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RESUMEN

En Argentina, el incremento en el area sembrada de cultivos, el desplazamiento de la frontera
agropecuaria y el dominio del cultivo de soja, ha ocasionado degradacion de los suelos, pérdida de
materia organica y del contenido de nutrientes, afectando de esta manera a las propiedades fisico-
quimicas y a la dinamica funcional y estructural de la microbiota edéafica. El biochar (BC) es un
material producido por la pirdlisis de materia prima organica de diversa indole (excretas de animales,
residuos de origen vegetal, lodos urbanos, desechos de industrias frigorificas, madereras, entre otras)
con la finalidad de ser utilizado como enmienda de suelos. Losnutrientes de origen
organico contenidos en este tipo de enmiendas, deben ser transformados en nutrientes minerales en el
suelo para poder ser asimilados por las plantas. En consecuencia, su incorporacion a los cultivos es
mas paulatina y gradual que si proceden de abonos minerales, por lo que desde un punto de vista
productivo, seria mas logico el empleo de éstos ultimos. Sumado a lo anterior, en nuestro pais, los
modelos productivos actuales incluyen predominantemente la utilizacién de fertilizantes quimicos.
Es por esto que la aplicacion combinada de enmiendas organicas con fertilizantes minerales podria
ser planteada como una alternativa de manejo. El objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto
de la aplicacion de diferentes dosis de biochar elaborado a partir de cascaras de mani junto a un
fertilizante mineral nitrogenado (urea) sobre las propiedades fisico-quimicas del suelo y sobre la
estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas edaficas en suelo de uso agricola sujeto a
diferentes tipos de manejo. El suelo recolectado pertenecié a un mismo tipo textural e incluyo tres
tipos de manejo: pristino, bajo siembra directa, con 10 afios de rotacion 2:1 (soja/maiz), y bajo
laboreo intenso, sin rotacién de cultivos y con labranza convencional. Los tratamientos fueron:
control (sin urea y sin BC), urea (con urea y sin BC), BC sin urea (con BC al 0, 1 y 3%) y
combinaciones (BC al 0, 1 y 3% con 0,2 g/kg de suelo de urea). La aplicacion de biochar en ausencia
de urea, redujo la acidez en los suelos, para todos los tipos de manejo analizados. Mientras que urea,
solo tendria este efecto bajo laboreo intenso. Ambos fertilizantes aplicados en conjunto, en general,
incrementaron el contenido de carbono organico total (COT) y nitrégeno total (NT) en todos los
tratamientos, particularmente en laboreo intenso. La aplicacidén de urea junto con biochar también
aumento la actividad de las enzimas del ciclo del C, del P y del N. Por su parte, la actividad
especifica de B-glucuronidasa no fue afectada por la presencia de urea, pero si por la de biochar. A
diferencia de lo observado en enzimas especificas, la actividad de enzimas generalistas fue muy
variable dependiendo del tipo de manejo del suelo. Aungue en general puede observarse que dosis
del 3% de biochar incrementan la actividad tanto FDA como DHA, la tendencia no fue clara al

agregar urea. Por ultimo, el biochar modifico la estructura de las comunidades microbianas,



principalmente bajo siembra directa y laboreo intenso, aunque en el suelo bajo éste ultimo tipo de
manejo fue menos evidente que bajo siembra directa. En general, se observaron aumentos de la
abundancia de todos los taxones microbianos analizados al ser tratados con biochar. Por su parte, la
aplicacion de ambos fertilizantes en conjunto parecié no ejercer efecto significativo sobre la
abundancia bacteriana, excepto para Bacterias Gram positivas y Actinobacterias en suelo pristino,

donde se observaron incrementos de ambos taxones al agregar urea con biochar al 3%.

Los resultados de esta tesina muestran que la aplicacion de biochar junto a un fertilizante
mineral nitrogenado (urea) es capaz de modificar las caracteristicas fisico-quimicas vy
microbiologicas del suelo, con énfasis bajo laboreo intenso. Sin embargo, aunque la aplicacién de
biochar y urea produce importantes incrementos del pH, COT, NT y de la actividad enzimatica,
tendencias similares pueden observarse al aplicar biochar sin el fertilizante mineral en todos los tipos
de manejo analizados. Ademaés, solo el biochar parece afectar a la estructura de las comunidades
microbianas. Por lo que el rol del biochar, sobre los cambios producidos en las propiedades fisico-

quimicas y microbiolégicas del suelo, parece ser mas determinante que el de la urea.



INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda en la produccién intensiva de cultivos es creciente y ocurre a
escala mundial (Godfray et al. 2010). En Argentina, los modelos agricolas mas actuales, se han
caracterizado por un marcado incremento en el area sembrada de cultivos, el corrimiento de la
frontera agropecuaria y el dominio del cultivo de soja por sobre otras especies cultivables (Viglizzo
et al. 2006, Manuel-Navarrete et al. 2007, 2009, Carrefio et al. 2012). La interfase entre tierras
manejadas -donde el sistema estd motorizado por la energia del combustible-, y los ecosistemas
naturales -en los que la fuente de energia es la radiacién solar- es lo que tradicionalmente se Ilama
frontera (Viglizzo et al. 2012). En nuestro pais, el proceso de avance de la frontera agropecuaria
prosigue sin pausa sobre tierras naturales, tierras boscosas y de pastoreo principalmente en las
regiones del Gran Chaco, del Noroeste y del Noreste argentino (Viglizzo et al. 2012). Como
consecuencia de la implementacion de estas practicas agricolas se produce una pérdida de
heterogeneidad en el paisaje natural, la cual trae aparejada una reduccion de diversidad a escala agro-
ecosistémica, especialmente la pérdida de numerosas especies silvestres que pueden vivir o subsistir
en mosaicos agricolas o mixtos. A su vez, la conversion de tierras naturales a tierras para la
agricultura, especialmente a cultivos de cosecha, lleva a una rapida disminucion del C edafico (Lal
2002), con pérdidas de materia organica que oscilan entre el 10 y 55% (Burke et al. 1989, Brown &
Lugo 1990, Reicosky 2016). En nuestro pais, el reemplazo en el uso del suelo, de tierras naturales y
ganaderas a tierras agricolas, fue el cambio mas notorio que experimentd la agricultura a lo largo del
siglo 20 (Timm 2004). Como consecuencia de lo anterior, se ha observado degradacion de la

estructura de suelos, reduccién de la capacidad de campo y del contenido de nutrientes..

Numerosas practicas, principalmente ligadas al agregado de enmiendas organicas, han sido
propuestas con el objeto de disminuir el deterioro edafico (Mukherjee et al. 2014). El verdadero
interés por este tipo de enmiendas radica en la incorporacion de materia organica (MO) al suelo, pues
la extraccion de cultivos y rastrojos con las cosechas, hacen disminuir sus niveles en la matriz
edafica. En efecto, se ha reportado que la pérdida de MO estabilizada de los suelos cultivados es
superior a la tasa de formacion en suelos no perturbados (Gifford 1994, Reicosky 2016). Sumado a lo
anterior, la MO forma complejos con los minerales de los suelos, incrementando la retencion de
nutrientes, disminuyendo la lixiviacion y favoreciendo su asimilacién por parte de los cultivos (Bot
& Benites 2005). Sin embargo, los nutrientes de origen organico deben ser transformados en formas
quimicas menos complejas para poder ser asimilados por las plantas. En consecuencia, su
incorporacion a los cultivos es mas paulatina y gradual que si proceden de fertilizantes minerales, por

lo que desde un punto de vista productivo, seria mas légico el empleo de éstos Ultimos. Frente a este
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escenario, numerosos estudios han evaluado el efecto de la aplicacion de ambos tipos de fertilizantes
(organicos y minerales) sobre las propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas del suelo (Arif et al.
2017, He et al. 2017, Sadaf et al. 2017). Por ejemplo, Li et al. (2017), combinaron un tipo de
enmienda organica (biochar) con urea y observaron que el biochar tuvo efectos positivos sobre la
actividad de enzimas del ciclo del N y del C cuando el suelo fue tratado con el fertilizante mineral
nitrogenado. Mientras que, en suelos pobres en N, el efecto de esta enmienda organica sobre las
enzimas del suelo fue adverso (Li et al. 2017). Aunque se ha sugerido que en suelos tratados con
urea el biochar podria actuar como una “plataforma” de N facilitando las reacciones sustrato-enzima
favoreciendo la actividad enzimatica (Elzobair et al. 2016), los mecanismos que subyacen estas
respuestas, ain son poco claros (Li et al. 2017). Pese a que en la ultima década se han desarrollado
algunos estudios combinando biochar con enmiendas de distinta naturaleza, la informacion adn
resulta ser escasa. Mas aun en lo que respecta a los cambios operados sobre las propiedades fisicas y

quimicas del suelo y a la conformacion de la microbiota edafica y su variacion taxondémica.

El biochar, es un material producido por la pirdlisis de materia prima organica de diversa
indole (excretas de animales, residuos de origen vegetal, lodos urbanos, desechos de industrias
frigorificas, madereras, entre otras) con la finalidad de ser utilizado como enmienda de suelos
(Ducey et al. 2013). En la dltima década, ha recibido una enorme atencidn por parte de numerosos
grupos de investigacion a nivel global, debido a sus efectos sobre la calidad y las propiedades del
suelo (Zhu et al. 2017, Sadeghi et al. 2018). Quimicamente, el biochar se compone de i) C fijo o
estable, ii) C labil y otros compuestos volatiles y iii) cenizas que incluyen minerales y cationes que
se encuentran en menor proporcién. Fisicamente, la estructura del biochar se caracteriza por la
presencia de un esqueleto cristalino, predominantemente de C, cubierto por poros de diferente
tamafio a lo largo de todo su espesor (Qambrani et al. 2017). La fraccion de C fijo o estable
corresponde al C aromatico y es la responsable de la naturaleza recalcitrante del biochar y en
consecuencia, del secuestro y el almacenamiento de C en el suelo (Yanardag et al. 2015). Diversos
autores sugieren que el biochar es también capaz de estimular la actividad microbiana e incrementar,
en Ultima instancia, la productividad de los cultivos en suelos de uso agricola (Kolb et al. 2009,
Singh et al. 2010, Quilliam et al. 2012, H. Yu et al. 2019). Estos efectos beneficiosos de la enmienda
sobre la calidad edafica en general, han sido vinculados a dos mecanismos principales: 1) los poros
presentes en las particulas de biochar pueden servir de habitat para los microorganismos (Zhu et al.
2017) y 2) sus caracteristicas intrinsecas y de superficie, como la presencia de carbonatos y su carga
negativa, modifican las propiedades fisicas y quimicas del suelo (Quilliam et al. 2012, Zhu et al.

