de las plantas y poco estable. Como la
fraccion que puede estabilizarse por particulas minerales puede saturarse, cuando se
satura el C organico derivado de las plantas se acumula en forma no estable. Los factores
climéticos y de manejo determinan el grado de saturacion del C orgénico en el suelo y la
acumulacion de C no estabilizado.

Por otra parte, el ciclado del nitrogeno en el suelo esta mediado por los
microorganismos Y este proceso es fundamental para la produccion agricola y ganadera.
Los cambios en el uso de la tierra 'y el aumento del N de los suelos, que son dos aspectos
del cambio global, pueden alterar el funcionamiento de las comunidades microbianas de
suelo, amenazando la provision de servicios ecosistémicos. Una consecuencia conocida
de la fertilizacion con N es la disminucion de la fijacion bioldgica de N en los suelos, ya
sea simbidtica o de vida libre (Reed et al. 2011, Tognetti et al. 2021). En pastizales
pastoreados naturalmente hay poca abundancia de leguminosas que son capaces de
establecer una simbiosis con bacterias fijadoras de N. En este sentido cobra relevancia la
fijacién biologica de N por microorganismos de vida libre como flujo de entrada de N en
pastizales bajo uso ganadero, aunque se trate de una proporcion pequefia de la fijacion
bioldgica en general (Reed et al. 2011). La fijacion de N por microorganismos de vida
libre, seguin la bibliografia, tiene un promedio aproximado de 4.7 kg N ha afio™ en un
rango de 0.1-21 kgN haafio™, mientras que la fijacion simbidtica ronda entre 1y 10 kgN
ha! afio! para pastizales templados (Reed et al. 2011), si hay leguminosas. Si el flujo de
entrada de N por fijacion bioldgica es alterado por efecto antropico, puede haber una
reduccion en la produccion de forraje para el ganado.

Otra alteracién importante del ciclo del N que podria darse por efecto antropico
es el aumento en la emision de 6xido nitroso, potente gas de efecto invernadero, que da

cuenta de la actividad de los microorganismos nitrificadores y desnitrificadores. La
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emision de este gas produce destruccion de la capa de ozono en la estratosfera y aumento
del efecto invernadero, razén por la cual su monitoreo y reduccién es prioritaria dentro
del séptimo Objetivo del Desarrollo del Milenio de la Naciones Unidas (Millennium
Ecosystem Assessment and MA 2005). La emision de 0xido nitroso es una ineficiencia
del proceso de desnitrificacion, que genera N2 gaseoso a partir de nitrato, y del proceso
de nitrificacion. La fertilizacion nitrogenada puede aumentar la emisién de dicho gas en
pastizales (Mosier et al. 1991), mientras que el pastoreo no tiene un efecto consistente en
todos los ecosistemas (Frank et al. 2000, Le Roux et al. 2003, Wolf et al. 2010).

En el suelo también hay otros importantes macronutrientes de los que no se hizo
mencién aun, el potasio (K) y el fésforo (P). En el suelo hay microorganismos capaces
de solubilizar el potasio presente en ciertos minerales del suelo (Setiawati and
Mutmainnah 2016). Este nutriente no suele ser limitante para el crecimiento de las plantas
en la mayoria de los suelos, excepto por excesiva extraccion por cultivo, lixiviacion o
erosion (Navarro Blaya and Navarro Garcia 2003). De hecho, en un trabajo reciente que
describe el efecto de los nutrientes en una red de experimentos coordinados en pastizales,
se muestra que el agregado de P no aumento la productividad del pastizal, pero hubo una
respuesta al agregado simultdneo de varios nutrientes incluyendo el K, poniendo en
evidencia la co-limitacién al crecimiento de las plantas por maltiples nutrientes (Fay et
al. 2015). La solubilizacién y mineralizacion de P también es mediada por
microorganismos, como ser algunos hongos micorricicos y Pseudomonas spp
(Richardson and Simpson 2011), lo que permite que dicho nutriente esté disponible para
las plantas. A su vez, el P es un importante nutriente para los microorganismos en si por
lo que parte queda de éste queda retenida en la biomasa microbiana. La importancia del
P para las cianobacterias es clave porque requieren altos niveles de energia (ATP) para el
proceso de fijacion de N2, por lo que se ha visto que el P limita el crecimiento de este
grupo bacteriano (Reed et al. 2008).

1.1.5. Cambios esperados en los microorganismos del suelo y el ciclado de
nutrientes con el agregado de nutrientes y el pastoreo

Consecuencias del agregado de nutrientes
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En un escenario hipotético de aumento de nutrientes en el suelo (Stevens et al.
2015), como componente del cambio global, puede afectar a la comunidad de
microorganismos del suelo de modo directo e indirecto. La composicion y el
funcionamiento de las comunidades microbianas pueden verse directamente alterados
ante el aumento de nutrientes limitantes como el nitrégeno (N) y fosforo (P) en el suelo
(Treseder 2008, Ramirez et al. 2010, 2012). Por ejemplo, los suelos de baja fertilidad
favorecen el canal de energia a traves de los hongos (mayoritariamente K-estrategas), lo
cual cambia diametralmente con el agregado de nutrientes, favoreciendo la canalizacion
de energia a través de las bacterias (mayoritariamente R-estrategas) (Parfitt et al. 2010).
En efecto, se ha encontrado una marcada disminucion de las micorrizas ante el agregado
de N en el suelo (Treseder 2004), alteracion que es aln mas marcada si se agrega P
(Johnson et al. 2003). La mayor disponibilidad de N y P en el suelo favorece que las
plantas tomen dichos nutrientes del suelo, en vez de promover la simbiosis con los hongos
micorricicos. La menor micorrizacion podria tener repercusion sobre la estructura del
suelo, por la ausencia de las glicoproteinas que éstas exudan y que ayudan a la agregacion
del suelo y la estabilidad de la materia organica (Wilson et al. 2009). A su vez, puede que
a corto plazo el agregado de nutrientes sea inmovilizado por los microorganismos, que
son mas habiles que las plantas para captarlos, aumentando su actividad y su biomasa
microbiana (Chu et al. 2007). Sin embargo, los grupos funcionales de microorganismos
son muy amplios y las variaciones a nivel de familia o especie de bacterias u hongos
puede dar una mejor idea de como se altera la composicion de microorganismos del suelo
frente al agregado de nutrientes a una escala local.

Asimismo, las comunidades del suelo pueden verse afectadas indirectamente con
el agregado de N a través del cambio en la comunidad de plantas (Suding et al. 2005,
Bobbink et al. 2010, Prober et al. 2015), mediado por cambios en la cantidad y calidad
del material vegetal muerto (broza) que ingresa al suelo (Xia and Wan 2008). En general,
el agregado de N aumenta la productividad primaria neta aérea de los pastizales (Fay et
al. 2015), con lo cual habria una mayor tasa de ingreso de broza al suelo, y también
aumenta la exudacion radical (Bardgett et al. 1999), con lo cual podria aumentar la
rizosfera y la actividad microbiana en la misma (Bardgett et al. 1999). A largo plazo, el
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continuo agregado de N puede provocar un colchén de broza no descompuesta que puede
limitar la germinacion de ciertas especies vegetales (Fowler 1988). La presencia de
plantas exdticas también puede modular la comunidad microbiana del suelo en
composicion y actividad al modificar el suelo y sus procesos (Wolfe and Klironomos
2005). Ello puede ocurrir a traves de maltiples vias no excluyentes como ser: una entrada
diferente de nutrientes que son aportados al suelo por la broza de las especies exdticas,
ciertos exudados radicales, alteraciones en la estructura fisica del suelo por cambios en la
arquitectura radical, y otros procesos especificados (Wolfe and Klironomos 2005,
Yahdjian et al. 2017). Por ejemplo, en pastizales post agricolas de la Pampa Interior
invadidos por Festuca alta (Schedonorus arundinaceus, ex Festuca arundinacea) se
observo que las comunidades bacterianas eran diferentes de los relictos de pastizal nativo,
mientras que los pastizales invadidos con una comunidad vegetal poco diversa
sostenian comunidades del suelo muy diversas (Lopez Zieher et al. 2020). Los
mecanismos por los cuales no ocurrio la homogeneizacion de la comunidad microbiana
en los pastizales invadidos no fueron puestos a prueba, pero puede especularse a partir de
la teoria ecologica que altas disponibilidades de nutrientes en el suelo beneficiaron la
diversificacion de la comunidad microbiana del suelo. La falta de relacion positiva entre
la diversidad local de plantas y la de bacterias fue consistente con lo encontrado cuando
se analizd una red de experimentos global que incluye varios pastizales del mundo, la
Nutrient Network (Prober et al. 2015). Esto podria implicar que el rol de las plantas como
controladoras de la composicion de las comunidades microbianas no parece ser fuerte a
escala global ni local en suelo no-rizosférico. Es necesario entonces seguir estudiando en
profundidad los efectos de los cambios a escala global en las comunidades microbianas
en correlacion con las comunidades de plantas, como se realizo en esta tesis, para poder
comprender los determinantes de la biodiversidad de los suelos que es la garantia de los
servicios ecosistémicos que brinda el sistema.

Otro ejemplo de cambios de las comunidades de suelo ante cambios en la vegetacion
es la menor relacién leguminosas/gramineas que se observa ante el agregado de N (Xia
and Wan 2008), que conlleva a una disminucion de la comunidad de simbiontes fijadores
de N en el suelo. EI P y la combinacion NP, por el contrario, favorece a las leguminosas,
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y, por ende a los microorganismos simbiontes asociados a estas plantas (Houlton et al.
2008). Por otra parte, como consecuencia de la mayor calidad de la broza (menor relacion
C:N) y disponibilidad de N al agregar dicho nutriente al suelo, los microorganismos
degradaran mas rapidamente la materia organica, lo cual podria conducir a una
disminucion del C secuestrado en el suelo, fendmeno conocido como “priming”
(Manning et al. 2008, Zhu et al. 2021, Abdalla et al. 2022). Sin embargo, este concepto
estd muy discutido y un meta-analisis reciente muestra poca evidencia a favor de la
existencia del priming de C por agregado de fertilizantes (Feng and Zhu 2021). El carbono
estabilizado en el suelo es un reservorio relativamente estable en cuanto a su tamarfio
porque se encuentran equilibradas las salidas y entradas de dicho compartimiento. Sin
embargo, ante un aumento de la disponibilidad de N, los microorganismos del suelo
podrian aumentar su consumo de carbono produciendo su reduccién en el suelo, mientras
que aumentaria la biomasa microbiana. De todos modos, el foco de esta tesis esta en el
N. Determinar como se alteran los reservorios de materia organica en el suelo y los
cambios en el N de la biomasa microbiana por los flujos bioldgicos de inmovilizacion y
mineralizacion de N ayudara a entender el ciclado del nitrégeno del sistemay como se ve
alterado por el agregado de nutrientes debido a la fertilizacion o los aumentos en las
deposiciones atmosféricas.

Consecuencias del pastoreo

La introduccion de animales domésticos ha producido importantes cambios en las
comunidades vegetales (Sala et al. 1986b, Milchunas et al. 1988, Campana 2021) y en las
microbianas (Patra et al. 2005). El pastoreo por bovinos puede afectar en forma directa a
la comunidad de microorganismos del suelo al producir excreciones que aceleran el
retorno de los nutrientes al suelo respecto al ciclo natural del pastizal no pastoreado
(Bardgett et al. 1997, Lindsay et al. 2010) y al provocar la muerte de raices y mayor
exudacion radical por el consumo de las plantas (Dyer et al. 1982; Lemaire et al. 2000).
Por otra parte, el pisoteo y la excreta por parte de los animales generan mas
heterogeneidad en el ambiente edafico propiciando espacios anaerébicos y/o enriquecidos

en nutrientes que pueden favorecer a distintos grupos de microorganismos. Incluso podria
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ocurrir que los microorganismos de las heces de los animales se incorporen directamente
en la comunidad del suelo, por ejemplo los microorganismos desnitrificadores (Maeda et
al. 2010).

A su vez, puede existir un efecto indirecto del pastoreo sobre el funcionamiento y
la composicion de microorganismos al cambiar la composicion de plantas (Chaneton et
al., 2002; Sala et al., 1986). Por ejemplo, el pastoreo perjudica a las leguminosas, que son
mas consumidas que las gramineas por su mayor palatabilidad (Rutter 2006), lo cual
disminuye las comunidades simbioticas fijadoras de N asociadas a las leguminosas como
fue explicado més arriba. Por otra parte, el pastoreo intenso también ejerce una fuerte
presion de seleccidn sobre la estructura de la comunidad vegetal, siendo las plantas
rastreras las beneficiadas al poder escapar mejor al pastoreo. Esto implica que hay un
fuerte cambio en la diversidad de plantas que puede implicar cambios en la calidad o
cantidad de nutrientes que entran al suelo o en la estructura o exudados radicales, si bien,
como ya se menciond, no parece haber una relacion directa entre la diversidad alfa de
plantas y la de microorganismos (Prober et al. 2015). Esta relacién depende de la
identidad de las especies de plantas que integran el pastizal estudiado y del manejo del
ganado, razon por la cual se deben estudiar con profundidad estos aspectos para
determinar en qué medida se esta afectando el funcionamiento de los microorganismos
del suelo cuando cambia la composicion de la comunidad vegetal.

El efecto del pastoreo sobre la composicion y el funcionamiento de los
microorganismos del suelo podria compensar parcialmente o exacerbar el efecto del
agregado de nutrientes al suelo dependiendo del proceso estudiado. Por ejemplo, el efecto
negativo del agregado de N sobre la fijacion de N por microorganismos de vida libre
podria ser compensada en parte por el efecto positivo que el ganado tiene sobre dicho
proceso al aumentar el ciclado del P (Chaneton et al. 1996), ya que el P es fuente de
energia (ATP) para el proceso de fijacion bioldgica de N (Reed et al. 2011). Asimismo,
se ha mostrado que la fertilizacién junto con el pastoreo tienen una relacion antagénica
sobre la productividad primaria, ya que la mayor productividad primaria neta (PPN)
provocada por la fertilizacion es contrarrestada parcialmente por un aumento en el

consumo Vvegetal por parte de los herbivoros en respuesta al aumento en la cantidad o
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calidad del alimento (Campana and Yahdjian 2021). Este aumento del consumo del
ganado del pastizal fertilizado produce que la cantidad de broza que ingresa al suelo sea
similar al de un pastizal que no fue fertilizado ni pastoreado. Es muy poco lo que se sabe
hasta el momento del efecto del pastoreo sobre las comunidades de microorganismos del
suelo y su impacto en los procesos que mantienen la produccion de forraje en campos
ganaderos. Por otra parte, el efecto conjunto que tendrian la ganaderia y la fertilizacion
en pastizales naturales en un contexto de cambio de uso de la tierra y aumento de las
deposiciones de nutrientes en los suelos es fundamental para generar nuevas estrategias
de manejo tendientes a preservar los servicios ecosistémicos del pastizal (Borer et al.
2014).

1.1.6. Evaluacion de la multifuncionalidad de los ecosistemas

La multifuncionalidad de los ecosistemas (MF) se ha convertido en un concepto
muy popular en los Ultimos afios con el objetivo de ser una herramienta de manejo capaz
de conectar multiples procesos ecosistémicos con opciones de manejo y promover la
sustentabilidad de los sistemas productivos (Byrnes et al. 2014). Este abordaje holistico
seria fundamental para evaluar el impacto del cambio global sobre los pastizales de la
Pampa Deprimida. Sin embargo, en la practica, la “multifuncionalidad” ha demostrado
ser un término vagamente definido y su teoria y aplicacion han resultado a veces en la
unién de analisis y patrones estadisticos dispares sin mucho anclaje en los servicios
ecosistémicos. Por ejemplo, no existen definiciones fuertes o marcos teoricos para la parte
“multi” del término multifuncionalidad (;cudntas funciones ecosistémicas deben ser
consideradas?), ni tampoco para la parte de “funcionalidad” (;qué funciones deber ser
consideradas?). Por otra parte, para que los indices se conviertan efectivamente en
herramientas de manejo deben reflejar servicios ecosistémicos (también conocidos como
beneficios de la naturaleza a las personas, Diaz et al. 2015), pero estos son muy dificiles
de medir. En esta tesis se propone que los servicios ecosistémicos de soporte pueden
servir como intermediarios entre las funciones ecosistémicas y los servicios finales para

mejorar los indices de multifuncionalidad. En particular se consideran 4 servicios de
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soporte igualmente importantes: calidad de suelo, ciclado del agua, produccion de plantas
y biodiversidad. En esta tesis se propone que los indices de multifuncionalidad podrian
considerar conjuntos de funciones y atributos ecosistémicos de tal manera de estar mucho
mas conectados con los beneficios que las personas obtienen de la naturaleza, y ser
directamente interpretables y usados como herramientas de manejo para cualquier
ecosistema. Este nuevo indice se usara en esta tesis aplicado al caso de los pastizales

pampeanos aqui estudiados.

1.2. Objetivos generales

El objetivo de esta tesis fue estudiar el impacto que producen las actividades
humanas a través del aumento de nitrégeno, fésforo y potasio en el suelo y el pastoreo
bovino en la composicion y funcionamiento de las comunidades microbianas del suelo,
usando como modelo un pastizal de la Pampa Deprimida. Estos pastizales pertenecen a
la gran planicie de los pastizales del Rio de La Plata y son de gran importancia economica
para la poblacién argentina por la cria extensiva de ganado vacuno. El uso continuo de
estos pastizales ha llevado a disminuciones en su biodiversidad (Chaneton et al. 2002),
determinando una degradacion del sistema natural sobre el cual se sustenta esta
importante actividad productiva. Determinar la magnitud y la direccion del cambio de las
comunidades microbianas del suelo en composicion y funcion frente al aumento de
nutrientes en el suelo y al pastoreo aportara el conocimiento necesario para minimizar el
deterioro de estos ecosistemas y asegurar la provision de los servicios ecosistémicos.

Por otra parte, el estudio holistico de las comunidades microbianas de suelo en
pastizales ganaderos en Sudameérica y de los flujos de Nitrégeno (N) y Carbono (C)
asociados propuesto en esta tesis es de vital importancia para la region para contar con un
diagnostico de la situacidn actual y poder evaluar el impacto que tendra el cambio global
a futuro. En particular en la Pampa Deprimida, estudios previos mostraron que los
principales procesos de ciclado de N son la fijacion de N atmosférico por
microorganismos de vida libre presentes en el suelo, la mineralizacion de N y la emision
de N20 por microorganismos nitrificadores y desnitrificadores (Chaneton et al. 1996). La

comparacion de estos procesos en condiciones naturales con la que ocurre en parcelas
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fertilizadas nos permite anticiparnos a un escenario de mayor deposicion de nutrientes
por fertilizacion (Stevens et al. 2015). También, el cambio en el uso de la tierra que puede
implicar aumentos en la carga de animales en respuesta a la intensificacion ganadera se
combinara con los cambios en los nutrientes produciendo efectos interactivos dificiles de
predecir. El sitio experimental en la Pampa Deprimida integra una red internacional de
experimentos  coordinados  llamada  “The  Nutrient  Network,  NutNet”

(http://www.nutnet.org/field_sites), que incluye mas de 100 sitios de pastizales en todos

los continentes, establecida con el objetivo de evaluar la respuesta de los pastizales
dominados por herbaceas frente al aumento de nutrientes y los cambios en los
consumidores (Borer et al. 2014). De esta forma, los resultados obtenidos de este trabajo
pueden ser comparados con los de otros sitios experimentales del mundo, aportando
valiosa informacidn para el entendimiento del impacto del cambio global en los pastizales
del mundo. Ademas, por ser un sitio experimental que forma parte de una red que usé un
protocolo estandarizado de muestreo, se contd con la informacién del efecto de la
fertilizacion y el pastoreo en la comunidad de plantas y en la productividad primaria neta
en las parcelas estudiadas (Campana and Yahdjian 2021, Campana et al. 2022), lo que
permitio interpretar los resultados sobre la composicion y funcionamiento de comunidad

microbiana de suelo a la luz de la informacién de la comunidad de plantas.

1.3. Sitio de estudio

Para evaluar el efecto de la adicion de multiples nutrientes y remocion de pastoreo
domeéstico en las comunidades del suelo y los procesos biogeoquimicos asociados, se
realizd un experimento factorial en la Estancia ganadera “Las Chilcas”, de 3000 has de
extension, ubicada a aproximadamente 40 km al sur de Pila, Provincia de Buenos Aires,
Argentina (Fig. 1.2; 36° 16° S, 58° 15> W; 15 msnm). El sitio es representativo de la
comunidad mesofitica himeda de la parte central de la Pampa Deprimida. La
productividad primaria neta aérea promedio es 550 g m afio!, con un pico en primavera
tardia. El suelo es Natraquol Tipico ligeramente acido y poco profundo (80 cm hasta el
horizonte C) y un horizonte B2t de baja permeabilidad (Lavado y Taboada, 1987). La

topografia es muy plana y el drenaje escaso, lo cual provoca inundaciones periodicas en
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invierno y primavera. En el verano suelen ocurrir sequias de corta duracion que salinizan
el suelo. El contenido de materia orgénica es de 7.12%, el de nitrdgeno es de 0.38% y el
de fdésforo de 22 ppm. Estos suelos no son aptos para la agricultura por las inundaciones

y el contenido de sales, pero permiten el desarrollo de la actividad ganadera extensiva.
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Figura 1.2. Ubicacion del sitio de estudio dentro de la regién de los pastizales del Rio

de La Plata. El punto naranja representa el sitio experimental en la Pampa Deprimida

En 2013 se analizaron las variables edaficas a partir de muestras de los primeros
10 cm de suelo, y se determind la materia organica total, la capacidad de intercambio
cationico (CIC), el pH, el contenido de fosforo, el contenido de iones (K*, Ca®*, Mg?*,
Na*, etc.) y el contenido de nitrégeno (N) y carbono (C) total con un analizador elemental
de C y N (Cuadro 1.1). Las propiedades del suelo que se describen a continuacién se
midieron  segin los  protocolos de la red de nutrientes  NutNet
(https://nutnet.org/sites/default/files/2019-
10/S0il%20sample%20methods_40ct2019.pdf). Brevemente: los macronutrientes
(excepto C y N totales), micronutrientes, CIC, ph del suelo y materia organica fueron
analizados en Waypoint Analytical (Memphis, TN, USA). El ph fue medido con un
phmetro en una solucion agua:suelo 1:1. La determinacion del contenido de fosforo,
potasio, calcio, magnesio, sulfuro, boro, cobre, hierro, manganeso, zinc y sodio fue

realizada mediante el método Mehlich-3. Los contenidos de cationes medidos fueron los



40

intercambiables. La materia organica se estimd mediante el método de pérdida por
ignicion determinado luego de 2 horas a 400°C. Para la medicion de C y N totales se
realizo en el laboratorio de Borer/Seabloom en la Universidad de Minesotta usando
cromatografia de gases de combustion seca en un analizador elemental (Costech ECS
4010 CHNSO Analyzer, Valencia, California, USA) calibrado con el estandar analitico,
atropina (C17H23NO3). No conocemos el contenido de carbonato del suelo del sitio de

estudio por lo que agregamos una aclaracion en los métodos y la discusion al respecto.

