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RESUMEN

Los microorganismos del suelo son capaces de afectar directa e indirectamente la
productividad de los cultivos. Por otro lado, el manejo agricola de los suelos puede
provocar impactos en la estructura y funcionamiento de las comunidades microbianas
del suelo, lo cual puede amenazar la sostenibilidad de los agroecosistemas. Se estu-
diaron variables microbioldgicas en cuatro rotaciones arroceras, con diferente nivel
de intensificacion de uso del suelo de la «Plataforma de Largo Plazo de Arroz, Pastu-
ras y Otros Cultivos» del INIA Treinta y Tres. Las rotaciones evaluadas fueron:
arroz-pradera larga, arroz-soja-pradera larga, arroz-soja continuo y arroz continuo. Se
realizaron muestreos de suelo tanto previo a la siembra de arroz como previo a la
cosecha de arroz. Se analizaron las variables: actividades enzimaticas (deshidrogena-
sa, B-glucosidasa, fosfatasa alcalina y ureasa), respiracion y el perfil fisioldgico de la
comunidad microbiana obtenido con las placas Biolog EcoPlates (Community Level
Physiological Profile-CLPP). Se llevaron a cabo dos ensayos; en uno se determino el
porcentaje de micorrizacion y en el otro se evalu6 la mineralizacion de restos vegeta-
les. En algunas variables microbioldgicas se separa la rotacién arroz continuo, que es
la mas intensiva en cuanto al uso del suelo; en otras variables se observo que el arroz
después de arroz varia las propiedades microbiologicas del suelo en la rotacion arroz-
pradera larga, aunque la pradera larga parece restaurar las condiciones del suelo. Se
encontraron diferencias significativas entre momentos de muestreo en los variables
pH, fosfatasa alcalina, ureasa y AWCD (Average Well Color Development), lo que
sugiere que las condiciones durante el cultivo de arroz, como la anaerobiosis genera-
da por el riego, pueden haber alterado la microbiota del suelo momentaneamente. En
la mayoria de las variables microbioldgicas no se detectaron diferencias significati-
vas entre tratamientos, lo que podria estar relacionado con cierta estabilidad en la
dinamica del carbono por tratarse de agricultura con siembra directa y aplicarse bue-
nas practicas agricolas que conservan el recurso suelo. Se concluye que seria necesa-
rio seguir monitoreando las variables microbioldgicas para poder sugerir una como
indicador de sostenibilidad para suelos arroceros.

Palabras clave: enzimas, B-glucosidasa, respiracion, CLPP-Biolog, sostenibilidad
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Intensification in paddy sistems and its impact on the functional potential
of the edaphic microbial community
SUMMARY

Soil microorganisms directly and indirectly affects the productivity of crops. In
addition, agricultural soil management can make an impact on the structure and
functioning of soil microbial communities which may threaten the sustainability of
the agroecosystems. Microbiological variables were studied in four rice rotations,
with different levels of land use intensification of the «Long-term Platform of Rice,
Pasture and Other Crops» of INIA Treinta y Tres. The rotations evaluated were:
long-term pasture-rice, long-term pasture-soybean-rice, continuous soybean-rice and
continuous rice. Soil samplings were carried out both prior to sow rice and prior to
rice harvest. The variables analyzed were: enzymatic activities (dehydrogenase, f3-
glucosidase, alkaline phosphatase and urease), respiration and the Community Level
Physiological Profile-CLPP obtained with the Biolog EcoPlates. Two tests were
conducted: in one the percentage of mycorrhization was determined and in the other
the mineralization of plant residues was evaluated. In some microbiological
variables, the continuous rice rotation is separated, which is the most intensive in
terms of land use; in other variables it was observed that rice after rice varies the
microbiological properties of the soil in the long-term pasture-rice rotation, although
the pasture seems to restore soil conditions. Significant differences were found
between sampling moments in the variables pH, alkaline phosphatase, urease and
AWCD (Average Well Color Development), suggesting that the conditions during
rice cultivation, such as the waterlogging generated by irrigation, may have altered
the soil microbiota momentarily. In most of the microbiological variables, no
significant differences were detected between treatments, which can be linked to
some stability in the carbon dynamics because it is no-till agriculture and good
agricultural practices that conserve the soil are applied. It is concluded that it would
be necessary to continue monitoring microbiological variables in order to suggest
one as an indicator of sustainability in paddy soils.

Keywords: enzymes, B-glucosidase, respiration, CLPP-Biolog, sustainability
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1. INTRODUCCION

1.1. CULTIVO DE ARROZ EN URUGUAY

El arroz (Oryza sativa L.) es considerado un alimento basico, es el segundo
cereal mas producido mundialmente y el primer alimento de consumo basico en Asia
(FAO, 2004).

El Uruguay como productor de arroz se encuentra cerca del trigésimo puesto a
nivel mundial y como exportador neto ha llegado al sexto puesto, representando 2 a 3
% de volumen global. Se exporta méas de 90 % de lo producido anualmente, por lo
que su produccion estd intimamente relacionada a los mercados internacionales
(Ferraro y Lanfranco, 2016, Saldias et al., 2016, Uruguay XXI, 2013).

Segun datos de la encuesta de arroz zafra 2020/21 de DIEA-MGAP, la
superficie sembrada total de arroz se estimo en 139 mil hectareas y la produccion
total nacional, en 1.309.355 toneladas de arroz céscara seco y limpio. El rendimiento
por hectarea promedio en zafra 2020/21 fue de 9.400 kg/hectarea. Cabe destacar que
el rendimiento de arroz en Uruguay se encuentra entre los mas altos del mundo,
basado en un alto uso de tecnologia y capital, incluyendo riego del 100 % del area
cultivada, ademas del uso de cultivares de alto potencial de rendimiento y calidad
desarrollados en el pais (Ferraro y Lanfranco, 2016, Saldias et al., 2016).

1.1.1. Intensificacion de la producciéon arrocera

La intensificacion agricola para la mayor produccion de alimentos por area de
tierra se ha basado en mejorar y aumentar los insumos agricolas como en incorporar
nuevas variedades genéticas de alto rendimiento, sistemas de riego, mecanizacion,
fertilizantes y pesticidas sintéticos. Todas estas tecnologias fueron impulsadas por la
«Revolucién Verde» del siglo pasado, pero han demostrado tener efectos negativos a

nivel ambiental y en costos econdémicos, por lo que ha surgido la preocupacion de



cdmo mantener una intensificacion agricola en el largo plazo (Adhikari et al., 2018,
Matson et al., 1997).

Actualmente se estd en la blsqueda de alternativas de intensificacion
sostenible que permitan aumentar la produccion reduciendo el uso de insumos y los
impactos negativos sobre el medioambiente, para asi conservar los recursos naturales
y a la vez poder cumplir con el objetivo de alimentar a una poblacion mundial en
crecimiento, ademés de afrontar las condiciones del cambio climético (Brito et al.,
2021, Tseng et al., 2020, Terra et al., 2020, Martinez y Escalante, 2020, Zorrilla et
al., 2018, Adhikari et al., 2018, Macedo et al., 2016, Saldias et al., 2016, Ayala et al.,
2016). Uno de los desafios mas importantes para la agricultura actualmente es poder
seguir incrementando la productividad utilizando menos recursos y, a la vez,
disminuyendo su impacto ambiental (Terra et al., 2020). Para que los sistemas sean
sostenibles, deben promover una fertilidad del suelo y productividad a largo plazo
(Adhikari et al., 2018).

Macedo et al. (2021b) describen claramente el proceso de intensificacion de
la produccion arrocera en Uruguay Y la regién. Segun estos autores, los sistemas de
rotaciones arroceras con pasturas perennes se han intensificado en América del Sur
para aumentar la productividad anual de granos, pero los efectos a largo plazo sobre
el rendimiento de arroz y la calidad de suelo no estan claros. En Uruguay,
histéricamente, el cultivo de arroz ha rotado con pasturas, siendo la rotacién tipica o
rotacion clasica uno o dos afios con arroz, alternado con tres o cuatro afios con
praderas, que usualmente se utilizan para la produccion de ganado (Macedo et al.,
2021b). La inclusion de pastura en las rotaciones arroceras provee ventajas en cuanto
a la sustentabilidad en términos de calidad de suelo y dependencia de insumos
externos, como fertilizantes (Pittelkow et al., 2016).

Debido a presiones economicas, los productores uruguayos han intensificado
las rotaciones de arroz, sobre todo disminuyendo el periodo de pasturas en pos de una
mayor produccion de granos. Por lo que la intensificacion se asocia a una mayor
intensidad de cultivos de granos dentro de la rotacion y a mayores requerimientos de

insumos para la produccion (Macedo et al., 2021b).



Una de las opciones para aumentar la produccion de granos en Uruguay fue la
inclusién de otros cultivos de verano, como soja (Glicine max L.), en el periodo
tipicamente ocupado por pasturas dentro de las rotaciones arroceras. Otra opcion ha
sido aumentar la frecuencia del cultivo de arroz dentro de la rotacion y, por
consiguiente, también ha disminuido el periodo de pasturas (Macedo et al., 2021b,
Macedo et al., 2016, Saldias et al., 2016).