2017). Por ejemplo, se ha observado que las particulas de biochar afectan a la capacidad de



intercambio cationico, incrementando la retencidn de nutrientes (Liang et al. 2012, Zhu et al. 2017) y
evitando su pérdida por lixiviacion (Lehman, 2007). Ademas, es ampliamente aceptado que la
adicion de biochar produce un cambio en el pH del suelo (Chan y Xu, 2009). Este fendmeno se debe
a la presencia de carbonatos y de grupos funcionales carboxilos (COOH) e hidroxilos (OH) (Yuan et
al. 2011). Estas estructuras quimicas hacen que el biochar sea en si mismo alcalino y que a su vez,
alcalinice al suelo en el que es aplicado. Ademas, es importante mencionar, que los Gltimos dos
grupos funcionales citados, también son los responsables de las cargas negativas del biochar (Yuan
et al. 2011). Las modificaciones operadas en el suelo luego de la aplicacion del biochar, estarian
relacionadas con cambios en la abundancia microbiana total (Lehmann 2007). Es altamente
improbable que el cambio producido por el biochar sobre la biomasa microbiana se produzca de
manera equitativa entre los diferentes filotipos y grupos microbianos. En este sentido, el _analisis de

perfiles de fosfolipidos de acidos grasos PLFA es un método bioquimico que provee informacion

detallada acerca de la estructura de la comunidad microbiana y proporciona una medida sensible de
los cambios en la comunidad en comparacion con métodos de medicién tradicionales (Vestal &
White 1989). Recientemente, algunos estudios, empleando dicho analisis (Mitchell et al. 2015), han
reportado que la aplicacién de biochar se asocia con incrementos de la abundancia de algunos
taxones microbianos tales como bacterias Gram-positivas (Ameloot et al. 2013), Gram-negativas
(Watzinger et al. 2014), actinomicetes (Prayogo et al. 2014) y hongos (Steinbeiss et al. 2009) en
suelos de diferente clase textural y contenido de MO. En lo que respecta al impacto del biochar sobre
la actividad de enzimas especificas y generalistas del suelo, se ha propuesto que depende de la
interaccion del sustrato y de la enzima con el biochar y su relacion con la porosidad y la superficie de
contacto (mediante absorcion y desorcién del sustrato con el biochar y enlace de la enzima
extracelular con la superficie del biochar) (Gul et al. 2015). Si bien algunos autores observaron que
la aplicacion de biochar es capaz de aumentar la respiracion microbiana (Lu et al. 2015), otras
investigaciones revelaron un efecto variable sobre la actividad de enzimas extracelulares (Masto et
al. 2013, N. Ameloot et al. 2013). Existe un gran vacio de conocimiento acerca de la interaccion
entre el biochar y las enzimas del suelo, por lo que esta direccidn en las investigaciones ha sido

sefialada de alta prioridad en la tematica (Lehmann et al. 2011).

Es relevante mencionar que el biochar también afecta la dinamica del N en el suelo (Ulyett et
al. 2014). Por ejemplo, diversas investigaciones han reportado que la utilizacion de esta enmienda
puede modificar la tasa de mineralizacion del N (Prommer et al. 2014, Xu et al. 2014), disminuir la
lixiviacion de nitratos (Chen et al. 2010, Ventura et al. 2013), aumentar la inmovilizacion de N

(Bruun et al. 2012, Zheng et al. 2013), incrementar la nitrificacion y la oxidacion de amonio a nitrato
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(Dempster et al. 2012, Nelissen et al. 2012) y promover la volatilizacion y la pérdida de amonio a la
atmosfera (Taghizadeh-Toosi et al. 2012). Sin embargo, otros autores han reportado que la
aplicacion a largo plazo de biochar a suelos agricolas no afectd la concentracion del N total, ni del
amonio y los nitratos, afectando levemente el funcionamiento de los agroecosistemas (Jones et al.
2012). Segun estudios mas recientes, la manera en la que el biochar es capaz de alterar el ciclado de
N podria estar directamente relacionado a la calidad del suelo y a su contenido de MO (Nele
Ameloot et al. 2015). Sin embargo hasta el momento, muy pocos trabajos han sido llevados a cabo

para estudiar dicha relacion.
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HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipotesis general
El agregado de biochar junto a un fertilizante mineral nitrogenado (urea) a suelo de uso

agricola bajo diferentes tipos de manejo, modifica las caracteristicas fisico-quimicas, incrementa la

actividad enzimatica y altera la estructura de las comunidades microbianas, con énfasis en aquellos

suelos bajo siembra directa y laboreo intenso.
Predicciones
La aplicacion de biochar junto a un fertilizante mineral nitrogenado (urea):
1. incrementael pH, la CE y el contenido de COT y NT,
2. estimula la actividad de enzimas generalistas y especificas del ciclo del C, Ny P,

3. altera la diversidad funcional y estructural de las comunidades microbianas, incrementando la

abundancia de algunos taxones,

con mayor énfasis en aquellos suelos bajo siembra directa y laboreo intenso.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar el impacto de la aplicacion de biochar junto a un fertilizante mineral nitrogenado
sobre la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas en suelo de uso agricola bajo

diferentes tipos de manejo.

Obijetivos especificos

En suelo de uso agricola bajo diferentes tipos de manejo, se evaluara el efecto de la
aplicacion de diferentes dosis de biochar, de fertilizante nitrogenado y de ambas enmiendas en

conjunto sobre:

1. las propiedades fisico-quimicas del suelo y el contenido de macronutrientes.
2. la actividad enzimatica microbiana.
3. la diversidad funcional y estructural de las comunidades microbianas.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras y disefio experimental

Las muestras de suelo fueron recolectadas en un establecimiento de produccion agricola
ubicado 25 Km al sur de la ciudad de Cérdoba, Argentina (31° 37" S; 64° 17 O). El suelo pertenecio
a un mismo tipo textural e incluy6 tres tipos de manejo: suelo pristino (SP), suelo bajo siembra
directa con 10 afios de rotacion 2:1 (soja/maiz) conducido en siembra directa (SSD), y suelo bajo
laboreo intenso (sin rotacion de cultivos, labranza convencional) (SLI). El suelo fue clasificado como
Haplustol tipico con textura franco-limosa (26% arcilla, 56% limo, 18% arena). Las muestras fueron
colectadas en superficie entre 0 y 15cm, posteriormente fueron tamizadas con una malla de 5 mmy

almacenadas en bolsas arpilleras en camara fria a 4°C.

El experimento fue llevado a cabo en macetas plasticas, en invernadero bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura (25+2°C). El biochar fue aplicado en dosis de 0, 1 y 3%
respecto del peso total del suelo en cada maceta (500g). En este momento, las macetas fueron
regadas hasta alcanzar el 60% de la capacidad de campo. Posteriormente, fueron pesadas cada dos
dias y regadas con agua destilada hasta recuperar el peso inicial de 500 g. El fertilizante nitrogenado
utilizado fue urea (46%N, FERTIZA), y se aplicd en dosis de 0,2 g /kg de suelo, (dosis tipica para
suelos agricolas de la region pampeana, Garcia et al. 2010). En consecuencia, el experimento consto
de los siguientes tratamientos: tres tipos de manejo (pristino, siembra directa y laboreo intenso), dos
dosis de fertilizante mineral nitrogenado (sin urea y con urea), tres dosis de biochar 0, 1 y 3% y todas
las combinaciones posibles. Es decir, en cada uno de los tipos de manejo estudiados las
combinaciones fueron: control (sin urea y sin biochar), urea (con urea y sin biochar), biochar sin urea
(con biochar al 0, 1 y 3%) y combinaciones (biochar al 0, 1 y 3% combinados con 0,2 g/kg de suelo
de urea) (Figura 1). El tiempo de incubacion fue de aproximadamente 20 semanas. Todos los
tratamientos fueron realizados por triplicado (tres réplicas experimentales). Al finalizar la
incubacion, todas las muestras fueron almacenadas en camara de frio a 4°C hasta su posterior

analisis.
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PRISTINO SIEMBRA DIRECTA LABOREO INTENSO

0% 0%, 0%,
Biochar Biochar Bioch
Con 1% Con 1% Con 1%
urea Biochar urea Biochar urea Biochar
3% 3%, 3%,
Biochar Biochar Biochar
0% 0% 0%,
Biochar Biochar Blochar
Sin 1% Sin 1% Sin 1%
urea Biochar urea Blochar urea Bilochar
3% 3%. 3%
Blochar Blochar Biochar

Figura 1: Esquema del disefio experimental propuesto. Se utilizd un suelo agricola bajo tres tipos de
manejo (pristino, siembra directa y laboreo intenso), dos dosis de fertilizante mineral nitrogenado

(sin urea y con urea), tres dosis de biochar 0, 1 y 3% y todas las combinaciones posibles.

Elaboracién del biochar

El biochar fue elaborado a partir de cascaras de mani obtenidas de una industria manisera
ubicada en la Provincia de Cdrdoba. Las mismas fueron trituradas con procesadora automatica y
posteriormente incubadas a 500°C en un horno en condiciones bajas de oxigeno y con corriente de
nitrégeno durante 4 horas (Gul et al. 2015). Durante la pirdlisis la temperatura incrementd a razén de
4°C/min. Una vez alcanzados los 500°C, la temperatura se mantuvo constante durante 30 minutos. El
biochar fue caracterizado en base a su acidez, area de superficie y aromaticidad mediante la
evaluacion de sus cocientes elementales (H/C) (Tabla 1). Finalmente, las particulas obtenidas fueron
trituradas en un mortero, posteriormente tamizadas (malla de aprox. 2 mm) y almacenadas en

ausencia de humedad hasta el inicio del experimento.
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del biochar

Propiedades Biochar
Ph 8,445
Conductividad eléctrica (dS.m) 0,89
C (%) 64,268
H (%) 4,2016
N (%) 1,4183
CH 45,313
Ca* (mg. Kg™) 20,8
Mg* (mg. Kg™?) 7,6
Na" (mg. Kg™?) 0,2
K* (mg. Kg™h) 19,8

Variables analizadas

Propiedades fisico-quimicas

Conductividad eléctrica y pH: para cada uno de los tratamientos y para el biochar, la

determinacion tanto del pH como de la conductividad eléctrica (CE) se realiz6 con un equipo Hanna
HI18314. Para el pH se utiliz6 una relacion 1:2,5 (suelo/biochar: solucidn extractora). Brevemente, 8
g de suelo/biochar fueron suspendidos en 20 ml de agua bidestilada, se agité en vortex por 30
segundos y se dejo reposar durante 2 horas. Para la CE se utiliz6 una relacion de 1:5 (suelo/biochar:
solucion extractora). 8 g de suelo/biochar fueron suspendidos en 40 ml de agua bidestilada, se agitd y

finalmente se dejo6 reposar durante 2 hs.

Cuantificacion Nitrégeno Total (NT): se determind por medio de un autoanalizador de

nutrientes Smart Chem 200 (Westco, Scientific Instruments, Inc.). Para NT, el método se basé en la
conversion de componentes organicos nitrogenados de origen biolégico como aminoacidos,
proteinas y péptidos, en amonio a través de un proceso de digestion acida. El rango de aplicacion es
de 0,10 a 5 mg/l de NT. EI método es acorde con US EPA 351.2, .Rev. 2.0 (1993). Brevemente, se
disolvieron 134 g de sulfato de potasio (K;SO4) y 7,3 g de sulfato de cobre Il pentahidratado
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(CuSO, -5H,0) en 800 ml de agua y 134 ml de acido sulfarico concentrado (H,SO,) y se llevé a
volumen final de 1 litro. Se colocaron 10 ml de esta solucion por cada muestra de suelo. Una vez
colocados los tubos en el digestor, el proceso de digestion se realiz6 a 160°C durante media hora y
380°C durante 45 min.

Cuantificacién Carbono Total (CT): se cuantificO mediante el autoanalizador PE2400 SERIE

I1 C, H, N, S. Perkin Elmer. Se transformé el contenido de carbono organico a contenido de materia
organica, en porcentaje (%MO), mediante la relacion: % MO= %C x 1,724. Luego se estimd en mg/g
de suelo (Walkley & Black 1934).