Cuadro 1.2. Analisis quimico del suelo del sitio de estudio “Las Chilcas”. Partido de
Pila, Pcia. De Bs As. Los valores son promedio de 6 muestras de suelo de los primeros
10 cm antes del comienzo del experimento. CIC: Capacidad de Intercambio Catidnico

Variable de suelo Valor medio Error estandar

Materia organica (%) 7.12 0.18

CIC (meq/100g) 16 0.28

pH 6.39 0.03

Fésforo disponible (Bray, 22 0.53
ppm)

Potasio (ppm) 497 10.71

Calcio (ppm) 1522 26.92

Magnesio (ppm) 585 12.98

Azufre (ppm) 24 0.92

Sodio (ppm) 256 5.18

Zinc (ppm) 6 0.52

Manganeso (ppm) 42 1.71

Hierro (ppm) 335 14.66

Cobre (ppm) 3 0.10

Boro (ppm) 3 0.10

C total (%) 4.03 0.07

N total (%) 0.38 0.01
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1.4. Disefio experimental

El disefio del experimento consistié en un factorial completo de fertilizacion y
pastoreo del que surgieron cuatro tratamientos (Fig. 1.3), repetidos en un total de 6
bloques. Cada blogue contenia una clausura con 2 parcelas de 5 x 5 m con los tratamientos
agregado de nitrégeno, fosforo y potasio (NPK+) y sin agregado de nutrientes (control),
y fuera del area clausurada, dos parcelas del mismo tamafio y tratamientos pastoreadas
regularmente (1 vaca/ha, valor representativo de la zona) en primavera y verano. Una de
estas parcelas en pastoreo recibié también el tratamiento de agregado de nutrientes NPK+
y la otra se dejo sin fertilizar. La tasa de aplicacion de nutrientes en las parcelas
fertilizadas fue seleccionada para garantizar su disponibilidad para las plantas: 10 g m
afo™ (que equivale a 100 kg ha* afio?) de cada macronutriente (N, P y K). La aplicacion
del fertilizante fue dividida en 3 fechas al afio: mayo, septiembre y diciembre. La fuente
de N es urea, la de P es superfosfato triple, y la de K es sulfato de potasio. También se
aplicaron micronutrientes durante el primer afio del experimento a razén de 100 g m con
la composicion de Micromax (Ca 6%, Mg 3%, S 12%, B 0.1%, Cu 1%, Fe 17%, Mn
2.5%, Mo 0.05% y Zn 1%). Para més detalles de los fertilizantes consultar la pagina de
NutNet: https://nutnet.org/index.php/nutrients. Las dosis aplicadas sirven a dos fines 1)

poder comparar los resultados en nuestro sitio experimental con los otros pastizales de la
red del mundo que participan de la red NutNet y que aplicaron las mismas dosis de
fertilizante (siguieron el protocolo estandarizado), 2) generar un escenario de saturacion
de nutrientes para observar la respuesta del crecimiento de las plantas y el suelo y asi
evaluar las co-limitaciones por nutrientes. En las clausuras se aplicé un corte mecanico y
remocidn de biomasa tres veces al afio (mayo, septiembre y diciembre) para reducir la
dominancia de la especie exdtica, Schedonorus arundinaceus (ex Festuca arundinacea),
y que tenga asi una diversidad de plantas mas similar a la situacion original previo a la
invasion. Utilizando datos de concentracion de nutrientes en la biomasa verde y la
biomasa cosechada durante los cortes mecanicos en el mes de diciembre, se estimé que
en esa fecha se cosecharon aproximadamente 3.82 g m? de Ny 0.6 g m? de P. No se
tienen valores de nutrientes en plantas para las otras fechas de remocion de biomasa, mayo

y septiembre, pero, con el valor informado, inferimos que la cantidad de P extraida por


https://nutnet.org/index.php/nutrients
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los cortes es considerablemente menor a la dosis de 10g de P m afio™® utilizado como
fertilizante, mientras que el valor de N extraido esta dentro del mismo orden de magnitud.
En forma analoga, el ganado remueve parte de la biomasa del pastizal y en el caso de las
parcelas fertilizadas, estaria removiendo parte de los nutrientes agregados. Por lo tanto,
consideramos que las comparaciones realizadas siguen siendo vélidas, ya que con el
fertilizante aumentamos los nutrientes disponibles tanto en pastoreo como dentro de la
clausura.

Las clausuras al ganado doméstico se establecieron en 2004, mientras que la
fertilizacion se comenzd en 2013 y se continu6 todos los afios siguiendo el mismo

protocolo. Esta tesis analizo los resultados hasta abril de 2017.

Clausura al
pastoreo Pastoreo
| - |
G Sin I NPK+
N fertilizar
I |
| |
Sin
| BT |
| | fertilizar

Figura 1.3: Disefio experimental del proyecto. Los principales factores son el pastoreo y
los nutrientes, de lo que se desprenden los tratamientos sin agregado de nutrientes y con
agregado de nutrientes (NPK+) en pastoreo y clausura al pastoreo respectivamente, en un
disefio de parcelas divididas replicado en 6 blogues completos. La linea punteada
representa el alambrado.

El muestreo de suelo a partir del cual se midieron todos los procesos se realizé durante
dos afios consecutivos en primavera y verano, los momentos de maxima cobertura de las
especies vegetales, cuando se espera mayor actividad radical y microbiana (Prashar et al.
2014). Los procesos de suelo que requerian de mediciones consecutivas se evaluaron con

una frecuencia mensual durante la estacion de crecimiento de las plantas (noviembre-
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marzo). El detalle metodoldgico de las variables de repuesta se encuentra en los capitulos

correspondientes donde se muestran los resultados.

1.5. Objetivos particulares y organizacion general de la tesis

La presente tesis esta estructurada en 5 capitulos. El capitulo corriente, Capitulo 1,
es una introduccion general, presenta el sitio de estudio y el disefio del experimento en el
que se realizo el estudio. Los siguientes tres capitulos contienen los principales resultados,
organizados de acuerdo con los tres objetivos especificos que se detallan a continuacion.

En el Capitulo 2 se aborda el objetivo especifico “Evaluar los efectos de la
fertilizacion con nutrientes (NPK), el pastoreo y su interaccion sobre la estructura de la
comunidad microbiana del suelo.” Se realiza una descripcion de los cambios en la
comunidad microbiana de suelo en tanto estructura y composicion como respuesta al
agregado de nutrientes y el pastoreo. Para ello se utilizaron herramientas de biologia
molecular que permitieron secuenciar el ADN de hongos y bacterias de suelo y
herramientas bioinforméticas para el analisis de los datos.

En el Capitulo 3 se desarrolla el objetivo especifico de “Evaluar el efecto de la
fertilizacion con nutrientes (NPK), el pastoreo y su interaccidon sobre los principales
procesos de ciclado de carbono y nitrogeno mediados por los microorganismos del suelo.”
Para ello se estimaron los principales procesos de ciclado de nitrdgeno mediados por los
microorganismos del suelo, la fijacion bioldgica y la emision de 6xido nitroso, y algunos
componentes del ciclo del carbono, para evaluar sus cambios como respuesta al agregado
de nutrientes y al pastoreo en los pastizales de la Pampa Deprimida.

En el Capitulo 4 se desarrolla el objetivo especifico “Estudiar la multifuncionalidad
del pastizal y su cambio debido a la fertilizacion con NPK y el pastoreo” y en €l se muestra
la respuesta de los pastizales a estos dos factores relacionados con las actividades
humanas con un enfoque multifuncional, para lo cual se desarroll6 un nuevo indice de
multifuncionalidad capaz de representar el sistema holisticamente y servir para fines

practicos de manejo de ecosistemas.
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Finalmente, en el Capitulo 5, se destacan los aportes novedosos de los resultados
encontrados a lo largo de la tesis en el contexto del marco teérico utilizado. Se realiza un
modelo actualizado del ciclo de N completo y de sus cambios cuando se pastorean o
fertilizan los pastizales de la Pampa Deprimida. Los procesos y reservorios del ciclo se
obtienen a partir de los datos recabados en capitulos anteriores, y se completa con
informacion bibliogréfica en los casos necesarios. Ademas, en este capitulo se discuten
las implicancias de los resultados para la conservacién y el manejo de pastizales

ganaderos y se enumeran las perspectivas futuras que se derivan de esta tesis.



CAPITULO 2. Comunidades microbianas del suelo en

pastizales fertilizados y pastoreados
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2.1 Introduccion

Los pastizales albergan la mayor diversidad de microorganismos del suelo en el
planeta (Walters and Martiny 2020, Bastida et al. 2021). Los pastizales suelen sustentar
una comunidad microbiana abundante, diversa y activa en el suelo como resultado de los
aportes de carbono que hacen las plantas al suelo, tanto en la parte aérea como el aporte
de raices y exudados. Al igual que otros ecosistemas, en los pastizales las comunidades
vegetales que se desarrollan por encima y por debajo del suelo estan intimamente
conectadas con las comunidades microbianas del suelo a través de numerosas
interacciones que son importantes para el funcionamiento del ecosistema (Sala and Austin
2000). Al mismo tiempo, los pastizales son los ecosistemas mas impactados por las
actividades humanas dado que en las regiones templadas donde se desarrollan se
concentran las actividades agricolas y ganaderas del mundo. La quema de combustibles
fosiles, la fertilizacién agricola y la produccién de polvo o cenizas asociados con las
actividades humanas han aumentado considerablemente los aportes de nitrogeno, fosforo
y otros elementos a los ecosistemas en comparacion con los niveles preindustriales
(Galloway et al. 2004, Wang et al. 2015). Por otra parte, el pastoreo de ganado doméstico
para la produccion de carne, leche y cuero, y el transporte, la produccidn de estiércol para
combustible y la aplicacion de fertilizantes causan cambios en las comunidades de plantas

y animales y en muchos casos la degradacion del suelo (Sala et al. 2017).

Los cambios ambientales provocados por las actividades humanas estan alterando
la distribucion de las especies y las interacciones interespecificas (Parmesan 2006). Para
estudiar las consecuencias de las actividades humanas se han realizado experimentos de
campo que simulan experimentalmente distintos cambios globales (Flombaum et al.
2017). Estos experimentos eval(an, en su mayoria, los efectos de un solo factor de cambio
a la vez, y se miden sus consecuencias sobre las comunidades de plantas y animales
(Komatsu et al. 2019) y en menor medida sobre las comunidades de microorganismos
(Lopez Zieher et al. 2020). Son menos los estudios que evaltan los efectos simultaneos
de varios factores de cambio, e incluso muy pocos los que consideran al pastoreo en

combinacion con otros agentes de cambio global (Komatsu et al. 2019). Conocer los
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efectos de la interaccion entre el aumento de la disponibilidad de nutrientes y la presencia
de ganado, estudiando pastizales pastoreados y no pastoreados en las comunidades
microbianas y su relacion con los cambios en las comunidades de plantas permitira
entender mejor las consecuencias del cambio global sobre la diversidad y el

funcionamiento de los pastizales.

La red de investigacion colaborativa internacional “The Nutrient Network”
(https://nutnet.org/) con mas de 100 sitios en el mundo, entre ellos en pastizales de la
region pampeana, representa una aproximacion sin precedentes al estudio de los
nutrientes y los herbivoros en las condiciones de cambio global actuales (Borer et al.
2014). El experimento de nutrientes instalado en los pastizales de la Pampa Deprimida
tiene una caracteristica Unica respecto a otros sitios de la red NutNet que es la
combinacidon de tratamientos de fertilizacion con pastoreo por ganado doméstico, tipico
de la region pampeana (Fig. 1.2, capitulo 1). Durante los primeros 5 afios del experimento
se encontrd que la combinacion de adicion de nutrientes y exclusion del ganado doméstico
produjeron efectos sinérgicos en las comunidades de plantas y su funcionamiento. Tal
como es esperable, se encontr6 que el pastoreo redujo la biomasa aérea de las plantas y
aumento el porcentaje de luz a nivel del suelo (Campana 2021). En cambio la fertilizacién
incrementd la productividad primaria neta aérea (PPNA), solo bajo pastoreo, pero como
la presion de pastoreo también aumentd en respuesta al fertilizante, el ganado consumid
el exceso de biomasa vegetal producido. En consecuencia, se redujo la biomasa vegetal
aérea incluso mas que en la condicion sin fertilizar (Campana 2021). Esta intensificacion
del consumo del ganado podria haber estado mediada por la mayor calidad nutricional de
la biomasa vegetal ya que la adicion de nutrientes aumentd la concentracion de Ny P en
los tejidos de las plantas y promovid la abundancia de especies leguminosas en el pastizal
pastoreado (Ciavattini 2017). Contrariamente a lo esperado, la presencia del ganado
promovié la abundancia de leguminosas cuando el pastizal fue fertilizado (Ciavattini
2017). Sin embargo, todavia se desconoce qué relacion tienen estos cambios en de la

comunidad de plantas con la respuesta de las comunidades microbianas del suelo.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la fertilizacion y el pastoreo
sobre las comunidades de bacterias y hongos del suelo y su relacion con los cambios en
las comunidades de plantas luego de 13 afios de exclusion de ganado y 4 afos de
fertilizacion en los pastizales estudiados. Las hipotesis que se pusieron a prueba fueron:

Hipotesis 1) La fertilizacion y el pastoreo alteran las comunidades de
microorganismos del suelo porque modifican el ambiente bidtico y abidtico que son
determinantes del ensamble de las comunidades.

Hipotesis 2) La fertilizacion disminuye la diversidad de la comunidad microbiana
porque favorece a un grupo reducido de microrganismos capaces de proliferar en el suelo
con mayor disponibilidad de nutrientes.

Hipdtesis 3) el pastoreo aumenta la diversidad microbiana dado que genera un
ambiente heterogéneo por el pisoteo, la excreta de orina y heces, favoreciendo a distintas
especies microbianas en distintos micrositios y dando como resultado mayor
heterogeneidad.

Hipdtesis 4) los cambios que producen la fertilizacion y el pastoreo sobre las
comunidades microbianas estan relacionados con los cambios en la comunidad vegetal,

dada la estrecha relacién que existe entre plantas y microorganismos del suelo.

Las comunidades microbianas de suelo se estudiaron a través de métodos de
secuenciacion masiva como se describe en la seccion siguiente. Estudiando el ADN de
las bacterias y los hongos de suelo podemos conocer la composicién y estructura de
dichas comunidades. Primeramente, lo que se analiz6 fue la profundidad de la
secuenciacion a través de la rarefaccion. Esta metodologia consiste en un re-muestreo de
las secuencias encontradas para ver cudntas “especies” se van encuentran tomando X
cantidad de secuencias. Esto de hace aumentando la cantidad de secuencias y se obtiene
una curva de rarefaccion. Lo ideal es estar en el plateau de la curva, donde al muestrear
mAas secuencias ya no se encuentran mas especies lo que significa que la profundidad del
muestreo fue Optima. Luego, como no todas las muestras extraen la misma cantidad de
secuencias, las mismas son rarificadas a una cantidad de secuencias en comun para evitar

la sub o sobre estimacion por causa de un tamafio variable de muestra. La comparacion
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entre muestras so6lo es posible si el tamafio de las muestras es homogéneo. De esta manera
ya podemos analizar la diversidad alfa, que es la diversidad local, y responder a las
preguntas clasicas de cuantas “especies” de bacterias y hongos hay en términos de
Riqueza (R), y cuél es la equitatividad o dominancia de la comunidad a través de distintos
indices de diversidad. El indice de Shannon (H) es una forma de medir la uniformidad de
la comunidad, es decir, cuan similares son las abundancias de las distintas especies dentro
de una comunidad. Mientras mayor sea el indice de Shannon, mayor la uniformidad,
mientras que si el valor es elevado reflejara una comunidad muy dominada. El indice de
Simpson (S) por su parte es una medida de la dominancia de la comunidad. Finalmente,
otro indice complementario es el de Pielou (J), que da idea de la equitatividad de una
comunidad y es un indice que varia entre 0 y 1, siendo 1 cuando todas las especies son
igualmente abundantes. A continuacion, es conveniente estudiar la diversidad beta, que
permite evaluar la estructura de las comunidades contemplando la similitud o distancia
entre ellas a través de matrices que contemplan la composicién, abundancia y/o distancias
filogenéticas. En este sentido, podemos obtener distinta informacion segun la matriz de
distancia o similitud elegida. Bray Curtis es una medida de la diferencia composicional
entre 2 comunidades que tiene en cuenta la diferencia entre la abundancia de las especies
comunes de 2 muestras. El valor esta limitado entre 0 y 1, siendo 0 cuando la especie s6lo
se encuentra en una de las dos muestras, y 1 cuando la especie es igualmente abundante
en las 2 muestras consideradas. Otra distancia muy informativa es Unweighted Unifrac,
que tiene en cuenta la distancia genética entre las especies de la comunidad, y es Weighted
Unifrac cuando ademas considera la abundancia de las especies.

2.2. Metodologia

La descripcion del sitio de estudio y el disefio experimental figuran en el capitulo 1 de
esta tesis. Para analizar los resultados de esta tesis, se cuenta con la informacion de la
comunidad vegetal de las mismas parcelas experimentales para evaluar la relacion entre
la respuesta de las plantas y de los microrganismos a la fertilizacion y al pastoreo gracias

a que otros integrantes del grupo de investigacion estudiaron la composicion y la
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abundancia relativa de las especies de plantas en este mismo experimento (Tesis doctoral
de Sofia Campana (2020) y trabajos publicados citados en el lugar correspondiente).

2.2.2. Muestras de suelo y extraccion de ADN

En abril de 2017, se colectaron 72 submuestras de suelo, conformando 24 muestras
compuestas de 3 submuestras cada una al azar dentro de cada parcela, de los primeros 10
cm de profundidad, con un barreno de suelo. EI muestreo se hizo evitando las &reas que
tuvieran bosta de vaca y descartando la broza depositada sobre el suelo. Las muestras se
utilizaron para determinar tasa de respiracion, humedad, ADN y biomasa microbiana y
variables quimicas que se detallan en el Capitulo 3. Las submuestras de suelo de cada
parcela se homogeneizaron rapidamente en el campo, dentro de una bolsa ziploc, y luego
una fraccién se introdujo con una cuchara esterilizada en un tubo eppendorf que fue
colocado inmediatamente en un termo con nitrogeno liquido. Para realizar la extraccion
de suelo en las distintas parcelas, se limpiaron los barrenos y demas implementos que
hubieran estado en contacto con la muestra, y las manos de los operarios con alcohol al
70% para evitar la contaminacion de las muestras. En el laboratorio, las muestras se
conservaron a -80°C hasta su procesamiento para extraer el ADN total del suelo con el
kit Zymo Quick-DNA Fecal/Soil Microbe. EI procedimiento de extraccion implica los
siguientes pasos: 1) las muestras de suelo (< 5 g) se agregan directamente a un ZR
BashingBead™ Lysis/Filtration Tube, donde los microorganismos son lisados, 2) el ADN
se aisla y se purifica con la tecnologia Zymo-Spin™, y 3) el resultante es filtrado para

eliminar los acidos humicos/polifenoles que inhiben la PCR.
2.2.3. Secuenciacion y analisis de las comunidades microbianas

Las comunidades microbianas se caracterizaron usando el gen 16S para bacterias
(16S v3-v4, secuencia: CCTACGGGNGGCWGCAG) y la region ITS para hongos (ITS
3F-4F, secuencia: GCATCGATGAAGAACGCAGC). La compafia Macrogen prepard

las librerias y realiz6 la secuenciacién mediante Illumina HiSeq 1500 con la técnica
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paired-end con un tamafio de secuencia de 150 pares de bases (Macrogen, Corea). Los
operaciones con las secuencias que se detallan a continuacion se realizaron con el
software Qiime 2 (https://giime2.org/) (Bolyen et al. 2019). Se utiliz6 el método DADA2

para fusionar los reads paired-end, filtrar secuencias y eliminar ruido de secuenciacion,
eliminar quimeras y generar features, que son secuencias representativas no-redundantes
equivalentes a “especies”. Para la identificacion taxonomica de los features se usaron las
bases de datos de referencia SILVA version 138 (https://www.arb-silva.de/) para
bacterias y UNITE (https://plutof.ut.ee/#/doi/10.15156/BI0/786385) para hongos. En
ambos casos la asignacion se realizd con clasificadores del tipo Naive Bayes, también

usando la implementacion existente en Qiime 2.
2.2.4. Andlisis de diversidad y estadisticos

Se realizaron los analisis correspondientes a la diversidad alfa y beta tanto de hongos
como de bacterias con diferentes métodos implementados en QIIME2. Primeramente, se
realizo la rarefaccion de los datos para constatar la profundidad relevada dentro de las
comunidades de bacterias y hongos. A continuacién, se calcularon distintos indices a la
escala local (Rigueza, Shannon, Simpson y Pielou) para estimar la riqueza, la diversidad
y la equitatividad alfa de las comunidades microbianas. Se analizé la composicién de
microorganismos a distintos niveles taxonémicos (feature, especie, género y familia).
Finalmente, se estudio la diversidad beta mediante el calculo de matrices de distancia
Weighted Unifrac, Unweighted Unifrac y Bray Curtis seguido por la visualizacién de los
resultados mediante analisis de coordenadas principales sobre los datos rarificados a una
misma profundidad. Ademas, se utilizé el analisis Adonis para validar los agrupamientos
por niveles de los factores experimentales. A continuacion, se analizé la correlacion entre
comunidades microbianas y de plantas mediante el test Mantel (segun la implementacion
en el paquete vegan de R) para comparar los controles de las distintas comunidades
biodticas del sistema. EI Mantel test es un analisis multivariado que permite estimar la
significancia de un conjunto de variables como explicativas de una matriz. (Smouse et al.
1986). Ademas, mediante el script Bioenv (paguete vegan de R) se estudio la correlacion

entre las comunidades de hongos, bacteria y plantas con los factores ambientales que


https://qiime2.org/
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seran presentados en detalle en el Capitulo 3 (6xido nitroso emitido, temperatura del aire
y suelo, pH y humedad gravimétrica del suelo, porcentaje de poros llenos de agua,
contenido de amonio y nitrato en el suelo, proporcion de leguminosas, radiacion
fotosintéticamente activa, cobertura total, cobertura verde, NDVI, productividad primaria
neta aérea, biomasa total de plantas, nitrégeno y carbono en la biomasa microbiana,

relacion C:N del suelo y respiracion de suelo).

2.3. Resultados

A partir de las 24 muestras de suelo, se obtuvieron 4064214 y 6198252 secuencias
de bacterias y hongos respectivamente. Luego del filtrado de calidad y la creacion de la
fusion de las secuencias paired-end, el nimero de secuencias se redujo al 23.6 y 57.1%
para bacterias y hongos, respectivamente. Las secuencias fusionadas tenian un largo
promedio de 437 bases que variaba entre 262 y 460 nucledtidos para bacterias y un largo
promedio de 377 bases que variaba entre 274 y 496 nucle6tidos para hongos.

Las secuencias de bacterias se agruparon en 13662 features que fueron asignados
taxondémicamente a 412 géneros correspondientes a 292 familias y a 30 filos (Fig. 2.1).
Los filos bacterianos mas abundantes fueron Proteobacteria, Acidobacteria,
Actinomycetes y Firmicutes.

Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteria

Firmicutes
Chloroflexi

Verrucomicrobiota
Planctomycetota
Bacteroidota
Myxococcota
Gemmatimonadota
Patescibacteria
Entotheonellaeota
otros

o
X
u
X

10% 15% 20% 25% 30%

Figura 2.1. Abundancia relativa de la cantidad de secuencias encontradas
correspondientes a los distintos filos bacterianos.
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Las secuencias de hongos se agruparon en 8852 features de hongos que fueron
asignados taxondmicamente a 385 géneros correspondientes a 14 filos (Fig. 2.2). Los filos
fangicos mas abundantes fueron Ascomycota, el dominante, y en segundo término

Basidiomicota.

Ascomycota |
Basidiomycota
Mortierellomycota
unidentified
Glomeromycota
Chytridiomycota 1
Mucoromycota 1
Rozellomycota 1

Otros |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

Figura 2.2. Abundancia relativa de la cantidad de secuencias encontradas
correspondientes a los distintos filos fungicos.

2.3.1. Comunidades de bacterias en suelos fertilizados y pastoreados

La composicion de las comunidades de bacterias analizadas con coordenadas
principales fue significativamente distinta entre los tratamientos de fertilizacion
(p=0.017), pero no cambid por la presencia del ganado doméstico (Figura 2.3). Un grupo
reducido de especies (5.5% del total de especies de bacterias) pero muy abundante (41%
de la abundancia total de bacterias del suelo) fue comln a todos los tratamientos (Figura
2.4a). En cambio, la gran mayoria de las especies (77.2% del total de especies de
bacterias) fueron exclusivas de alguno de los cuatro tratamientos resultantes de la
combinacidn de fertilizacién y pastoreo y representaron el 26% de la abundancia total de

bacterias presentes en el suelo (Figura 2.4a).
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Figura 2.3. Analisis de coordenadas princi
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sin fertilizar 4% 5% fertilizado
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Figura 2.4. Diagramas de Venn para especies de a) bacterias y b) hongos. El primer valor
indicado en cada area del diagrama corresponde al porcentaje de la cantidad de especies,

mientras que el de abajo representa el porce

ntaje de las secuencias.