Ante el escenario de intensificacion del cultivo de arroz surgen las
interrogantes de ¢qué ocurre con la sustentabilidad de los sistemas? y ¢qué sucede
con la calidad del suelo? Para responderlas, el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) instalé la «Plataforma de Largo plazo Arroz, Pasturas y Otros
Cultivos», en ésta se han estudiado rotaciones arroceras con diferente intensidad,
desde diferentes abordajes academicos, se han llevado a cabo varias investigaciones
en el ensayo como evaluacion de diferentes cultivares, tipos de riego, criterios y dosis
de fertilizacion, dindmica de nutrientes, carbono organico, plagas y control de
malezas.

Esta plataforma fue establecida en 2012 en Paso de la Laguna, departamento
de Treinta y Tres, y hay seis rotaciones arroceras con diferente intensidad de uso del
suelo. Existen resultados publicados sobre distintos aspectos evaluados en este
ensayo desde que fue instalado; solo se mencionaran algunos que se consideran
pertinentes en esta investigacion.

Segun Macedo et al. (2016), existe un efecto del cultivo antecesor de verano
sobre el rendimiento de arroz, siendo la soja un antecesor que tiene un efecto positivo
sobre el rendimiento de 8,9 %. En cambio, cuando el cultivo antecesor es arroz, se
registran los menores rendimientos y, cuando es pradera perenne, se da una situacion
intermedia.

También de acuerdo con Macedo et al. (2016), llaman la atencién los bajos
rendimientos que se obtienen en el segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga.
Por otro lado, sefialan que, en general, se observa una productividad buena y estable

en el rendimiento de arroz de todas las rotaciones.



Macedo et al. (2021b) encontraron, ademas, que la intensificacion en las
rotaciones no hace disminuir el carbono organico el suelo. Luego de ocho afios, la
Unica rotacion que secuestra carbono es la de arroz-pradera larga. La estimacion de la
biomasa bajo el suelo en la rotacion arroz-pradera larga fue 12 y 42 % mayor que en
las rotaciones de arroz continuo y arroz-soja continuo, respectivamente. Los autores

también sefialan que el nitrdgeno total se mantuvo en todos los sistemas.

1.2. INDICADORES DE CALIDAD/SALUD DEL SUELO

La calidad del suelo es uno de los tres componentes de la calidad ambiental,
junto con el aire y el agua. El concepto de calidad del suelo se relaciona con la
capacidad del suelo de producir. Por otro lado, la salud del suelo se refiere a la
capacidad de producir de forma sostenible, conservando los recursos naturales.
Histéricamente, la calidad del suelo fue definida en términos de capacidad de
producir; actualmente, el concepto se acerca mas a la acepcion de salud del suelo, ya
que implica la capacidad del suelo de funcionar para sostener la productividad,
mantener la calidad ambiental y promover la salud animal y vegetal, manteniendo los
servicios ecosistémicos que permiten la vida del ser humano, como lo son conservar
la biodiversidad, purificar el agua y secuestrar carbono, entre otros (Blinemann et al.,
2018, Moebius-Clune et al., 2016, Cantu et al., 2007, Seybold et al., 1997).

Los indicadores de calidad del suelo son variables que permiten identificar
cambios en las caracteristicas del suelo, como los provocados por modificaciones en
el manejo agricola, por lo que necesitan valores de referencia (Wingeyer et al., 2015,
Bhaduri y Purakayastha, 2014, Seybold et al., 1997). El suelo reacciona lentamente a
los cambios en el manejo, lo cual hace que pueda ser dificil detectar cambios en la
calidad del suelo antes de que los dafios sean irreversibles (Biinemann et al., 2018).

Los indicadores de calidad del suelo se pueden clasificar en quimicos, fisicos y
bioldgicos, siendo los primeros los mas usados, como, por ejemplo, el contenido de
carbono organico y pH. Dentro de los indicadores biologicos se encuentran las

variables microbiologicas (Blinemann et al., 2018, Moebius-Clune et al., 2016). A la
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vez, las variables microbioldgicas que se usan como indicadores de calidad del suelo,
se pueden clasificar por varios criterios, por ejemplo, las técnicas clasicas (como
respiracion microbiana, biomasa microbiana, enzimas, recuentos) y las técnicas
moleculares (tales como secuenciacion de ARNr 16S, T-RFLP-Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism o PLFA-Phospholipid Fatty Acid Analysis)
(Bunemann et al., 2018); ademas, se las puede catalogar de acuerdo al aspecto de la
microbiota del suelo que evalian como actividad, abundancia y diversidad de
microorganismos (Frioni, 2011).

1.2.1. Indicadores microbioldgicos

Las comunidades de microorganismos del suelo estan conformadas
principalmente por tres grandes grupos de organismos: bacterias, hongos y protistas,
cada uno de los cuales cumple funciones diversas e importantes en la formacion y
conservacion del suelo (Martinez y Escalante, 2020, Frioni, 2011). Comunidades
particulares de microorganismos estdn asociadas a condiciones particulares de
textura, pH y concentracion de nutrientes (fésforo, nitrégeno y carbono); la biota del
suelo es muy sensible a cambios en el ambiente, como los provocados por la activad
agricola, por lo que podrian servir como buenos indicadores de sostenibilidad
(Bunemann et al., 2018, Xu et al., 2017, Islam et al., 2011, Benintende et al., 2007,
Mungai et al., 2005).

Las comunidades de microorganismos del suelo afectan a los sistemas agricolas
de diversas maneras, como a traveés de la descomposicién de residuos y la
reincorporaciéon de nutrientes que son luego utilizados por las plantas (Martinez y
Escalante, 2020, Ferrera Cerrato y Alarcon, 2001, Dick, 1992). La biota edafica
juega un rol central en el funcionamiento del suelo, lo que afecta los ciclos
biogeoquimicos y la dindmica de la materia organica, por lo que agregar indicadores
biolégicos y bioquimicos a los fisico-quimicos puede mejorar la evaluacién de la
calidad de un suelo (Biinemann et al., 2018, Acosta-Martinez, 2018, Dick, 1992).



La interaccion entre los cultivos y la biota del suelo en cuanto al suministro de
agua y nutrientes se va a ver favorecida por plantas con sistemas radiculares extensos
y por una biota mas abundante y diversa (Adhikari et al., 2018). Ademas, la
microbiota incorpora nitrogeno del aire por la fijacién bioldgica de nitrégeno,
secuestra carbono en su biomasa, establece relaciones simbidticas que favorecen a
los cultivos como las micorrizas y contribuye al control de plagas y enfermedades
(Frioni, 2011, Ferrera Cerrato y Alarcon, 2001). También, por supuesto, hay
microorganismos con el potencial de ser patdgenos para las plantas.

De esta forma, los microorganismos del suelo son capaces de afectar directa e
indirectamente la productividad de los cultivos. Por otro lado, el manejo agricola de
los suelos puede provocar impactos en la estructura y funcionamiento de las
comunidades microbianas del suelo (Martinez y Escalante, 2020, Nadimi-Goki et al.,
2017, Soman et al., 2016, Frioni, 2011, Ferrera Cerrato y Alarcon, 2001, Dick, 1992).

La intensificacion del uso del suelo en general resulta en un cambio en la
cobertura vegetal y en las entradas de nutrientes al suelo, lo cual tiene el potencial de
afectar a las comunidades microbianas que lo habitan (Lu et al., 2018, Xu et al.,
2017). Los cambios en las comunidades microbianas por modificaciones en el
manejo usualmente se relacionan a variaciones en la cantidad y calidad de sustratos o
fuentes carbonadas que llegan al suelo (Reardon y Wuest, 2016, FAO, 2017).
También la fertilizacion afecta a los microorganismos edaficos (Soman et al., 2016,
Islam et al., 2011).

La diversidad de cultivos afecta a la diversidad de microorganismos del suelo,
cuanto mayor sea la diversidad en las rotaciones, mayor va a ser la riqueza y
diversidad de losmicroorganismos edaficos (Venter et al., 2016, FAO, 2016). Es
ampliamente postulado que la disminucion de biodiversidad puede tener un impacto
sobre la funcionalidad de los ecosistemas, por ejemplo, cuando se pasa de una
situacién de rotacion de cultivos a una de monocultivo (FAO, 2016, Moebius-Clune
et al., 2016). La diversidad de cultivos afecta a la microbiota edafica a través de
cambios en las entradas de carbono, como exudados radiculares, tejidos radiculares y

residuos vegetales, y a traves de asociaciones simbidticas (Martinez y Escalante,
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2020, Ai et al., 2018, Xu et al., 2017). Por otro lado, las rotaciones de cultivos
promoverian la productividad, no solo por favorecer a la diversidad microbiana del
suelo, sino también a través de la supresion de microrganismos deletéreos que
prosperan en situaciones de monocultivos (Dick, 1992).