Actividades enzimaticas

Andlisis de actividad de enzimas especificas

Algunos derivados de 4-Metilumbelliferona (4-MU-B-D-glucopiranoside, 4-MU-fosfato, 4-
MU-N-Acetil-B-D-glucosaminide y 4-MU-B-D xilopiranoside) fueron utilizados como modelos de
sustratos para B-glucuronidasa, fosfatasa, B-glucosidasa y B-xilanasa acorde con el ensayo de
enzimas con sustratos multiples (Stemmer 2004). Brevemente, el suelo fresco (aprox. 500 mg) se
mezcld con 2 ml de buffer sustrato y centrifugado por 4 min a 360 rpm. La reaccion se detuvo con
una mezcla de metanol y buffer fosfato (pH 6.1) y centrifugada nuevamente por 5 min a 3500 rpm.
El sobrenadante obtenido se filtré e inyecté a un HPLC. Las condiciones de cromatografia fueron:
fase movil de buffer fosfato y metanol, Columna C-18 (HP-Hipersil), velocidad de caudal de 1 ml-1

min y el horno a 40 °C de temperatura. Los sustratos fueron estimados con un detector UV a 320 nm.

La actividad de la enzima ureasa fue determinada por el método propuesto por Kandeler &
Gerber (1988) levemente modificado. Brevemente, un gramo de suelo fue incubado con una solucion
acuosa de urea por 2 h a 37°C. La reaccion enzimatica se detuvo con CIK 2 My la determinacion del

amonio producido fue cuantificada en espectrofotometro a 690 nm.

Andlisis de actividad de enzimas generalistas

La actividad microbiana total se estimd por la hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA)
usando el procedimiento de Adam & Duncan (2001). Brevemente, 2 g de suelo fueron colocados en
tubos cdnicos con 15 ml de 60 mM buffer fosfato pH 7,6. Para comenzar la reaccion se agrego el
sustrato (FDA, 1000 pg m1™). Posteriormente, los tubos cénicos se colocaron en un incubador orbital

a 30 °C por 20 min 100 rpm. Luego del tiempo de incubacion, la reaccion fue detenida por el
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agregado de 15 ml de cloroformo/metanol, finalmente las muestras se centrifugaron a 2000 rpm. La

actividad FDA fue estimada en espectrofotometro UV-Vis Perkin EImer a 490 nm.

La actividad deshidrogenasa (DHA) se determiné de acuerdo a la técnica citada por Garcia et
al. (1997). Brevemente, 1 g de suelo (60% de su capacidad de campo) fue agregado a 0,2 ml de una
solucion INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-cloruro-defeniltetrazolio) al 0,4% durante 24 h a 28 °C
en oscuridad. EI INTF formado (iodo-nitro-tetra-zolio-formazan) se extrajo con 10 ml de metanol
mediante agitacion rapida durante 1 min y filtrado mediante papel de filtro Whatman No. 5. EI INTF

fue estimado en espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer a 490 nm.
Estructura de las comunidades microbianas

Andlisis de perfiles de fosfolipidos de &cidos grasos

La estructura de las comunidades microbianas de suelo fue analizada mediante los perfiles de
fosfolipidos de diferentes taxones, de acuerdo con la metodologia utilizada por Zelles (1999). Los
lipidos del suelo fueron extraidos mediante una mezcla de cloroformo:metanol:buffer fosfato
(1:2:0,8), y posteriormente se separaron en un gradiente de polaridad mediante cromatografia en
columna (Silicicacid, Sil350-Sigma). Las fracciones de glicolipidos, lipidos neutros y lipidos polares
(fosfolipidos) fueron eluidas con cloroformo, acetona y metanol, respectivamente. Finalmente, los
fosfolipidos fueron metilados e inyectados en un cromatégafo gaseoso (equipado con columna CP-
WAX y detector FID) para su identificacion y cuantificacion. Los perfiles lipidicos se contrastaron
con un estandar especifico (Bacterial Acid Methyl Esters Mix, Supelco) y se cuantificaron mediante

un estandar interno (éster metilico del &cido nonadecanoico, Supelco).
Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa Infostat versién 2018 (Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina), mediante un analisis de modelos mixtos a tres vias, con dosis de biochar, dosis
de urea y tipo de manejo del suelo como factores principales. Para diferencias estadisticamente
significativas se utilizo el test a posteriori paramétrico de comparacion multiple (LSD) (p<0.05).
Antes de realizar los anélisis, se efectu6 una prueba de normalidad (Shapiro-Wilks modificado) para
cada una de las variables. Los PLFA individuales, PLFA totales, relacion bacterias’/hongos y
bacterias Gram positivas / Gram negativas de los diferentes tipos de manejo fueron sujetos a un
analisis de componentes principales (CP) para dilucidar los patrones de variacion. Finalmente, las
correlaciones de Pearson se usaron para evaluar las relaciones entre los tratamientos y las variables

fisicoquimicas y microbiologicas.
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RESULTADOS

Propiedades fisico-quimicas

Los dos primeros ejes del analisis de componentes principales (CP) explicaron el 95,5% de la
variacion total (CP1 88,4% y CP2 7,1%) (Figura 2). Como puede observarse en la figura, hacia el
extremo positivo de la componente 1 se observan al pH, CE, COT y NT, mientras que en el extremo
opuesto, se ubica la relacion C/N. Aunque no se evidencidé una separacién clara entre los
tratamientos con y sin urea, o con y sin biochar, si se observd una separacién clara entre los
diferentes tipos de manejo aplicados al suelo. De la Figura 2 emerge que siembra directa y laboreo
intenso serian diferentes a pristino, encontrandose todos los tratamientos de este ultimo suelo
agrupados en los cuadrantes 2 y 4, a su vez, mas asociados al pH, CE y NT. Mientras que siembra
directa y laboreo intenso se agrupan en los cuadrantes 1 y 3 sin observarse una asociacion entre las

variables y los diferentes tratamientos (Figura 2).
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Figura 2. Analisis de componentes principales de propiedades fisico-quimicas en suelo agricola bajo
diferentes tipos de manejo tratados con biochar y urea. SP: pristino, SSD: siembra directa, SLI:
laboreo intenso. SU: sin urea. CU: con urea. BC: biochar. COT: carbono organico total, MO: materia
organica, NT: nitrogeno total, CE: conductividad eléctrica, C/N: relacién carbono total- nitrégeno

total.
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pH

En el presente trabajo, el pH vario segun el tipo de manejo y la dosis de biochar aplicada,
con una interaccion significativa entre ambos factores (Tabla 2). Los valores para esta variable
aumentaron en proporcion directa con la dosis de biochar en todos los tipos de manejo analizados. Es
decir, para todos los casos, los valores méas bajos de pH se registraron con las dosis menores de
biochar y los valores mas altos se evidenciaron con las dosis mas altas de biochar (Figura 3). El pH,
también vario con el tipo de manejo del suelo y la aplicacién de urea, registrdndose una interaccion
significativa entre ambos factores (Tabla 2). Bajo laboreo intenso, el agregado de urea, incrementd

significativamente el pH con respecto a los tratamientos sin urea (Figura 3).

COT (%) MO (%) NT (%) pH CE C/IN
Efectos
principales
1115,09*** 1120,50%** 2632,65%** 372,95%** 1357,92*** 63,13%**
Tipo de manejo
SP>SSD=SLI SP>SSD=SLI SP>SSD>SLI SP>SSD>SLI SP>SSD>SLI SLI>SSD>SP
84,64***
. 60,87*** : 10,03***
Biochar 15,70 ns 15,67 ns ' 6.36 ns oo/
3%=21%20%  2945106=0% 0%>3%=1%
12,66***
Urea 29,36 ns 30,42 ns 2,99 ns 3,40 ns 56,91 ns
SU>CU
Interaccion
bifactorial
Tipo de 4,29% 4,29% 5,97*** 9,74%** 7,61%%* 0,63 ns
manejo*biochar
Tipo de 16,26%** 15,80%** 0,78 s 12,27%%* 21,11%** 0,76 ns
manejo*urea
Biochar*urea 9,16%** 9,46%** 11,33*** 0,90 ns 2,66 ns 6,14**
Interaccién
trifactorial
Tipo de
manejo*biochar*u 2,90* 2,81* 4,89** 1,86 ns 1,99 ns 0,85 ns

rea

Tabla 2: Propiedades fisico-quimicas del suelo debido a diferentes tipos de manejo, dosis de
biochar, dosis de urea y de su interaccion. SP: pristino, SSD: siembra directa, SLI: laboreo intenso,
COT: carbono organico total, MO: materia orgéanica, NT: nitrégeno total, CE: conductividad
eléctrica, C/N: relacion Carbono total- Nitrogeno total. Los valores numéricos expresados en la tabla

corresponden al estadistico F. Los asteriscos indican el nivel de significancia P. ***corresponde a un
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nivel de significancia <0,001. **corresponde a un nivel de significancia <0,01.*corresponde a un

nivel de significancia <0,05. ns: no significativo.
Conductividad eléctrica (CE)

La CE vario segun el tipo de manejo del suelo y la dosis de biochar con una interaccion
significativa de ambos factores (Tabla 2). Los valores menores de CE fueron registrados bajo
laboreo intenso, y luego en siembra directa. En ninguno de los dos suelos se observaron diferencias
significativas al incrementar la dosis de biochar. No obstante, en el suelo pristino se observéd que a
mayor dosis de biochar, menor CE (Figura 4). Asi mismo, esta variable fue afectada por el tipo de
manejo y la dosis de urea, con una interaccion significativa entre ambos factores. Bajo siembra
directa, el agregado de urea, increment6 significativamente la CE con respecto a los tratamientos sin
urea. Para el suelo pristino y laboreo intenso se observd la misma tendencia, aunque no fue

significativa (Figura 4).
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Figura 3: pH en suelo agricola bajo diferentes tipos de manejo tratados con biochar (panel
izquierdo) y con urea (panel derecho). Letras distintas indican diferencias significativas para el pH
entre las dosis de biochar o entre los tratamientos con el fertilizante mineral nitrogenado dentro de

cada tipo de manejo (panel izquierdo y derecho respectivamente; p<0,05).
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Figura 4: Conductividad eléctrica (CE) en suelo agricola bajo diferentes tipos de manejo tratados
con biochar (panel izquierdo) y con urea (panel derecho). Letras distintas indican diferencias
significativas para la CE entre las dosis de biochar o entre los tratamientos con el fertilizante mineral

nitrogenado dentro de cada parcela (panel izquierdo y derecho respectivamente; p<0,05).
Materia Organica (MO), Carbono Orgénico Total (COT), Nitrégeno Total (NT)

En el presente trabajo, MO y COT variaron segun el tipo de manejo, la dosis de biochar y la
dosis de urea con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 2). Ambas variables
incrementaron significativamente bajo siembra directa y bajo laboreo intenso luego de la aplicacion
de urea en combinacion con biochar en su dosis méxima (3%). Asi mismo, bajo laboreo intenso, la
aplicacion de biochar al 3% en ausencia de urea incremento tanto el COT como la MO (Figura 5).
De manera similar a lo observado para MO y COT, el NT vario segun el tipo de manejo, la dosis de
biochar y la dosis de urea con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 2). En
general, se observa en todos los tratamientos, que el NT incrementa significativamente al agregar
biochar al 3%, tanto en presencia de urea como en ausencia de ésta. Particularmente en suelo pristino
con urea, la dosis del 1% tuvo el mismo efecto (Figura 5). Por ultimo, bajo siembra directa el
agregado de biochar junto con urea, no tuvo efecto significativo sobre el contenido de NT (Figura
5). La relacion C/N fue analizada (Tabla 2), se observé que en todos los tratamientos sin urea, dicha

relacion disminuyo significativamente al incrementar la dosis de biochar.
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Figura 5: Contenido de materia organica (MO) y de nitrégeno total (NT) en suelo agricola bajo
diferentes tipos de manejo tratado con biochar y urea. Panel izquierdo: Contenido de materia
organica (MO). Panel derecho: Nitrégeno Total (NT). Letras distintas indican diferencias
significativas entre las dosis de biochar dentro de los tratamientos con el fertilizante mineral

nitrogenado y dentro de cada tipo de manejo (p<0,05).