La fertilizacién generé cambios en la abundancia relativa de algunas familias y

géneros. Cuatro familias de bacterias que representaron un 15% de la abundancia total

(Figura 2.5) disminuyeron su abundancia debido a la fertilizacion, con reducciones de

hasta el 42% en el caso de la familia Gemmataceae. En particular, los géneros Sutterella

(familia Sutterellacea) y Solibacter (familia Solibacteracea) fueron los que mostraron

mayor reduccion de abundancia (Cuadro Al). A su vez, otras 3 familias aumentaron su

abundancia en los pastizales fertilizados, con aumentos de hasta el 60% en el caso de una
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familia de Firmicutes. Estos cambios en la abundancia fueron independientes del

pastoreo (interaccion fertilizacion x pastoreo no significativa, Cuadro 2.1).

ili i ®Dd_Bacteri
Familias bacterianas _Bacteria

B Gemmatimonadaceae

100%
. - - - M Sphingomonadaceae

90% W WD2101_soil_group

M Pirellulaceae
o Gemmataceae* g_uncultured
m Solibacteraceae* 8 solibacter
e M D c_Alphaprotecbacteria

H Blastocatellaceae*

60% B Chitinophagaceae

B NC or_Actinobacteriales

50%
B Acidobacteriaceae (Subgroup 1)
B D p_Actinobacteria

40%
WD p Firmicutes* g_unknown
mKD4-96* g_KD4-96

30%
M Sutterellaceae* g_Sutterella
M Bacillaceae

20%

NC o_Gaiellales

H Xanthobacteraceae

10%
M Pedosphaeraceae

0% W Otros

Clausura sin fertilizar Pastoreo sin fertilizar Clausura fertilizado Pastoreo fertilizado

Figura 2.5. Abundancia relativa de las familias bacterianas presentes en cada tratamiento.
Se menciona en la leyenda el nombre de la familia encontrada y en el caso de que el grupo
fuera desconocido o sin nombre asignado, se utiliz el nombre del nivel taxondmico mas
cercano. En la leyenda se muestran en color azul los nombres de las familias que
mostraron diferencias significativas entre tratamientos fertilizado y sin fertilizar. También
se aclard en violeta el género (“g”) al cual corresponde el organismo que origind esas
diferencias significativas, ya que se tratd de familias que tenian un Unico género
representante.

Cuadro 2.1. Abundancia relativa de las 6 familias bacterianas que mostraron cambios
significativos por tratamiento. Se muestra también el valor de p (significancia) para el
tratamiento de fertilizacion y el porcentaje de cambio producto de la fertilizacion con
NPK.

Familia Abundancia relativa

Sin fertilizar  Fertilizado
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e d O PO e d O
Sutterellaceae 3% 4% 6% | 2% 0.0453 26%
KD4-96 1% 4% | 2% | 4% 0.002 -22%
p_Firmicutes 2% 3% 3% 4% 0.005 61%
Blastocatellaceae 2% 2% 1% | 2% 0.0392 -24%
Solibacteraceae 2% 2% 1% 1% 0.0487 -24%
Gemmataceae 2% 2% 1% 1% <0.0001 -42%

A diferencia de la composicidn de especies que al ser analizadas con coordenadas
principales no habian mostrado una diferencia significativa por el pastoreo pero
mostraron cambios por la fertilizacion (Fig. 2.3), la diversidad de bacterias resultd
afectada por el pastoreo y no por la fertilizacion. La equitatividad de bacterias, calculada
mediante el indice de Pielou, fue significativamente mayor en pastoreo (0.958 vs 0.952,
Kruskall Wallis H=11.21, p=0.0008), pero otros aspectos de la diversidad, como ser la
riqueza y la diversidad estimada a través del indice de Shannon fueron similares entre

tratamientos de fertilizacién y pastoreo (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. indices de diversidad (Riqueza, Shannon y Pielou) para la comunidad de
bacterias de suelo del pastizal estudiado para los distintos tratamientos. Se presenta el
valor promedio, el error estandar (n=6) y el valor asociado del andlisis estadistico de
Kruskall Wallis.

Clausura Pastoreo Clausura Pastore | H p
0
Riqueza 987.17 | £79.31 | 1057.67 | +68.89 | 1005.17 | +109.88 1069.5 | ¥77.9 0.9 | 0.83
Shannon 9.47 | £0.1 9.6 | +0.09 9.44 | +0.16 9.63 | +0.11 2.32 | 0.51
Pielou 0.95 | +0.0013 0.96 | +0.0011 0.95 | £0.0024 0.96 | £+0.001 | 12.44 | 0.01

2.3.2. Comunidades de hongos en suelos fertilizados y pastoreados

La composicion de las comunidades de hongos analizadas con coordenadas
principales fue significativamente (p=0.004) distinta entre los tratamientos de
fertilizacion y marginalmente diferente (p=0.054) en respuesta al pastoreo, (Figura 2.6).

Similar a lo observado para bacterias, un grupo reducido de especies (5% del total de
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especies de hongos) pero muy abundante (56% de la abundancia total de hongos del
suelo) fue comdn a todos los tratamientos (Figura 2.4b). La mayoria de las especies
(73.9% de las especies de hongos) fueron exclusivas de alguno de los cuatro tratamientos
resultantes de la combinacion de fertilizacion y pastoreo, y poco abundantes (17% de la

abundancia total de hongos presentes en el suelo) (Figura 2.4b).

Axis 2 (13.22 %) °
© Sin fertili
o in fertilizar
o Clausura control
O 0o o ® Clausura fertilizado
Q© 7 o - Pastoreo control
//O © \ @ Pastoreofertilizado
fﬁ O \ T
. o | Fertilizado Fertilizacion, R?=11%, p=0.004
\® @ o/
— < Axis-1-37.32 %)

Figura 2.6. Analisis de coordenadas principales basadas en las distancias de Weighted
Unifrac para la comunidad de hongos de suelo.

La fertilizacion y el pastoreo generaron cambios en la abundancia relativa en
nueve géneros de los 20 mas abundantes (50% de las secuencias totales, Figura 2.7). Los
géneros Helotiales e Hypocreales mostraron aumentos significativos con la fertilizacion.
En cambio, el género Leohumicola, perteneciente al orden Venturiales y a la familia
Eurotiomycetes, disminuyeron con la fertilizacion. Por otro lado, dos géneros de hongos
aumentaron significativamente su abundancia en pastoreo (uno desconocido de la familia
Coniochaetaceae y otro desconocido de la familia Chaetomiaceae) y otros dos géneros
disminuyeron por pastoreo (Fusarium y un género desconocido del orden

Chaetothyriales, Figura 2.7).
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Figura 2.7. Abundancia relativa de los géneros flngicos presentes en cada tratamiento.
Se menciona en la leyenda el nombre del género encontrado o en caso de que fuera
desconocido o no asignado el nombre, se utilizé el nombre del nivel taxonémico mas
cerca que si tuviera nombre. En la leyenda se colorearon en azul los nombres de las
familias que mostraron diferencias significativas entre tratamientos de fertilizacién, y en
verde los que mostraron diferencias entre tratamientos pastoreo y clausura.

La riqueza de hongos fue levemente mayor con exclusion de pastoreo y
fertilizacion, aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 2.3). La diversidad de
hongos estimada con los indices de Shannon y Pielou también fue similar entre los
pastizales pastoreados y sin vacas y en las dos condiciones, con agregado de nutrientes y

sin fertilizar (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3. indices de diversidad (Riqueza, Shannon y Pielou) para la comunidad de
hongos del pastizal estudiado para los distintos tratamientos. Se presenta el valor
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promedio y el error estandar (n=6) y en la ultima columna el valor asociado del andlisis
estadistico de Kruskall Wallis.

indice Sin fertilizar Fertilizado CETETNETG
Kruskall
Wallis
Clausura Pastoreo Clausura Pastoreo H p
Riqueza 7215 +5191 676.67 +76.01 806.33 +70.94 728.17 +44.13 1.25 0.74
Shannon 7.42 +0.29 7.51 0.23 7.74 +0.18 7.5 $0.12 1.35 0.72
Pielou 0.78 +0.02 0.8 0.01 0.8 10.01 0.79 +0.01 0.39 0.94

2.3.3. Relacion de los efectos de la fertilizacion y el pastoreo sobre comunidades de

plantas y microorganismos

Las comunidades de plantas y microorganismos respondieron distinto a la
fertilizacion y al pastoreo. La composicion de las comunidades de plantas fue
significativamente distinta entre los tratamientos de pastoreo (Figura 2.8 a), pero no
mostro relacion significativa con las comunidades de bacterias y hongos del suelo (Figura
28 b y c, correlacion entre plantas/bacterias=3%, p=0.3, correlacion entre
plantas/hongos=12%, p=0.051, Mantel test). Sin embargo, las comunidades de hongos y
bacterias estuvieron fuertemente correlacionadas entre si (correlacion=72%, p=0.001,
Mantel test). El pastoreo explicé una proporcién significativamente mayor de la variacion
en la comunidad de plantas (37% de la variacidn) que la fertilizacion (8% de la variacion),
y en conjunto ambos tratamientos y su interaccion explicaron 45% de la variacion en la
comunidad (Figura 2.9). En cambio, la fertilizacion y el pastoreo explicaron una
proporcion mucho menor de la variacion de las comunidades de microorganismos (15%).
Ademas, la fertilizacion explico una proporcién significativamente mayor de la variacion
de las comunidades de microorganismos que el pastoreo (11%, Figura 2.9), tanto para

bacterias como hongos.
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Figura 2.8. a) Analisis de coordenadas principales basado en Bray Curtis para la
comunidad de plantas. b) Relacion entre la coordenada principal 1 de plantas y la de
bacterias. ¢) Relacion entre la coordenada principal 1 de plantas y la de hongos.
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Figura 2.9. Andlisis Adonis para las matrices de distancia de Bray Curtis para Plantas, y
de Weighted Unifrac para Bacterias y Hongos. Con asterisco se marcan los tratamientos
que implicaron un % significativo de cambio (p<0.05) dentro de cada grupo de

Y32

organismos, mientras que con “.” se marco6 lo marginalmente significativo (p<0.1).

2.3.4. Correlacion con los factores ambientales

Se encontraron diferencias significativas entre los factores ambientales que
controlaron la diversidad de las comunidades de bacterias, hongos y plantas. La diversidad
de bacterias mostré correlaciones con las emisiones de Oxido nitroso del suelo, la
temperatura del suelo, el contenido de amonio del suelo, el indice verde de vegetacion
normalizado (NDVI), el contenido de N del suelo y la relacion C:N del suelo
(correlacion=30% y p=0.02, Mantel test). Por su parte, la diversidad de la comunidad de
hongos estuvo fuertemente correlacionada con el NDV1y la relacion C:N del suelo, como
en el caso de las bacterias, pero también estuvo explicada por la temperatura del aire, la
abundancia de leguminosas, la productividad primaria neta, la biomasa total de plantas y
el contenido de C del suelo (correlacion=40% y p=0.001, Mantel test). La diversidad de

plantas, en cambio, estuvo explicada por la humedad gravimétrica, el contenido de amonio
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en el suelo, la radiacion fotosintéticamente activa y la biomasa total de plantas
(correlacion=56% y p=0.001, Mantel test).

2.4. Discusion

Los pastizales de la Pampa Deprimida albergan una comunidad diversa de
microorganismos en el suelo sensible al agregado de nutrientes y resistente a la presencia
de ganado vacuno. El agregado de nutrientes alterd significativamente la composicion de
bacterias y hongos pero el pastoreo solo generé cambios marginales en la composicion
de hongos. Estos cambios en la composicion de microorganismos estuvieron asociados a
cambios sustanciales en la abundancia relativa de algunos taxones. Sin embargo, dado
que estos taxones eran poco abundantes, sus cambios no incidieron sobre la diversidad
microbiana. A su vez, los cambios en las comunidades microbianas no se relacionaron
con los cambios en las comunidades de plantas, posiblemente porque las comunidades de
plantas son mas sensibles la fertilizacion y el pastoreo, en particular mas al pastoreo que
a la fertilizacion. En conjunto, los resultados de este capitulo indican que cuatro afios de
fertilizacion y trece de exclusién del pastoreo modificaron levemente las comunidades
microbianas del suelo en contraste con los cambios contundentes que provocaron en la

composicion de la comunidad vegetal.

Las comunidades microbianas del suelo del pastizal, a pesar de ser sumamente
diversas, estuvieron dominadas por pocas especies de bacterias y hongos. Es decir, que
presentaron una gran cantidad de especies raras, con muy baja abundancia. Las
comunidades microbianas suelen mostrar esta distribucion sesgada de abundancia de
especies (Nemergut et al. 2011). En el caso de las bacterias, un estudio reciente encontro
que solo el 2% de los taxones bacterianos representan casi la mitad de las comunidades
bacterianas del suelo en todo el mundo (Delgado-baquerizo et al. 2018). Este subconjunto
relativamente pequefio de bacterias que domina los suelos en todo el mundo pertenece en
su mayoria a los filos Protobacteria, Actinobacteria y Acidobacteria, que son los mismos
grupos que dominan los suelos de la Pampa Deprimida (Figura 2.1) y la Pampa Interior

(Lopez Zieher et al. 2020). En el caso de los hongos, también hay grupos dominantes en
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el suelo como el caso de los filos Ascomycota y Basidiomycota (Tedersoo et al. 2014,
Egidi et al. 2019). La proporcion de Ascomycota y Basidiomycota es especialmente alta
en pastizales, en concordancia con los resultados que se muestran en este capitulo, en
contraste con los suelos de bosques templados que muestran alta dominancia de

Basidomycota (Tedersoo et al. 2014).

Cuatro afios de fertilizacion del pastizal modificaron las comunidades
microbianas debido a cambios en la abundancia relativa de grupos taxonémicos de
bacterias y hongos tal como se esperaba segun la primera hipétesis de este estudio. En
pastizales, un estudio que evalud 25 sitios con diferente composicién vegetal encontrd
cambios significativos en la comunidad de bacterias y hongos con el agregado de N y de
P (Leff et al. 2015), similar a lo encontrado en este estudio con el agregado de NPK. Las
bacterias responden al agregado de N de forma conservada filogenéticamente (Isobe et
al. 2019). Es decir, algunos grupos de bacterias aumentan o disminuyen su abundancia
consistentemente cuando se analiza su respuesta con un conjunto de datos de varias
regiones del mundo. A nivel de filo, en general se observa que la abundancia relativa de
Proteobacteria y Actinobacteria aumentan con el agregado de N al suelo, mientras que la
abundancia de Acidobacteria disminuye (Fierer et al. 2012, Dai et al. 2018), consistente
con la idea de que la fertilizacion favorece una comunidad microbiana copiotréfica mas
activa (Fierer et al. 2007). Sin embargo, un metaanalisis que compara estas respuestas
con las de agregado de NPK sdlo detecté aumentos significativos para Proteobacteria y
no para los otros filos (Dai et al. 2018), lo que coincide con los resultados de este estudio.

Contrario a lo esperado segun la hipétesis 2, ni el agregado de nutrientes ni el
pastoreo modificaron la diversidad de bacterias y hongos del suelo. La adicion de
nutrientes a largo plazo generalmente reduce la diversidad de bacterias y hongos en el
suelo, aungue los efectos varian entre ecosistemas (Wang et al. 2018). Esta disminucién
muchas veces se atribuye a la reduccion de pH del suelo que ocurre con la fertilizacion,
dada la fuerte asociacion que existe entre la diversidad microbiana y el pH del suelo
(Fierer and Jackson 2006). Sin embargo, el agregado de NPK no modificd

significativamente el pH en los suelos estudiados (Capitulo 3) lo que podria explicar que
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no se observaron efectos significativos en las comunidades microbianas. Por otro lado, el
pastoreo tampoco afectd la diversidad microbiana, en contraposicién a lo que se esperaba
segun la hipdtesis 3. Existen pocos estudios que exploren directamente los efectos del
pastoreo sobre la composicion y diversidad de las comunidades microbianas. Sin
embargo, el trabajo méas completo sobre el tema, que incluye pastoreo por ganado
domeéstico y herbivoros silvestres, encontrd que el pastoreo regula la heterogeneidad
espacial de las comunidades microbianas al modificar el pH del suelo y la disponibilidad
de recursos (Eldridge et al. 2020). Estos autores encontraron que los efectos de los
herbivoros se presentaron principalmente en bosques, mientras que en pastizales solo

ocurrieron cambios en algunos grupos microbianos particulares.

Los cambios en las comunidades de microorganismos debido a la fertilizacion y
al pastoreo no tuvieron relacion con los cambios en las comunidades de plantas, en
contraposicion con la hipotesis 4. Esta desconexion entre plantas y microorganismos
resultd inesperada dado que los cambios en las comunidades de plantas estan fuertemente
relacionados con la de microorganismos en suelos de la Pampa Interior y otros pastizales
del mundo (Prober et al. 2015, Lépez Zieher et al. 2020). Por ejemplo, el agregado de
nutrientes puede cambiar la arquitectura de las raices ofreciendo diferentes microhabitats
y condiciones ambientales, y pueden cambiar el espectro de recursos a traves de exudados
radicales (Lange et al. 2015). Pero en este estudio se evaluaron las comunidades de suelo
sin discriminar entre suelo rizosférico y no rizosférico por lo que la relacién con la
composicion de plantas puede resultar menos directa que la que se presenta en la rizdsfera
con algunos organismos simbiontes especificos, como el caso de los hongos micorricicos
(Tedersoo et al. 2014). Sin embargo, la falta de relacion entre los cambios que provocan
la fertilizacién y el pastoreo sobre las comunidades de plantas y microorganismos puede
ser explicada por los distintos factores subyacentes que determinan esos cambios como
se vio en la Seccion 2.3.4. En el caso de las plantas, el aumento de la disponibilidad de
nutrientes y de luz provocados por el efecto conjunto del agregado de nutrientes y el
pastoreo promovieron cambios en la composicion de plantas que resultaron en mayor
productividad primaria y mas abundancia de leguminosas (Campana y Yahdjian 2021).

De hecho, en este sitio de estudio se encontrd que la diversidad de plantas se correlaciond
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positivamente con la disponibilidad de luz fotosintéticamente activa que llega al suelo
(Campana y Yahdjian 2021). En cambio, los microorganismos estuvieron mucho menos
influidos por la fertilizacion y el pastoreo (Figura 2.10) y la variacion en las comunidades
posiblemente esté relacionada mas con cambios en el suelo que con los cambios en el
ambiente por encima del suelo. Es més, las bacterias correlacionaron mayormente con el
N del suelo (emision de éxido nitroso, contenido de amonio, N total en el suelo), mientras
que los hongos con el C del suelo (C total en el suelo). Si bien es cierto que las variables
edaficas pueden estar influenciadas por la comunidad vegetal, no se encontraron efectos

directos de la vegetacion en las comunidades de microorganismos del suelo.

Las bacterias y los hongos del suelo juegan un papel clave en la regulacion del
ciclo del carbono, los ciclos de nutrientes y la productividad de primaria. Los resultados
del estudio desarrollado en este capitulo muestran que el agregado de nutrientes y el
pastoreo modifican la composicion de las comunidades de bacterias y hongos pero de
manera mucho mas leve de lo que modifican las comunidades de plantas ya que los
cambios ocurrieron en especies poco abundantes. Sin embargo, estos cambios sutiles
podrian tener consecuencias importantes sobre el funcionamiento de los ecosistemas.
Estudios recientes han demostrado que las especies raras pueden tener un papel
desproporcionado en los ciclos biogeoquimicos y pueden ser un impulsor oculto de la

funcién del microbioma (Jousset et al. 2017).



CAPITULO 3 - Efecto de la fertilizacion, el pastoreo y su
interaccion sobre los principales procesos de ciclado de
nitrégeno mediado por los microorganismos del suelo
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3.1. Introduccion

El exceso de nutrientes y el uso de la tierra son los principales factores de cambio
global que amenazan el funcionamiento y los servicios ecosistémicos. Podria decirse que
los pastizales son los ecosistemas terrestres mas amenazados debido a los cambios en el
uso de la tierra relacionados con la agricultura y la ganaderia (Hoekstra et al. 2005). Estos
ecosistemas son de particular importancia porque concentran un gran porcentaje de la
poblacion humana y representan un tercio de la produccion primaria neta en tierra
(Chapin et al. 2011). Los pastizales bajo uso ganadero deberian manejarse no sélo con el
objetivo de maximizar el suministro de forraje para el ganado, sino también para
mantener las funciones ecosistémicas claves que proporcionan, como la retencion de
nutrientes y carbono, la reduccion de la emision de gases de efecto invernadero y el
mantenimiento de biodiversidad entre otros (Sala et al. 2017, Hautier et al. 2018). Ademas
de la presion de uso intensivo con fines productivos, los pastizales se encuentran
afectados por otros componentes del cambio global como el cambio climatico
(calentamiento global y mayor frecuencia de eventos extremos), aumentos en los
nutrientes por deposiciones atmosfericas o deriva de fertilizantes de campos vecinos, y
cambios en la biodiversidad (extinciones, invasiones bioldgicas, etc.) con consecuencias
drésticas en los ciclos globales de agua y nutrientes (Vitousek et al. 1997a, Borer et al.
2017). De hecho, todos estos componentes del cambio global actian simultdneamente
produciendo impactos en la estructura y funcionamiento de los ecosistemas (Vitousek
and Hooper 1993, Flombaum et al. 2017, Komatsu et al. 2019), que a su vez pueden tener
efectos de retroalimentacion, amplificando o alterando la direccion del cambio a lo largo
del tiempo (Borer et al. 2014).

El ciclo del nitrégeno es muy dinamico ya que tiene muchos procesos sensibles a
los cambios antrépicos como las emisiones de 6xido nitroso (N20), que pueden aumentar
rapidamente si hay una gran entrada de N al suelo por ejemplo por fertilizacion. Sin
embargo, las salidas de nitrogeno de los ecosistemas a través de las emisiones de N2O
tienen procesos compensatorios de entrada, como la fijacion biologica de nitrégeno por
microorganismos simbioticos o de vida libre en los suelos. Estudiar todo el ciclo del N

seria la unica forma de evaluar el equilibrio de entradas y salidas, y los impactos del
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cambio global en la dindmica del N en los pastizales. Por otro lado, los factores de cambio
son muy variados y pueden tener efectos contrastantes en el ciclado de N. En este estudio
se concentro el interés en dos impulsores del cambio global que estan comprometiendo
la provision de servicios ecosistémicos, especialmente en los pastizales mas vulnerables,
el pastoreo con ganado doméstico y el enriquecimiento de nutrientes.

Los pastizales con una larga historia de pastoreo se han transformado
profundamente, por ejemplo, se modificaron la composicion y estructura de la
vegetacion, la productividad primaria, los ciclos de nutrientes, etc. Los efectos del
pastoreo en los pastizales implican efectos en el ciclo del N tanto directos como indirectos
(Delgado-Baquerizo et al. 2016), que pueden clasificarse como impulsores proximales
(efectos directos a corto plazo) y distales (efectos indirectos a largo plazo; Chapin et al.
2011). El pastoreo por ganado doméstico puede afectar los procesos del suelo al disminuir
la biomasa vegetal aérea porque provoca la mortalidad de las raices y aumenta la
exudacion de las raices (Fig. 3.1; Dyer et al. 1982; Lemaire et al. 2000). A su vez, el
pastoreo provoca cambios en las comunidades vegetales del suelo, perjudicando a las
especies que le resultan més palatables, como ser las leguminosas, si tiene la posibilidad
de seleccionar su alimento. Ante esa situacion, al haber poca abundancia de leguminosas
y, por ende, poca fijacion simbidtica de N, toman un rol méas importante las bacterias
fijadoras de N de vida libre. Por otra parte, los excrementos del ganado (impulsor
proximal) aceleran los ciclos de nutrientes en comparacion con los pastizales sin pastoreo
(Bardgett et al. 1997; Lindsay et al. 2010) y también podrian crear regiones de intensa
actividad microbiana (Sitters et al. 2020). Por lo tanto, podriamos esperar mayores tasas
de ciclado de N en pastizales pastoreados, lo que implica mayores emisiones de metano
y oxido nitroso a la atmdsfera (Groffman et al. 2009). Sin embargo, los efectos del
pastoreo sobre las emisiones de 6xido nitroso y otros gases de efecto invernadero no son
uniformes en todos los ecosistemas por lo que es importante avanzar en las estimaciones
de cambios desde ecosistemas poco estudiados (Frank et al. 2000; Le Roux et al. 2003;
Wolf et al. 2010).

Los cambios en la comunidad vegetal provocados por el pastoreo también pueden

implicar alteraciones en la calidad y/o cantidad de nutrientes que ingresan al suelo,
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modificando asi los stocks y flujos de multiples nutrientes en el suelo (Milchunas et al.
1988; Risch et al. 2020; Sala et al. 1986; Sitters et al. 2020). Por ejemplo, el pastoreo de
alta intensidad reduce la abundancia de leguminosas, que suelen ser mas consumidas por
el ganado que las gramineas debido a su palatabilidad (Rutter 2006), disminuyendo asi la
fijacion simbiotica de nitrogeno en el suelo (Frankow-Lindberg y Dahlin 2013). Sin
embargo, también podria ocurrir lo contrario, cuando el pastoreo con cargas moderadas
beneficia la abundancia de leguminosas y otras especies subordinadas gracias a la
reduccién de gramineas muy abundantes, produciendo un efecto indirecto positivo sobre
las leguminosas (Koerner et al. 2018). De lo que no caben dudas es que el pastoreo es un
formador de ecosistemas ya que cambia los rasgos de las plantas, sus comunidades y las
tasas de ciclo de nutrientes; y, a largo plazo, puede inducir la coevolucion de las especies
de plantas que se consumen. Descubrir el efecto del pastoreo en los sistemas vulnerables
en los cuales se introduce deberia ser una prioridad en la situaciéon actual de cambio
global.