Por todo lo anteriormente mencionado, se deduce la gran importancia del
estudio de la funcionalidad de la microbiota edafica. Debido a la dificultad que
significa el estudio de la funcionalidad directamente a campo, se han desarrollado
diferentes técnicas que permitan su interpretacion a través del estudio del potencial
funcional. El concepto de potencial funcional hace referencia, primero, a un
potencial, no a un dato real de campo, ya que las determinaciones de las variables se
llevan a cabo con protocolos que establecen ciertas condiciones de laboratorio, y, por
otro lado, a la funcionalidad de la comunidad, es decir, a su actividad metabdlica y
no a su diversidad genética, ya que dentro de los microorganismos presentes puede
haber algunos que estén activos metabdlicamente mientras que otros no (Baraza et
al., 2019).

1.2.1.1. Actividades enzimaticas

En los dltimos afios, los enfoques para el estudio en los cambios en la
diversidad microbiana del suelo debido a cambios en el manejo, con denominaciones
de terminacion -0micas, dentro de los cuales se encuentra la enzidmica o estudio de
las enzimas (ademas de protedmica, gendmica, transcriptomica, metabolémica) han
aumentado su uso (Bertola et al., 2021).

Las actividades enzimaticas del suelo han sido descritas por varios autores
como indicadores perceptivos a los cambios en el manejo, al responder mas rapido
que otras variables se han propuesto como indicadores «tempranos» de la actividad
biolégica del suelo (Ezeokoli et al., 2021, Lu et al., 2018, Acosta-Martinez et al.,
2018, Ai et al., 2018, Nadimi-Goki et al., 2017, Reardon y Wuest, 2016, Hai-Ming et
al., 2014, Henriquez et al., 2014).



Nadimi-Goki et al. (2017) manifiesta que, en los suelos arroceros, las
actividades enzimaticas varian entre sistemas de rotaciones y estados fenoldgicos del
cultivo debido a cambios en la humedad del suelo por riego, pH y carbono organico
del suelo. Islam et al. (2011) reportan que en los suelos arroceros se puede observar
un efecto del régimen de fertilizacion sobre variables microbioldgicas como

actividades enzimaticas y diversidad funcional.

Deshidrogenasa

Las deshidrogenasas corresponden a enzimas oxidoreductasas. Estas oxidan la
materia organica transfiriendo electrones a las coenzimas como NAD" y NADP™;
estas coenzimas reducidas (NADH y NADPH) pueden participar en procesos de
reduccion o biosintesis. Por lo tanto, la actividad deshidrogenasa es un indicador del
sistema bioldgico redox y puede ser interpretada como una medida de la intensidad
del metabolismo microbiano intracelular en suelos (Ujjainiya et al., 2021, Henriquez
etal., 2014, Islam et al., 2011, Schinner et al., 1996).

B-glucosidasa

La celulosa es el componente organico natural mas abundante y en su
degradacion microbiana actlian sinérgicamente por lo menos tres enzimas diferentes;
la B-glucosidasa es la ultima en actuar rindiendo moléculas de glucosa que sirven a
los microorganismos como una fuente de energia (Schinner et al., 1996). Esta
variable ha sido usada por varios autores para describir la funcionalidad microbiana
del suelo (Ezeokoli et al., 2021, Acosta-Martinez et al., 2018, Ai et al., 2018,
Nadimi-Goki et al., 2017, Xu et al., 2017, Hai-Ming et al., 2014, Henriquez et al.,
2014, Islam et al., 2011).

Fosfatasa alcalina
En la mayoria de los suelos hay una mayor cantidad de fésforo organico que
inorganico. Para que las plantas puedan tomar el fdésforo, este necesita ser

mineralizado por las enzimas fosfatasas (Schinner et al., 1996).



La produccion de fosfatasa se induce, en gran medida, por la baja
disponibilidad de fosforo (Henriquez et al., 2014). Estas enzimas son excretadas
tanto por microorganismos como por las plantas, aunque las que dominan en el suelo
son las microbianas (Fernandez et al., 2008, Schinner et al., 1996).

Las fosfatasas alcalinas, a diferencia de las 4&cidas, son producidas
exclusivamente por los microorganismos (Tabatabai, 1994) y han sido estudiadas y
utilizadas como indicadores de calidad de suelo (Ai et al., 2018, Nadimi-Goki et al.,
2017, Hai-Ming et al., 2014, Islam et al., 2011).

Ureasa

El amplio uso de la urea en agricultura hace que sea interesante medir su
hidrolisis en el suelo, cuyo proceso es catalizado por la enzima ureasa. Una técnica
que normalmente se usa es la determinacion del amonio liberado luego de que el
suelo es incubado con una solucién con urea (Kandeler, 1996). La actividad ureasa
del suelo ha sido evaluada como indicador de la funcionalidad microbiana del suelo
por algunos autores (Ezeokoli et al., 2021, Henriquez et al., 2014).

1.2.1.2. Respiracion y biomasa microbiana

Respiracion microbiana

La respiracion microbiana o respiracion del suelo puede ser medida como la
liberacion de CO; por parte de los microrganismos que lo habitan (bacterias, hongos,
protozoarios), resultante de la degradacién de la materia organica, siendo la
formacion de CO; el dltimo paso en la mineralizacion. La respiracion puede ser
interpretada como una medida de la actividad biologica total del suelo (Schinner et
al., 1996). Se ha observado que esta variable se ve afectada por el manejo del suelo
y, por lo tanto, es empleada como un indicador microbiolégico de su calidad
(Moebius-Clune et al., 2016, Amado et al., 2007).



Biomasa microbiana

Las bacterias y los hongos son los microorganismos mas abundantes de los
suelos. Se ha encontrado que el carbono de la biomasa microbiana corresponde a
entre un 1 y un 3 % de del carbono total del suelo, aunque no toda esta biomasa se
encuentra activa (Schinner et al., 1996). Esta variable es usada como indicador de
calidad del suelo (Lu et al., 2018, Xu et al., 2017, Benintende et al., 2007). Los
valores de biomasa microbiana son muy variables entre suelos y condiciones; segln
Frioni (2011), pueden ir de 300 a 10000 pg/g de suelo. Los valores de carbono
inmovilizados en la biomasa microbiana tienen una fuerte correlacion con los valores
de materia organica del suelo (Gomez-Jorrin et al., 2012) y carbono organico del
suelo (Acosta-Martinez et al., 2018).

1.2.1.3. Perfil metabdlico de la comunidad microbiana

El perfil fisiologico de la comunidad microbiana o, por sus siglas en inglés,
CLPP (Community Level of Physiological Profile) puede ser determinado mediante
la utilizacion de placas Biolog-EcoPlates™ (Biolog Inc., Hayward, CA, EE. UU.),
las cuales presentan diferentes sustratos carbonados que son utilizados por los
microorganismos heterétrofos aerobios de las muestras ambientales. El nivel de uso
de los sustratos es cuantificado a través de la reduccion del colorante tetrazolio
(Insam y Rangger, 1997, Garland y Mills, 1991).

Las placas cuentan con 31 fuentes carbonadas diferentes y un blanco-control,
en tres repeticiones por placa. Este método permite caracterizar a las comunidades
microbianas a través de la determinacion de la riqueza y diversidad de las fuentes
carbonadas metabolizadas (Frac et al., 2012). La estimacion de la diversidad
funcional a través del CLPP esta reportado como un método sensible a cambios en el
manejo del suelo (Baraza et al., 2019, Gatazka y Grzadziel, 2018, Xue et al., 2008,
Alahmad et al., 2018, Soman et al., 2016, Frac et al., 2012, Islam et al., 2011).
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1.2.1.4. Micorrizas arbusculares y glomalina

Las micorrizas arbusculares describen un tipo de relacion simbidtica entre las
raices de las plantas y hongos del filo Glomeromycota. Estan muy distribuidas en el
reino vegetal y solo algunas especies vegetales no forman micorrizas; se encuentran
en plantas cultivadas como gramineas y leguminosas (Frioni, 2011, Poder, 1996).

Esta asociacidn esta caracterizada por el movimiento de productos carbonados
desde la planta al hongo y por una mayor absorcion de agua Yy nutrientes,
especialmente fosforo y otros iones poco mdviles en suelo, por parte del hongo,
debido a un mayor volumen de suelo explorado, lo que favorece a la planta. Ademas,
las micorrizas aportarian a las plantas proteccion contra estrés bidtico y abidtico y
regularian la expresion de genes y produccion de hormonas. Las micorrizas también
favorecen al suelo, ya que mejoran la estructura de este y proveen hébitats a otros
microorganismos como bacterias, que también suministran promotores del
crecimiento y servicios de bioproteccion a las plantas (Brito et al., 2021, Smith y
Read, 2008).

Las micorrizas son la simbiosis entre hongo y planta méas antigua y expandida
del mundo. Por su importante presencia en los suelos y su rol en el equilibrio de los
ecosistemas, son mencionadas como organismos relevantes para la sostenibilidad
agricola (Brito et al., 2021, Castillo et al., 2016, Moebius-Clune et al., 2016).