Actividad enzimatica

Los dos primeros ejes del analisis de componentes principales (CP) explicaron el 74,5% de la
variacion total (CP1 37,7% y CP2 36,8%) (Figura 6). De manera similar a lo observado para las
variables fisico-quimicas, este andlisis evidencid una separacion clara entre los diferentes tipos de
manejo del suelo. Como puede observarse en la Figura 6, la primera componente (CP1) separa a
pristino del resto de los manejos. A su vez, este eje separa la actividad de enzimas generalistas (DHA
y FDA), a B-glucosidasa y a ureasa del resto de las enzimas. De este modo, el suelo pristino con 3%
de biochar se relaciona con DHA, FDA, B-glucosidasa y ureasa. Mientras que siembra directa y
laboreo intenso con 3% de biochar, se relacionan con fosfatasa, B-glucuronidasa y B-xilanasa. Por
ualtimo, como puede observarse en la figura, hacia el extremo positivo de la componente 2 se agrupan
los tratamientos con dosis del 3% de biochar (en el primer y segundo cuadrante). Mientras que los
tratamientos al 0% se ubican en su mayoria, en el tercer y cuarto cuadrante. De la figura 6 emerge
que siembra directa y laboreo intenso serian diferentes a pristino y que a su vez, todos los tipos de

manejo tratados con 3% de biochar serian diferentes del resto de los tratamientos.
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Figura 6. Analisis de componentes principales de actividad enzimética en suelo agricola bajo
diferentes tipos de manejo tratados con biochar y con urea. SP: suelo pristino, SSD: siembra directa,
SLI: laboreo intenso. SU: sin urea. CU: con urea. BC: biochar. FDA: Actividad hidrolizante del
diacetato de fluoresceina. DHA: Actividad deshidrogenasa. GLUCO: Actividad B-glucosidasa.
GLUCU: Actividad B-glucuronidasa. XILA: Actividad B-xilanasa. FOSFA: Actividad fosfatasa.
UREASA: Actividad ureasa.

Actividad especifica de enzimas del Ciclo del C: B-glucosidasa, B-xilanasa y B-glucuronidasa

La actividad de las enzimas, B-glucosidasa y B-xilanasa vario segun el tipo de manejo, la
dosis de biochar y la aplicacion de urea, con una interaccion significativa entre los tres factores
(Tabla 3). Los valores maximos de actividad B-glucosidasa y B-xilanasa fueron observados en suelo
pristino, en los tratamientos con la dosis mas alta de biochar (3%), tanto en ausencia como en
presencia de urea (Figura 7). Especificamente para la enzima B-glucosidasa, en suelo pristino y bajo
siembra directa enmendados con urea, se observo que la actividad incremento significativamente en
relaciéon directa con la dosis de biochar aplicada (Figura 7). En ausencia de urea, bajo siembra
directa, solamente la aplicacion de la dosis méas alta de biochar (3%) increment6 la actividad.

Mientras que en suelo pristino, ambas dosis de la enmienda, tuvieron el mismo efecto. Por Gltimo,
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bajo laboreo intenso la aplicacién conjunta de ambas enmiendas no tuvo un efecto significativo sobre
la actividad de esta enzima. La actividad B-glucosidasa mostr6 una correlacion positiva con el pH, la
CE y el contenido de COT y NT (r=0,66; 0,41; 0,46; 0,54. p<0,004). Para la actividad de la enzima
B-xilanasa, en general, se observo que en todos los tipos de manejo el agregado de urea y biochar al
3% incrementaron significativamente la actividad (Figura 7). Mientras que el efecto de la aplicacion
del biochar en ausencia del fertilizante mineral nitrogenado, parecid variar segun el tipo de manejo
del suelo. La actividad B-xilanasa fue relacionada con el pH, CE, el contenido de COT y NT.
Mientras que la correlacién con el pH y la CE no fue significativa, con el contenido de COT y NT
fue negativa (r= -0,31; -0,26. p<0,004). Por ultimo, la actividad de la enzima B-glucuronidasa vario
segun el tipo de manejo y la dosis de biochar, con una interaccion significativa entre los dos factores
(Tabla 3). El agregado de urea no tuvo efecto significativo sobre la actividad de B-glucuronidasa. En
suelo pristino y bajo siembra directa se observé que la actividad incremento significativamente en
relacion directa con la dosis de biochar aplicada (Figura 7). Bajo laboreo intenso, no se observaron
diferencias en la actividad enzimatica entre el control y la dosis de aplicacion del 1%. Mientras que,
la dosis maxima (3%), disminuyd sobre la actividad de la enzima. La actividad enziméatica de B-
glucuronidasa fue correlacionada con el pH, CE, COT y el NT. Sin embargo, no se observé una

correlacion significativa con ninguna de las variables fisico- quimicas mencionadas.
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FDA DHA GLUCO GLUCU XILA FOSFA UREASA

Efectos
principales
Tipo de 1632,26*** 116,31*** 51,62*** 22,10*%** 24,45%** 11.48 ns 165,19***
manejo SP>SSD=SLI  SP>SLI>SSD  SP>SSD=SLI SSD>SP=SLI| SLI>SSD>SP ' SP>SSD=SLI
. 86,59*** 27,61%** 60,77*** 67,25%**
Biochar 1,90 ns 26208 200 10650% 3062106500 3%>1%=0% 3%>10=006 < h94MS
949,86***
Urea 0,76 ns 3,31 ns 0,75 ns 0,20 ns 6,49 ns 12,64 ns CUSSU
Interaccion
bifactorial
Tipo de
in*
manejo 2,78%* 117 ns 21,25%*% 32,19%** 2,20 ns 6,42 x 18,80%**
biochar
Tipo de 0,73 s 0,47 ns 15,19%** 0,14 ns 1,93 ns 6,76%* 64,03%**
manejo* urea
Biochar*urea 1,82 ns 1,44 ns 6,40** 0,55 ns 0,67 ns 5,64** 8,58***
Interaccion
trifactorial
Tipo de
manejo* 10,65 *** 4,66 ** 9,96*** 2,25 ns 9,11*** 6,64*** 8,54***

biochar* urea

Tabla 3: Actividad enzimatica del suelo debida a diferentes tipos de manejo, dosis de biochar y de
urea y de su interaccion. SP: pristino, SSD: siembra directa, SLI: laboreo intenso, FDA: Actividad
hidrolizante del diacetato de fluoresceina. DHA: Actividad deshidrogenasa. GLUCO: Actividad B-
glucosidasa. GLUCU: Actividad B-glucuronidasa. XILA: Actividad B-xilanasa. FOSFA: Actividad
fosfatasa. UREASA: Actividad ureasa. Los valores numéricos expresados en la tabla corresponden al
estadistico F. Los asteriscos indican el nivel de significancia P. ***corresponde a un nivel de
significancia <0,001. **corresponde a un nivel de significancia <0,01.*corresponde a un nivel de

significancia <0,05.ns: no significativo.
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Figura 7: Actividad enzimatica especifica de enzimas del Ciclo del C en suelo agricola bajo
diferentes tipos de manejo tratados con biochar y urea. Panel A: actividad B-glucosidasa. Panel B:
actividad B-xilanasa. Actividad enzimatica especifica de enzimas del Ciclo del C en suelo agricola
bajo diferentes tipos de manejo tratados con biochar. Panel C: actividad B-glucuronidasa. Letras
distintas indican diferencias significativas entre las dosis de biochar dentro de los tratamientos con el

fertilizante mineral nitrogenado y dentro de cada tipo de manejo (p<0,05)
Actividad especifica de enzimas del Ciclo del Ny P: Fosfatasa y ureasa

La actividad de la enzima fosfatasa varié segun el tipo de manejo del suelo, la dosis de
biochar y la aplicacion de urea, con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 3). En
suelo pristino y bajo siembra directa, se observé que el agregado de biochar al 3% incremento
significativamente la actividad enzimatica, tanto en ausencia como en presencia de urea (Figura 8).
Bajo siembra directa, la dosis intermedia de biochar (1%) so6lo tuvo efecto al ser agregado en
conjunto con la urea. Finalmente, bajo laboreo intenso la actividad enzimatica se vio incrementada
solo al enmendar el suelo con biochar, en ausencia de urea. Mientras que, por el contrario, al agregar
el biochar con el fertilizante mineral nitrogenado, la actividad disminuy0. La actividad enzimatica de

la enzima fosfatasa fue relacionada con el pH, CE, COT y el NT mediante un analisis de correlacion
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de Pearson. Sin embargo, no se observd una correlacion significativa con ninguna de las variables

fisico- quimicas mencionadas.

La actividad de la enzima ureasa vari6 segun el tipo de manejo del suelo, la dosis de biochar

y la aplicacion de urea, con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 3). En todos

los suelos, se observd que el agregado de biochar incrementd la actividad enzimatica, tanto en

presencia como en ausencia de urea. En suelo pristino y bajo siembra directa el mayor efecto se vio

con dosis del 3% de biochar. Mientras que bajo laboreo intenso, cuando el biochar se aplicé junto

con urea, la mayor actividad enzimética, fue registrada con la dosis intermedia (1%) (Figura 8). Por

el contrario, cuando se aplico en ausencia del fertilizante mineral nitrogenado, el mayor efecto se

observé con la dosis mas alta de biochar (3%). La actividad ureasa mostrd una correlacion positiva
con el pH, la CE, el contenido de COT y el NT (r=0,52; 0,45; 0,35; 0,45; p<0,01).
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Figura 8: Actividad enzimatica especifica de enzimas del ciclo del P y del N en suelo de uso

agricola bajo diferentes tipos de manejo tratados con biochar y urea. Panel A: Actividad fosfatasa.

Panel B: Actividad ureasa. Letras distintas indican diferencias significativas entre las dosis de

biochar dentro de los tratamientos con el fertilizante mineral nitrogenado y dentro de cada tipo de

manejo (p<0,05).

Actividad enzimatica generalista: FDA y Deshidrogenasa

La actividad hidrolizante de FDA vari6 segun el tipo de manejo del suelo, la dosis de biochar

y la aplicacion de urea, con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 3; Figura 9).

En nuestro estudio, los valores de actividad hidrolizante FDA bajo siembra directa, incrementaron

significativamente al agregar urea en combinacion con biochar en su dosis maxima de aplicacién

(3%). Tanto en este ultimo tipo de manejo como bajo laboreo intenso, el agregado de biochar al 1%,

incrementd la actividad FDA s6lo cuando fue aplicado en ausencia de urea (Figura 9). Por ultimo,
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en el suelo pristino, la actividad FDA incremento significativamente al aplicar biochar al 3% en
ausencia de urea. La actividad enzimatica FDA fue correlacionada con las propiedades fisico-
quimicas evaluadas en este estudio. En tal sentido, el analisis de correlacion de Pearson entre FDA 'y
pH, CE, COT y NT mostraron una correlacién positiva (r=0,82; 0,89; 0,95 y 0,95. p<0,0001,

respectivamente).