El enriquecimiento de nutrientes perturba el ciclo de los mismos y altera las
funciones del ecosistema estrechamente relacionadas con los servicios ecosistémicos,
como la produccidn de forraje, la produccion de alimentos, el secuestro de C (Galloway
et al. 2008). El enriquecimiento de nutrientes puede alterar muchos procesos y la cantidad
de nitrégeno reactivo que circula en los ecosistemas al cambiar sus impulsores proximales
y distales (Fig. 3.1). El impacto que podria tener el enriquecimiento de nutrientes en un
ecosistema natural podria cambiar en gran medida la diversidad de plantas y animales, el
funcionamiento de los ecosistemas y los servicios de los ecosistemas. Por ejemplo, la
fertilizacidén con N puede aumentar las emisiones de 6xido nitroso de los suelos bajo uso
ganadero (Mosier et al. 1991) al aumentar el contenido de nitrato en el suelo (impulsor
proximal) o al aumentar la calidad de las plantas y la broza que éstas producen
(impulsores distales). EI N.O producido por la actividad de los microorganismos
nitrificantes y desnitrificantes en el suelo (Fig. 3.1) es un potente gas de efecto
invernadero que también destruye la capa de ozono en la estratosfera (Tian et al. 2020).
La reduccion de las tasas de emision de este gas es una prioridad para reducir las

concentraciones de gases de efecto invernadero en la atmdsfera y regular el cambio
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climético. Estudios anteriores demostraron que los impulsores proximales del N2O son
principalmente la temperatura, la humedad del suelo (mas especificamente el porcentaje
espacio poroso del suelo lleno de agua) y el contenido de amonio y nitrato del suelo
(Chapinetal. 2011). Ladisponibilidad de oxigeno en el suelo que maximiza las emisiones
de N20 es entre intermedia y alta. La oxidacion N2O de N requiere oxigeno, por lo que
si el anegamiento es total también hay baja emision de N2O. Un ambiente edafico himedo
con sitios anaerobios favorece la emision de N2O siempre y cuando el anegamiento no
sea total. Los factores de control distales incluyen la productividad primaria neta aérea,
la biomasa vegetal total, la abundancia de leguminosas, la cantidad de luz
fotosintéticamente activa, el nitrégeno en la biomasa microbiana, el contenido de Cy N
del suelo y su relacion (relacion C:N de la materia organica del suelo) (Chapin et al. 2011,
Robertson et al. 1999, Figura B1). Las actividades agricolas realizadas en el ecosistema
natural que modifiquen estos factores modificaran las tasas de emision de N2O a la
atmasfera.

Compensando las salidas de nitrégeno de los ecosistemas por volatilizacion o
emision de oxido nitroso, hay flujos de entrada (Fig. 3.1), siendo la fijacién bioldgica de
N uno de los més importantes. En ecosistemas con poca abundancia de leguminosas, las
Unicas especies de plantas capaces de establecer una simbiosis con bacterias fijadoras de
N, como son la mayoria de los pastizales templados, la fijacion de N por microorganismos
de vida libre cobra relevancia como aporte de N (Fig. 3.1; Reed et al. 2011). La fijacién
de N por microorganismos de vida libre representa un aporte promedio de 4.7 kgN ha
! afio con un rango amplio de 0.1-21 kgN ha*afio, mientras que la fijacion simbiética
esta entre 1 y 10 kgN ha® afio! para pastizales templados (Reed et al. 2011). Los
microorganismos fijadores de N de vida libre pueden ser bacterias o arqueas heterétrofos
0 autotrofos, y son ubicuas, pueden estar en el suelo, como también en el canopeo y la
broza de las plantas, por ejemplo (Reed et al. 2011). Todas ellas poseen enzimas
nitrogenasas que permiten fijar el N2 atmosférico a un alto costo energético, requieren
mucho ATP, y, por consecuencia, P (Reed et al. 2011). EI proceso de fijacion de N es
inhibido por la presencia de N en el suelo, pero favorecido por P. El fosforo (P) es otro

macronutriente cuya abundancia esta disminuyendo en los pastizales bajo uso ganadero
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o cultivo debido a las exportaciones agricolas que no se compensan con la fertilizacion
(Cruzate GA y Casas R 2012, Jobbagy et al. 2021). En muchos casos, la adicion de N
podria no ser efectiva para estimular el crecimiento de plantas y bacterias si existe una
co-limitacion con el P. De hecho, el crecimiento de las leguminosas es estimulado por la
adicién de P més que por la adicién de N (Tognetti et al. 2021). Ademas, el P podria
estimular el ciclo del N, de modo que haya mas N para la nitrificacion y desnitrificacion,
favoreciendo la emision de N2O de los suelos. Las bacterias de vida libre fijadoras de
nitrogeno también han mostrado una respuesta positiva a la adicion de P y NP porque el
P es parte de la molécula ATP como fuente de energia del proceso (Reed et al. 2011). El
enriquecimiento de nitrdgeno ciertamente afectara el ciclo de nutrientes directa e
indirectamente, pero debemos comprender los mecanismos para poder predecir y

gestionar las consecuencias sobre los servicios de los ecosistemas.
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Figura 3.1. Ciclo de nitrégeno en agroecosistemas. Con circulos rojos se muestran los
dos procesos, uno de entrada (la fijacion bioldgica de nitrogeno por organismos de vida
libre) y otro de salida de N (las emisiones de N2O) de los pastizales bajo uso ganadero
que fueron el foco de este estudio. Adaptado de Silvia Pajares Moreno, OIKOS,
septiembre-diciembre 2017, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de
México, Oikos 3.0, 2016.

En la Regién Pampeana Argentina la produccion ganadera se realiza
histéricamente en pastizales naturales (Oita et al. 2016). La Pampa Deprimida no es
apropiada para la produccion agricola debido a las inundaciones durante el invierno, pero
tiene condiciones adecuadas para la cria de vacas en pastos naturales, y tiene una larga
historia de pastoreo. Los pastizales pampeanos cubren una gran superficie que comprende
mas de 170.000 km 2y son econémicamente muy importantes. Los pastizales de la Pampa
proporcionan, ademéas de la produccion de forraje, una amplia gama de servicios
ecosistémicos como la purificacion del agua, la regulacién de inundaciones y la provision
de alimentos de animales silvestres (principalmente carne de liebre y fiand(). Una enorme
biodiversidad sustenta estos servicios ecosistémicos, incluyendo pastos, insectos,
pequefios mamiferos, aves, etc. (Sala et al 2017). El uso continuo de los pastizales en
Argentina ha provocado disminuciones en su productividad y biodiversidad (Deregibus
1995; Viglizzo et al. 2011). Sin embargo, el pastoreo puede controlar las invasiones de
plantas como la de Festuca alta (Spirito et al. 2014). En estos pastizales, el pastoreo
generalmente se maneja sin fertilizacion, pero la fertilizacion con nutrientes es una
préactica que se ha incrementado durante la ultima década (Jobbagy et al. 2021). El
enriquecimiento de nutrientes a través de deposiciones y escorrentias sigue siendo una
amenaza menor, pero podria implicar cambios importantes en estos ecosistemas. Por otro
lado, el aumento de la carga ganadera y, en consecuencia, el sobrepastoreo, podria poner
en peligro los servicios ecosistémicos que proporcionan los pastizales pampeanos. Por el
contrario, la exclusion de herbivoros se ha propuesto como una herramienta para la
conservacion de los pastizales, pero sus beneficios se han cuestionado en un contexto
enriquecido con nutrientes (Sun et al. 2020).

Los estudios de la dinamica de N en los pastizales de la Pampa Deprimida se han

centrado en variables de estado como el contenido de N en el suelo y en los reservorios
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en las plantas, encontrando por ejemplo que la mayor parte de C en los pastizales se
acumula de forma subterrénea, ya sea en plantas como en el suelo (Chaneton et al. 1996)
. En este trabajo, en cambio, se evaluaron experimentalmente flujos importantes del ciclo
del N poco estudiados en los pastizales bajo uso ganadero como las emisiones de 6xido
nitroso y la fijacion bioldgica de nitrégeno (Fig. 3.1). Esta evaluacion se realizo a traves
de un experimento manipulativo a campo con exclusién de ganado y enriquecimiento de
nutrientes (fertilizacion con NPK + micronutrientes). Especificamente, se exploraron las
siguientes preguntas: 1) como cambian las emisiones de N2O, la fijacion bioldgica de N
y en la Pampa Deprimida con la exclusion del ganado y la adicion de nutrientes, y 2)
cudles son los principales factores (proximales y distales) que explican estos cambios. Se
pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

Hipdtesis 1) La fertilizacion con NPK altera el ciclado de C y N mediados por los
microorganismos del suelo, acelerando los flujos de pérdida de C y N hacia la atmdsfera,
y reduciendo los flujos naturales de entrada de N a los ecosistemas. Se espera que la
fertilizacion con NPK aumente la emision de N2O por dos vias no excluyentes: por un
lado por el aumento del sustrato para el proceso de desnitrificacion en un ambiente
edafico combinado con baja disponibilidad de oxigeno, y por el otro, como consecuencia
de la imposibilidad de las plantas para absorber la totalidad del N agregado con el
fertilizante. Se espera ademas que aumenten la tasa de respiracion de suelo y la
mineralizacion del N al verse estimulada la actividad microbiana con el exceso de
nutrientes. Por otro lado, se espera que la fertilizacion con NPK reduzca la fijacion de N
de microorganismos de vida libre, que absorberan directamente el N del suelo en lugar
de fijarlo desde la atmdsfera con mayor costo energético.

Hipdtesis 2) El pastoreo acelera los procesos de ciclado de C y N por la mayor
productividad de las plantas, y por el aporte de orina y heces que implican mayor tasa de
entrada de carbono y nutrientes al suelo. Sin embargo, el pastoreo podria provocar mayor
emision de éxido nitroso si generara mas sitios anaerobios por el pisoteo. Se espera que
la exclusién de herbivoros ralentice las tasas de transformacién de N y que el ciclo de

nitrégeno se haga méas cerrado, disminuyendo la fijacion de N al reducir la actividad
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fotosintética de las bacterias fijadoras de N (cianobacterias) a medida que llega menos
luz al suelo.
Hipotesis 3) También se espera que la exclusion del ganado y la adicion de nutrientes en
forma conjunta alteren el ciclado del N como resultado de los cambios individuales que
van en direcciones opuestas, con una desaceleracion sin pastoreo y una aceleracion con
la adicion de N. El pastoreo podria aumentar la fijacion biologica de N por
microorganismos de vida libre porque aumenta la cantidad de luz, lo que combinado con
el agregado de fertilizante que contenga P (nutriente esencial para el funcionamiento de
la nitrogenasa por el aporte energético del ATP) podria estimular la fijacion biolédgica de
N. De hecho, el agregado combinado de N y P suele ser beneficioso para las bacterias
fijadoras de N del suelo (Reed et al. 2011).

Este estudio permitird una mejor comprension de los efectos antropogénicos en el
ciclado de N en los pastizales templados, lo que proporcionara el conocimiento para
minimizar los procesos de degradacion del suelo y garantizar la provision de servicios

ecosistémicos claves.

3.2. Metodologia

La descripcion del sitio de estudio y el disefio experimental figuran en el capitulo
1 de esta tesis. En las parcelas experimentales se midieron procesos del suelo (actividad
nitrogenasa, emision de 6xido nitroso, mineralizacion neta de nitrégeno y respiracion de
suelo) durante una temporada de crecimiento (noviembre de 2016 a abril de 2017) con
una frecuencia mensual en la mafiana entre las 10 y las 12 hs o en la tarde 16 a 18 hs,
evitando asi las horas de mayor calor. Al final del periodo, se analizaron propiedades
edéficas vinculadas con la dindmica del N (materia organica y contenido total de N en las
fracciones MOP y MOAM en el suelo, y en la biomasa microbiana) y atributos de la
vegetacion (diversidad vegetal, productividad primaria neta, biomasa aérea y
subterranea) en pastoreo y clausuras al pastoreo, usando la metodologia que se describe
mas abajo. Estas variables fueron utilizadas en los modelos para explicar los controles de
los principales procesos de salida y entrada de N en este pastizal como se explica méas

abajo.
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3.2.2. Variables de respuesta

Emisiones de N.O

La medicidn de las emisiones de N2O se realizé a campo utilizando la metodologia
de cdmara estatica (Parkin y Venterea 2010) durante las mismas fechas y en las mismas
parcelas donde se midio la fijacion bioldgica de N, excepto en abril de 2017 que debido
a restricciones logisticas esta medicion no se pudo realizar. En cada fecha de medicién se
instalaron bases de hierro (0.2 m?) enterradas 10 cm en el suelo en todas las parcelas (Fig.
3.2). Estas bases tienen una canaleta que permite poner una camara encima. Las
dimensiones de las camaras fueron 37 cm de largo x 25.5 cm de ancho x 14 cm de alto, y
estaban cubiertas por una lamina de aluminio reflectante y ventiladas con un tubo de acero
inoxidable de 10 cm de largo (Parkin y Venterea 2010). Durante el tiempo de muestreo,
las cAmaras fueron colocadas sobre bases de hierro 10 cm de profundidad previamente
y selladas con agua para evitar pérdidas no deseadas. En la parte superior las camaras
poseen unos conductos y una valvula por poder tomar la muestra de la atmosfera mediante
una bomba de presion negativa (Fig. 3.2). En cada fecha y parcela se tomaron tres
muestras de la atmdsfera dentro de cada cdmara, durante la mafiana entre las 10 y las 12
hs o en la tarde 16 a 18 hs evitando asi las horas de mayor calor, que se almacenaron en
viales de vidrio. La primera muestra se tomo inmediatamente después de colocar la
camara (T0), la segunda luego de incubar los suelos durante 15 minutos (T1) y la tercera
a los 30 minutos (T2), para analizar la tasa de emision de gases a partir del contenido de
N20 y CO2 en las muestras por cromatografia gaseosa. Las muestras de aire de las
camaras se analizaron dentro de los 10 dias de la recoleccion con el cromatografo del
Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales de la Facultad de Agronomia (GC, 6890
Agilent Technologies Network). Se calcul6 el flujo de N2O de cada muestra a través del
modelo lineal, considerando el volumen atmosférico de la cAmara, la temperatura del aire
y el tiempo de incubacion (Parkin y Venterea 2010). Después de cada muestreo, las bases
se extrajeron y reubicaron en la misma parcela para permitir la estabilizacion del suelo
antes de la siguiente fecha de muestreo. Esta relocalizacion también fue util para evitar

la correlacion temporal entre las muestras en las sucesivas fechas de muestreo.
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Figura 3.2. Detalle de la cdmara de incubacion conectada a la bomba de vacio para la
toma de muestras de gases emitidos por el suelo.

Fijacion de N por microorganismos de vida libre

Se estimé la fijacion de N por microorganismos de vida libre en el suelo a través
de la actividad nitrogenasa, midiendo mensualmente durante una estacion de crecimiento,
desde noviembre de 2016 hasta abril de 2017. La enzima nitrogenasa es la que permite a
ciertos microorganismos reducir el triple enlace del nitrogeno (N2) presente en la
atmosfera a amonio. Esta enzima también puede usar el acetileno como sustrato,
rompiendo su triple enlace para producir etileno. El etileno es un gas inerte que no es
producido naturalmente por el suelo ni es metabolizado o emitido por los
microorganismos ni por las raices de las plantas, y puede medirse facilmente por
cromatografia. La actividad nitrogenasa da cuenta de la capacidad potencial de los

microorganismos nitrificantes de vida libre de fijar N de la atmésfera (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Detalle del proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno a traves de simbiosis
con plantas (izquierda) o por organismos de vida libre (derecha). Adaptado de
Brookhaven National Laboratory.

Aprovechando la capacidad de usar el acetileno como sustrato y reducirlo a
etileno, se incubaron suelos con su estructura intacta en camaras herméticas transparentes
(Fig. 3.4) durante 7 horas en concentraciones saturantes de acetileno, para estimar la
actividad nitrogenasa en lo que es conocido como el método de reduccion del acetileno
(Hardy et al., 1973). Brevemente, se tomaron muestras de suelo intactas (5 cm de
profundidad y 5 cm de diametro) de las 4 parcelas de los tratamientos repetidas en los 6
bloques independientes, que se colocaron en camaras selladas y se transportaron al
laboratorio para la posterior incubacién. También se incluyeron camaras vacias como
controles metodoldgicos. Los suelos se humedecieron al 60% de la capacidad de
retencion de agua del suelo para estimular la actividad de la nitrogenasa en condiciones
Optimas. Las camaras tenian un espacio atmosférico transparente de 5 cm de altura donde
se tomaron las muestras de aire de 10 cm3cinco minutos después de humedecer los suelos.
Luego, se inyectd 10 cm® de gas acetileno en cada camara y se realizo la incubacion
durante 7 horas a 25°C con luz. Se recolectaron muestras de aire después de la incubacion
para analizar en un cromatdgrafo de gases (GC) las concentraciones de acetileno y etileno
en el laboratorio la Facultad de Agronomia de la UBA (el acetileno se mide como control
metodoldgico). La produccion de etileno equivale al resultado de la actividad de la
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enzima nitrogenasa en una atmosfera saturada de acetileno. Luego, la concentracion de
etileno se corrigié por la densidad aparente del suelo, el tiempo de incubacion, el volumen
de la camara y un factor de conversion C2H4:N2 de 3 para tener la actividad nitrogenasa,
que es una buena estimacion para suelos (Soper et al. 2021). Se midio el acetileno para
alcanzar la saturacion de este gas en las cdmaras. Se utilizaron cdmaras vacias para
controlar que ninguno de los materiales de la cAmara, el agua afiadida o las jeringas

estuvieran contaminadas con etileno (fig. 3.4).

Figura 3.4. Detalle de una de las cAmaras de incubacidon de suelo para el enriquecimiento
de la atmosfera con acetileno.

Otras variables de respuesta relacionadas con el ciclado de N

En la misma estacion de crecimiento, se estimo la mineralizacion neta de N a
campo mediante incubaciones de suelo en los primeros 10 centimetros con tubos de PVC
que contenian resinas de intercambio iénico (Raison et al. 1987). Brevemente, se
utilizaron tubos de metal de 12cm que se enterraron 11cm en el suelo y se retiraron
delicadamente para no disturbar el suelo contenido en el tubo. Luego, se coloc6 una resina
en el centimetro vacio de la parte superior, y se retird un centimetro de suelo de la parte
inferior del tubo para colocar la segunda resina. El tubo se volvié a colocar en el suelo y
se lo dejo6 incubando por 6 semanas. Luego fue retirado y enviado al laboratorio de Dres.
Zimmermann y Risch en el Swiss Federal Institute for Forest en Suiza donde se analizd

el contenido de nitrato y amonio en las resinas. El suelo y las resinas se analizaron en
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extractos de KCI 2N para determinar el contenido de N inorganico antes y después de la
incubacion. Por otro lado, con una submuestra de los suelos, se realiz6 una incubacion en
condiciones Optimas en el laboratorio para estimar la mineralizacion potencial de
nitrégeno. Una submuestra de suelo antes y después de la incubacién se extrajo con el
mismo método que el descripto arriba. La incubacion en el laboratorio y anlisis de esos
extractos se realizo en el laboratorio de la Swiss Federal Institute for Forest, Snow and
Landscape Research WSL, en Suiza, donde se determinaron las concentraciones de
amonio y nitrato en todos los extractos.

Al final de la estacion de crecimiento, se midié la biomasa microbiana con el
método de fumigacidn-extraccion con cloroformo, que permite determinar el Cy N en la
biomasa microbiana (Paul et al. 1999). La técnica se basa en exponer el suelo a vapores
de cloroformo, el cual destruye las membranas de los microorganismos y libera los
componentes celulares. EI C microbiano liberado fue extraido, luego, mediante una
digestion con K>SOs con un analizador TIC/TOC (Laboratorio INIFTA, La Plata).
Posteriormente se comparo el contenido de C de la muestra fumigada con el proveniente
de una muestra control del mismo suelo que no fue fumigada. Para determinar el N en la
biomasa microbiana, se extrajo el N total de las muestras fumigadas y no fumigadas
mediante una digestion Kjeldahl (Robertson et al. 1999a) realizada por un analizador
automatico disponible en FAUBA, Catedra de Cereales (Paul et al. 1999).

Adicionalmente, se midié el nitrogeno total de los suelos extraidos de todas las
parcelas y se hizo el fraccionamiento de la materia organica del suelo considerando la
Materia Organica Particulada (MOP) y en la Materia Orgéanica Asociada a Minerales
(MOAM) en los suelos. EI Carbono y nitrogeno en MOP y MOAM se estimé de muestras
compuestas de suelo tamizadas a 2 mm que luego fueron separadas en las fracciones MOP
y MOAM (Cambardella and Elliott 1992). Con una submuestra de suelo se estimoé la
densidad aparente del suelo para poder expresar los valores en términos de masa o
volimen de suelo segln el caso. Todas las muestras de suelos se secaron en la estufa a
60-70°C durante 72 hs y luego se molieron utilizando un molinillo analitico (IKA®,

modelo A20). Los contenidos de C y N en muestras de suelos fueron analizados por
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combustion seca en un analizador elemental LECO, en el laboratorio de biogeoquimica
del IFEVA-FAUBA.

Procesos de suelo relacionados con la actividad de los microorganismos

Para describir la actividad general de los microorganismos del suelo, se estimo la
respiracion potencial del suelo en el laboratorio, incubando los suelos en condiciones
controlados. Esta medida refleja la respiracion de los microorganismos del suelo
utilizando la materia organica disponible en el mismo, y no incluye la respiracion de
raices ni la de la broza. Se usé suelo de los cuatro tratamientos y los 6 bloques (0-10 cm
profundidad) previamente tamizado con tamiz de 2 mm para extraer raices y restos de
plantas. El suelo se incub6 en frascos herméticos de vidrio color caramelo a 25 °C y
capacidad de campo durante 14 dias (Robertson et al. 1999b). Se midi6 la tasa de
respiracion a los 1, 3, 7 y 14 dias inyectando el aire incubado con una jeringa en un
respirometro EGM-4 PP Systems que dio valores de CO2 en ppm. Luego de la toma de
muestras, se ventilé con aire la atmdsfera dentro de las camaras para evitar que se sature
en COa,.

Variables auxiliares

En cada momento de muestreo se registrd la temperatura del aire y del suelo (0-
10 cm) mediante termOmetros junto a cada camara de medicion de 6xido nitroso antes y
después de la incubacién. Después de la recoleccion del gas dentro de las camaras, se
tomaron 3 submuestras de suelo de 10 cm de profundidad del interior de cada base usando
un barreno de 2 centimetros de didmetro y se hizo una muestra compuesta para el analisis.
Las muestras se pesaron en humedo y con la estimacién del volumen (ancho del barreno
y profundidad de la muestra) se calculé la densidad aparente. Luego, se analizd el
contenido de agua y las concentraciones de NH4" y NO3™ del suelo en el laboratorio en el
plazo de 10 dias después de la recoleccion. Para ello, se secd una submuestra de 5 g a
105°C durante 48 horas para estimar el contenido gravimétrico de agua del suelo (g/g) y
luego se calcul6 el WFPS usando la densidad aparente de cada muestra. Para estimar los
contenidos de NH4" y NOgz", se utilizé la técnica de microdestilacion por arrastre de vapor
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y realizando las extracciones de las submuestras de suelo con SO4K> (Keeney y Nelson
1983). Brevemente, se pesaron 10 g de suelo humedo de cada muestra y luego se le
agregaron 50ml de la solucion extractante. Se agito por 2 horas y luego se filtro con filtro
de papel Whatman GP40. Luego, se enviaron las muestras al INTA Balcarce donde se
realizo la destilacion por arrastre de vapor para la determinacion del amonio y nitrato de
suelo.