Las micorrizas arbusculares se forman por la invasion de hongos a las raices.
Estos hongos pueden sobrevivir en el suelo de forma sapréfita o como esporas vy,
luego que se desarrolla la simbiosis, se observan tanto hifas (no tabicadas)
intercelulares como hifas que penetran las células de la corteza. Si la colonizacion es
completa, tambien se observan hifas extracelulares; ademas, aparecen en las raices
otras estructuras fungicas como vesiculas (con funcion de almacenamiento o
reserva), arbusculos (donde se da el intercambio de nutrientes) y esporas
reproductivas (Smith y Read, 2008). La colonizacion micorrizica se ve afectada por
varios factores; en este sentido, se ha demostrado que altos niveles de fosforo se

relacionan con bajos niveles de micorrizacion (Temegne et al., 2017); ademas,
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cambios en el uso del suelo también pueden afectar la colonizacion (Rodriguez-
Blanco y Giménez, 2019, Garcia et al., 2017, Trejo et al., 2015).

La infectividad y efectividad micorrizica se pueden evaluar en un ensayo de
macetas en el laboratorio con suelos y plantas hospederas de interés, mediante la
determinacion del potencial micorrizico infectivo, de acuerdo a la cantidad de
propagulos capaces de micorrizar que tiene el suelo y la determinacion del
crecimiento vegetal debido a la micorrizacion como la biomasa producida por las
plantas (Trejo et al., 2015).

Las hifas de la micorrizas contribuyen a la estabilidad de los agregados del
suelo, como las sustancias humicas, ya que ambos funcionan como cementantes de
las particulas (Smith y Read, 2008). Las hifas de los hongos micorrizicos se
consideran importantes en la estabilidad de la estructura del suelo; contienen
glucoproteinas denominadas glomalina. Estas sustancias se van acumulando en el
suelo por la deposicion de restos de hifas (Prasad et al., 2018, Smith y Read, 2008).

Se ha estudiado y observado que el contenido de glomalina de los suelos varia
con los diferentes manejos agricolas (Dai et al., 2015, Rillig et al., 2003). También
existe cierta controversia con respecto a la metodologia para la determinacion de la
glomalina presente en los suelos, ya que se extrae con buffer citrato junto con
sustancias humicas, por lo que el glue effect reportado que se le adjudica podria
también ser por el humus (Redmile-Gordon et al., 2013, Da Silva Sousa et al., 2012).
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1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis: la intensidad de uso del suelo en las rotaciones arroceras afecta al
potencial funcional de la comunidad microbiana edéafica.

Objetivo general: evaluar el impacto de la intensificacion en las rotaciones
arroceras sobre el potencial funcional de la comunidad microbiana.

Objetivos especificos: 1) evaluar algunas variables microbianas edéficas,
sobre todo relacionadas al ciclo del carbono, previo a la siembra de arroz y previo a
las cosecha de arroz, en 4 rotaciones con diferentes intensidad de uso del suelo de la
«Plataforma de Largo plazo de Arroz, Pasturas y Otros Cultivos» de INIA Treinta y
Tres; 2) determinar si alguna de las variables microbianas evaluadas responde a la
intensificacion en los momentos considerados y 3) estudiar correlaciones entre las
variables microbioldgicas evaluadas y también con otras quimicas y productivas

como rendimiento.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ROTACIONES ARROCERAS EVALUADAS DE LA «PLATAFORMA
DE LARGO PLAZO ARROZ, PASTURAS Y OTROS CULTIVOS» DE
INIATREINTAY TRES

Esta plataforma fue establecida en 2012 en Paso de la Laguna, departamento
de Treinta y Tres, Uruguay (coordenadas 33°16°29°°W, 54°10°37°’S), por lo que es
un experimento joven que actualmente se encuentra estabilizado. Los suelos
dominantes se clasifican como Argialbolls segun la taxonomia de suelos de USDA
(Macedo et al., 2021b). EIl disefio experimental es de tres bloques definidos por
altura, pendiente y gradiente de contenido de sodio del suelo. Las parcelas poseen un
tamafio de 60 x 18 m. Se encuentran todas las etapas de las rotaciones al mismo
tiempo. La historia del predio previa a la instalacion del ensayo es de 34 afios de
rotacion arrocera clasica (Macedo et al., 2021b).

Se estudio el suelo desde el punto de vista del potencial funcional microbiano
de cuatro rotaciones con diferente intensidad de uso del suelo de la plataforma
(cuadro 1): 1) arroz-pradera larga o rotacion clasica (APL): primer arroz, puente
verde de trébol alejandrino, segundo arroz, pradera de 3,5 afios de festuca (Festuca
arundinacea), trébol blanco (Trifolium repens) y lotus (Lotus corniculatus); 2) arroz-
soja-pradera larga (ASPL): primer arroz, puente verde de raigras (Lolium multiflorum
Lam.), primera soja (Glicine max L), puente verde de raigras, segunda soja, puente
verde de raigras, segundo arroz, pradera de 2,5 afios de festulolium (Festulolium) y
lotus; 3) arroz-soja continuo (ASC): arroz, puente verde de trébol alejandrino, soja,
puente verde de raigrés y 4) arroz continuo (AC): arroz (Oryza sativa L.), puente

verde de trébol alejandrino (Trifolium alexandrinum).
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Cuadro 1. Rotaciones evaluadas de la «Plataforma de Largo plazo Arroz, Pasturas y Otros Cultivos» del INIA
Treinta y Tres, en Paso de la Laguna

afio

1

2

3

4

5

6

rotacion

pv

ot

pv

APL

arroz 1

PV

aroz 2

ASPL

arroz 1

PV

soja 1

arroz 2

ASC

arroz

PV

Sofa

PV

AC

arroz

PV

Primavera (pv), otofio (ot), puente verde (PV), pradera larga (PL), arroz-pradera larga o rotacién clasica (APL),
arroz-soja-pradera larga (ASPL), arroz-soja continuo (ASC), arroz continuo (AC).

2.1.1. Intensidad de uso del suelo en las rotaciones evaluadas

Existen diferencias en cuanto a la intensidad de las rotaciones evaluadas, lo
cual se puede observar determinando el porcentaje de veranos con agricultura en
relacion con el porcentaje de veranos con praderas (cuadro 2). Las rotaciones mas
intensivas son las de agricultura continua, tanto arroz continuo (rotacion AC) como
arroz-soja continuo (rotacion ASC) que presentan el 100 % de los afios con cultivos
agricolas en verano. Por otro lado, las rotaciones menos intensivas son las rotaciones
arroz-pradera larga (rotacion APL) y arroz-soja-pradera larga (rotacion ASPL); estas
ultimas presentan 40 % y 66 % de los afios con cultivos, respectivamente (Macedo et
al., 2016). Las diferencias en cuanto a la intensidad también se pueden observar en
las dosis de fertilizantes que se utilizan en cada rotacion; la rotacién de arroz
continuo es la que mayores dosis utiliza durante el cultivo de arroz (cuadro 3). Cabe
mencionar que la fertilzacion nitrogenada se hace luego de establecido el cultivo, en
varias etapas.

Al mismo tiempo, existen diferencias en cuanto a las especies utilizadas de
cultivos agricolas (arroz y soja), pasturas perennes (festuca, trébol blanco, lotus,
festulolium) y puentes verdes para cobertura invernal del suelo (trébol alejandrino y

raigras).
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Cuadro 2. Intensidad en rotaciones arroceras evaluadas

Rotacion % veranos con arroz % ve(r;rr:’%sé (;ogogzg)l tivos % veranos con praderas
APL 40 % 40 % 60 %
ASPL 33% 66 % 33%
ASC 50 % 100 % 0%
AC 100 % 100 % 0%

Arroz-pradera larga (APL),

arroz-soja-pradera larga (ASPL), arroz-soja continuo (ASC), arroz continuo (AC).

Cuadro 3. Dosis de fertilizantes utilizadas durante el cultivo de arroz como % de N-P/Psoluble-K

Tratamiento

0-46/46-0 (kg/ha)

0-0-60 (kg/ha)

46-0-0 (kg/ha)

APL-Az1 147
APL-Az2 22 138 220
ASPL-Az1 22 69 155
ASPL-Az2 170
ASC-Az 64 89 170
AC-Az 110 160 300

Datos de manejo en zafra 2018-19, comunicacién personal A. Bordagorry - INIA Treinta 'y Tres, 6 de setiembre
de 2019. Primer arroz de la rotacién de arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion de arroz-
pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la
rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz soja continuo (ASC-Az), arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-Az).

2.2. CARACTERISTICAS DE LOS MUESTREOS

Se muestred el suelo dos veces previo a la siembra de arroz (primer y tercer
muestreo) durante pasturas perennes o puentes verdes (que corresponden a coberturas
inveranales) en barbecho quimico, es decir quemados con herbicidas; y una vez
previo a la cosecha de arroz (segundo muestreo) con el campo recientemente
drenado.

Los momentos de muestreo se seleccionaron para evaluar como llegaba el
suelo a la siembra de arroz y como quedaba luego del cultivo. Estos muestreos
corresponden a las estaciones de primavera y otofio, evitando las temperaturas
extremas de verano e invierno que pueden perturbar a las comunidades de
microorganismos. Los muestreos se realizaron en 2 afios consecutivos de las
rotaciones (2019 y 2020), determindndose 6 tratamientos por muestreo. El cuadro 4

resume las caracteristicas de los muestreos realizados.
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Se tomaron muestras aleatorias con taladro, compuestas de 15 cilindros de los
primeros 15 cm, zona del suelo que posee mayor actividad microbiana, debido a que
es donde hay mayor acumulacién de materia organica y mayor aireacion (Moebius-
Clune et al., 2016).