Al igual que para FDA, la actividad generalista de deshidrogenasa (DHA), vario segun el tipo
de manejo del suelo, la dosis de biochar y la aplicacién de urea, con una interaccion significativa
entre los tres factores (Tabla 3; Figura 9). En suelo pristino y bajo laboreo intenso sin urea, en
general el agregado de biochar incrementd la actividad enzimatica (Figura 9). Por el contrario, bajo
siembra directa la actividad deshidrogenasa incrementd significativamente al aplicar urea con la
dosis del 3% de biochar. La actividad enzimatica DHA también fue correlacionada con las
propiedades fisico-quimicas evaluadas en este estudio. En tal sentido, el analisis de correlacion de
Pearson entre DHA y pH, CE, COT y NT mostraron una correlacion positiva (0,78; 0,68; 0,82 y
0,85, p<0,0001, respectivamente).
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Figura 9: Actividad enzimatica generalista en suelo de uso agricola bajo diferentes tipos de manejo
tratados con biochar y urea. Panel izquierdo: Actividad Deshidrogenasa (DHA). Panel derecho:
Actividad hidrolizante FDA. Letras distintas indican diferencias significativas entre las dosis de
biochar dentro de los tratamientos con el fertilizante mineral nitrogenado y dentro de cada tipo de

manejo (p<0,05).

Biomasa y estructura de las comunidades microbianas

Los dos primeros ejes del analisis de componentes principales (CP) explicaron el 58,2% de la
variacion (CP1 32% y CP2 26,2%) (Figura 10). A diferencia de lo observado para las variables
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fisico-quimicas y la actividad enzimatica, aqui no se evidencid una separacion clara entre los tipos de
manejo del suelo. Tampoco entre tratamientos con y sin urea. Como puede observarse en la figura 10
la segunda componente (CP2) separa a todas las poblaciones de microorganismos, de la relacion
entre bacterias y hongos (B/H). A su vez, dicha componente separ6 a todos los tratamientos con
biochar al 3% ubicandose en el primer y segundo cuadrante. Mientras que todos aquellos con 0% de
esta enmienda, se agrupan en el tercer y cuarto cuadrante. De la figura 10 emerge que todos los tipos
de manejo tratados con 3% de biochar serian diferentes del resto de los tratamientos, principalmente

de aquéllos con el 0% de la enmienda.
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Figura 10. Analisis de componentes principales de la biomasa microbiana y estructura de las
comunidades en suelo de uso agricola bajo diferentes tipos de manejo tratados con biochar y con
urea. SP: pristino, SSD: siembra directa, SLI: laboreo intenso. SU: sin urea. CU: con urea. BC:
biochar. G+: Gram positivas. G-: Gram negativas. HO: hongos. AC: actinobacterias. HMA: hongos
micorricicos arbusculares. PLFAt: PLFA totales. GP/GN: relacion Gram-positivas/ Gram-negativas.

B/H: relacion bacterias/hongos.

Los anélisis de perfiles fosfolipidos de acidos grasos (PLFAS) para bacterias Gram positivas,
Gram negativas, hongos, actinobacterias y PLFA totales, variaron segun el tipo de manejo, la dosis

de biochar y la aplicacion de urea con una interaccion significativa entre los tres factores (Tabla 4).
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Actino

Gram

Bacterias  Bacterias Hongos positivas/  Bacterias/
Gram Gram Hongos bacterias micorricicos folilep';
positivas  negativas (HO) arbusculares Gram hongos (PLFAL)
(G) (G) (AC) (HMA)  negativas  (B/H)
(G+/G-)
Efectos
principales
21,03*** 14,98*** 4,49* 16,42%** 6,43** 10,69%** 3,77*
Tipo de 012 ns
manejo SP>SSD= SP>SSD> SP>SSD> SLI>SSD= SP>SSD= SLI>SSD> ! SP>SSD=
SLI SLI SLI SP SLI SP SLI
21,70%** 8,27** 30,62*** 3.90% 3,71*
Biochar 0,23 ns 196>3%>0 306>1%=0 306=1%> L0 306=1%50 2,86 ns 1,74 ns
% % 0% o2 ro=E0 %
88,98*** 24,09%** 5,85*
Urea 0,05 ns 0,42 ns 0,08 ns 0,01 ns 0,24 ns
CuU>Su CuU>Su CU>SU
Interaccion
bifactorial
Tipo de
manejo* 97,53*** 19,89*** 1,75 ns 3,28* 3,42* 4,20* 3,01* 4,45%
biochar
Tipo de
manejo* 70,25%** 25,61*** 0,40 ns 7,22%* 0,24 ns 0,79 ns 1,39 ns 4,68 *
urea
1 *
B'ﬁfg:r 180,55%**  10,73*** 5 g5** 1,66 ns 0,03 ns 0,89 ns 2,99 ns 1,22 ns
Interaccion
trifactorial
Tipo de
in*
MAaNEJ0” — g7.18%xx 7 5wxx 3,50* 3,08+ 1,46 ns 2,39 ns 2,38 ns 4,45%*
biochar
urea

Tabla 4: Biomasa microbiana y estructura de las comunidades del suelo debida a diferentes tipos de

manejo, dosis de biochar y de urea y de su interaccidn. SP: suelo pristino, SSD: siembra directa, SLI:

laboreo intenso, G+: Gram positivas. G-: Gram negativas. HO: hongos. AC: actinobacterias. HMA:

hongos micorricicos arbusculares. PLFAt: PLFA totales. G+/G-: relacion Gram-positivas/Gram-

negativas.

B/H: relacion bacterias/hongos.

Los valores numéricos expresados en la tabla
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corresponden al estadistico F. Los asteriscos indican el nivel de significancia P. ***corresponde a un
nivel de significancia <0,001. **corresponde a un nivel de significancia <0,01.*corresponde a un
nivel de significancia <0,05. ns: no significativo.

Actinobacterias

Para todos los tipos de manejo analizados en la presente tesina, cuando el biochar se aplico
junto con urea, se observd un incremento en la abundancia de actinobacterias en relacion directa con
la dosis de biochar aplicada, sin embargo este resultado fue significativo solamente en suelo pristino.
No obstante, cuando el biochar se aplicd en ausencia de urea, los resultados fueron estadisticamente
significativos, siguiendo la misma tendencia. Es decir, a mayor dosis de biochar, mayor abundancia
de actinobacterias (Figura 11). La abundancia de actinobacterias fue relacionada con el pH, CE,
COT y el NT mediante un analisis de correlacién de Pearson. Para el pH, no se observd una
correlacion significativa. Mientras que con la CE, COT y NT, se observ6 una correlacion negativa
(r=-0,5; -0,5; -0,43, respectivamente. p<0,01).

Bacterias Gram Positivas y Gram negativas

La abundancia de bacterias Gram positivas y Gram negativas, exhibié un incremento al
aumentar las dosis de biochar en el suelo pristino, ya sea en ausencia o en presencia de urea (Figura
11). Mientras que en el resto de los tratamientos, el efecto de ambas enmiendas sobre la abundancia
de estas bacterias, parecié variar segun el tipo de manejo. En suelo pristino, las bacterias Gram
positivas incrementaron significativamente, en los tratamientos con y sin urea, particularmente al
agregar biochar al 3%. Ademas, en los tratamientos sin urea, la dosis intermedia (1%), tuvo el mismo
efecto (Figura 11). Bajo siembra directa, cuando el biochar fue aplicado en ausencia de urea, se
observo un incremento de la abundancia bacteriana, siendo mas significativo el efecto de la dosis
intermedia de biochar. Curiosamente, cuando biochar y urea se aplicaron de manera conjunta, el
efecto fue opuesto. Es decir, la abundancia bacteriana disminuy6 al aumentar la dosis de biochar
(Figura 11). Finalmente, bajo laboreo intenso, cuando el biochar fue aplicado en ausencia de urea,
no se observo un efecto significativo sobre la abundancia de las bacterias Gram positivas. Mientras
que al ser aplicado con urea en dosis del 1%, tuvo un efecto inhibitorio (Figura 11). La abundancia
de bacterias Gram positivas fue relacionada con el pH, CE, COT y el NT mediante un analisis de
correlacion de Pearson. Sin embargo, no se observé una correlacion significativa con ninguna de las

variables fisico- quimicas mencionadas.
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Para las bacterias Gram negativas, se observd que cuando el biochar fue aplicado junto con
urea, no se registraron cambios significativos en su abundancia, en ninguno de los tipos de manejo
analizados (Figura 11). En suelo pristino, cuando el biochar se aplicd en ausencia de urea, se
observo que la abundancia de bacterias Gram negativas incrementé significativamente en relacion
directa con la dosis de biochar aplicada. Es decir, a mayor dosis de biochar, mayor abundancia
bacteriana (Figura 11). Bajo siembra directa, la dosis del 1% de biochar no tuvo efecto significativo,
mientras que la dosis del 3% ejercié un efecto inhibitorio. Es decir, la abundancia bacteriana
disminuy6 significativamente con respecto al control sin biochar. Por ultimo, bajo laboreo intenso, la
aplicacion de biochar ejercid un efecto positivo sobre la abundancia bacteriana. Aunque la aplicacién
de biochar al 3% incremento significativamente la abundancia bacteriana respecto al control, la dosis
intermedia (1%) fue la que ejercid6 mayor efecto (Figura 11). La abundancia de bacterias Gram
negativas fue relacionada positivamente con el pH, CE, COT y el NT (r= 0,41; 0,35; 0,38 y 0,57
respectivamente; p<0,05).
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Figura 11: Abundancia de taxones microbianos en suelo de uso agricola bajo diferentes tipos de

manejo tratados con biochar y urea. Letras distintas indican diferencias significativas entre las dosis
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de biochar dentro de los tratamientos con el fertilizante mineral nitrogenado y dentro de cada tipo de

manejo (p<0,05).

Por altimo, la relacién entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, fue analizada,
observandose un efecto significativo de la interaccién entre el tipo de manejo del suelo y la dosis de
biochar (Tabla 4). De esta manera, se observo un mayor efecto de la aplicacidn del biochar sobre las
bacterias Gram positivas en comparacion con las Gram negativas. Asi, en general, en suelo pristino y
bajo siembra directa se detecté un aumento del cociente bacteriano al agregar biochar. Mientras que
en suelo pristino la proporcion aumento con la dosis del 1%, bajo siembra directa, ambas dosis de
aplicacion de biochar tuvieron el mismo efecto. Finalmente, bajo laboreo intenso, aunque la
proporcion de Gram positivas/ Gram negativas parecio incrementar con biochar al 3%, el efecto no

fue significativo (Figura 12).
Hongos

De manera similar a lo observado para bacterias Gram negativas, en la presente tesina, se
observo que cuando el biochar fue aplicado junto con urea, no se registraron cambios significativos
en la abundancia de hongos, en ninguno de los tipos de manejo analizados (Tabla 4). Mientras que
en ausencia de urea, en el suelo pristino, se observo que incrementd significativamente en relacion
directa con la dosis de biochar aplicada, registrandose una abundancia maxima con la dosis del 3%
de la enmienda. Bajo siembra directa, la abundancia flngica incremento significativamente tanto con
la dosis del 1% como con la del 3%. Mientras que bajo laboreo intenso, s6lo la dosis del 3% parecio
incrementar la abundancia de hongos, aunque este resultado no fue estadisticamente significativo
(Figura 11). La relacion entre bacterias y hongos, fue analizada, observandose un efecto
significativo de la interaccion entre el tipo de manejo del suelo y la dosis de biochar (Tabla 4).
Solamente bajo siembra directa, ambas dosis de biochar produjeron una disminucién de la relacion
bacterias/hongos (Figura 12), probablemente causado por el incremento de biomasa flngica en
dicho tratamiento. La abundancia de hongos fue relacionada con el pH, CE, COT y el NT mediante
un analisis de correlacion de Pearson. Sin embargo, no se observd una correlacion significativa con

ninguna de las variables fisico- quimicas mencionadas.
Hongos Micorricicos Arbusculares

Los PLFAs para los hongos micorricicos arbusculares variaron segun el tipo de manejo del
suelo y la dosis de biochar con una interaccion significativa entre ambos factores (Tabla 4).