Finalmente, se midieron atributos de la vegetacion en el contexto de otra tesis
doctoral (Campana 2020), como la composicion vegetal, la cobertura y la biomasa
vegetal, y la disponibilidad de luz sobre el suelo (PAR) siguiendo los protocolos de la red
de Nutrientes “NutNet” (https://nutnet.org/exp_protocol). Durante todos los afios del

experimento, en marzo y noviembre, que corresponden a fines del verano y fines de la
primavera respectivamente, se evalu6 la composicién vegetal y la cobertura por especie
utilizando un método modificado de Daubenmire (Daubenmire 1959) en una subparcela
no perturbada de 1 m? marcada en forma permanentemente. La biomasa vegetal se estimé
recortando a nivel del suelo toda la biomasa aérea de plantas individuales dentro de
franjas de 0.2 m2. La disponibilidad de luz se midi6 al mismo tiempo y en la misma
subparcela de 1 m? utilizada para las mediciones de composicion de especies, con un
fotometro debajo y encima del dosel. La biomasa subterranea se midi6 en marzo de 2016
usando un barreno de suelo para tomar muestras de hasta 10 cm de profundidad. Luego,
los suelos se tamizaron y se suspendieron en agua para no subestimar las raices mas
pequefias. Estas variables relacionadas con la comunidad vegetal se usaron en esta tesis
para correlacionar las variables de las comunidades del suelo con la parte aérea de cada

parcela experimental.

3.2.3. Andlisis estadistico

Para modelar las emisiones de 6xido nitroso se ajustdé un primer modelo mixto
general con una distribucion gamma (glmer, paquete Ime4 de R). Luego se decidi6 aplicar
una transformacion logaritmica a los datos de fijacidn bioldgica de nitrégeno. Se incluy6

la fecha como efecto aleatorio en ambos modelos porgue es la manera de evaluar el efecto
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de los tratamientos (Pastoreo y Fertilizacion) independiente del momento de muestreo.
El disefio de parcelas divididas se incluyé en el efecto aleatorio. Se comprobd la
homogeneidad de las varianzas de los modelos. Posteriormente, se utilizd la prueba de
Tukey para comparar las medias de los tratamientos.

También se evalu6 la importancia de los dias desde la aplicacion del fertilizante
hasta las mediciones de emisiones de 6xido nitroso. Se calculd una relacion de respuesta
estimada como la diferencia entre la emisién en el tratamiento control y en las parcelas
fertilizadas, dividida por la emision promedio en las parcelas control, sin fertilizar. Luego
se ajustd un modelo de efectos mixtos ajustado por REML a estos datos.

Se utiliz6 un modelo méas especifico para evaluar la importancia de los factores
proximales y distales para las emisiones de 6xido nitroso. Los factores proximales
elegidos fueron la temperatura del aire, la temperatura del suelo, la humedad del suelo, el
espacio poroso lleno de agua (WFPS) y las concentraciones de amonio y nitrato. Para los
factores distales, se evalu6 la biomasa vegetal, la luz a nivel del suelo (PAR), la cobertura
verde, la cobertura vegetal total, el contenido de N total del suelo, la relacion C:N del
suelo, el N en la biomasa microbiana y la abundancia de leguminosas. Las diferentes
combinaciones de variables para construir a los modelos se evaluaron a través de AIC

para elegir el mejor modelo.

3.3. Resultados

3.3.1. Efectos del pastoreo y la fertilizacion sobre las emisiones de 6xido nitroso

El valor medio de emision de N.O medido durante la estacion de crecimiento fue
8.13 ug N m2h?y lamediana 6.54 pg N m2h, con un minimo de 0.17 y un maximo de
35.77 ug N m2ht. Hubo una tendencia a mayores emisiones durante la tltima fecha de
muestreo, marzo de 2017, pero no difirieron significativamente de otras fechas. A pesar
de los grandes patrones de variabilidad temporal y espacial, el aumento general de las
emisiones de Oxido nitroso con la fertilizacion fue evidente (Fig. 3.5, recuadro). De
hecho, las emisiones de 6xido nitroso fueron mayores en las parcelas fertilizadas que sin

fertilizar, aunque las diferencias fueron marginalmente significativas (Fig.3.5, recuadro;



83

p=0.092). El pastoreo no tuvo un efecto significativo en las emisiones de N.O y no hubo
interaccion con la fertilizacion (Fig. 3.5). Respecto de la variabilidad de las mediciones,
se analizo el coeficiente de variabilidad (desvio estandar dividido la media) de los 4
tratamientos (ClausuraSinFert: 0.59, ClausuraConFert:0.71, PastoreoSinFert:0.52,
PstoreoConFert:0.71) y el analisis de Kruskal Wallis determin6 que no habia diferencias

significativas (p=0.78).
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Figura 3.5. Emisiones de Oxido nitroso (ugN m? h') en pastizales pastoreados y
clausuras con tratamientos de adicion de nutrientes (NPK+) y control sin fertilizar. El
gréafico recuadro muestra las emisiones medias de 6xido nitroso durante toda la temporada
de crecimiento considerando Unicamente el tratamiento de fertilizacion. Las barras de
error indican el error estandar.

La fertilizacion estimul6 las emisiones de N2O en los primeros 40 dias posteriores

a la aplicacion (primeras dos fechas de medicion), pero después de ese periodo, las
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emisiones de N>O de los suelos ya no fueron respondieron a la adicion de nutrientes
(Figura B2).

Los tratamientos modificaron algunas variables de control del flujo de 6xido
nitroso a la atmdsfera (Cuadro 3.1). En particular, considerando las cuatro fechas de
muestreo, la fertilizacion en ausencia de pastoreo (dentro de la clausura) mostré menores
temperaturas de suelo que en la situacion pastoreada. En el pastizal pastoreado en cambio,
la fertilizacion produjo el efecto contrario, coincidente con la reduccion en biomasa en
pie (interaccion NPK: pastoreo p=0.004). El pastoreo produjo también un aumento de la
acidez del suelo, ya que el pH en la situacion pastoreada mostro valores
significativamente menores (p=0.013) que dentro de las clausuras. En cambio, ni la
humedad del suelo ni el contenido de nitrégeno inorganico (amonio o nitrato) variaron
entre los tratamientos. So6lo se detectaron cambios en la humedad del suelo entre las
fechas de muestreo dentro de la estacion de crecimiento. Las precipitaciones pueden
consultarse en la Figura B3 del apéndice.

Cuadro 3.1. Variables auxiliares medidas en cada fecha de medicion de flujos de N
durante la estacion de crecimiento (noviembre 2016-abril 2017). Las variables fueron

elegidas porque suelen determinar los procesos de fijacion bioldgica de N o emision de
oxido nitroso. Los valores son promedios + ES (n= 6).

Fechas Clausura Pastoreo

Variable

Sin fertilizar Fertilizado Sin fertilizar Fertilizado
N-Amonio Nov- 8.5e*+ 1le* 7.1e? + 8.8e* 6.7e*+ n.s
suelo 2016 7.9e le* 6.6e>
(gN/m?) ,
Dic-2016 4.2e-4 +9.9e- 1.7e-3+ 3.9e-4+1.2e-4 5.2e-4 +
5 5.3e-4 1.3e-4
Feb- 1.2e-3+2.3e- 1.3e-3+ 7.5e-4+ le-4 1.6e-3¢
2017 4 2.5e-4 3.7e-4
Mar- 5.6e-4 + 7.6e- 45e-4+ 5e-4+ 7.9e-9 3.6e-4
2017 5 4.5e-5 7.9e-5
N- Nitrato Nov- 6.6e-5+ 2.8e- l4e-4+ 1.5e-4+4.1e-5 1.7e-4 £ n.s.
suelo 2016 5 5.3e-5 1.1e-4
(gN/m?) ,
Dic-2016 1.3e-4 £ 4.2e- 1.9e-4 2.4e-4 £ 8.5e-5 2e-4 +
5 +8.8e-5 8.5e-5
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Feb- 1.8e-4 +6.3e- 2e-4+ 2e-4+ 5.7e-5 3.5e-4 +
2017 5 4.7e-5 8.6e-5
Mar- 1.5e-4+4.3e- 1.4e-4% 3e- 1.7e-4+45e-5 1.8e-4 £
2017 5 5 4e-5
Tempera- Nov- 22.67 £0.67 20+ 0.86 21.08+0.71 22.08+0.66 NPK:Pa
tura del 2016 st
suelo (°C)  Dic-2016 27.5+0.88 26.33+1.09 26.75+0.83 29.25+1.38 p=0.00
4
Feb- 28.33+0.92 26.33+1.02 28.67 £0.8 29.5+0.85
2017
Mar- 19.75+0.33 18.91+0.35 19.78+ 0.4 21.17 £ 0.7
2017
Humedad Nov- 23.83+0.4 23.67+1.31 27.33+1.2 245+1.12 Fecha
gravimétric 2016 p<0.00
a (%) 1
Dic-2016 16.5 £+ 0.96 17.5+0.89 16+0.26 16.17+1.01
Feb- 14.67 £0.71 16.5+1.09 15.33+0.71 13.5+1.15
2017
Mar- 11.67 £ 2.96 11+0.73 105+1.38 12.17+1.96
2017
WEFPS (%) Nov- 28.25+3.07 29.42+599 32.80+1.2 27.97 £4.54 n.s.
2016
Dic-2016 7.32+1.29 7.55+1.36 7.33+0.83 7.07£1.21
Feb- 14.07+2.00 14.09+4.14 16.70+ 2.61 13.74 +6.10
2017
Mar- 28.12+8.28 21.22 +9.38 38.06 +9.70 39.08 +5.83
2017
pH Dic-2016 6.44 +0.09 6.41+0.19 6.22 +0.11 5.88 +0.14 Past
p=0.01
Abr- 6.87 +0.17 6.92+0.2 6.48 +0.11 6.62 +0.15
2017

En el modelo para evaluar estas variables de control en las emisiones de 6xido

nitroso se encontrd que las emisiones estuvieron determinadas por la temperatura del

suelo y la concentracion de amonio y nitrato en el suelo como impulsores proximales
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(Ecuacion de resultado 1, n=96). La temperatura del suelo fue marginalmente
significativa para explicar las emisiones de 6xido nitroso con una ligera pendiente
positiva (p=0065). En cuanto a las variables distales (Ecuacion de resultado 2, n=96), las
emisiones de oxido nitroso se explicaron por la biomasa, la luz PAR interceptada, la
relacion C:N del suelo, el nitrogeno en la biomasa microbiana (NMB) y la productividad
primaria neta aérea (PPNA). El 6xido nitroso se correlaciond positivamente con PPNA
(p=0.004) y negativamente con el NBM (p=0.01).

N20=0.17 + 0.02* Temp. Del suelo + 0.001*Amonio + 0.01* Nitrato  (Ec.
resultado 1)

Log N20 = 2.13 - 0.14*Biomasa — 0.08*PAR - 0.11*C:N - 0.19*NMB +
0.15*PPNA (Ec. resultado 2)

3.3.2. Efectos del pastoreo y la fertilizacion en la fijacién bioldgica de nitrégeno

El valor medio de fijacion de N fue de 0.017 pg N.m?2.h, con un minimo de
0.0017 y un méaximo de 0.075 pug N.m2.h™%. Los valores de fijacion mas altos ocurrieron
durante abril de 2017. La adicion de nutrientes estimulé la fijacion bioldgica de N més
cuando el ganado estaba presente que en su ausencia, como lo demuestra la interaccion
significativa entre el pastoreo y la adicion de nutrientes (p=0.05; Fig. 3.6, recuadro). De
hecho, la fijacion bioldgica de N fue estimulada por la fertilizacion sélo en parcelas

pastoreadas (Fig. 3.6, recuadro).
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Figura 3.6. Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (BNF, ugN.m-2.h-1) en suelos de los
pastizales pampeanos durante la época de crecimiento (octubre 2016 a abril 2017) en
contexto de pastoreo y clausura, con y sin fertilizacién. Las barras representan la
desviacion estandar en cada punto. Figura del recuadro: BNF acumulado durante la
temporada de crecimiento. El asterisco en el panel inserto de arriba muestra diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Las barras de error indican el error estandar.

Entre los impulsores proximales (Ecuacion de resultado 3, n=96), la fijacion de N
se explico por el contenido de agua del suelo y la concentracion de amonio en el suelo.
La humedad del suelo aumenté la fijacion de N (p=0.05). Entre los impulsores distales
(Ecuacion de resultado 4, n=96), la relacion C:N del suelo y PPNA explicaron la fijacion
de N, pero solo PPNA tuvo una correlacion negativa significativa con la fijacion de N
(p=0.03).
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log.FBN =-5.55 + 0.29*Humedad + 0.21*Amonio (Ec. resultado 3)

log. FBN =-5.01 - 0.27* C:N - 0.35* PPNA (Ec. resultado 4)

3.3.3. Efectos de los tratamientos sobre otros atributos y procesos del ciclo del

nitrogeno

La mineralizacion neta de N medida a campo durante la estacion de crecimiento
y en condiciones potenciales en el laboratorio no mostrd diferencias entre los tratamientos
(Fig. 3.7).
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Figura 3.7. Mineralizacion neta de nitrégeno estimada en el laboratorio (panel izquierdo)
y a campo (panel derecho). Las barras muestran valores medios +1 ES (n=6). No hubo
diferencias estadisticas entre los tratamientos en ninguno de los dos experimentos
(p>0.05).

Tampoco se encontraron efectos de la fertilizacion, el pastoreo o su combinacion
sobre los reservorios de nitrogeno del suelo medidos al final del experimento (marzo
2017; Cuadro 3.3). El nitrégeno en las fracciones de la materia organica particulada (N-

MOP) y asociada a las arcillas (N-MOAM) fue similar entre los cuatros tratamientos, al
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igual que el contenido de nitrogeno en la biomasa microbiana, estimado en el laboratorio
con el método fumigacion-extraccion (Cuadro 3.3). El porcentaje de N total en el suelo
al final del experimento (marzo 2017) no mostro diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.2. Reservorios de nitrogeno del suelo medidos al final del experimento (marzo

2017) en muestras de suelo extraidas de los primeros 10 cm. Los valores muestran valores
medios £1 ES (n=6). No hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos (p>0,05).

VELEL (S Clausura Pastoreo
Sin fertilizar Fertilizado Sin fertilizar Fertilizado
32.77+286 3735%+7.76 31.65+2.86 40.90*4.49
N-POM
(gN/m?)
N-MOAM 242.64 £ 239.40 £ 252.12 + 253.46
(gN/m?) 10.21 11.43 8.98 1.21
N-Biomasa 12.28 £3.34 1895+1.50 13.96+1.85
Microbiana 14.57 £+ 2.59
(mg/ha)
Nitrégeno 0.35+0.01 0.36 +0.01 0.33+0.01 0.36 +0.02
total (%)

En cambio, los tratamientos tuvieron un efecto significativo sobre la tasa de
respiracion de suelo medida con el respirometro en muestras de suelo llevadas al
laboratorio. En este caso, se encontrd6 que la fertilizacion con NPK estimulo
significativamente (p=0.037) la tasa de respiracion del suelo y no hubo interaccion con el

pastoreo (Fig.3.8).
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Figura 3.8. Tasa de respiracion de suelo medida durante la estacion de crecimiento
noviembre-marzo. Las fechas de medicion coinciden con los muestreos a campo de
fijacion biologica de N y emisiones de 6xido nitroso. Se encontr6 un efecto significativo
de la fertilizacion (p=0.037) en el modelo que incluy6 todas las fechas. EI modelo
especifica que la emision de CO: depende de la herbivoria y la fertilizacion y su
interaccion, mas el efecto del mes como efecto fijo, mientras que en el efecto aleatorio se
especifica le estructura de anidamiento de los datos considerando que es un experimento
de parcelas divididas (CO2.g.ha.h~Herbivoria*Fertilizacion+MES, random =

~1|Bloque/Herbivoria/Fertilizacion). Las barras muestran valores medios +1 ES (n=6).

3.4. Discusion

La adicion de nutrientes aumentd las emisiones de N2O, como se esperaba en
respuesta a un aumento del sustrato de los procesos de desnitrificacion y nitrificacion. Sin
embargo, contrariamente a la hipétesis planteada, la fijacion de N aument6 en un contexto
enriquecido en nutrientes en la condicién pastoreada. Sorprendentemente, la presencia
del ganado no aumento las emisiones de N2O ni la fijacion de N en comparacion con el
pastizal clausurado hace 13 afios. Los efectos en estos procesos no se vieron reflejados

en otros atributos del ciclado de nitrogeno ya que ni la mineralizacion neta de N ni lo
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acumulado en la biomasa microbiana o el suelo mostraron diferencias entre los
tratamientos. Sin embargo, la tasa de respiracion de suelo, que describe en rasgos muy
generales la actividad microbiana cuando es medida en condiciones potenciales, se vio

incrementada por la fertilizacion tanto en la condicion pastoreada como en la clausura.

El aumento de la fijacion bioldgica de nitrogeno de vida libre con fertilizacion con
N, P y K en condiciones de pastoreo coincidio con el aumento de la biomasa y cobertura
relativa de leguminosas en esas mismas condiciones (Ciavattini 2017). Las plantas
leguminosas se caracterizan por su asociacion simbidtica con bacterias fijadoras de
nitrogeno, lo que indica que la fertilizacion nitrogenada y fosforada en condiciones de
pastoreo estimula tanto la fijacién de N simbidtica y como la de vida libre. En cambio,
dentro de las clausuras, donde el total de biomasa de gramineas en pie es muy alta 'y la
cantidad de luz PAR que llega al suelo es muy baja respecto a las parcelas pastoreadas
(Cuadro 3.2), no se encontré un cambio en la abundancia de leguminosas en respuesta a
la fertilizacion (Ciavattini 2017). Es decir, contrariamente a lo documentado en otros
pastizales, en la Pampa Deprimida el ganado favorece a las leguminosas, posiblemente
porque es mas fuerte el efecto de reducir la competencia con los pastos que el consumo
directo selectivo (Ciavattini 2017). Ademas, la combinacion de fertilizantes a base de N,
Py K con el mayor consumo del ganado (Campana y Yahdjian 2021) acentta ain mas
este efecto, seguramente porque las leguminosas se ven favorecidas con el agregado de
fosforo (Tognetti et al. 2021). La mayor disponibilidad de luz en el suelo en las
condiciones pastoreadas puede haber estimulado también a las bacterias fijadoras
autotrofas (Cuadro 3.2). En este estudio, la fijacion biologica de N aumentd con la adicion
de nutrientes cuando hubo pastoreo, es decir cuando se combina con la eliminacion de
biomasa por parte de los grandes herbivoros, lo que determina una mayor disponibilidad
de luz. En los modelos que evaluaron los factores de control, se encontré que la PPNA,
que inhibe la FBN, lo cual sugiere que aquellos factores favorables para la productividad
de las plantas son desfavorables para las bacterias fijadoras de N del suelo. Sin embargo,
la FBN correlaciond positivamente con la humedad y el amonio en el suelo, que también
serian favorables para el desarrollo de las plantas, pero probablemente no en el rango que

tenian en este experimento, que eran valores muy bajos (ver Cuadro 3.2).
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Las emisiones de 6xido nitroso se aceleraron sélo en el corto plazo en respuesta a
la fertilizacion, mientras que no mostraron cambios por el pastoreo. La exclusion del
ganado no indujo cambios importantes en el N en la biomasa microbiana ni en el
nitrogeno total del suelo por lo que resulta razonable que no tenga efectos sobre la emision
de dxido nitroso. Sin embargo, se esperaba que la exclusion del ganado tuviera un efecto
positivo en el contenido de N de la cobertura vegetal debido a un aumento en la
abundancia de leguminosas, pero este patron no fue evidente posiblemente debido al
predominio de la especie invasora Festuca alta en las clausuras, que superé la abundancia

de las leguminosas (Ciavattini 2017).

Las emisiones de o0xido nitroso fueron muy variables durante el periodo estudiado
y su incremento por la adicion de nutrientes fue marginal cuando se considera la emision
promedio durante toda la estacién de crecimiento. Al comparar con otros pastizales de la
region pampeana, se encontrd que los valores reportados aqui estan en el mismo rango
que los de pastizales de la Pampa Ondulada o la Pampa Interior (Della Chiesa et al.,
2019), pero mucho mas bajas que los cultivos. De hecho, en los pastizales pampeanos
Della Chiesa y colaboradores (2019) encontraron que las emisiones de N2O representan
el 21-31% de las emisiones de los cultivos. Por otro lado, las emisiones en cultivos como
soja, maiz y trigo fueron mucho mas variables que las de los pastizales (Della Chiesa et
al. 2019).

La exclusién del pastoreo no cambi6 la emision de N2O durante la temporada de
crecimiento, a pesar de que produjo cambios marcados en la composicién de la
vegetacion (Campana 2021). La falta de pastoreo cambi6 la dominancia del pastizal,
beneficiando a la Festuca alta (Schenodorus arundinaceae), una especie exdtica invasora,
y reduciendo la estabilidad (Campana et al. 2022). Sin embargo, la identidad y la mayor
biomasa vegetal presente en parcelas clausuradas no alteraron los flujos de N2O. Se
esperaba que la exclusion del pastoreo redujera la variabilidad de las emisiones de N2O
y efectivamente se encontrd una tendencia en ese sentido (menor variabilidad en los
errores estandar en las emisiones de N2O en las clausuras que en el pastoreo, Fig. 3.5),

pero al analizar los coeficientes de variacion no se encontraron diferencias significativas.
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Las emisiones de N2O son muy variables en el tiempo y el espacio y se han propuesto
modelos para explicar su comportamiento (Del Grosso et al. 2006). Podria haber un
impacto en la emision de N2O de todo el afio, pero en este trabajo sdlo se evaluaron las
emisiones durante la estacion de crecimiento. Durante los meses de invierno, las
emisiones son bajas (Perez et al. 2021), pero en este sitio de estudio podria ser que la
exclusion del pastoreo y las inundaciones afecten las emisiones de N2O durante los meses
de invierno cuando el pastizal suele estar inundado. Otros estudios mostraron que durante
la inundacién, la falta de oxigeno redujo la emision potencial de N2O posiblemente
porque la desnitrificacion fue completa y se emitio nitrégeno gaseoso, pero cuando el
agua comienza a desaparecer, los flujos de N2O alcanzan su punto maximo (Cai et al.
1997). La pérdida de N del suelo después de la inundacion podria ser mayor, reduciendo
la tasa potencial de desnitrificacion de Ny, por lo tanto, las emisiones de N2O (Terry et
al. 1981). El efecto de la exclusion del ganado sobre las emisiones de N2O fue tan variable
que para sacar conclusiones consistentes se requeriria una mayor cantidad de repeticiones

y realizar mediciones durante todo el afio.

Se esperaba que la fertilizacion aumentara las emisiones de N2O debido al
aumento del N reactivo para la desnitrificacion. Sin embargo, este efecto sélo ocurrié en
el corto plazo (dentro de los 40 dias posteriores a la aplicacion), donde hubo un aumento
significativo en las emisiones de N2O, como se discutid6 mas arriba. Los impulsores
proximales de las emisiones de 6xido nitroso explicaron parcialmente el efecto que tuvo
la fertilizacion en el corto plazo. De hecho, la temperatura del suelo estimuld las
emisiones de N2O. Curiosamente, la variacion de la temperatura del suelo dependi6 de la
exclusion del pastoreo. Las temperaturas del suelo mas altas se registraron en las parcelas
bajo pastoreo con adicién de nutrientes en comparacién con las parcelas sin fertilizar,
posiblemente debido a la menor biomasa acumulada (Campana 2021), y las temperaturas
del suelo fueron mas bajas dentro de las clausuras donde se registré la mayor biomasa de
plantas. Los impulsores distales del N2O que mostraron un efecto significativo en las
emisiones fueron el NBM y la PPNA. Se observo un aumento en las emisiones de N.O
con mayor PPNA, patron consistente con lo reportado en estudios previos en la region

pampeana (Pifieiro-Guerra et al. 2019). Esta respuesta posiblemente se explique porque



94

las emisiones N2O y la PPNA tienen factores de control similares; por ejemplo, ambas
aumentan con una mayor precipitacion y temperatura anuales y con un mayor contenido
de N en el suelo (Groffman et al. 2000; Pifieiro-Guerra et al. 2019).