Cuadro 4. Caracteristicas de los muestreos realizados

Muestreo y fecha Momento Fase de la rotacion Tratamientos Bloques
APL-PL(Az1)
Praderas o puentes APL-PV(A22)
1.5 muestreo Previo a la siembra de verdes quemados con ASPL-PL(Az1) 1,2y3
10 de octubre de 2019 arroz herbicidas ASPL-PV(Az2) '
ASC-PV(Az)
AC-PV(AZ)
APL-Az1
APL-Az2
2.90 muestreo Previo a la cosecha de Cultivo de arroz ASPL-Az1 12v3
4 de abril de 2020 arroz préximo a cosecharse APL-AZ2 ey
ASC-Az
AC-Az
3.6 muestreo APL-PL(Az1)
9 de octubre de 2020 | Previo a la siembra de Praderas o puentes APL-PV(Az2)
. verdes quemados con ly?2
(suelo y biomasa arroz herbicidas ASC-PV(Az)
vegetal de praderas) AC-PV(Az)

Pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al
segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-
PV(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV/(Az)). Primer arroz de la rotacion
arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la
rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-
Az2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), Arroz de la rotacion arroz continuo (AC-Az).

2.3. VARIABLES EVALUADAS

Para las determinaciones en laboratorio, el suelo muestreado fue aireado y
pasado por un tamiz de 2 mm y luego guardado en heladera a 4 °C para su
conservacion (Moebius-Clune et al., 2016). Las determinaciones realizadas en cada

muestreo aparecen en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Determinaciones realizadas en cada muestreo

Muestreo Determinaciones

1er enzimas (deshidrogenasa, B-glucosidasa, fosfatasa alcalina, ureasa), respiracion, biomasa
muestreo | microbiana, pH, amonio, fosforo disponible, glomalina facilmente extraible, CLPP-
BiologEcoPlates

2.4 . . . . S .
muestreo | SnZmas (deshidrogenasa, B-glucosidasa, fosfatasa alcalina, ureasa), respiracion, pH, amonio,
CLPP-BiologEcoPlates, ensayo de micorrizacion (biomasa vegetal y colonizacién)

3.er . . . . L .
mueétreo ureasa, respiracion, amonio, carbono activo, ensayo de mineralizacion (deshidrogenasa, [-

glucosidasa y respiracion)

2.3.1. Actividades enzimaticas

2.3.1.1.Deshidrogenasa

Para la determinacion de este grupo de enzimas, se aplicd un método
colorimétrico, en el que se utiliza la medida espectrofotométrica del INTF
(iodonitrotetrazolioformazan) producido por la reduccion del INT (2-p-iodofenil-3-p-
nitrofenil5-feniltetrazolio) que se obtiene al utilizar el INT como sustrato cuando se
pone a incubar el suelo en un medio tamponado y en oscuridad; como control, se usa
un suelo esterilizado en autoclave (Von Mersi, 1996).

A 1 g de suelo se le agregd 1,5 ml de buffer Tris 1 M pH 7 y 2 ml de solucion
de sustrato INT. Para la preparacion de la solucion del sustrato, a 500 mg de INT se
agregaron 2 ml de N-n-dimetilformamida para su dilucion y a continuacion se llevo a
100 ml con agua destilada en matraz aforado.

Los tubos se incubaron en oscuridad durante 2 horas a 40 °C. Luego de la
incubacion, se les agregaron 10 ml de acetona comercial y se dejaron en oscuridad y
a temperatura ambiente 1 hora agitando cada 20 minutos. Las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos. Seguidamente, se midi6 el INTF en el
espectrofotometro a 464 nm, estableciendo un blanco de acetona. Por cada muestra
se realizaron dos repeticiones.

La actividad deshidrogenasa se expresd en pg de INTF por gramo de suelo
seco por hora, calculada a través de una interpolacion del dato del espectrofotometro

en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas de INTF.
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2.3.1.2.p-glucosidasa

Para esta determinacion se utiliz6 un método colorimétrico que se basa en la
determinacion espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado cuando el suelo es
incubado con una solucion tamponada de p-nitrofenil-p-D-glucopiranosa (Tabatabai,
1994).

A 1g de suelo se le agregd 1 ml de solucion sustrato p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosa 25 mM y 4 ml de buffer universal modificado. Se incub6 1 hora en
bafio a 37 °C. A continuacion, se le agreg6 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de buffer Tris
100 mM pH 12. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos. Luego,
se midio la concentracion de p-nitrofenol en el espectrofotometro a 415 nm,
estableciendo un blanco con los reactivos usados. Por cada muestra se realizaron dos
repeticiones. Para los controles se agregd la solucién sustrato luego de la incubacion
(Tabatabai, 1994, Eivazi y Tabatabai, 1988).

La actividad B-glucosidasa se expresé en pg de p-nitrofenol por gramo de suelo
seco por hora, calculada a través de una interpolacion del dato del espectrofotometro

en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas de p-nitrofenol.

2.3.1.3.Fosfatasa alcalina

Para esta determinacion se utilizé un método colorimétrico que también se basa
en la determinacion espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado, pero cuando el
suelo es incubado con una soluciéon tamponada de p-nitrofenilfosfato (Tabatabai,
1994).

A 1 g de suelo se le agreg6 1 ml de solucién de p-nitrofenilfosfato y 4 ml de
buffer alcalino pH 11. Para la preparacion de la solucion del sustrato, se disolvieron
0,4268 g de p-nitrofenilfosfato en buffer para fosfatasa alcalina pH 11 y se llevé a
100 ml en matraz aforado. Las muestras se incubaron 1 hora en bafio con agitacion a
37 °C. A continuacion, se le agregé 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de NaOH 0,5 M. Las

muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, se midio la
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concentracion de p-nitrofenol en el espectrofotdmetro a 400 nm, estableciendo un
blanco con los reactivos usados. Por cada muestra se realizaron dos repeticiones. En
los controles se agregd la solucidn sustrato luego de la incubacion.

La actividad fosfatasa alcalina se expresé en pg de p-nitrofenol por gramo de
suelo seco por hora, calculada a través de una interpolacion del dato del
espectrofotometro en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas

de p-nitrofenol.

2.3.1.4.Ureasa

La determinacion de la actividad de esta enzima se realiz6 en dos pasos,
primero se puso a incubar el suelo con una solucién de urea, junto a un control con
agua (Kandeler, 1996) y posteriormente se determind colorimétricamente la cantidad
de amonio de los filtrados por el método de azul de indofenol (FAO, 2008).

A 5 g de suelo se le agregaron 2,5 ml de solucion de urea 79,9 mM, que se
incubd por 2 horas a 37 °C. A los controles se les agregd 2 ml de agua. A
continuacion de la incubacion, se les afiadié 50 ml de KCI 2 M y se agit6 por 30
minutos a 200 rpm para extraer el amonio del complejo de intercambio y dejarlo en
solucién. Consecutivamente, se filtraron con papel Whatman nimero 42. Para la
determinacion del amonio en solucion, se usé el método azul de indofenol midiendo
en el espectrofotometro a 660 nm (FAO, 2008).

La actividad ureasa se expresé en pug de NH4* por gramo de suelo seco por
hora, calculada a través de una interpolacion del dato del espectrofotdmetro en una

curva realizada con diferentes concentraciones conocidas de amonio.
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2.3.2. Respiracién microbiana y carbono de la biomasa microbiana

2.3.2.1. Respiracion microbiana por titulacion

Esta variable se cuantific6 mediante la determinacion del CO: liberado,
producto de la mineralizacion por los microorganismos del suelo, cuando el suelo se
puso a incubar en condiciones controladas de temperatura y humedad por un lapso de
tiempo determinado (Ohlinger, 1996a).