Solamente en suelo pristino, el biochar aplicado al 3%, provocd un incremento significativo de la
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abundancia (Figura 11). Bajo siembra directa y laboreo intenso, aunque se observd una tendencia
similar, los cambios no fueron estadisticamente significativos. De manera similar a lo observado en
hongos, la abundancia de hongos micorricicos arbusculares fue relacionada con el pH, CE, COT y el
NT mediante un anélisis de correlacion de Pearson. Sin embargo, no se observo una correlacion

significativa con ninguna de las variables fisico- quimicas mencionadas.
PLFAs totales

Finalmente, es ampliamente conocido que los PLFA totales son indicadores sensibles de la
biomasa microbiana total. En suelo bajo siembra directa y laboreo intenso, en general se observé que
a mayor dosis de biochar, mayor PLFA totales (Figura 12). Mientras que en suelo pristino, la
enmienda con urea y biochar no afectd significativamente a esta variable. Particularmente bajo
siembra directa, la dosis maxima de aplicacion del biochar (3%) fue la que tuvo mayor efecto, tanto
en el tratamiento sin como en el con urea. En cambio, bajo laboreo intenso, este efecto del biochar,
solo se observé en el tratamiento sin urea (Figura 12). La abundancia de los PLFA totales fue
relacionada con el pH, CE, COT y el NT mediante un andlisis de correlacion de Pearson. Sin

embargo, no se observo una correlacion significativa con ninguna de las variables fisico- quimicas

mencionadas.
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Figura 12: Estructura de las comunidades microbianas en suelo de uso agricola bajo diferentes tipos

de manejo del suelo tratados con biochar y urea. Letras distintas indican diferencias significativas
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entre las dosis de biochar dentro de los tratamientos con el fertilizante mineral nitrogenado y dentro

de cada tipo de manejo (p<0,05).
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DISCUSION

El presente estudio evalué el impacto de la aplicacion de biochar junto a un fertilizante
mineral nitrogenado (urea) sobre la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas en
suelo de uso agricola bajo diferentes tipos de manejo. Trabajos recientes que evaltan los efectos de
ambos tipos de fertilizantes combinados, han sido principalmente focalizados sobre la respuesta de
algunas variables quimicas y enzimaticas del suelo (Song et al. 2016, S. Li et al. 2017), o bien, sobre
los cambios en la estructura de las comunidades microbianas (Zhang et al. 2018). Sin embargo,
pocos son los trabajos realizados hasta el momento que han integrado el estudio de todas estas
variables en un suelo de uso agricola sujeto a practicas de manejo diversas. Hasta donde conocemos,
la variabilidad que podria observarse en la respuesta de la microbiota edafica al tratamiento con
biochar y un fertilizante mineral nitrogenado, cuando los manejos aplicados al suelo son diferentes,

ha sido poco estudiada hasta el momento.

Los resultados de este trabajo muestran que en general, la aplicacion conjunta de biochar y
urea favorece a la actividad bacteriana y a la estructura fisico-quimica de suelo agricola sujeto a
practicas de manejo diversas. Pese a lo anterior, los analisis de componentes principales realizados
para los tres grandes grupos de variables aqui evaluadas (propiedades fisico-quimicas, actividad
enzimatica y estructura de las comunidades microbianas), muestran que los tipos de manejo
aplicados al suelo se separan en grupos definidos, conservando cada uno su identidad. Es decir que la
respuesta observada al tratamiento con fertilizantes, seria diferente segun el tipo de manejo que se
esté aplicando al suelo. Ademas, segun dicho analisis, la variacion de la estructura de las
comunidades microbianas a la aplicacion de ambos fertilizantes seria mayor que la de actividad
enzimatica y que las variables fisico-quimicas. Siendo éstas ultimas, las menos afectadas por el
tratamiento con fertilizantes. A continuacion en las siguientes secciones, se discute el rol de ambos
fertilizantes juntos y por separado, sobre cada una de las variables analizadas de manera individual.
Ademas se hace énfasis en cémo el efecto de ambos fertilizantes puede variar, dependiendo del

sistema de manejo agricola que se esté empleando en el suelo.

Propiedades fisico-quimicas

pH

En esta tesina, los valores de pH variaron en todos los suelos analizados al ser enmendados

con biochar o con urea, de manera independiente. Es decir, el agregado de ambas enmiendas en
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conjunto, no afectd a esta variable. Como era de esperar, los valores mas elevados de pH se
evidenciaron con la dosis mas altas de biochar. En efecto, resultados similares han sido reportados
por otros autores (Liang et al. 2014, Purakayastha et al. 2019). Liang et al. (2014) registraron
aumentos de hasta un 60% para esta variable con el agregado de 3% de biochar a un suelo tropical.
Respecto al efecto de la urea sobre el pH, en esta tesina, no se observaron variaciones en suelo
pristino ni bajo siembra directa. Sin embargo, bajo laboreo intenso, se evidenci6 un incremento de la
variable con el agregado del fertilizante. Se ha indicado que la capacidad buffer del suelo luego del
agregado de un fertilizante y la tasa de hidrdlisis de la urea, puede variar entre suelos con diferente
contenido de arcilla y MO (Han et al. 2004). Ambas propiedades serian mayores en suelos con
mayor contenido de MO vy arcilla (Fenn & Hossner 1985). Es por esta razon, que el aumento del pH
observado solamente bajo laboreo intenso, pueda deberse a una hidrolisis mas lenta de la urea y a

una capacidad buffer menor del suelo bajo este tipo de manejo en comparacion con los otros.

Conductividad eléctrica

De manera similar al pH, se observd que la conductividad eléctrica (CE) vario en todos los
suelos al ser enmendados con biochar o con urea, de manera independiente. Es decir, ambas
enmiendas en conjunto no afectaron significativamente a esta variable. Los valores mas bajos de CE
fueron registrados bajo laboreo intenso y luego bajo siembra directa. En ninguno de estos suelos se
observaron diferencias significativas en la CE al agregar biochar. Estos resultados son consistentes
con los observados por Chao et al. (2018), Quienes reportaron que dosis del 1 o del 2% de biochar de
mani no afectan a la CE. Cambios significativos de esta variable, son evidentes cuando las dosis de
aplicacion superan al 5% (Chao et al. 2018). Curiosamente, en suelo pristino se observo una relacion
inversa entre la dosis de biochar aplicada y los valores de CE. Estos resultados, en general, son
opuestos a los observados por otros autores (Song et al. 2016). Sin embargo, la mayoria de estos
trabajos fueron realizados a corto plazo, a escala de horas o dias. Resultados similares al nuestro,
fueron observados en estudios realizados a mas largo plazo (Ippolito et al. 2014). La disminucion
observada en la CE, luego de un largo periodo de estabilizacion entre el suelo y el biochar, podria
deberse a una sorcion de las sales del medio por parte de la enmienda (Thomas et al. 2013, Ippolito
et al. 2014), observandose en consecuencia una disminucion o estabilizacion de la CE en el suelo.
Con respecto a la urea, en general se observé que incremento los valores de CE en todos los
tratamientos, aunque el efecto solo fue significativo en suelos bajo siembra directa. Resultados

similares fueron observados en suelos cultivables enmendados con urea tanto en presencia como en
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ausencia de biochar (Song et al. 2016). Un mecanismo similar al del biochar ha sido propuesto para
la urea, ya que el incremento significativo en la CE luego de la aplicacion de urea, podria deberse a
la presencia transitoria y repentina de una alta concentracion de sales disueltas. Sin embargo luego de
un tiempo, la CE tiende a estabilizarse (Song et al. 2016). Esto altimo podria estar sucediendo en
suelo pristino y en suelo bajo laboreo intenso enmendados con urea, donde los incrementos de esta

variable no fueron significativos.

Materia organica, Carbono organico total y Nitrégeno total

En esta tesina, en general, se observd que los niveles de NT, COT y MO, incrementaron en
todos los suelos al ser enmendados con urea y biochar. En general, estos aumentos estuvieron
directamente relacionados con la dosis de biochar aplicada. EI aumento de C organico en suelos
enmendados con biochar, podria explicarse principalmente por dos mecanismos: por un lado, el
biochar es en si mismo una fuente de C, la presencia de C en estructuras aromaticas le confiere una
naturaleza recalcitrante (Qambrani et al. 2017, Purakayastha et al. 2019), y por otro lado, existe
evidencia que indica que el biochar inhibe la mineralizacion del C organico en el suelo,
contribuyendo de esta manera a su acumulacion (Prayogo et al. 2014). Ademas, se ha sugerido que
posiblemente el biochar producido a temperaturas de entre 450 y 550° C, posee mayores contenidos
de C y N que pueden medirse en la mezcla con el suelo (Ouyang et al. 2014).

Actividad enzimatica

Las enzimas extracelulares del suelo son los principales catalizadores en la descomposicién
de la materia organica y estan involucradas en numerosos ciclos biogeoquimicos de nutrientes
(Burns et al. 2013). La actividad enzimatica y su respuesta al agregado de C y N al suelo, han
recibido considerable atencion en la Gltima década (Ameloot et al. 2015, Song et al. 2016, Li et al.
2017). En esta tesina, en general, hemos observado que la actividad enzimatica incrementa al
enmendar los suelos con biochar y urea. Resultados similares han sido observados por otros autores
(Song et al. 2016). El analisis de componentes principales, mostré que la actividad enzimatica del
suelo fue diferente para los distintos tratamientos. La actividad B-glucosidasa, ureasa, FDA y DHA,
se relacion6 mas con suelo pristino con dosis del 3 y del 1% de biochar. En cambio, fosfatasa, B-
xilanasa y B-glucuronidasa parecieron relacionarse con el tipo de manejo bajo siembra directa con

dosis del 3 y del 1% de biochar. Ni el suelo agricola bajo laboreo intenso, ni las dosis al 0% de
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biochar de ningun tratamiento, se relacionaron con la actividad de alguna enzima. Es por esto, que el
agrupamiento entre la actividad enzimatica y los tratamientos, parecié deberse mas a los diferentes
tipos de manejo del suelo y a la aplicacion de biochar que a la presencia de urea. Las relaciones
observadas podrian deberse a las diferencias de COT y de NT entre los suelos con distinto tipo de
manejo y a los cambios que ocurren en estas variables luego del agregado de ambas enmiendas a
cada uno de los suelos. En efecto, incrementos de la actividad enzimética han sido asociados con
aumentos en el COT, NT y el C de la biomasa bacteriana los cuales proveen los sustratos organicos
para que la actividad enzimatica ocurra (Martens et al. 1992). EI pH y la CE también son afectadas
por la aplicacion de biochar junto con urea. Sin embargo, la respuesta de cada enzima en particular a
las propiedades intrinsecas de cada enmienda y a los cambios fisico-quimicos que ocurren en el suelo
luego de su aplicacion, es muy variable. Es por esto que a continuacion se discute el efecto de las

enmiendas sobre la actividad de cada enzima de manera individual, en todos los suelos estudiados.