Si bien es llamativo que los reservorios de nitrégeno en el suelo permanecieron
relativamente sin cambios en respuesta a la fertilizacion y a exclusion del ganado, en la
red Nutrient Network a la que pertenece este experimento, Sitters et al. (2020) también
encontraron que la exclusion de herbivoros no tuvo impacto en las reservas de N del suelo
en pastizales no fertilizados (Sitters et al. 2020). En cambio, en pastizales fertilizados si
encontraron una disminucion general del N del suelo (NOS) en tratamientos sin pastoreo.
En el sitio experimental de esta tesis, no se encontraron cambios en el NOS en ninguna
de sus fracciones, MOP 0 MOAM, ni en la biomasa microbiana. El contenido de amonio
del suelo aumenté con la exclusion del ganado (Cuadro 3.2), pero no la tasa de
mineralizacion neta de N, lo que podria significar que este stock crecio debido a la
reduccién de la volatilizacion de amonio. En cambio, las pérdidas por desnitrificacion
podrian haberse reducido con la ausencia de orina y heces de los animales (Luo et al.,
2008), pero en este estudio ese efecto no fue significativo. Como consecuencia, los
cambios en las entradas y salidas del sistema se compensaron y, por lo tanto, el N en el
ecosistema no cambid, sino que se reubico en la biomasa vegetal, el amonio en el suelo

y la biomasa microbiana (ver detalle del balance de N en el capitulo 5).

La adicion de nutrientes en los pastizales de pastoreados de la Pampa Deprimida
incremento el N en el sistema posiblemente por el aumento de la fijacion bioldgica,
ademas de la fertilizacion propiamente dicha. De hecho, analizando toda la estacion de
crecimiento, las emisiones de 6xido nitroso no cambiaron en respuesta a la fertilizacion
en las parcelas bajo pastoreo. SGlo aumentaron temporariamente los dias después de la
aplicacion del fertilizante. Este resultado difiere al considerar las clausuras,
probablemente debido a los efectos de compensacion hipotetizados entre la exclusion del
pastoreo y la fertilizacion. Por otro lado, la fijacion biolégica de N aumentd
significativamente solo en el pastizal pastoreado. En esta condicion, el N se almaceno en

la biomasa vegetal aérea y en la broza (Campanay Yahdjian 2021), tal como se esperaba,
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porque las plantas en estos pastizales tienen limitaciones de N y P (Rodriguez et al. 2007,
Semmartin et al. 2007). Sin embargo, no se encontrd un aumento en el N en la biomasa
microbiana, s6lo un aumento de N en formas inorganicas en el suelo. Sorprendentemente,
el N en la biomasa microbiana no se modifico significativamente, pese a que se esperaba
que los microbios del suelo tuvieran limitaciones de nutrientes como las plantas. Sin
embargo, el agregado de nutrientes aumentd la respiracion del suelo lo que sugiere que

los microbios tienen limitaciones de C o nutrientes en el suelo (Treseder 2008).

Sin embargo, el esfuerzo por estudiar todo el ciclo revelé cambios muy pequefios
pero significativos que tienen lugar (ver Capitulo 5). Las clausuras al pastoreo alteraron
los impulsores distales de ambos procesos de N como son la PPNA, la biomasa vegetal
aérea, la luz PAR recibida a nivel suelo y la relacion C:N del suelo (Figura B4). Predecir
los efectos antropogénicos en el funcionamiento de los ecosistemas (y los servicios de los
ecosistemas relacionados) no es sencillo, ya que la interaccion entre los impulsores y los
efectos a corto y largo plazo impiden una generalizacion de los resultados. Las
variaciones temporales y las compensaciones entre los factores e incluso entre las
funciones demostraron ser mas cruciales que los efectos principales esperados en los

flujos de N estudiados.

En conjunto, los resultados volcados en este capitulo muestran que el agregado de
nutrientes modifica significativamente procesos microbianos de entrada y salida de
nitrégeno de los pastizales, con efectos dependientes del pastoreo en el caso de la fijacién
bioldgica de N. En cambio, el pastoreo por si solo no modifica ninguno de los procesos
del suelo estudiados. Esta mayor sensibilidad hacia el agregado de nutrientes que al
pastoreo coinciden con los cambios en las comunidades microbianas del suelo descriptos
en el capitulo 2 y sugiere que podria haber alguna relacién entre ellos.



CAPITULO 4: Multifuncionalidad de los ecosistemas: mas que

la suma de sus partes
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4.1. Introduccion

La multifuncionalidad (MF) de los ecosistemas se ha convertido en un concepto muy
popular en los Gltimos afios con el objetivo de ser una herramienta de manejo capaz de
conectar multiples procesos ecosistémicos con opciones de manejo y promover la
sustentabilidad de los sistemas productivos. La popularidad del término surge de la
posibilidad y la voluntad de estudiar holisticamente los ecosistemas naturales y
modificados con el fin de entenderlos cabalmente, describirlos a través de un pardmetro
sencillo que englobe los principales procesos, y comparar y monitorear el estado de los
ecosistemas. Sin embargo, en la practica, la MF ha demostrado ser un término vagamente
definido y su teoria y aplicacion han resultado a veces en la union de analisis y patrones
estadisticos dispares sin mucho anclaje en los servicios ecosistémicos.

En las ultimas décadas ha habido una creciente disponibilidad de datos en tiempo
y espacio a la vez que se fue adquiriendo mayor conciencia de la complejidad de los
ecosistemas y la dificultad para manejarlos de forma sustentable. En el afan de
comprender y disefiar estrategias de manejo holisticas, surgen los indices de MF que
pretenden reducir a un sélo valor multiples funciones del ecosistema con el riesgo de
simplificar inapropiadamente. La propuesta es tentadora, novedosa y tiene un gran
potencial de aplicacion, lo cual se refleja en el aumento exponencial de publicaciones
cientificas que utilizan el término multifuncionalidad desde el 2005 hasta la actualidad
(Fig. 4.1.a). Las areas teméticas en las que se utiliza el término son muy diversas,
incluyendo desde las ciencias ambientales, bioldgicas y agricolas hasta las ciencias
sociales (Fig. 4.1.b). Ademas, las publicaciones estuvieron concentradas en revistas de
alto impacto, que en el caso de las publicaciones en ciencias bioldgicas incluyeron
principalmente las revistas Land Use Policy, Science of The Total Environment,
Ecological Indicators, Landscape and Urban Planning, Journal of Cleaner Production,
Journal of Environmental Management, Urban Forestry & Urban Greening, Agriculture,
Ecosystems & Environment, Forest Policy and Economics y Forest Ecology and
Management. Es destacable la cantidad de estudios de MF de ecosistemas en tematicas
de ordenamiento territorial, lo cual esta en linea con la necesidad global de manejar y

conservar los ecosistemas con el fin de aumentar la contribucion de la naturaleza a las
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personas, como se destaca en el Gltimo informe del Panel Intergubernamental para el

estudio de la Biodiversidad y los Servicios de los Ecosistemas (Diaz et al. 2019).

Numero de publicaciones

1079
763
407
Eﬁii

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Ano

Areas tematicas

H Ciencias Ambientales

m Ciencias Agricolas y Bioldgicas

m Ciencias Sociales
Energia

M Bioquimica, Genética y Biologia
Molecular

M Ciencias Planetarias y de la Tierra

B Ingenieria Quimica

H Ingenieria

W Quimica

M Ciencia de los Materiales

Figura 4.1. Publicaciones relacionadas con el tema multifuncionalidad en los Gltimos 15
afios (base de datos Scopus). a) Cantidad de publicaciones en revistas indexadas. b)

Porcentaje de publicaciones por area tematica.

En este trabajo se propone que los indices de multifuncionalidad podrian

considerar de mejor manera conjuntos de funciones y atributos ecosistémicos
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predeterminados para evitar sumar informacion y datos que son poco relevantes y con
criterios variables. Ademas, los indices de multifuncionalidad pueden estar mucho mas
conectados con los beneficios que las personas obtienen de la naturaleza, de tal manera
que pueden ser directamente interpretables y usados como herramientas de manejo. Para
que los indices se conviertan efectivamente en herramientas de manejo deben reflejar
servicios ecosistémicos (también conocidos como beneficios de la naturaleza a las
personas), pero estos son muy dificiles de medir. En el marco conceptual aqui descripto
se propone que los servicios ecosistémicos de soporte pueden servir como término medio
entre las funciones ecosistémicas y los servicios para mejorar los indices de
multifuncionalidad. Las funciones y atributos ecosistémicos podrian agruparse en 4
servicios de soporte igualmente importantes: calidad de suelo, ciclado del agua,
produccién de plantas y biodiversidad, como se desarrolla mas abajo. En este trabajo
ademas de desarrollar un nuevo indice de MF, se utilizard un caso de estudio, el
experimento factorial de Las Chilcas, sitio de estudio de esta tesis doctoral, para

demostrar la aplicabilidad del nuevo desarrollo.

4.2 Método

4.2.1 Indices de multifuncionalidad

La definicion mas popular de la MF establece que se trata de “multiples funciones
ocurriendo en el mismo lugar y al mismo tiempo”. Est4d definicion es muy vaga y no
permite saber a priori qué funciones y qué calculos habria que tener en cuenta para
estimarla a través de indices de MF. De esta forma, interpretar y comparar indices de MF
no es sencillo y muchas veces no es posible. Por empezar, se deberia contar con
definiciones de las funciones o atributos del ecosistema, que pueden ser variables de
estado o tasas de diversos procesos ecosistémicos. Las variables de estado pueden
representar mejor grandes escalas espaciales, pero suelen ser poco sensibles a los
cambios, mientras que las tasas de los procesos son mas variables, tanto en el tiempo

como en el espacio, y sirven mejor para captar cambios a corto plazo.
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En cuanto a las distintas formas de calculo de los indices de MF, se usan
principalmente los siguientes métodos: 1) estandarizacion (SD), que consiste en hacer el
promedio de las distintas funciones ya estandarizadas con promedio 0 y desvio estandar
igual a 1; 2) promedio de las funciones estandarizadas usando el maximo observado (M);
y 3) multiples umbrales (U), donde cada funcion estandarizada es sumada  en el indice
solo si supera un umbral determinado (se pueden usar umbrales definidos o hacer de 0 a
100%) (Cuadro 4.1). Usando el mismo set de datos, la mayoria de las veces las distintas
formas de calculo arrojan resultados y conclusiones distintas (ver méas adelante en este
trabajo el desarrollo de un ejemplo concreto para mostrar estas diferencias con un caso
de estudio). Por otra parte, los célculos de los indices de MF no son objetivos, no
pretenden serlo, ya que la estandarizacion depende de qué valores de cada funcion se
consideran como maximos y minimos. Por ejemplo, fijar un porcentaje umbral implica
una apreciacion subjetiva. Asimismo, la diversidad de formas de medicion no tiene en
cuenta la variabilidad temporal de las funciones medidas. Dependiendo del objetivo para
el cual se mide la MF, deberian tenerse en cuenta la variabilidad temporal de las funciones

y su impacto en los servicios ecosistémicos.

Cuadro 4.1. Andlisis bibliografico de las formas méas usadas para calcular indices de
multifuncionalidad y las funciones ecosistémicas consideradas.

indice de multifuncionalidad ~ Funciones o atributos ecosistémicos incluidos Publicacién

cientifica de
referencia

indice basado en el desvio 4 funciones (tasas de procesos): (Mouillot et al.

estandar (SD) descomposicion de algoddn, descomposicion 2011)

Promedio del rendimiento de broza, productividad de plantas y contenido

de las funciones de nitrégeno en la biomasa aérea.

ecosistémicas consideradas 14 funciones (variables de estado de suelo), (Maestre et al.

luego de estandarizarlas contenido de: carbono organico, B-glucosidasa, 2012)

con promedio 0 y desvio 1,  pentosa, hexosa, compuestos aromaticos,

tal que todas las funciones  nitrégeno total, nitrégeno de amonio y nitrato,

pesan igual en el célculo del aminoéacidos, proteinas, potencial de

promedio. transformacion del nitrégeno, fésforo
disponible inorganico y fosfatasa.

10 funciones (variables de estado de suelo): (Peco et al. 2017)
contenido de materia organica, nitrégeno

total, fésforo y potasio disponibles, agua a

capacidad de campo, estabilidad de los
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agregados, carbono de suelo organico,
humedad de suelo y resistencia a la
penetracion del suelo.

indice basado en los
maximos (M)

Promedio de todas las
funciones ecosistémicas
consideradas luego de
estandarizarlas usando el
maximo observado en el
sitio para cada variable.

8 funciones (mezcla de tasas de procesos y
variables de estado): biomasa aérea viva,
intercepcidn de luz, contenido total de N del
suelo y de fosforo y potasio extraibles,
contenido de carbono del suelo,
descomposicidn de la broza y resistencia a la
invasion de la comunidad vegetal.

(Hautier et al. 2018)

indice basado en multiples
umbrales (U)

Suma de la cantidad de
funciones que superaron
determinado umbral. El
umbral ser fijo o se puede
usar todo el rango de 0 a
99% (se estandariza
utilizando el maximo del
sitio).

8 funciones (mezcla de tasas de procesos y
variables de estado): Resistencia a la invasion
(100% menos el porcentaje de cobertura de la
especial invasora), productividad primaria neta
aérea, biomasa subterranea (0—30 cm),
eficiencia del uso del nitrégeno del suelo
(NO2+NO3, 0-20 cm), riqueza y abundancia de
insectos, C del suelo C (0—20 cm), y N en
plantas.

(zavaleta et al.
2010)

6 variables (mezcla de tasas de procesos y
variables de estado): mineralizacién potencial
del nitrégeno del suelo, contenido de nitrato y
amonio del suelo, concentracidn de DNA de
suelo, contenido de P disponible del sueloy
productividad de plantas.

(Delgado-Baquerizo
et al. 2016)

En cuanto a las funciones elegidas para conformar el indice, la subjetividad es

evidente. Muchos de los trabajos de MF eligen medir procesos que no son tales, que son

propiedades de los sistemas (Garland et al. 2021), mientras que muchos otros usan los

servicios de soporte, tal como se propone en este trabajo, pero sin hacerlo explicito (por

ejemplo, Birkhofer et al. 2018, y Blesh 2018 y muchos de los trabajos citados en la Cuadro

4.1). Usar los servicios intermedios de forma explicita permite una mejor interpretacion

del indice, pero debe combinarse con lineamientos claros de qué funciones elegir para

generar conclusiones validas respecto a la MF del ecosistema. Los resultados a los que se

arriba teniendo en cuenta distintas funciones ecosistémicas légicamente son diferentes.

Por ultimo, la cantidad de funciones consideradas también es debatible y altera el

resultado, en especial porque todas las funciones tienen el mismo peso en los métodos de
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calculo analizados. En este caso, tener mas mediciones de funciones distintas no es
necesariamente mejor. Por ejemplo, tener muchas mediciones para caracterizar la
estabilidad o fertilidad del suelo y pocas de biodiversidad puede sesgar el indice de MF.
En cuanto al ejercicio matematico de considerar distinta cantidad de funciones al azar, se
puede ver en el caso de estudio descripto mas adelante que disminuir la cantidad de
funciones a 75% y 50% cambia no solo el valor del indice, sino también las conclusiones
que pueden interpretarse de los mismos (Figura C1 y C2). Los distintos métodos de
calculo tienen una sensibilidad distinta a los cambios en la cantidad de funciones
consideradas, pero aun asi es preocupante pensar en una herramienta de manejo que puede

variar tan amplia y sesgadamente.

4.2.2 Un marco conceptual renovado para los indices de MF: los servicios de soporte

La utilizacion de los servicios de soporte como término medio entre las funciones y
los servicios ecosistémicos puede ofrecer un marco conceptual renovado para los indices
de MF ya que puede volverlos mas apropiados para ser herramientas de manejo, como se
muestra a continuacion. Los servicios de soporte o0 apoyo se refieren a procesos
ecologicos necesarios para la provision y existencia de los demas servicios ecosistémicos
(MA 2005). Proponemaos 4 servicios de soporte igualmente importantes, interconectados,
y faciles de definir y comunicar:

v Ciclado del agua: funciones que representan la disponibilidad de agua para los
autétrofos, principalmente, la regulacion del climay la purificacion del agua.

v Produccion de plantas: funciones que representan la entrada de energia al sistema a
través de la fotosintesis, que en general es llevada a cabo por las plantas, excepto en
sistemas aridos donde las costras biol6gicas del suelo pueden ser importantes
productores primarios, 0 en sistemas acuaticos. En este estudio se referira a este
ingreso de energia como la produccién de plantas para simplificar el lenguaje y

facilitar la comprension del concepto.
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v Salud del suelo: no como propiedad del sistema, sino como funciones que representen
el ciclado de nutrientes (C, N, P, S, etc.) en el suelo y la actividad microbiana en el

mismo.

v Biodiversidad: si bien no es considerada un servicio de soporte segun la MEA (2005)
que le da un rol superior como de “sombrilla” por sobre todos los servicios, resulta
atil para el célculo del indice de MF porque esta directamente relacionada con los
servicios y con las demas funciones ecosistémicas, tal como sucede con los otros
servicios de soporte. Ademas, medir la biodiversidad e incluirla en el indice es
reconocer su importancia en el funcionamiento de los ecosistemas.

Estos servicios de soporte numerados mas arriba también constituyen indices per
se que se promedian para generar el indice de MF general. El servicio de soporte de
formacion de suelo no se incluyé en la lista porque es un proceso que ocurre en tiempos
geoldgicos.

Los 4 servicios de soporte estan directamente conectados con los servicios de los
ecosistemas finales de provision, regulacion y culturales (Figura 4.2). El ciclado del agua
estd conectado con la provision de agua potable, la produccion de alimentos, la
produccién de madera y fibra, pero también con la regulacién de clima, la purificacion
del agua y los servicios culturales recreativos, como los deportes acuaticos y el turismo.
Por otra parte, la produccion de plantas esta relacionada con la produccién de alimentos
vegetales y animales, a la vez que permite la regulacion del clima y da belleza a los
sistemas naturales y artificiales en tanto servicio cultural. La salud del suelo permite los
servicios de provision, a la vez que regula las inundaciones. Finalmente, la biodiversidad

esta involucrada en la provision de todos los servicios finales (Fig. 4.2).
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Servicio de soporte Servicio ecosistémico

PROVISION
Ciclado del

agua Produccién de alimentos
Provisién de agua fresca

Produccién de madera y
fibra

Produccién de
plantas

REGULACION

Regulacién del clima

Regulacién de
enfermedades

Regulacién de

inundaciones

Purificacién de agua

Estético

Educacional

Rerrsarinnal

Figura 4.2. Conexion de los servicios ecosistémicos de soporte con los demas servicios
de los ecosistemas.

Los servicios de soporte no son independientes, por el contrario, estan
interrelacionados (Figura 4.3) y eso hace posible que haya relaciones sinérgicas entre
ellos. Asi como la mejora en alguno de los servicios podria beneficiar a todo el resto, lo
contrario también es cierto, perjudicar a uno podria dafiar a todos. Estas relaciones son
dificiles de medir, pero pueden incluirse facilmente en el indice. Es claro que debe haber
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un umbral para cada servicio por debajo del cual el sistema entero no es sustentable por

mas que el resto de los servicios de soporte tengan valores razonables.

Evapotranspiracion,
escorrentia, etc.

Ciclado del
dguad
1 11 10
2 | 9

5
Produccion [P S

de plantas e S

Biomasa, 4 61 7 Diversidad de
productividad, 3 3 animales,
etc. 3 plantas,
microorganis
mos, etc.
C N, BS,
etc.

Figura 4.3. Interconexion entre los servicios de soporte. La relacion entre los servicios
de soporte tiene que ver con 1) el agua disponible para la produccion de plantas, 2) la
absorcién de agua de las plantas y la transpiracion, 3) la calidad del suelo que determina
la productividad de las plantas, 4) la calidad de la broza que determina la materia organica
del suelo, 5) la diversidad de plantas y herbivoros puede cambiar la produccion de
biomasa vegetal, 6) la produccion primaria neta es la fuente de energia para sostener la
biodiversidad 7) la fauna y los microorganismos del suelo pueden aumentar la materia
organica y el contenido de N del suelo, 8) la calidad del suelo condiciona el habitat y los
recursos disponibles para los microorganismos del suelo, 9) el agua disponible determina
la biodiversidad, 10) el agua contenida en la biomasa viva y su liberacién por heces y
muerte , y 11) la erosion del suelo por precipitacion y el lixiviado de nutrientes.

4.1.4. Sistema de contingencias para elegir las funciones del indice de MF

No hay un conjunto pequefio de funciones que sirvan para describir la
funcionalidad de todos los ecosistemas terrestres, por lo que se propone una serie de
criterios claros para la eleccion de cada funcion dentro de cada servicio de soporte. Para
evaluar las funciones a elegir, primero hay que definir los objetivos para los cuales se
quiere medir la multifuncionalidad. No es lo mismo estimar la MF para mejorar la
produccién de forraje de una pradera, que medir la MF de un desierto para evaluar el

impacto de la introduccion del ganado o del cambio climéatico. Cada objetivo tiene una
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sensibilidad diferente y una escala temporal y espacial particular, que es el siguiente punto
a tener en cuenta. Hay funciones que pueden ser mas o menos variables en el tiempo y es
importante considerar el objetivo a la hora de elegirlas. Ademas, el disefio para la toma
de muestras y mediciones necesita ser acorde a la escala. Las funciones entendidas en el
contexto de los indices de multifuncionalidad pueden ser variables de estados o tasas de
diversos procesos ecosistémicos. Los estados pueden representar mejor grandes escalas
espaciales, pero suelen ser poco sensibles a los cambios, mientras que las tasas son mas
variables tanto en el tiempo como en el espacio y sirven mejor para captar cambios a corto
plazo. Asimismo, es fundamental saber qué datos y qué equipamiento hay disponible ya
que lo ideal seria aprovechar las medidas in situ y evitar las estimaciones. La practicidad
del indice depende de que sea facil de medir, por lo que seria conveniente elegir alrededor
de 12 funciones como maximo. Por ultimo, el punto mas importante es conocer el sistema
en el cual se esta trabajando para poder elegir las funciones mas relevantes (Cuadro 4.2).
Ademas, cada funcion ecosistémica puede ser estimada con un indicador en particular,
como puede verse en el Cuadro 4.2 que debe elegirse con los mismos criterios con los
que se eligen las funciones. Un indicador es una metodologia precisa para estimar una

funcion ecosistémica.

En resumen, para elegir las funciones a incluir dentro del indice de MF hay que:
v Definir los objetivos.
v Definir la escala temporal y espacial.
v Adaptarse a los datos y equipamiento disponibles.

v Conocer el sistema de estudio.

Cuadro 4.2. Indicadores posibles de las distintas funciones ecosistémicas incluidas en
los servicios de soporte.

Servicio de soporte Funciones ecosistémicas Indicador
Ciclado del agua Humedad del suelo Humedad gravimétrica o TDR
(agua disponible para los (%)

autotrofos)
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Humedad del suelo a
capacidad de campo
Precipitacion Precipitacion media anual
(mm/afio)
Verdor de la vegetacion NDVI

Produccidn de plantas
(Provision de energia para el
sistema, principalmente por
accion de los autotrofos)

Biomasa verde

Biomasa verde (gr/m?)

Productividad

NDVI

Actividad fotosintética de
costras bioldgicas

Tasa de transporte electrénico
(umol electrones m2 s)

Salud del suelo

(Ciclado de C, N, P y otros
nutrientes limitantes para el
sistema estudiado, asi como
la actividad de la micro y
macrofauna del suelo)

Contenido de materia organica
del suelo

Materia orgénica (kg/ha)

Contenido de carbono en la
materia organica del suelo

C organico (kg/ha)

Relacién C:N en el suelo

C:N

Contenido de N en el suelo

N total (kg/ha), N inorgéanico, N
organico, N en fracciones
MOPy MOAM de la materia
organica

Contenido de P disponible en
el suelo

P Bray (ppm), P disponible

Respiracion de suelo

CO2 (ppm)

Estabilidad del suelo

indice de Estabilidad del suelo
(dispersidn, impacto de gota
de lluvia, tamizado humedo)

Biodiversidad
(Representacion de la
diversidad de plantas,
animales o microorganismos,
o especies indicadores,
ingenieras, claves, etc.)

Diversidad (de especies o
grupos funcionales de plantas,

Riqueza (numero de especies,
grupos funcionales)
indice de Shannon-Weiner

animales, peces,

microorganismos, etc.)