Se pesaron 25 g de suelo que se llevaron a 60 % de capacidad de campo y se
dispusieron en una bolsita de nylon perforada colgada en el interior de una botella
con 20 ml de solucion NaOH 0,05 M, sin estar en contacto. Como controles se
usaron bolsitas vacias. A continuacion, las botellas con el suelo se cerraron
herméticamente y se incubaron por 4 dias a 25 °C. Durante la incubacion, el CO>
liberado por la respiracion reacciona con el NaOH formando carbonato de sodio.
Posteriormente de la incubacion, se agregaron 2 ml de BaCl, 0,5 M, lo cual convierte
al carbonato de sodio en carbonato de bario insoluble. Se agregaron unas gotas del
indicador de pH fenolftaleina para hacer la titulacion con HCI 0,1 M y determinar el
remanente de NaOH en la solucion. Por ultimo, con una formula se establecid la
cantidad de CO; respirado por gramo de suelo seco por dia, segun el coeficiente que
aparece en Ohlinger (1996a) y corrigiendo por el indice de humedad del suelo:

(C—5)x22
Sw
C = ml de HCI consumido por control

S = ml de HCI consumido por muestra
2,2 = factor de conversion

SW = peso inicial del suelo
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2.3.2.2.Carbono de la biomasa microbiana por fumigacién-extraccion

Para la determinacion de esta variable, se utiliz6 el método de fumigacion-
extraccion segun Ohlinger (1996b). Se pesaron 12,5 g de suelo, por duplicado, que se
dispuso en placas de Petri. Una de las placas se puso en un desecador para ser
fumigada con cloroformo; esto genera que las células de la biomasa se mueran y se
genere lisis celular lo que hace que el carbono organico pueda ser extraido, lo que se
logra agregando 62,5 ml de solucion de K2SO4 0,5 M y poniendo en agitacion a 140
rpm durante 30 minutos, para seguidamente ser filtrado con papel Whatman nimero
42. El mismo procedimiento se realiza para la placa control que quedo en
condiciones atmosféricas normales.

Seguidamente, a partir de la diferencia en el carbono organico de los extractos,
determinado por el método modificado de Mebius de digestion con H2SO4 y K2CrO7
(Dos Santos Rheinheimer et al., 2008, Mebius, 1960), se calculd la biomasa
microbiana de acuerdo al coeficiente de conversién de carbono organico extraido a
biomasa microbiana segin Ohlinger (1996b):

S—-C

0,35
S = valor de C organico de muestras
C = valor de C organico de control

0,35 = factor de conversién

2.3.3. Perfil fisiol6gico de la comunidad microbiana

Previo a la realizacion de la técnica, se efectud un recuento de cultivables en
placas a través del método de diluciones seriadas, para asegurarse de inocular las
placas Biolog con una concentracion de microorganismos heterétrofos aerobios
equivalente para cada uno de los tratamientos.

Para la realizacién de la técnica propiamente dicha, se prepar0 una suspension
de suelo con 10 g de suelo y 90 ml de NaCl 0,85 %p/v estéril que se puso a agitar a
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temperatura ambiente por 30 minutos a 200 rpm. A continuacion, se dejo decantar
por 10 minutos. Seguido de esto, se realizé6 una dilucion tomando 3 ml del
sobrenadante y agregandolo en 27 ml de solucion de NaCl 0,85 %p/v estéril. Con una
pipeta multicanal se tomaron 125 uL de la muestra diluida para inocular cada pocillo
de la placa Biolog-EcoPlates™ (Biolog Inc., Hayward, CA, EE. UU.).

La placa se incubo a 25 °C durante 4 dias. La informacion se registré en un
lector de placas a 595 nm cada 24 horas, hasta las 96 horas. Es decir a tiempo 0 (t0) =
0 horas, tiempo 1 (t1) = 24 horas, tiempo 2 (t2) = 48 horas, tiempo 3 (t3) = 72 horas y
tiempo 4 (t4) = 96 horas.

Las placas Biolog-EcoPlates™ contienen 96 pocillos, con 31 fuentes
carbonadas diferentes liofilizadas, méas un pocillo control con agua, en 3 réplicas. El
colorante violeta de tetrazolio es un colorante indicador redox que cambia de
incoloro a purpura al formarse formazan y es usado como solucion indicadora de la
velocidad de utilizacion de los sustratos por los microorganismos (Baraza et al.,
2019, Insam y Rangger, 1997).

La respuesta microbiana en cada placa se expres6 como el promedio de
desarrollo de color de pocillo (Average Well-Color Development, AWCD) y es
determinada como: AWCD = Y 0Di/31, siendo ODi = valor de densidad Optica
(Optical Density) para cada pocillo, corregido restando el pocillo control (inoculado
pero sin fuente carbonada). Luego, los valores de AWCD fueron normalizados por
placa.

El AWCD se estudio para cada tiempo, determinando en cual de estos existia la
mayor diferencia entre tratamiento. También el AWCD se grafico y se analizd el area
debajo de la gréafica, que corresponde a la actividad en el tiempo de incubacion, y la
pendiente de la regresion lineal de la grafica (desde timpo 1 a 4), que corresponde a
la velocidad de uso del sustrato.

Seguidamente, con los datos de OD de cada pocillo se realizaron otros analisis:
1) la riqueza, que se calcul6 como el numero de fuentes carbonadas oxidadas,
estableciendo un valor cut off o valor limite de densidad dptica de 0,25 (Alahmad et

al., 2018); 2) la suma de los valores de OD de cada grupo de sustratos: aminas,
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aminoacidos, carbohidratos, acidos carboxilicos, polimeros y fendlicos (Frac et al.,
2012); 3) el analisis multivariado de tipo NM-MDS (Non-Metric Multi-Dimensional
Scaling) para observar agrupacion de tratamientos y los test de ANOSIM vy
PERMANOVA para determinar diferencias entre grupos y 4) se calcularon indices
equitatividad (Equitability y Evenness) y diversidad (Shannon) segun lo especificado

en el manual del software Past (Hammer, 2020).

2.3.4. Variables quimicas del suelo

pH
Para la determinacion de la acidez del suelo, se mezclaron 20 g de suelo con 50
ml de agua destilada y se agité por 3 minutos. Se midié con pHimetro en agitacion

hasta que el valor se estabilizara (Beretta et al., 2014).

Amonio

Se extrajo el amonio de las muestras de suelo mezclando 5 g de éste con 50 ml
de solucion de KCI 2 M que se puso en agitacion a 200 rpm durante 30 minutos.
Luego, la determinacion del amonio de los extractos fue realizada por el método azul

de indofenol midiendo en el espectrofotometro a 660 nm (FAO, 2008).

Fosforo disponible
La técnica utilizada para la determinacion del fésforo disponible fue el método
con acido citrico. Dicho andlisis fue realizado por el Laboratorio de analisis de

suelos, plantas y agua de INIA La Estanzuela, departamento de Colonia, Uruguay.

Carbono activo

La determinacion del carbono activo, que corresponde a las fracciones labiles
del carbono del suelo, se hizo por el método de oxidacion con permanganato de
potasio (Moebius-Clune et al., 2016, Weil et al., 2003).
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2.4. ESTUDIO DE MICRORRIZAS ARBUSCULARES

2.4.1. Ensayo de micorrizacion

Para la instalacion del ensayo, se mezclo 125 g de suelo de los diferentes
tratamientos, extraidos durante el segundo muestreo, antes de la cosecha de arroz,
con 125 g de arena estéril; luego, se colocaron los 250 g de la mezcla de suelo y
arena en macetas desinfectadas con hipoclorito de sodio al 10% y se sembrd con
semillas, también desinfectadas con alcohol al 70% e hipoclorito d sodio al 3,5%, de
trébol blanco y raigrés; se realizaron 4 repeticiones por suelo muestreado. Las
macetas se colocan en la cdmara de crecimiento a 23 °C con fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. Posteriormente de la germinacién, se dejaron 2
plantas de cada especie.

Las macetas se regaron con agua Yy solucion nutritiva Hoagland (con 50 % de
fésforo) por 3 meses y se mantuvieron a 60 % de capacidad de campo. Se cosecharon
la parte area de las plantas para la determinacion de la biomasa (efectividad) y las
raices para determinar el porcentaje de colonizacion micorrizica (infectividad).

Las raices se decoloraron exponiéndolas 24 horas a KOH 10 % p/v vy,
posteriormente, se tifieron con azul tripan en vinagre 0,05 % p/v en bafio a 100 °C por
20 minutos. Se cortaron 30 trozos de raices tefiidas, de aproximadamente 1 cm de
largo, y se observaron 90 campos al microscopio 6ptico a 10X y 40X contabilizando
las estructuras micorrizicas interceptadas como arbusculos, vesiculas, hifas y esporas,
con lo que posteriormente se calculd el porcentaje de colonizacion micorrizica
(Walker, 2005, Covacevich et al., 2001, Vierheilig et al., 1998).

2.4.2. Glomalina facilmente extraible

El procedimiento consistid en la extraccién de las glucoproteinas mezclando 1

g de suelo con 8 ml de buffer citrato de sodio 20 mM pH 7, autoclavando los tubos a
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121 °C por 30 minutos y centrifugandolos 5000 rpm por 15 minutos, 1 ciclo
solamente (Dai et al., 2015, Rillig et al., 2003).

Se cuantificaron las proteinas del sobrenadante por el método del &cido
bicinconinico (BCA) utilizando el kit comercial Sigma-Aldrich® (Bicinchoninic Acid
Protein Assay Kit). Se efectu6 una curva de calibracion con diferentes

concentraciones de albumina bovina sérica (Reyna y Wall, 2013).

2.5. MINERALIZACION DE RESIDUOS VEGETALES

2.5.1. Ensayo de mineralizacion

Este ensayo se realizd con el objetivo de estudiar el comportamiento de las
comunidades microbianas presentes en los suelos de los diferentes tratamientos al
mezclarse con diferentes residuos vegetales provenientes también de los distintos
tratamientos durante la fase de pasturas previo a ser sembrado el arroz. Se utilizaron
muestras de suelo y residuo vegetal quemado con herbicida, sacadas durante el tercer
muestreo, previo a la siembra de arroz. En cada uno de los 4 tratamientos se tomaron
5 muestras aleatorias de residuo vegetal con un marco de 0,2 x 0,4 m, lo que formd
una muestra compuesta. Luego, la biomasa fue secada y molida a 2 mm.