Actividad especifica de enzimas del Ciclo del C: B-glucosidasa, B-xilanasa y B-glucuronidasa

La actividad de las enzimas B-glucosidasa y B-xilanasa, incrementé en todos los suelos al ser
enmendados con biochar y urea. Con excepcion en suelo bajo laboreo intenso, en el cuél el agregado
de urea con biochar, no afect6 a la actividad B-glucosidasa. La actividad de esta Gltima enzima, es
muy sensible a cambios del pH (zZhu et al. 2017). En efecto, en esta tesina se encontré una
correlacion positiva entre ambas variables. Aunque nuestros resultados revelaron incrementos del pH
en todos los suelos al ser enmendados con biochar, bajo laboreo intenso, el maximo valor de pH
alcanzado (con la dosis del biochar del 3%), no superé al del suelo control sin enmendar en suelo
pristino. Probablemente el incremento del pH bajo laboreo intenso, no fue suficiente como para
estimular la actividad de esta enzima. Salvando la excepcidn anteriormente mencionada, en general
se observo una relacion directa entre los valores de actividad enzimética y la dosis de biochar
aplicada. Tanto B-glucosidasa como B-xilanasa, son enzimas clave involucradas en el ciclado de C,
y los aumentos en su actividad con altas dosis de biochar podrian deberse a incrementos en la
fraccion labil de C, ya que los residuos pirolizados sobre la superficie del biochar contribuyen a
aumentar dicha fraccion, y consecuentemente, pueden ser utilizados como substrato microbiano
(Simarani et al. 2018). Ademas, se ha observado que la aplicacion de biochar junto con urea
incrementa las concentraciones de N total (Yu et al. 2018). Por un lado, se ha propuesto que el
biochar seria en si mismo una fuente de N y por otro lado, la asociacion de la urea a la superficie del

biochar, evitaria su pérdida por lixiviacibn o por emisiébn como gas de efecto invernadero
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(Prendergast-Miller et al. 2011). Aunque estas enzimas estén muy involucradas con el ciclo del C, en
esta tesina se ha observado una correlacion positiva entre NT y B-glucosidasa, por lo que el
incremento de este nutriente también podria estar favoreciendo la actividad de esta enzima.
Curiosamente, B-xilanasa se correlacioné negativamente con el COT y el NT. Wang et al. (2015)
encontraron una correlacion similar e identificaron ademas una correlacion positiva con el contenido
de Ca’ intercambiable. Se ha propuesto que aunque la abundancia de bacterias productoras de estas
enzimas pueda correlacionarse positivamente con el COT, no necesariamente hay relacion entre éste
y la actividad enzimatica, ya que los factores limitantes de la reaccion enzimética podrian ser otros,

como el Ca* o la presencia de algin metal pesado (Nair et al. 2016).

Por ultimo, la actividad de la enzima B-glucuronidasa vario segun el tipo de manejo del
suelo y la dosis de biochar. Sin embargo, la aplicacion de urea sola o con biochar, no tuvo efecto
sobre la actividad de esta enzima. Al igual que para B-glucosidasa y B-xilanasa, en suelo pristino y
bajo siembra directa se observd que la actividad incrementd significativamente en relacion directa
con la dosis de biochar aplicada. Dado que B-glucuronidasa también es una enzima clave en el
ciclado de C, los aumentos en su actividad con altas dosis de biochar también podrian atribuirse a
incrementos en la fraccion labil de C. En suelo agricola bajo laboreo intenso, no se observaron
diferencias en la actividad enzimatica entre el control y la dosis de aplicacion del 1%. Mientras que
la dosis maxima (3%), disminuyo la actividad de la enzima. La disminucién de actividad enzimatica
como consecuencia de la aplicacion de altas dosis de biochar ha sido reportada por varios autores
(Demisie et al. 2014, Oleszczuk et al. 2014, Wang et al. 2016) y podria estar asociada con
mecanismos de sorcion (Foster et al. 2018). La enzima B-xilanasa no se correlacion6 con el pH, ni la
CE, mientras que B-glucuronidasa no se correlaciond con ninguna de las variables fisico- quimicas
evaluadas en esta tesina. De lo anterior se deduce que estas enzimas, no serian tan sensibles a los

cambios del medio producidos por el biochar y la urea, como lo es B-glucosidasa.

Actividad especifica de enzimas del Ciclo del N y P: Fosfatasa y ureasa

La actividad de las enzimas ureasa y fosfatasa fue modificada al enmendar los suelos con
urea y biochar. En todos los casos, se observo que el agregado de biochar al 3% incremento la
actividad de ambas enzimas, tanto en ausencia como en presencia de urea. Se ha sefialado que el
agregado de biochar, estimularia la actividad de enzimas involucradas en la utilizacion del N, como
lo ureasa (Bailey et al. 2011). Ademas el efecto seria dosis de biochar-dependiente, observandose

una relacién directa entre éste y la actividad de esta enzima (Wang et al. 2015). Como se explico
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anteriormente en las enzimas del ciclo del C, la aplicacion de biochar junto con urea incrementa las
concentraciones de N total (Prendergast-Miller et al. 2011, Yu et al. 2018). Ademas, el incremento
de la actividad ureasa luego de la aplicacion de biochar, indica que éste afecta significativamente y
de manera positiva a la hidrolisis de este fertilizante (Oladele 2019). Con respecto a fosfatasa,
resultados similares fueron reportados por otros autores (Du et al. 2014, Liu et al. 2017). Se ha
sefialado, que el aumento del pH inducido por el biochar, podria proporcionar condiciones de suelo
mas adecuadas para la disponibilidad de P o de las comunidades microbianas asociadas al ciclado de
este nutriente (Liu et al. 2017), incrementando de este modo a la actividad fosfatasa. Curiosamente,
cuando el biochar es adicionado en presencia de urea, su efecto sobre la actividad fosfatasa, parece
variar segun el tipo de manejo del suelo. Mientras que bajo siembra directa se observa que a mayor
dosis de biochar mayor actividad (al igual que en los tratamientos sin urea), en suelo pristino y bajo
laboreo intenso se observa que el agregado de urea y 1% de biochar disminuye la actividad

enzimatica.

La actividad ureasa mostrd una correlacion positiva con el pH, la CE, el contenido de COT y
el NT. Por el contrario, la actividad fosfatasa no exhibid una correlacion significativa con ninguna de
estas variables. Wang et al. (2015), luego de correlacionar la actividad de 11 enzimas con COT, NT,
K"y Ca" intercambiables, concluyeron que la relacion puede ser positiva o negativa dependiendo de
la cantidad de biochar agregado, el contenido de nutrientes en el suelo y la relacién entre el biochar

con el sustrato especifico de cada enzima.

Actividad enzimatica generalista: FDA y Deshidrogenasa

Las actividades DHA e hidrolizante de FDA variaron segun el tipo de manejo del suelo, la
dosis de biochar y la aplicacion de urea. En general la mayor actividad FDA y DHA se observo en
suelo pristino, seguida por el manejo bajo siembra directa y bajo laboreo intenso (Tabla 3). Se ha
propuesto que ambas actividades enzimaticas estarian fuertemente influenciadas por el contenido de
MO del suelo, en efecto se ha demostrado una correlacién significativa y positiva entre COT y la
actividad FDA (Li et al. 2016) y entre COT y DHA (Ameloot et al. 2015). En concordancia, en esta
tesina, el andlisis de correlacion de Pearson entre el FDA y el COT exhibié una correlacion
altamente significativa (r=0,95. P< 0,001), mientras que para DHA y COT fue r=0,82 (p<0,001). El
efecto de la aplicacion conjunta de biochar y urea fue diferente en los tres tipos de manejo del suelo.
Particularmente para FDA se observo que el incremento en la dosis de biochar fue estimulatorio en

suelos bajo siembra directa, resultd ser inhibitorio en suelo pristino y no tuvo ningin efecto bajo
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laboreo intenso. Mientras que para DHA la aplicacién de urea junto con biochar solo parecio ejercer
efecto al 3% Unicamente bajo siembra directa, mientras que en suelo pristino y bajo laboreo intenso
no se observaron variaciones en la actividad enzimatica. Nuestros resultados sugieren que la
fertilizacion con urea y biochar es capaz de incrementar la actividad microbiana total, en suelos que
presentan cierto grado de deterioro edafico. Por el contrario, en suelos con alto contenido de MO
podria existir una relacion inversa entre la cantidad de biochar aplicada y la actividad FDA, o no

tener efecto para el caso de DHA.

Biomasa vy estructura de las comunidades microbianas

Los andlisis de perfiles de fosfolipidos de acidos grasos totales (PLFAS) para bacterias Gram
positivas, Gram negativas, hongos, actinobacterias y PLFA totales, variaron segun el tipo de manejo
del suelo, la dosis de biochar y la aplicacion de urea con interaccion entre los tres factores. El analisis
de CP explic6 58.2% de la variacion total (CP1 32% y CP2 26,2%). En general, las dosis mas altas
de biochar se localizaron en el primero y segundo cuadrante, mientras que las dosis méas bajas lo
hicieron en el tercero y cuarto cuadrante. No se encontrd una separacion clara entre los distintos tipos
de manejo del suelo. No obstante, la abundancia de actinobacterias y la relacién G+/G- parecio
asociarse a los tratamientos bajo siembra directa y laboreo intenso y dosis del 3% de biochar (ya sea
en presencia o ausencia de urea). El agregado de biochar con urea al suelo, ha sido asociado a
variaciones en la abundancia de los taxones microbianos y a cambios en la estructura de las
comunidades (Ameloot et al. 2015, Yu et al. 2018). Sin embargo, la respuesta de cada taxon en
particular a las propiedades intrinsecas de cada enmienda y a los cambios fisico-quimicos que
ocurren en el suelo luego de su aplicacion, es muy variable. Es por esto que a continuacion se discute

el efecto de las enmiendas sobre cada taxdn, en todos los suelos estudiados.

Actinobacterias

Las mayores poblaciones de actinobacterias fueron registradas bajo laboreo intenso. Ademas,
en general, la aplicacion de biochar incrementé la abundancia de este taxén en todos los
tratamientos. De manera similar, altas poblaciones de actinobacterias fueron reportadas por otros
autores, en diversos tipos de suelos luego de ser enmendados con biochar (Khodadad et al. 2011,
Ameloot et al. 2015). El incremento de este taxon, podria deberse a que estos organismos son
capaces de utilizar sustratos complejos y persistentes, como por ejemplo, el C aromético presente en
este tipo de enmiendas (Watzinger et al. 2014, Yu et al. 2018). Ademas, entre todos los
microorganismos del suelo, las actinobacterias son las que poseen menor tamafio, por lo que son las

mejor protegidas dentro de los poros del biochar (Warnock et al. 2007, Gul et al. 2015). La
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aplicacion de urea y biochar en conjunto, parecié ser menos efectiva que el biochar solo para
aumentar la abundancia de este taxén. En efecto, no se observaron cambios en la abundancia de
actinobacterias bajo siembra directa ni laboreo intenso cuando ambas enmiendas fueron adicionadas
en conjunto. Resultados similares fueron reportados por Yu et al. (2018). En esta tesina, la
abundancia de actinobacterias exhibié una correlacion negativa con la CE, el COT y el NT.
Resultados similares fueron reportados por otros autores (L. Zhang et al. 2018). El hecho de que en
nuestro trabajo la mayor abundancia de actinobacterias se encontrase en suelo bajo laboreo intenso,
podria deberse a este tipo de correlacion, ya que en este suelo, se registraron los menores valores
para CE, COT y NT.