Dominancia indice de Simpson
Equitatividad indice de Pielou
Presencia/cobertura de Porcentaje de cobertura (%)
especie clave, invasora o

indicadora

4.2. Analisis de MF en un pastizal ganadero de la Pampa Deprimida

Los campos ganaderos basados en el pastizal natural en la Regién Pampeana de

la Argentina ofrecen una excelente oportunidad para estudiar la provision de maltiples

servicios de la naturaleza a la poblacién humana. Dichos pastizales pueden producir carne

vacuna a la vez que sostienen una gran biodiversidad de fauna y flora autdctonas que

permiten secuestrar carbono del aire, purificar el agua, e incluso permiten actividades
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recreativas y culturales. Sin embargo, diversos factores del cambio global, como ser el
cambio de uso de la tierra y el uso de fertilizantes, amenazan con alterar la provision de
servicios de estos ecosistemas. Por ello en el experimento factorial descripto en el capitulo
1 en la estancia ganadera “Las Chilcas”, de 3000 ha de extension, ubicada a
aproximadamente 40 km al sur de Pila, Provincia de Buenos Aires, Argentina (Fig. 1.2)
se evaluo el efecto de la adicion de multiples nutrientes y del pastoreo en la
multifuncionalidad (Fig. 1.3). El sitio es representativo de la comunidad mesofitica
himeda de la parte central de la Pampa Deprimida. La productividad primaria neta aérea
promedio es 550 g.m afio™%, con un pico en primavera tardia. El disefio del experimento
fue un factorial completo de fertilizacion y pastoreo combinados (4 tratamientos), en un
total de 6 bloques (Fig. 1.3). Cada bloque tiene una clausura con 2 parcelas de 5 x 5m de
los dos niveles de agregado de nutrientes: Control (sin fertilizar) y agregado de nitrégeno,
fésforo y potasio (NPK). Por otra parte, hay 2 parcelas del mismo tamafio demarcadas
fuera de cada clausura en cada bloque, que fueron pastoreadas (1 vaca/ha, que es el valor
de carga animal representativo de la zona) en primavera y verano. Una de estas parcelas
en pastoreo recibié también el tratamiento de agregado de nutrientes NPK y la otra se
dejo sin fertilizar. La tasa de aplicacion de nutrientes es alta para garantizar su
disponibilidad para las plantas: 10 kg ha™afio™! de cada nutriente. Todos los tratamientos
de fertilizacién incluyen el agregado de micronutrientes al principio del experimento por
unica vez (ver disefio experimental detallado en el Capitulo 1).

Las cuatro condiciones del pastizal generadas experimentalmente se utilizaron
como caso de estudio para evaluar el impacto de la fertilizacion y la introduccién del
pastoreo en la multifuncionalidad del pastizal a través de distintos indices (el indice
basado en el desvio estandar (SD), el indice basado en los maximos (M)) y el indice de
multifuncionalidad (MF) propuesto en este estudio con sus 4 subindices (Figura 4.3). La
comparacion entre indices permitira comprobar si dan resultados consistentes y evaluar
la utilidad del nuevo indice propuesto en este trabajo. También se realiz6 un analisis de
sensibilidad de los indices para determinar los cambios en los valores en funcién de la

cantidad de funciones consideradas. Se redujo un 25% (de 18 a 13 funciones) y un 50%
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(de 18 a 9) de las funciones, seleccionadas al azar, y se analiz6 el efecto de estas

reducciones en los tres indices estudiados.

Funcion Caso Las Chilcas
Ciclado del Agua disponible
para los —» Humedad de Suelo
autdtrofos
. NDVI
Provisién de energia a
Sieslieeie | para el sistema,
de plantas principlemente por —» Biomasa de Broza
accion de los
autotrofos
Cicladode C, N, Py : ) )
Salud del otros nutrientes Emision de éxido nitroso
suelo limitantes, asi como | CN del suelo
la actividad de la Respiracion de Suelo
micro y macrofauna Fijacién Bioldgica de Nitrégeno
del suelo 7
Representacion de la
diversidad de plantas, ‘JRiqueza de plantas

animals o — Festuca (invasora)
microorganismos, o | Cobertura de leguminosas
especies indicadores, B

ingenieras, claves, etc.

Figura 4.4. Servicios intermedios seleccionados para el caso de estudio del pastizal bajo
uso ganadera en la Pampa Deprimida, establecimiento “Las Chilcas”, Pcia de Bs As.

El indice de MF propuesto considera las funciones ecosistémicas que pueden
observarse en la derecha de la Figura 4.4. Las mismas fueron medidas en varios
momentos del afio o durante afios consecutivos (ver capitulo 3 para un detalle
metodol6gico de las mediciones realizadas). Todas las variables fueron estandarizadas
segun el promedio de los 7 valores mas altos medidos en todo el sitio experimental.
Luego, se promediaron las funciones que conformaban cada subindice (produccién de
plantas, ciclado del agua, salud del suelo y biodiversidad). Finalmente, el promedio de
los 4 subindices dio por resultado el indice de MF global.
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4.3. Resultados del caso de estudio: multifuncionalidad del pastizal de la
Pampa Deprimida bajo uso ganadero en escenarios de enriquecimiento con
nutrientes

Primeramente, se constatd que distintos indices (SD, M y MF) dieron distinto
resultado, en general (Cuadro 4.3). De hecho, considerando 18 funciones ecosistémicas
medidas en el sitio de estudio en los cuatro tratamientos, con el método SD se concluye
que el pastizal pastoreado y fertilizado es el que tiene mayor MF, mientras que con el
método M no se observan diferencias entre pastizales, es decir la multifuncionalidad es
independientemente de si estan pastoreados y/o fertilizados (Cuadro 4.3). Los métodos
de umbrales también mostraron diversidad de resultados a distintos umbrales
complejizando la comprension del mensaje del indice (Figura Suplementaria C2). En
cuanto a considerar distinta cantidad de funciones al azar, se puede ver en el caso de
estudio descripto nuevamente la inconsistencia de los indices al disminuir la cantidad de
funciones al 75% (13 funciones) y 50% (9 funciones) cambia no sélo el valor del indice,
sino también las conclusiones que pueden interpretarse de los mismos (Cuadro 4.3). Por
ejemplo, con el indice SD usando 100% de las funciones se ve que el pastizal pastoreado
es el mas multifuncional, sin embargo, cuando se usan el 75% de las funciones no hay
diferencias entre los pastizales, y cuando se considera el 50% se concluye que los
pastizales fertilizados son los mas multifuncionales.

En el Cuadro 4.3 se puede observar que segun el indice MF propuesto en esta
tesis, los lotes con ganado presentan mayor indice de MF, mientras que la fertilizacién
tiene un efecto marginalmente positivo, pero definitivamente no reduce la MF. Esto
significa que excluir las vacas de este sistema reduce significativamente la MF del
pastizal, y al estudiar los subindices podemos entender las causas de esta reduccion. En
cuanto a los componentes de la MF que se ven afectados por los tratamientos, la
fertilizacion aumenta la produccién de biomasa de plantas, mientras que el pastoreo
mejora el ciclado del agua y aumenta la biodiversidad del sistema. El efecto positivo de
la fertilizacion sobre la produccion forrajera es de esperar cuando hay una limitacion al
crecimiento de las plantas por falta de nutrientes. Por otra parte, se observo que en este

pastizal, el pastoreo limita la dominancia de Festuca alta, por lo que el efecto positivo del
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pastoreo en la biodiversidad era esperable (Campana et al. 2022). Sin embargo, el efecto
positivo del pastoreo sobre el ciclado del agua es novedoso. Las dos variables analizadas
para determinar dicho componente del indice fueron la humedad gravimétrica del suelo
y el NDVI. Ambas variables no muestran resultados contundentes cuando son analizadas
por separado (Figura 4.5), pero combinadas muestran mayor disponibilidad de agua para
los autotrofos en los lotes pastoreados. Esto puede deberse al que el pastoreo promueve
el rebrote del pastizal y disminuye la cantidad de biomasa muerta en pie, aprovechando
el agua disponible. De todos modos, la diferencia, si bien es significativa, es muy
pequefia. En conclusion, en cuanto al manejo del pastizal este indice arroja
recomendaciones interesantes: no excluir al ganado, puesto que controla a la especie
invasora que rapidamente se vuelve dominante, Festuca alta, y considerar
cuidadosamente la posibilidad de fertilizar el pastizal bajo uso ganadero para conseguir

mayor produccion de forraje, ya que no disminuye la MF del sistema.

Cuadro 4.3. Resumen de los indices tradicionales (SD basado en el desvio estandar, y M
basado en los maximos, ver calculos en Cuadro 4.1) y el nuevo indice de funcionalidad
propuesto en este trabajo (MF, con los 4 subindices relacionados a los servicios de
soporte: planta, agua, suelo y biodiversidad). Los andlisis con cada indice se realizaron
para el total de 18 funciones y para dos casos de reduccién en un 25 (13 funciones) y 50%
(9 funciones) de las funciones consideradas en el calculo del indice. Las letras diferentes
indican diferencias significativas en el indice para los distintos tratamientos. Se marcé en
rojo los valores méximos y en azul, los minimos, comparando entre los tratamientos.

Valor del indice

. Numero de Clausura Clausura con Pastoreo Pastoreo con
Indice variables control NPK control NPK

SD 18 -0.15(0.04) B | 0.09 (0.05) B | -0.07 (0.04) B | 0.14 (0.04) A

-0.12 (0.010)

SD 13 -0.12 (0.01)A | 0.12 (0.01)A | A 0.11(0.01) A
SD 9 -0.18 (0.02) B | 0.12 (0.04) A | -0.09 (0.03)B | 0.15 (0.03) A
M 18 0.40 (0.01) A | 0.46 (0.01) A | 0.41(0.01)A | 0.47 (0.01) A
M 13 0.42 (0.002) A | 0.47 (0.004) A | 0.41 (0.01) A | 0.47 (0.01) A
M 9 0.33(0.004) B | 0.40 (0.01) A | 0.35(0.01)B | 0.41(0.01) A
MF 10 0.597 (0.01) B | 0.596 (0.02) B | 0.626 (0.01) A | 0.647 (0.01) A
MF planta 0.59 (0.01)B | 0.62 (0.04)A | 0.54(0.02)B | 0.62(0.03)A
MF agua 0.70(0.01) AB | 0.69 (0.02) B | 0.77 (0.01) A | 0.77 (0.01) A
MF suelo 0.59 (0.01)A | 0.63(0.03)A | 0.61(0.02)A | 0.58(0.02) A
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MF biodiv 3 | 0.50(0.03)B | 0.44(0.04)B | 0.59(0.02)A | 0.62(0.03)A |

Humedad del suelo
1

Riqueza de plantas 0.8 NDVI

Cobertura de festuca Biomasa de broza

Clasura sin
fertilizar

Cobertura de e (C|ausura

Emisién de N20

leguminosas fertilizado
Pastoreo sin
fertilizar

Fijacion Bioldgica de N C:N del suelo e P35tOre0
fertilizado

Respiracion de suelo

Figura 4.5. Gréafico de tela de arafia representando las funciones ecosistémicas
consideradas en el nuevo indice de multifuncionalidad propuesto (MF). Los valores de
todas las variables fueron estandarizados.

4.5. Discusion y Conclusiones

La multifuncionalidad de los ecosistemas no es féacil de medir ya que varia
ampliamente entre sistemas y a lo largo del tiempo. Esta complejidad no puede ser
reflejada por un set de variables prefijadas que pueda aplicarse a todos los ecosistemas
terrestres. Por esta razon el indice propuesto en este trabajo es un sistema para la eleccion
de las mejores funciones para representar la multifuncionalidad y poder evaluar el
impacto de disturbios segln su escala temporal y espacial. Esta definicion del indice en
funcién de su aplicacién lo hace mas apropiado como herramienta de manejo, en contraste
con la idea de que “mas es mejor” y que tienta a los investigadores a juntar en un so6lo
numero la mayor cantidad posible de informacion de un sistema. En el caso de estudio,
se pudo demostrar que los indices tradicionales tienen un fuerte sesgo debido a la eleccion
de funciones en identidad y cantidad, ademas de las diferencias debidas a la forma de

calculo. Sin embargo, el mayor problema de los indices de multifuncionalidad
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tradicionales es la dificultad para interpretar los valores que arrojan ya que son en si
mismos poco informativos. Por el contrario, el indice propuesto en este estudio, al estar
desglosado en 4 subindices, permite visualizar facilmente qué area esta pesando dentro
del indice general para que aumente o disminuya la multifuncionalidad del ecosistema,

de tal forma que sea mas facil evaluar una medida de manejo del ecosistema.

La mayor dificultad que presentd el desarrollo del nuevo indice fue la
imposibilidad de verificar si el resultado es el correcto porque los otros indices no son
comparables y dieron resultados muy dispares. En el camino hacia generar un mejor
indicador, en general, las versiones viejas y las nuevas tienden a apuntar a un mismo
resultado mejorando la sensibilidad, la facilidad de calculo o algun atributo secundario.
Ademas, suele existir un valor real o un método de simulacion con el cual evaluar la
certeza de la estimacion del nuevo indice. Tomando por ejemplo el caso del indice de
vegetacion NDVI, éste se desarroll6 rapidamente y hoy esta ampliamente adoptado en el
mundo. Lamentablemente, con la multifuncionalidad no pasa lo mismo, aun no existe
ningun contraste que nos permita evaluar si el indice sobre o subestima el valor real de la
multifuncionalidad de los ecosistemas. Aun asi, este trabajo hace un valioso aporte en
cuanto a definir qué son las funciones ecosistémicas, la importancia de los servicios
intermedios, y en definir cuatro areas de multifuncionalidad que no pueden faltar si uno
quiere representar un sistema holisticamente. Esto se puede ver muy claramente en el
caso de estudio de Las Chilcas donde si uno se concentra, por ejemplo, en las
comunidades de plantas en la estacion de crecimiento, habria mucha evidencia para decir
que los cambios en la biomasa de plantas y en la composicidn de estas debido al pastoreo
y la fertilizacidn deberian impactar en el funcionamiento de todo el sistema. Sin embargo,
cuando se examino el funcionamiento del suelo y el ciclado del agua, el impacto no

resulté evidente (Figura 4.5).

Otro problema del indice, y de cualquier indice en general, es determinar qué
magnitud de cambio en este implica un impacto biologico en el sistema, es decir,
determinar su sensibilidad. En este sentido, las diferencias que se pudieron observar en el

caso de estudio fueron pequefias, pero significativas. Es importante tener en cuenta que



114

la evaluacion es a largo plazo, por lo que cualquier cambio por més chico que sea esta
impactando el sistema por mucho tiempo. La escala temporal y espacial pueden ayudar a
interpretar mejor la importancia bioldgica de los cambios en la multifuncionalidad.
Asimismo, los objetivos de manejo que motivaron al uso del indice también pueden sentar
las bases tedricas para la toma de decisiones en base a indices. Esta realidad es comun a
cualquier indice, ya que las decisiones, aun basadas en informacion, requieren del sesgo

juicioso de los tomadores de decisiones.

En conclusion, este trabajo aporta una perspectiva valiosa para el desarrollo de
nuevos indices de MF maés aplicados y propone un indice funcional que es, como todos,
perfectible. Entre sus cualidades destacables esta la facilidad de célculo, su versatilidad y
su practicidad para responder a objetivos precisos. Por otra parte, sus debilidades radican
en la imposibilidad de determinar su eficacia y eficiencia para estimar el valor real de la
MF, y la necesidad de tener mucha informacién y experiencia en el area estudiada para

poder elegir correctamente las funciones ecosistémicas a considerar.
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5.1. Introduccion

Esta Tesis representa un avance en el conocimiento de las comunidades microbianas
de suelo y su funcionamiento en los pastizales de la Pampa Deprimida, y el cambio en las
comunidades frente a los dos aspectos del manejo de pastizales con impacto global: el
enriquecimiento con nutrientes y la introduccion de ganado bovino. Las comunidades
microbianas de pastizales ganaderos se habian descripto en otros estudios, pero no en los
pastizales de la Pampa Deprimida, que tienen la particularidad de tener un régimen de
inundacion. Ademas, este estudio incluyé un novedoso experimento factorial con el
agregado de nutrientes y exclusiones al pastoreo que permitio analizar los efectos de la
produccién ganadera en las comunidades del suelo ante escenarios de enriquecimiento de
nutrientes como los esperados con el cambio global. Los procesos de suelo mediados por
microorganismos y el andlisis holistico del funcionamiento de pastizales ganaderos
estaban comprendidos de manera incompleta, y los principales vacios de conocimiento

fueron abordados en esta Tesis.

En este capitulo, se enumeran los principales resultados obtenidos en este trabajo de
Tesis y se analiza el significado y las implicancias de estos resultados en el marco del
estado actual del conocimiento y de las problematicas planteadas en el capitulo
introductorio. Ademas, se analiza el ciclo completo del N en los pastizales estudiados,
introduciendo los datos aportados por esta Tesis y presentados en los capitulos anteriores,
lo que demuestra la relevancia aplicada de este estudio.

5.2. Principales resultados obtenidos en esta Tesis

Los pastizales de la Pampa Deprimida han sido estudiados en detalle y la
relevancia del uso productivo fue descripta y analizada en trabajos anteriores (Chaneton
et al. 1996, 2002, Campana et al. 2022). Sin embargo, hasta el presente no se habia
descripto la composicién y funcion de las comunidades del suelo ni su sensibilidad ante
cambios ambientales inducidos por el uso ganadero y los nutrientes. En cuanto a la
comunidad de microorganismos del suelo, en los pastizales de la Pampa Deprimida, uno

de los aportes novedosos de esta Tesis fue describir la diversidad especifica mediante
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métodos de secuenciacién masiva de ADN de suelo tanto de hongos como de bacterias
(Capitulo 2). Gracias a esta descripcion, se pudo determinar que el agregado de nutrientes
altera significativamente la composicion de bacterias y hongos, mientras que el pastoreo
solo genera cambios marginales en la composicion de hongos. Estos cambios en la
composicion microbiana estuvieron asociados a cambios sustanciales en la abundancia
relativa de algunos taxones poco abundantes, por lo que no incidieron en la diversidad de
las comunidades. Curiosamente, no se encontr0 relacion entre los cambios en las
comunidades microbianas de suelo descriptas en esta Tesis con los efectos en las
comunidades de plantas informados en otros trabajos. Esta diferencia en la respuesta de
ambas comunidades posiblemente sea porque las comunidades de plantas se vieron
alteradas en mayor medida frente a la fertilizacion y sobre todo al pastoreo que las de
microorganismos del suelo. En sintesis, en este trabajo se encontré que cuatro afios de
fertilizacion y trece afios de exclusion del pastoreo modificaron levemente las
comunidades microbianas del suelo, en contraste con los cambios contundentes que

provocaron estos manejos en las comunidades de plantas.

Por otra parte, en cuanto a los procesos de suelo mediados por los
microorganismos, se vio que la adicion de nutrientes aumentd temporalmente las
emisiones de N2O del pastizal, pero sorprendentemente, la exclusion del ganado no
disminuy0 las emisiones de N2O ni la fijacion bioldgica de N, después de 13 afios de
exclusion del pastoreo (Capitulo 3). De hecho, la fijacion de N aumentd en un contexto
enriquecido en nutrientes en la condicién pastoreada del pastizal, contrariamente a lo
esperado. Los efectos de estos manejos no se vieron reflejados en la mineralizacion neta
de N ni lo capturado en la biomasa microbiana o el suelo. Sin embargo, la tasa de
respiracion de suelo, que cuando es medida en condiciones potenciales describe en rasgos
muy generales la actividad microbiana, se vio incrementada por la fertilizacion tanto en
la condicion pastoreada como en la clausura. Esta visién parcial del ciclado del N en el
pastizal que se desarrollé en el capitulo 3 va a ser complementada con una vision holistica
que se desarrolla en este capitulo de discusion general (ver més abajo la seccion
Relevancia Aplicada).

Escalando a una visién ain mas abarcativa de todo el ecosistema, se evalud la
multifuncionalidad del pastizal con un nuevo indice propuesto en esta Tesis (Capitulo 4).

La multifuncionalidad de los ecosistemas no es facil de medir ya que varia ampliamente
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entre sistemas y a lo largo del tiempo. Esta complejidad no puede ser reflejada por un set
de variables prefijadas que pueda aplicarse a todos los ecosistemas terrestres. Por esta
razon, el indice propuesto en este trabajo deriva de la eleccion de las mejores funciones
para representar la multifuncionalidad y poder evaluar el impacto de disturbios segun la
escala temporal y espacial afectada. EI nuevo indice apunta a mejorar la practicidad y la
interpretacion, ya que, al estar desglosado en 4 subindices, permite visualizar facilmente
qué area esta pesando dentro del indice general para que aumente o disminuya la
multifuncionalidad del ecosistema, de tal forma que sea mas facil evaluar una medida de
manejo del ecosistema. Con el nuevo indice, se pudo constatar que, en los pastizales
estudiados, los lotes con ganado son los que tienen mayor multifuncionalidad. Esto
significa que excluir las vacas de este pastizal reduce significativamente su
multifuncionalidad, y al estudiar los subindices se pueden entender las causas de esta
reduccion. En cuanto a los componentes de la multifuncionalidad que se ven afectados
por los tratamientos, la fertilizacion aumentd la produccion de biomasa de plantas,
mientras que el pastoreo mejord el ciclado del agua y aumentd la biodiversidad del
sistema. El efecto positivo de la fertilizacion sobre la produccidn forrajera es de esperar
cuando hay una limitacién al crecimiento de las plantas por falta de nutrientes. Por otra
parte, se observo que, en este pastizal, el pastoreo limita la dominancia de Festuca alta,
una especie exotica invasora, por lo que el efecto positivo del pastoreo en la biodiversidad
era esperable (Campana et al. 2022). Sin embargo, el efecto positivo del pastoreo sobre
el ciclado del agua es novedoso. Esto puede deberse a la promocién del rebrote del
pastizal en respuesta al pastoreo, y la disminucién de la cantidad de biomasa muerta en
pie, aprovechando el agua disponible. En conclusion, en cuanto al manejo del pastizal, el
nuevo indice de multifuncionalidad propuesto arroja recomendaciones interesantes: no
excluir al ganado, puesto que controla a la especie invasora que rapidamente se vuelve
dominante, Festuca alta, y considerar cuidadosamente la posibilidad de fertilizar el
pastizal bajo uso ganadero para conseguir mayor produccion de forraje, ya que no
disminuye la multifuncionalidad del sistema. Sin embargo, hay que destacar que esta
practica puede llevar a la dominancia del pastizal y la pérdida de diversidad vegetal
(Campanay Yahdjian 2021).
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5.3. Significado e implicancias de estos resultados
5.3.1. Relevancia aplicada

Presentacion y resultados del nuevo presupuesto de nitrégeno

Hay muy pocos ejemplos de ciclos completos que describan la dinamica del
nitrégeno en pastizales, por lo que se considerd relevante integrar los resultados de esta
Tesis y completarlos con informacidn bibliogréfica del ciclo de N en los pastizales de la
Pampa Deprimida. Chaneton y colaboradores (1996) estimaron la mayoria de los flujos y
reservorios de N en los pastizales de la Pampa Deprimida evaluando los cambios con el
pastoreo, por lo que se tomo dicho estudio como referencia. En esta seccion, se presenta
el ciclo del nitrégeno a escala del ecosistema y se analizan los procesos microbianos
claves involucrados en las entradas y salidas de N en respuesta a la exclusion de
herbivoros y la adicion de nutrientes en los pastizales de la Pampa Deprimida Argentina.
Para realizarlo, se evaluaron los principales reservorios y flujos de N y su respuesta a la
exclusion del pastoreo y la fertilizacién mediante la compilacion de datos originales y
datos publicados, como se especifica en el Cuadro 5.1. La comparacion entre las parcelas
pastoreadas o clausuradas (sin fertilizacion) o entre las parcelas fertilizadas y no
fertilizadas bajo pastoreo, se evalué a través de ANOVA o Kruskal Wallis (no

paramétrico) dependiendo de la normalidad de la variable.
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Figura 5.1. Ciclo del nitr6geno en un pastizal nativo pastoreado en la Pampa Deprimida
sin fertilizacion (primer nimero) y en el escenario con fertilizacion (numeros entre
paréntesis). Las reservas de nitrgeno estan representadas por recuadros (gN m?) y las
flechas muestran los flujos de nitrogeno (gN m d) en la época de maxima productividad
de las plantas (diciembre-abril, 150 dias). Los asteriscos indican flujos o reservorios que
cambiaron significativamente con la fertilizacion (p < 0.05). Las estimaciones de Fijacion
de N provienen de la fijacion de bacterias de vida libre. En el Cuadro 5.1 se detallan las
fuentes de datos y los calculos realizados.
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Figura 5.2. Ciclo del nitr6geno en un pastizal en la Pampa Deprimida excluyendo el
ganado (primer nimero) y con ganado (nimeros entre paréntesis), sin fertilizacion en
ambos casos. Los reservorios de nitrégeno estan representadas por recuadros (gN m2) y
las flechas muestran los flujos de nitrogeno (g N m d1) durante la época de méaxima
productividad de las plantas (diciembre-abril, 150 dias), excepto la carga de ganado y la
exportacién que son anuales. Los asteriscos indican flujos o reservorios que cambiaron
significativamente con la exclusion del ganado (p< 0.05). Las estimaciones de Fijacion
de N provienen de la fijacion de bacterias de vida libre. En el Cuadro 5.1 se detallan las
fuentes de datos y los calculos realizados.