Se realizaron distintas mezclas de suelo y residuo vegetal en relacion de peso
10:1 (75 g de suelo con 7,5 g de biomasa vegetal) haciendo diferentes combinaciones
de suelo y residuos vegetales de puente verde (PV) o pradera larga (PL) de los 4
tratamientos originales, lo que generd 10 tratamientos nuevos (cuadro 6). Las
mezclas se colocaron en vasos y se incubaron a 24 °C manteniéndose a 60 % de
capacidad de campo hasta el dia 43 en el que se inundo6 los vasos y se mantuvieron
por 7 dias méas hasta la cosecha a los 50 dias. Se llevaron a cabo determinaciones
destructivas a los 25 y 50 dias, de enzimas deshidrogena y PB-glucosidasa y de

respiracion microbiana.
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Cuadro 6. Tratamientos del ensayo de mineralizacion obtenidos con la mezcla de suelos y residuos vegetal

Tratamiento del ensayo Suelo Residuo vegetal
1 AC-PV(Az) AC-PV(Az)
2 ASC-PV(A2) ASC-PV(A2)
3 APL-PL(Az1) APL-PL(Az1)
4 APL-PV/(Az2) APL-PV(Az2)
5 AC-PV(Az) APL-PL(Az1)
6 APL-PL(Az1) AC-PV(Az)
7 ASC-PV(Az) APL-PL(Az1)
8 APL-PV/(Az2) ASC-PV(A2)
9 APL-PL(Az1) ASC-PV(A2)
10 ASC-PV(A2) APL-PV(Az2)

Pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al
segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la
rotacidn arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-
PV(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

2.5.2. Analisis quimico de residuos vegetales

Los residuos vegetales de los barbechos quimicos se mandaron a analizar
quimicamente al Laboratorio de nutricion animal y evaluacion de alimentos de
Facultad de Agronomia (Udelar) en cuanto a cenizas (C), proteina cruda (PC), fibra
detergente neutro con amilasa y corregido por cenizas (aFDNmo), fibra detergente
acido corregida por cenizas (FDAmo) y lignina detergente acido (Ligas). Los

resultados se expresan porcentaje en base seca.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

2.6.1. Disefno experimental y modelos

El disefio experimental utilizado fue el de blogues completos al azar. Las
variables con distribucion normal fueron analizadas utilizando un modelo general
lineal. Para identificar diferencias entre tratamientos, se usé el analisis de la varianza

(ANAVA) asumiendo un nivel de significancia de o = 0,10. Para la comparacion de
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las medias, se uso el test de Tukey con el mismo o = 0,10. La variable riqueza fue
normalizada a través de una transformacion logaritmica (Ln).

Por otro lado, para las variables porcentaje de colonizacién micorrizica y
porcentaje de arbusculos, se utilizd un modelo lineal generalizado mixto, ya que los
datos se ajustaban a una distribucién de la familia Poisson. Para la comparacion de
las medias, se us6 un test de LSD Fisher asumiendo un nivel de significancia de a =
0,10 en el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2017).

También se estudiaron correlaciones de Pearson entre las diferentes variables

evaluadas y otras productivas como rendimiento de arroz.

2.6.2. Analisis multivariados

Estos analisis exploratorios se usaron con el objetivo de reducir el nimero de
variables originales, analizar los datos por grupos y observar si habia diferencias
entre éstos.

Los analisis multivariados usados fueron: escalamiento multidimensional no
métrico o Non metric multidimensional scaling (NM-MDS), ANOSIM (Analysis of
Similarities), PERMANOVA (Non-Parametric MANOVA) y analisis de componentes
principales o Principal component analysis (PCA), segun las recomendaciones para
el programa Past4.0 que aparecen en Hammer (2020).

2.6.3.Programas usados

Para los analisis estadisticos y elaboracién de graficos, se usaron los softwares
de libre acceso InfoStat y Past4.0. Ademas, se usaron planillas de célculo y gréaficos
de Microsoft-Excel 2013.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DE VARIABLES MICROBIOLOGICAS EN ROTACIO-
NES ARROCERAS PREVIO A LA SIEMBRA DE ARROZ

3.1.1. Actividades enzimaticas, respiracion y biomasa microbiana

De las cuatro actividades enzimaticas evaluadas previo a la siembra de arroz en
los suelos de las distintas rotaciones, solo se observaron diferencias significativas
entre tratamientos en la actividad de la enzima B-glucosidasa (cuadro 7). EI mayor
valor de B-glucosidasa lo presentaron los suelos de la rotacion arroz continuo (AC-
PV(Az)), que se diferencié de las rotaciones arroz-pradera larga y arroz-soja
continuo.

Nadimi-Goki et al. (2017), estudiando rotaciones arroceras, tambien
encontraron una mayor actividad p-glucosidasa en la rotacion de arroz continuo.
Segun los autores, este resultado contrasta con algunos trabajos que afirman que las
rotaciones de cultivos aportan mayor materia organica que el monocultivo, lo cual
hace que se encuentre mayor actividad enzimatica en las rotaciones mas diversas.
Cabe mencionar que, para Ekenler y Tabatabai (2003), la actividad B-glucosidasa
también depende de la calidad de los compuestos organicos que llegan al suelo y no
solo de la cantidad. A simple vista, en el ensayo, se encontr6 mayor cantidad de
restos vegetales en la rotacion arroz continuo que en los otros tratamientos; ademas,
Macedo et al. (2021b) encontraron, en el mismo ensayo, que la rotacion de arroz
continuo produce entre 38 y 40 % mas promedio anual de biomasa total (biomasa
sobre el suelo mas biomasa en el suelo) que las rotaciones arroz-soja continuo y
arroz-pradera larga, respectivamente. Ademas, Macedo et al. (2021b) sefialan que la
intensificacién no hizo disminuir el carbono organico del suelo y los niveles de
nitrégeno total se mantuvieron en todos los sistemas. También cabe mencionar que
cuando se analizaron quimicamente los restos vegetales sobre el suelo, en el tercer

muestro, se encontraron diferencias entre tratamientos, seprandose en algunos
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aspectos el monocultivo de otros tratamientos (cuadro 16), por lo que se puede
afirmar que hay diferencias en cuanto a las cantidad y calidad de residuos vegetales,
lo cual puede estar afectando la actividad de la enzima B-glucosidasa. En este
sentido, los tratamientos cuyos restos vegetales tienen mayor porcentaje de fibra
detergente acido (FDAmMo%) e igual porcentaje de lignina (Ligas%) (cuadro 16), por
lo que son los que tienen mayor porcentaje de celulosa, corresponden, a la vez, a los
tratamientos con mayor activad B-glucosidasa (AC-PV(Az) y ASPL-PV(Az2)).

Lu et al. (2018) observaron un aumento de las actividades enzimaticas y
carbono organico del suelo en rotaciones de arroz y colza en el largo plazo (30 afos)
comparada con situaciones de rotaciones arroceras con barbecho en el corto plazo (4
afos), por lo que los autores atribuyen una mejora en la propiedades del suelo y un
aumento de los rendimientos de arroz a la intensidad de la rotacion. Asimismo, los
mismos autores no encontraron diferencias entre rotaciones en las actividades
enzimaticas evaluadas en el corto plazo (4 afos), aunque si las encontraron en el
largo plazo (30 afios).

La rotacién arroz continuo es una de las rotaciones con mayor dosis de
fertilizantes, lo cual puede tener un impacto en la microbiota del suelo (Soman et al.,
2016, Islam et al., 2011). Ai et al. (2018) encontraron que mayores dosis de
fertilizantes aumentan las actividades enzimaéticas, como la de la B-glucosidasa;
incluso para enzimas como las fosfatasas encontraron un efecto significativo de la
dosis de fertilizante NPK y no de la rotacion.

También se puede observar que uno de los tratamientos con menor valor en la
actividad B-glucosidasa es el puente verde previo al segundo arroz en la rotacion
clasica (APL-PV(Az2)), lo cual se podria relacionar a lo mencionado por Macedo et
al. (2021b) en cuanto a que puede haber un impacto sobre el suelo del arroz después
de arroz y de un efecto de la pradera larga en la rotacion arroz-pradera larga. El otro
tratamiento con los menores valores de B-glucosidasa corresponde al puente verde
previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), que es una de las

rotaciones mas intensivas, y, conjuntamente, se pudo comprobar que la biomasa
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vegetal sobre el suelo cambia su relacion C/N cuando viene de un cultivo de soja
(cuadro 16).