Bacterias Gram positivas (G+), Gram negativas (G-) y relacion G+/G-

La abundancia de bacterias G+ y G-, en general, exhibi6é un incremento al aumentar las dosis
de biochar en suelo pristino, ya sea en ausencia o en presencia de urea, particularmente al enmendar
con biochar al 3%. Mientras que en suelo bajo siembra directa y bajo laboreo intenso, el efecto de
ambas enmiendas sobre la abundancia de estos grupos bacterianos, parecio variar segun el tipo de
manejo. Mientras que la aplicacion conjunta de urea y biochar pareci6 no afectar la abundancia de
bacterias G- en estos suelos, el efecto parecio ser nulo o negativo para G+. Es decir, para este ultimo

taxdn, en general, la abundancia bacteriana disminuyo al incrementar la dosis de biochar.

Se ha propuesto que las poblaciones de G+ y G- varian en el tiempo luego de la aplicacion
del biochar. Aunque ambas poblaciones incrementarian, las G- lo hacen en una primera etapa,
utilizando la fraccion de C labil presente en el biochar. Mientras que las G+, aumentarian luego de la
semana 16 aproximadamente, cuando comienza a estar mas disponible la fraccion aromatica de C
(Mitchell et al. 2015). De este modo, el incremento de la abundancia de bacterias G+ observada en
suelo pristino (con y sin urea) y bajo siembra directa sin urea, podria deberse a que luego de 20
semanas de incubacion, el C aromatico del biochar comience a prevalecer por sobre la fraccion labil,
favoreciendo el desarrollo de este taxon. Curiosamente, bajo siembra directa con urea y bajo laboreo
intenso con urea y biochar al 1%, la abundancia de G+ disminuye con el agregado de biochar.
Quizas, al tratarse de suelos con propiedades fisico- quimicas diferentes, la velocidad a la que
ocurren las reacciones enzimaticas sea diferente a las del suelo pristino (con y sin urea) y siembra
directa sin urea, y aun prevalezca como sustrato la fraccion labil del C del biochar por sobre la
fraccion aromaética. Por otro lado, también se ha relacionado al incremento de G+ y G-, con
aumentos en la estabilidad de los agregados (Zhu et al. 2017). Una vez que el biochar es incorporado

a la matriz edafica, actia como agente aglutinante de la MO, mejorando la estabilidad de los mismos
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(Sun & Lu 2014). En suelos bajo siembra directa con urea y bajo laboreo intenso con urea, quizas, la
estabilidad de los agregados es menor que la observada en los otros tratamientos. En efecto, hay
evidencias que indican que la fertilizacion nitrogenada a largo plazo, impactaria negativamente sobre
la estabilidad de los agregados (Brtnicky et al. 2017). Quizas suelos bajo laboreo intenso, son mas
sensibles a este efecto adverso del fertilizante que un suelo pristino con mayor contenido de MO,
evitando de este modo la estabilizacion de los agregados, con la consecuente disminucién de G+. Sin

embargo, mas estudios deben realizarse para corroborar esta hipotesis.

Las bacterias G- incrementaron solamente en suelo pristino y bajo laboreo intenso en
ausencia de urea. A diferencia de las G+, este taxdn exhibié una correlacion positiva con el pH, CE,
COT y el NT. Teniendo en cuenta que las tres primeras variables exhibieron un incremento
significativo luego del agregado de biochar y de urea, podria pensarse que el cambio en la
abundancia de G- esté dado por una mejora de las propiedades fisico-quimicas en dichos
tratamientos luego del agregado de ambas enmiendas. En efecto, incrementos del pH y de la fraccion
labil de C luego del agregado de urea y biochar, han sido asociados con incrementos en la
abundancia de bacterias G- (Yu et al. 2018).

Por dltimo, la relaciébn G+/ G- en esta tesina incrementd (suelo pristino y bajo siembra
directa) o se mantuvo constante (suelo bajo laboreo intenso) luego del agregado de biochar. Estos
resultados fueron similares a los observados por Paz-Ferreiro et al. (2015), quienes sugieren que la
importancia del modelado de estas comunidades radica no solo en el biochar como fuente de energia
para las comunidades microbianas, sino también del tipo de manejo del suelo. Sumado a lo anterior,
Yu et al. (2018), observaron que, aunque la abundancia absoluta de los taxones por lo general
incrementa luego del agregado de urea y biochar, la abundancia relativa de los mismos no es
afectada, por lo que la estructura de las comunidades se mantiene estable dentro de una temporada de

crecimiento.

Hongos micorricicos arbusculares

En esta tesina se registraron cambios en las poblaciones de hongos micorricicos arbusculares
solamente en el suelo pristino al ser enmendado con 3% de biochar. El agregado de urea no tuvo
efecto sobre la abundancia de esta comunidad microbiana, ni sola, ni al ser aplicada con biochar en
ninguno de los tipos de manejo analizados. Se ha sugerido que los cambios en la abundancia de estos

hongos estarian fuertemente relacionados con el tipo de manejo del suelo en el cual es aplicado el
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biochar. En general, la biomasa de hongos micorricicos arbusculares resulta ser mayor en suelos
donde el incremento del pH es mas notable luego de la aplicacién de la enmienda (Paz-Ferreiro et al.
2015). Aunque en esta tesina no se observo una correlacion significativa entre esta variable fisica del
suelo y la poblacion de micorrizas, el suelo pristino fue el que alcanzé valores de pH mas altos luego
de la adicion de biochar.

Hongos

La aplicacion de biochar (1 y 3%) incrementé las poblaciones de hongos saprofiticos
solamente en suelo pristino y bajo siembra directa, mientras que bajo laboreo intenso no tuvo efecto
significativo. La aplicacion de urea parecidé no ser tan determinante sobre la abundancia de este
taxdn, ya que cuando ambas enmiendas se aplicaron en conjunto, no se registraron cambios en la
misma en ninguno de los suelos estudiados. Ambas dosis de biochar (1 y 3%), produjeron una
disminucion de la relacion bacterias/hongos bajo siembra directa, probablemente causado por el
incremento de biomasa fangica en dicho tratamiento. En concordancia, se ha reportado que el
agregado de biochar puede causar un incremento de las poblaciones fangicas, principalmente
asociado a la exploracion y colonizacion de los poros del material pirolizado (Jaafar et al. 2014). Por
otro lado, (tal como se menciond para la relacion G+/G-) nuestros resultados para suelo pristino y
bajo laboreo intenso, concuerdan con los de Yu et al. (2018). Dichos autores observaron cambios de
la abundancia absoluta de hongos y bacterias, pero no de su abundancia relativa. Lo cual estaria
indicando que ambas enmiendas en conjunto promueven el aumento de la biomasa total sin operar

cambios en la estructura de las comunidades.

PLFA totales

Es ampliamente conocido que los PLFA totales son indicadores sensibles de la biomasa
microbiana total (Wixon & Balser 2013). Nuestro estudio también detect6 incrementos significativos
de PLFA total luego de la aplicacién de biochar y de urea bajo siembra directa y de biochar solo bajo
laboreo intenso. Por un lado, el incremento de la biomasa total luego de la aplicacién de urea y
biochar, ha sido explicada principalmente por aumentos en el pH del suelo (Yu et al. 2018). Aunque
la biomasa total no se relaciono significativamente con esta variable, es cierto que el pH incremento
en todos los tratamientos con la adicion de estas enmiendas en comparacion con los controles sin

enmendar. Por otro lado, el incremento en la biomasa microbiana observada en suelos tratados con
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biochar puede ser principalmente atribuido a una mejora en las propiedades fisico-quimicas del
suelo, al aumento de los niveles de C disponible, agua y nutrientes y/o al incremento en la proteccion
de microorganismos frente a sus predadores (Chen et al. 2017, Zhu et al. 2017). Se ha propuesto que
los poros contenidos en el biochar a lo largo de todo su volumen, pueden servir de habitat y refugio
para los microorganismos (Zhu et al. 2017). En efecto el biochar proporciona un volumen de poros

habitables por unidad de particula, mayor que el del suelo (Quilliam et al. 2012).
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CONCLUSION

Los resultados de esta tesina indicaron que la aplicacion de biochar junto a un fertilizante
mineral nitrogenado (urea) es capaz de modificar las caracteristicas fisico-quimicas vy
microbioldgicas en suelo de uso agricola sujeto a diferentes tipos de manejo, observandose un efecto
mas significativo bajo laboreo intenso. Los tipos de manejo aplicados al suelo separan a los
tratamientos en grupos bien diferenciados. Si bien, se observé un claro efecto de la combinacion de
urea y biochar para todas las variables analizadas, la respuesta fue mas evidente para la estructura de
las comunidades microbianas, luego para la actividad enzimatica y por Gltimo para las variables

fisico-quimicas.

Respecto a las variables fisico-quimicas se observd que la aplicacién de biochar,
principalmente en dosis alta, redujo la acidez en todos los tipos de manejo evaluados. Mientras que
urea, solo tendria este efecto bajo laboreo intenso. Ambos fertilizantes aplicados en conjunto, en
general, incrementan el contenido de COT y NT en todos los tratamientos, con énfasis en suelo bajo
laboreo intenso. También aumentan la actividad de las enzimas del Ciclo del C, del P y del N. No
obstante, la actividad especifica de B-glucuronidasa no fue afectada por la presencia de urea, siendo
preponderante el rol del biochar. La actividad de enzimas generalistas fue muy variable dependiendo
del tipo de manejo del suelo. Aunque en general se observé que dosis del 3% de biochar incrementan
la actividad tanto FDA como DHA, la tendencia no fue clara al agregar urea. Incluso cuando biochar
y urea se aplicaron en conjunto la actividad FDA disminuy6 en el suelo pristino. Finalmente, la
presencia de biochar, en ausencia de urea, modificé la estructura de las comunidades microbianas,
principalmente en siembra directa y laboreo intenso. Aunque en este Gltimo tipo de manejo fue
menos evidente que bajo siembra directa. En general, se observaron aumentos de la densidad de
todos los taxones microbianos analizados al ser tratados con biochar, mientras que la aplicacion de

ambos fertilizantes en conjunto parecio ejercer menor efecto.

Aunque la aplicacién de biochar y urea produce importantes incrementos del pH, COT, NT y
de la actividad enzimdtica, tendencias similares pueden observarse al aplicar biochar sin el
fertilizante mineral. Ademas, s6lo el biochar parece afectar a la estructura de las comunidades
microbianas. Por lo que el rol del biochar, sobre los cambios producidos en las propiedades fisico-

quimicas y microbioldgicas del suelo, parece ser mas determinante que el de la urea.
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