En las Figuras 5.1y 5.2 se puede observar el ciclo completo de N de los pastizales
pastoreados de la Pampa Deprimida en dos escenarios distintos: pastoreo con y sin
fertilizacion (Figura 5.1) y con y sin exclusién al pastoreo (sin fertilizacion, Figura 5.2).
A continuacidn, se describira lo observado en la situacion del pastizal en su estado natural,
con pastoreo y sin fertilizacion. En cuanto a los reservorios de N, se observé que la mayor
cantidad de N en el sistema se almacend en el suelo como materia organica, mientras que
el N en la solucion del suelo fue 6 o6rdenes de magnitud menor (Fig. 5.1, y Cuadro 5.1).
El N organico del suelo fue almacenado en las dos fracciones en cantidades muy distintas,
88% como N-MOAM y 12%, como N-MOP. El siguiente reservorio mas grande de N se
encontrd en la biomasa vegetal, con un 46% mas N debajo del suelo que sobre el suelo

(Fig. 5.1 y Cuadro 5.1). Los microorganismos, el ganado y el suelo fueron reservorios
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relativamente pequefios de N, a pesar de su importante papel en el ciclado de este
elemento. En cuanto a los flujos de N, los aportes de N al sistema fueron bajos y se
limitaron a dos procesos: la fijacion bioldgica por microorganismos de vida libre en el
suelo y la deposicion atmosfeérica. La deposicion atmosférica de N resultd ser 4 6rdenes
de magnitud menor que la fijacién bioldgica de N (Fig. 5.1 y Cuadro 5.1). Las principales
salidas de N en este sistema fueron la emision de Oxido nitroso (desnitrificacion y
nitrificacion) y volatilizacion, y por exportacion de ganado (se estimé una exportacion de
83 kg carne por hectarea por afio, (Recavarren et al. 2021)). Las pérdidas por
volatilizacién fueron superiores a las pérdidas por emision de Oxido nitrosos, pero

comparables a la entrada de N por fijacion bioldgica (Fig. 5.1).

La adicion de nutrientes (fertilizacion con NPK) produjo algunos cambios en la
dindmica del N en el pastizal. Como se observa en la Figura 5.1, hubo un aumento en el
consumo de biomasa vegetal por el ganado y el contenido de N de las plantas debido a la
fertilizacion, por lo que no hubo efecto en la cantidad neta de N en la biomasa de las
plantas. La adicion de nutrientes también indujo una ligera disminucién de N en la
biomasa microbiana, pero no produjo cambios en el N del suelo ni en la mineralizacion
neta de N (Fig. 5.1). La rizodeposicion aumentd debido a la mayor abundancia de
leguminosas, pero estos datos se estimaron a partir de la bibliografia y no se pudieron

probar estadisticamente.

Por su parte, la exclusion del ganado también produjo cambios en el ciclo de N
(Figuras 5.2). En ausencia de pastoreo se incrementaron significativamente los
reservorios de N en la biomasa y la broza de las plantas, pero el N organico e inorganico
del suelo no cambid. No se encontraron cambios en el nitrégeno subterraneo, el N de la
rizodeposicion o la mineralizacion neta de N, pero la exclusion del ganado disminuyo el
N en la biomasa microbiana (Figura 5.2). La fijacién de nitrégeno y la emision de 6xido
nitroso no se vieron alteradas por la exclusion del ganado como se mostré en detalle en

el capitulo 3.

Discusion y conclusiones del nuevo presupuesto de Nitrogeno
En cuanto a las expectativas antes de comenzar este estudio, la adicion de nutrientes
aumento las emisiones de N2O, ya que habia mas sustrato para la desnitrificacion, que

provoca emision de 0xido nitroso. Sin embargo, este aumento solo durd unos dias después
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de la aplicacion del fertilizante. Contrariamente a lo esperado, la fijacién de N aumento
en lugar de disminuir en el contexto enriquecido en nutrientes, lo que solo fue
significativo en el pastizal pastoreado. Considerando todo el ciclo del N, el efecto de
aumentar las entradas en el sistema fue muy bajo y se limité a dos procesos: la fijacion
bioldgica por microorganismos de vida libre en el suelo y la deposicion atmosférica. En
cuanto a la fijacion simbidtica de N, no se contd con estimaciones del proceso, pero se
dedujo, a partir de la abundancia de leguminosas, que fue muy baja con la exclusion del
ganado, y la abundancia aument6 con la presencia de pastoreo doméstico. Las principales
salidas de N en el sistema estudiado fueron muy estables incluso cuando hubo
fertilizacion. Se encontraron solo ligeros cambios en la emision de 6xido nitroso y la
volatilizacién de amonio (estimada a partir de bibliografia). La lixiviacion de N se
consider6 nula debido al suelo arcilloso del sitio. Las pérdidas por volatilizacién fueron
superiores a las pérdidas por emisién de 6xido nitroso, pero comparables a las entradas
de N por fijacion bioldgica. En conclusion, la dinamica del N cambio de formas sutiles
que sélo podian entenderse correctamente analizando todo el ciclo del N como se hizo en

este trabajo.

La exclusion del ganado indujo cambios importantes en el N en la biomasa vegetal.
El aumento de N en la biomasa verde y la broza fueron significativos y estuvieron
mediados por el aumento de la biomasa vegetal (Figuras 5.2). EI contenido de N en las
hojas fue sélo ligeramente superior con exclusion del ganado, pasé de 1.42 a 1.52%. Se
esperaba que la remocion de ganado tuviera un efecto positivo en el contenido de N de
las plantas, debido a un aumento en la abundancia de leguminosas, pero este efecto no
fue evidente debido al predominio de Festuca alta en las clausuras, donde domina la
comunidad vegetal. Sin embargo, el N del suelo permaneci6 sin cambios (Figuras 5.2).
En otros sitios de estudio de la red The Nutrient Network también se encontr6 que la
exclusion de herbivoros no tuvo impacto en las reservas de N del suelo en pastizales no
fertilizados (Sitters et al. 2020). Sin embargo, se encontrd una disminucion general del N
cuando se excluy6 el ganado en condiciones de fertilizacion probablemente por el mayor
consumo (Campana and Yahdjian 2021). En el presente estudio, no se encontraron
cambios en el N en la materia organica del suelo, pero el N en la biomasa microbiana
aumento levemente. Esta recuperacién del N en la biomasa microbiana se ha encontrado

también en pastizales restaurados que habian sido expuestos a sobrepastoreo en Mongolia
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(Wu et al. 2014). El contenido de amonio aument6 con la exclusion del ganado, pero no
la mineralizacion, lo que podria significar que este reservorio crecié debido a la reduccion
de la produccion (Figuras 5.2). De hecho, en las clausuras las pérdidas por emision de
oxido nitroso tendieron a reducirse en un 14% lo que podria estar relacionado con la
ausencia de orina (Luo et al. 2008). La volatilizacion de amonio también tendi6 a
reducirse en las clausuras (35%), mientras que los aportes de N por fijacion de N tuvieron
una tendencia a reducirse en un 14%. Como consecuencia, los cambios en las entradas y
salidas del sistema se compensaron y, por lo tanto, el N en el ecosistema no cambid, se

reubicé en la biomasa vegetal, el amonio en el suelo y la biomasa microbiana.

La adicion de nutrientes en los pastizales de pastoreo de la Pampa Deprimida
aumento sélo temporalmente las salidas de N del sistema, por lo que incrementd el N en
el sistema (tendencia). De hecho, las emisiones de 6xido nitroso no cambiaron debido a
la fertilizacion en las parcelas pastoreadas. Este resultado difiere al considerar las
clausuras, probablemente debido a los efectos contrapuestos que se esperaba encontrar
entre la exclusion del pastoreo y la fertilizacion. Por otro lado, la fijacion biologica de N
tampoco cambid. El N tendi6 a almacenarse en la biomasa vegetal aérea y en la broza,
como se esperaba, porque las plantas en estos pastizales tienen limitaciones de N y P
(Rodriguez et al. 2007; Semmartin et al. 2007). Sin embargo, no se encontrdé un aumento
en el N en la materia organica del suelo, pero si aumentd la tendencia a acumular el N en
forma inorgénica en el suelo mientras que, sorprendentemente, el N en la biomasa
microbiana disminuy6. Se esperaba que los microbios del suelo tuvieran limitaciones de
nutrientes como las plantas, pero parece que la adicion de N podria ser responsable de
una disminucion en la biomasa microbiana y un aumento en la respiracion del suelo
cuando los microbios tienen limitaciones de C (Treseder 2008). En sintesis, el ciclo del
nitrdgeno parece verse alterado por la adicion de nutrientes en los pastizales bajo uso
ganadero, pero su complejidad amortigué los efectos, por lo que este enfoque holistico

del sistema es la Unica forma de percibir los cambios.

En conclusion, en esta seccion de la tesis se presentd un ciclo de N actualizado y
completo para pastizales en la Regién Pampeana Deprimida. En general, los flujos y
reservorios de N estan en el mismo rango que el estimado por Chaneton y colaboradores
(1996). Sin embargo, en este trabajo se incluyeron mas detalles del ciclo del N al agregar

el fraccionamiento de la materia organica del suelo y la biomasa microbiana, entre otros.
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La principal diferencia que se encontré respecto de los valores informados en el estudio
anterior fue el aumento de la deposicion atmosférica de N, probablemente debido a la
contaminacion atmosférica y al uso de fertilizantes en la zona. Ademas, en este trabajo se
estimaron los cambios en el ciclo del N cuando se fertilizan los pastizales pastoreados, lo

que no se habia descripto antes.

Cuadro 5.1. Seleccion de datos y especificaciones de calculos realizados para obtener el
presupuesto del ciclo de nitrégeno completo en los pastizales de la Pampa Deprimida bajo
uso pastoreo y clausuras en escenarios de aumento de nutrientes, presentado en las figuras
5.1 y 5.2 respectivamente. En negrita se muestran los procesos o atributos que se
modificaron significativamente (P<0,05) con la exclusion del pastoreo o la fertilizacion.
NA: no aplicable.

Variable Fechas de Tipo de estimacion Valor de p del Valor p del efecto
medicion efecto de la de la adicién de
exclusion del nutrientes (con
pastoreo (sin pastoreo)
fertilizar)
Emision de N- 11/2016, Medicidn de 0.36 0.56
N,O 12/2016, campo
02/2017y
03/2017
N-FBN 11/2016, Medicidn de 0.54 0.59
12/2016, campo
02/2017,
03/2017 y
04/2017
N-NO3 del 11/2016, Medicidn de 0.11 0.68
suelo 12/2016, campo (0-10cmde

02/2017, profundidad en el
03/2017y suelo)

04/2017
N-NH4 del 11/2016, Medicion de 0.50 0.76
suelo 12/2016, campo (0-10cmde

02/2017, profundidad en el
03/2017y suelo)

04/2017
N- MOP 2016 Medicién de 0.78 0.12
campo (0-10cm de
profundidad)
N- MOAM 2016 Medicion de 0.50 0,92
campo (0-10cm de
profundidad)
N-BM 2016y 2017 Medicidn de 0.002 0.003

campo (0-10 cm de
profundidad en el
suelo)




126

N- 20/3 - Medicion de 0.42 0.16
Mineralizacién 1/5/2015 campo
N-Biomasa 12/03/2016 Estimado 0.31 0.52
adical utilizando datos de
campo. Se asumio
contenido de 1.1%
N (Pinto en
prensa).
N- Biomasa Marzo 2017y Estimado 0.03 0.93
verde 2016 utilizando datos de
campo. A partir de
la biomasa verde
medida se estimo
el contenido de
nitrégeno de la
misma (Campana
and Yahdjian
2021).
N-Biomasa Marzo 2017y Estimado 0.70 0.40
muerta en pie 2016 utilizando datos de
campo. Se asumio
0.83% N en hojas
senescentes
(Oyarzabal et al.,
2008).
N-Broza Marzo 2017y Estimado 0.002 0.02
2016 utilizando datos de
campo. Se asumio
0.83% N en hojas
senescentes
(Oyarzabal et al.
2008).
N-Consumido 2017 Estimado NA 0.003
utilizando datos de
campo con jaulas.
También se midié
el %N en la
biomasa aérea
(Campana and
Yahdjian 2021)
N-ganado 2017 Estimado de NA NA
bibliografia. Se
considero la carga
animal (0,52
EV/ha) v  2,4%
contenido de N
(Animal Research
Council).
N-Deposicion 2007-2012 Estimado de NA NA
bibliografia

(Carnelos 2019).
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N-Absorcion de 1600-1970 Estimado de valor estimativo valor estimativo
plantas bibliografia

(Pifeiro 2006).
N- 2016 Estimado valor estimativo valor estimativo
Rizodeposicion utilizando datos de

campo. Se

consideré

rizodeposicion de

raigras (Hggh-

Jensen and

Schjoerring 2001)

y abundancia de

leguminosas

medida.
N-Broza 2017 Estimado con 0.01 0.09
producida datos de campo

como la diferencia

entre muerto en

pie y broza.
N-volatilizacién 2003 Estimado de valor estimativo valor estimativo

bibliografia

(Pifeiro 2006). No

se pudo estimar el

efecto de la

fertilizacion.
N-Exportacion 2009-2019 Estimado de NA NA
de carne bibliografia

(Recavarren et al.

2021) . 2,4%

contenido de N

(Animal Research

Council).

5.4. Perspectivas futuras

Este trabajo de tesis profundizo en el estudio de los microorganismos del suelo y

las funciones asociadas, y sus cambios ante dos factores de cambio global, la intensidad

de uso productivo y el enriquecimiento de nutrientes. De estas comunidades y sus factores

de control habia escasa informacion en los pastizales de la region de la Pampa Deprimida

y este trabajo viene a llenar en parte ese vacio. Sin embargo, hay areas del conocimiento

que no se han podido abarcar en esta Tesis por cuestiones de tiempo, pero que seria muy

interesante encarar en futuros trabajos. En ese sentido, se considerara en los parrafos

siguientes tres areas que se identifican como prioritarias para la profundizacion de este

estudio.
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5.4.1. Profundizar el conocimiento de las comunidades microbianas del suelo que

permita vincular la identidad de los microorganismos con su funcién

Actualmente, estudiar la composicion de las comunidades microbianas no permite
saber sobre su rol en el ecosistema, porque todavia no hay una articulacion entre la
composicion de microorganismos del suelo y su funcion. Las bases de datos sobre genes
microbianos tienen poca informacion sobre microrganismos del suelo, la informacion
gendmica que existe sobre ellos es muy escasa, y la mayoria no ha sido cultivado in vitro.
Por estas razones, todavia se desconocen los atributos ecoldgicos de la mayoria de los
microorganismos del suelo, tales como sus preferencias ambientales y sus capacidades
metabolicas. Sin embargo, la correlacion encontrada entre la composicién microbiana,
factores ambientales y procesos ecosistémicos ofrece algunas pistas sobre esos atributos
ecoldgicos que valdria la pena profundizar. Sobre todo, para los grupos identificados que
responden a la fertilizacion y al pastoreo. Ademas, el estudio de las comunidades por
secuenciacion del ADN se complementaria muy bien con la secuenciacion de ARN, que
indica la expresion de los genes que estan activos en el suelo. Los estudios recientes de
secuenciacion de ADN y ARN total del suelo de forma simultanea son prometedores para
poder aproximarse al interrogante de la conexién entre identidad y funcion de los
microorganismos del suelo (Carvalhais et al. 2012, Overy et al. 2021). Un estudio de
ARN (metatranscriptomica) para determinar genes funcionales en los suelos de los
pastizales pampeanos aportaria mucha informacion para comprender los procesos que los
microorganismos median en estos suelos.

Otro aspecto interesante seria poder cuantificar el aporte de los microorganismos
fijadores de N fotosintéticos, mayoritariamente las cianobacterias, contra las heterétrofas.
Para ello, seria factible utilizar el método del acetileno sobre muestras de suelo incubadas
y con y sin luz, y obtener la cantidad fijada por las bacterias fotosintéticas por diferencia.

5.4.2. Completar el presupuesto del C con énfasis en la emisién de metano

En los pastizales pastoreados siempre hay otra preocupacién relacionada con los
gases de efecto invernadero que incluye fuertemente al metano. Este gas puede ser
emitido en el suelo por microorganismos metanogénicos anaerobios que habitan la parte

subsuperficial del suelo, pero parte de ese metano es reabsorbido por microorganismos
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metanotroficos aerobios de las capas mas superficiales del suelo. En consecuencia, el
flujo de carbono de metano puede ser positivo 0 negativo, dependiendo del balance entre
emisién y absorcion. Ya ha sido estudiada la emisién producida por campos agricolas y
por el rumen del ganado vacuno, pero no se ha constatado si los suelos pastoreados
reciben algun tipo de carga bacteriana de metanogénicos del bosteo de los animales o si
el pisoteo de los animales promueve la emision de metano por generar mas sitios
anaerobios. En general, la aplicacion de fertilizante nitrogenado y a base de sulfatos
desfavorecen a los organismos metanogénicos al haber otros aceptores de electrones
distintos al CO2, reduciendo la emision de metano (Le Mer and Roger 2001). Sin
embargo, no se tiene informacion de como es la emision de metano en pastizales
pastoreados que se fertilizan. El estudio del metano en los pastizales estudiados en esta
Tesis y con el disefio experimental utilizado, podria ayudar a dilucidar mejor cémo
funciona el ciclado de C en estos suelos y evaluar herramientas y manejos para reducir

las emisiones de metano.

5.4.3. Desarrollar el aspecto social del indice de multifuncionalidad para su adopcion

como herramienta de manejo de ecosistemas

Los indices de multifuncionalidad como los desarrollados en el capitulo 4 de esta
Tesis no son adoptados actualmente como herramientas de manejo, Sino que permanecen
en el ambito académico, a pesar de su potencial aplicacion. Algunas razones por las que
estos indices no se implementan son que 1) no estan directamente relacionados a los
servicios que son objetivo del manejo; 2) no son faciles de interpretar; 3) no son faciles
de medir; 4) no esta estandarizado el método de célculo; y 5) el desarrollo de los indices,
divulgado en publicaciones cientificas, no es accesible para los tomadores de decisiones.
Los puntos 1, 2, 3y 4 han sido desarrollados ampliamente en el capitulo 4 de esta Tesis,
proponiendo algunas soluciones. Pero persiste el problema de la accesibilidad al indice
cuando la informacién solo se transmite mediante publicaciones cientificas. Este hecho
implica que la informacion sélo se divulga ente una comunidad cientifica de un tema
determinado y aunque llegue a los tomadores de decisiones, esta en un formato y lenguaje

poco amigable que hace que la adopcion sea dificultosa. Lo ideal seria desarrollar y
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adaptar junto con los tomadores de decisiones el indice que cumpla con sus necesidades
y expectativas.

Un indice de multifuncionalidad que pueda ser utilizado como herramienta de manejo

deberia tener las siguientes caracteristicas:

e Ser til (¢que informacidn necesita el tomador de decisiones?)
e Préactico (facil de medir y calcular, pocas variables y precisas)
e Fé&cil de interpretar (lenguaje adecuado)

e Ser de facil acceso.

Un proximo paso para que el indice propuesto por esta Tesis tenga un alcance
social seria co-desarrollar con tomadores de decisiones sobre el uso de la tierra, como
pueden ser distintos productores, ingenieros agronomos, o asociaciones de los mismos,
una aplicacién para celular que les permita calcular el indice y, a su vez, obtener
informacion Gtil para el manejo de los agroecosistemas. Esta aplicacion tendria la gran
ventaja de poder ser usada a campo, donde se presentan los problemas, estar ampliamente
difundida y ser muy amigable para permitir la adopcion por parte de personas con distinto

grado de formacion.
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APENDICE A- CAPITULO 2

Cuadro Al. Lista de los 20 principales generos de bacterias. En color rojo se marca los
que mostraron diferencias significativas, y su valor de p para el tratamiento fertilizacion
figura en la ultima columna.

Los 20 mas abundantes géneros de O0_PAST NPK_ P NPK C p para

bacterias AST LAU fertilizacio
)

d__Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Ver 2049 1859 1852 1615
rucomicrobiae;o___Pedosphaerales;f__Ped
osphaeraceae;g__uncultured

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Ther 1480 878 1523 1523
moleophilia;o__Gaiellales;f__uncultured;g

__uncultured

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacill;o_ B 1174 927 735 1860
acillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gamm 1283 1281 1204 757 0.045

aproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Su

tterellaceae;g__Sutterella

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphap 1044 957 921 1221
roteobacteria;o__Rhizobiales;f__Xanthoba

cteraceae;g__uncultured

d__Bacteria;p__Chloroflexi;c__KD4- 844 693 1380 1016 0.041
96;0__KD4-96;f KD4-96;g_ KD4-96

d__Bacteria;p__Firmicutes;__;__; ; 1146 1210 783 784 0.0041
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;__;_ ;_; 1021 601 991 978
d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Acido 674 615 769 626

bacteriae;o__Acidobacteriales;f__uncultur

ed;g__uncultured

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroid 595 521 617 609
ia;o__Chitinophagales;f__Chitinophagacea

e;g__Flavisolibacter

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphap 558 677 429 519
roteobacteria;__;_ ;
d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Acido 505 526 500 492

bacteriae;o__Acidobacteriales;f__Acidoba

cteriaceae_(Subgroup_1);__

d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Acido 547 610 460 391 0.048
bacteriae;o__Solibacterales;f__Solibactera

ceae;g__Candidatus_Solibacter

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planc 572 705 358 309 <0.0001
tomycetes;o__Gemmatales;f__Gemmatac

eae;g__uncultured

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Planc 509 531 435 458
tomycetes;o__Pirellulales;f__Pirellulaceae

;8__Blastopirellula

d__Bacteria;p__Planctomycetota;c__Phyci 472 526 543 329
sphaerae;o__Tepidisphaerales;f __WD2101

_soil_group;g__WD2101_soil_group
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d__Bacteria;p__Gemmatimonadota;c__Ge 441 522 394 358

mmatimonadetes;o__Gemmatimonadales
;f__Gemmatimonadaceae;g__uncultured
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actin 282 337 440 637
obacteria;o__Micromonosporales;f__Micr

omonosporaceae;g__Micromonospora
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actin 483 279 461

obacteria;__;_ ;

404




APENDICE B - CAPITULO 3

Pastoreo Fertilizacion

! Luz Incidente {PAR}E i_ _______ |:; éﬁ;:\_;[‘ _______ i | Temperatura suelo’

| Ntotalensvelo | | l e |

i ! | Biomasa de plantas; ! Temperatura aire : N.O
' Ctotalensuelo | : ! | WEPS N

! —> Coberturatotal ————>| | emitido
| CN : | Coberturaverde | i Humedad de suelo !

! N en microorg. |, | | | ! . i

p 1 enmicreor g. i " Abundancia de lequ. | : Amonio i

| pH l ] ! Nitrato :
! ]

Controles Controles

distales proximales

Figura B1. Impulsores proximales y distales que controlan las emisiones de éxido nitroso
y la fijacion bioldgica de nitrogeno (adaptado de Stuart Chapin et al., 2012 ).
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Figura B2. Intervalos de confianza para la relacion de respuesta de las emisiones de 6xido
nitroso relacionadas con los dias desde la fertilizacién en parcelas de clausura y en
pastoreo.
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Datos diarios
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Figura B3. Precipitaciones, temperatura de abrigo y humedad relativa en la EEA

Chascomus desde el 1 de noviembre de 2016 al 1 de mayo de 2017.
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Figura B4. Carbono total (%peso) de suelo medido de 0 a 10 cm de profundidad. No

hubo diferencias significativas.
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Figura B5. Relacion C:N de suelo medido de 0 a 10 cm de profundidad. No hubo

diferencias significativas.
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APENDICE C - CAPITULO 4

Figura C1. Aproximacion de multiples umbrales (mé&xima 7, valores més altos usando
20, 40, 60 y 80% de limite en los umbrales)
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Figura C2. Estudio de sesgo en el calculo de los indices de multifuncionalidad S (panel
de arriba) y M (panel de abajo) en funcion del numero de funciones consideradas. Se
considero el efecto de una reduccion en el 50% de las funciones utilizadas seleccionadas
al azar entre las 18 funciones incluidas en los indices.
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