De los resultados se puede concluir cierta sensibilidad de la variable pB-
glucosidasa para identificar un manejo de arroz continuo. Varios autores mencionan
a la actividad B-glucosidasa como una variable sensible a los cambios en el manejo
(Ezeokoli et al., 2021, Acosta-Martinez et al., 2018, Ai et al., 2018, Nadimi-Goki et
al., 2017, Xu et al., 2017, Hai-Ming et al., 2014, Henriquez et al., 2014, Islam et al.,
2011). Ezeokoli et al. (2021) sefialan que es una actividad enzimatica que responde,

en el corto plazo, més rapido que otras enzimas.

Cuadro 7. Media y desvio estandar de actividades enzimaticas de los suelos de las rotaciones arroceras previo a
la siembra del arroz

Deshidrogenasa B-glucosidasa (ug Fosfatasa alcalina Ureasa (ug N-NH4*
Tratamiento (ug INTF gt suelo p-nitrofenol g* (Mg p-nitrofenol g* o1 HY N
1 3 1 gt suelo seco h't)
seco ht) suelo seco h't) suelo seco ht)

APL-PL(Az1) 24,99+12,38 a 34,49+7,34 ab 25,18+8,01 a 132,58+9,46 a
APL-PV(Az2) 21,25+7,59 a 33,78+11,92 a 26,37£3,79 a 105,77£20,80 a
ASPL-PL(Az1) 31,53+7,47 a 37,53+8,02 ab 36,14+9,19 a 113,22+15,46 a
ASPL-PV(Az2) 26,44+1155a 43,44+14,12 ab 34,44+2,07 a 92,84+29,13 a
ASC-PV(Az) 30,56+16,96 a 32,47+10,02 a 33,89+7,98 a 108,81+3,04 a
AC-PV(Az) 23,85+13,82 a 60,27+10,93 b 28,1145/42 a 131,80£29,66 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-PV(AzZ)), pverde previo
al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

Los resultados de respiracion microbiana y carbono orgéanico de la biomasa
microbiana determinado en los suelos de las cuatro rotaciones no presentaron
diferencias significativas (cuadro 8). Eso podria explicarse por el hecho de que no
existen grandes diferencias en cuanto al carbono organico y nitrogeno total del suelo
(Martinez y Escalante 2020), lo cual esta intimamente relacionado con la biomasa
microbiana (Lu et al., 2018, Acosta-Martinez et al., 2018, Gomez-Jorrin et al., 2012)

y respiracion microbiana (Amado et al., 2007).
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El carbono de la biomasa microbiana es uno de las variables microbiolégicas
mas usadas como indicador de calidad de suelo (Biinemann et al., 2018, Lu et al.,
2018, Xu et al., 2017, Ngwira et al., 2012, Benintende et al., 2007). En este trabajo se
encontraro una limitante en el método para su determinacién, ya que las lecturas
espectrofotométricas se hacian en la ultima cifra del instrumento, por lo que se
decidid no calcular coeficientes metabolicos o tasas de actividades enzimaticas.

Cuadro 8. Media y desvio estandar de respiracion y C de la biomasa microbiana de los suelos de las rotaciones
arroceras previo a la siembra de arroz

P (0 OO0 |G bomes ierobana (0.
APL-PL(Az1) 4,86+0,82 a 386,58+28,68 a
APL-PV(Az2) 4,79+0,74 a 588,72+148,32 a
ASPL-PL(Az1) 4,70£1,82a 355,37+244,75 a
ASPL-PV(Az2) 4,89+2,19a 367,91+163,74 a
ASC-PV(Az) 3,97+0,93 a 485,04+326,10 a

AC-PV(Az) 5,24+1,99 a 212,23+128,63 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey 0<0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde
previo al arroz de la rotacién arroz continuo (AC-PV(Az)).

3.1.2. Perfil fisiolégico de la comunidad microbiana

En cuanto al perfil fisiolégico de la comunidad microbiana obtenido mediante
el uso de las placas Biolog, inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a
la siembra de arroz, no se detectaron diferencias entre tratamientos en la actividad
media de pocillo (AWCD) que representa la respuesta microbiana promedio (figura 1
y cuadro 9). La mayor diferencia entre tratamientos se encontro a tiempo 4 (p-valor =
0,1548).

En el area debajo de la grafica, que representa la actividad microbiana en el

tiempo de incubacion, y en la pendiente de la grafica que corresponde a la velocidad
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de uso de los sustratos, no se encontraron diferencias entre tratamientos (cuadro 9).

1.8
1.6
€14

=
[N

AWCD (OD 595 nm
=

c o o0 o
[N RS )

0 1 2 3 4

Tiempo (dias)

ASPL-PV(Az2) ASC-PV(Az)

AC-PV(Az) APL-PL(Az1) APL-PV/(Az2) ASPL-PL(Az1)

Figura 1. Grafica de media y desvio estandar de actividad media de pocillo (AWCD) a través del tiempo obtenida
con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz.
Puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV/(Az)), pradera larga previo al primer arroz de
la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-
PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente
verde previo al arroz de la rotacidn arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)).

Cuadro 9. Actividad media de pocillo (AWCD), area debajo de la grafica del dia 0 al 4 (actividad acumulada
durante 4 dias) y pendiente entre los dias 1 y 4 (velocidad de uso de sustratos del periodo) obtenida con el uso de
las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

Tratamiento AWCD t4 Area 0-4 Pendiente 1-4
APL-PL(Az1) 1,64 a 3,28a 051a
APL-PV(Az2) 1,29 a 247 a 04la
ASPL-PL(Az1) 1,56 a 3,00a 0,49a
ASPL-PV(Az2) 1,60 a 3,17 a 0,49 a

ASC-PV(Az) 1,33a 245a 047a

AC-PV(A2) 145a 2,73a 046a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde
previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).
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La riqueza para este caso, es el numero de sustratos utilizados estableciendo un
cut off de valor 0,25 (Alahmad et al. 2018). Por otro lado, la diversidad tiene dos
componenetes la riqueza, que corresponde al numero de sustratos usados, Yy
la equitatividad, que es el grado en el que los diferentes sustratos son similares en
cuanto a su abundancia de uso. La riqueza y los indices de equitatividad (Equitability
y Evenness) y diversidad (Shannon) de uso de los diferentes sustratos de las placas
Biolog, analizados a tiempo 4, mostraron diferencias significativas entre tratamientos
(cuadro 10).

Los tratamientos de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Azl) y
ASPL-PV(Az2)) presentaron los mayores valores de riqueza, equitatividad y
diversidad. Esta rotacion es una de las menos intensivas, presentando 66 % de los
afios con cultivos (Macedo et al., 2016). Ademas, combina dos cultivos agricolas
diferentes (arroz y soja), una pradera perenne de 2,5 afios de duraciéon con dos
especies (festulolium y lotus) y puentes verdes de raigras, lo cual podria relacionarse
con lo referido en la bibliografia en cuanto a que una mayor diversidad de cultivos
conllevaria una mayor diversidad de microorganismos edaficos (Venter et al., 2016,
FAO, 2016). La diversidad de cultivos afecta a la microbiota edafica a traves de
cambios en las entradas de carbono como exudados radiculares, tejido radicular y
residuos vegetales, y a través de asociaciones simbioticas (Martinez y Escalante,
2020, Ai et al., 2018, Xu et al., 2017).

Se podria postular que la rotacion arroz-soja-pradera larga, al mostrar los
valores mas altos de riqueza, equitatividad y diversidad, es la alternativa mas
sostenible, al menos en términos de diversidad metabdlica microbiana. Muchos
autores mencionan a la conservacion de la biodiversidad, incluida la de la microbiota
edafica, como un punto clave para una produccion agricola sostenible, lo cual
implica la conservacion de los recursos naturales y servicios ecosistémicos (Adhikari
et al., 2018, Soman et al., 2016). FAO (2016) mencionan que la diversificacion de
especies es una practica para un manejo sostenible en la agricultura. Se debe tener en
cuenta que este resultado se trata de valores obtenidos en un solo muestreo, por lo

que deberia ser corroborado con posteriores instancias.
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Cuadro 10. Riqueza e indices de equitatividad (equitability y evenness) y diversidad (Shannon) de uso de los
diferentes sustratos obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras

previo a la siembra de arroz

Tratamiento Riqueza * Equitability Evenness Shannon
APL-PL(Az1) 27,33 ab 0,96 b 0,87 ab 3,29 ab
APL-PV(Az2) 25,67 a 093a 0,80 a 32la
ASPL-PL(Az1) 28,67b 0,96 b 0.87b 3,30b
ASPL-PV(Az2) 28,33 b 0,96 b 0,88b 3,30b

ASC-PV(A2) 27,33 ab 0,95 ab 0,83 ab 3,25ab

AC-PV(Az) 27,33 ab 0,95 ab 0,85 ab 3,27 ab

* La variable riqueza fue analizada con los datos transformados con el Ln. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o< 0,10). Pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-
PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente
verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde previo al arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

Los valores mas bajos de riqueza e indices de equitatividad y diversidad se
observaron en el tratamiento correspondiente al puente verde de la rotacion arroz-
pradera larga (APL-PV(Az2)) (cuadro 10), que es un cultivo de cobertura invernal

previo a un segundo arroz en la rotacion.

El andlisis multivariado de tipo NM-MDS usando el indice de similitud Bray
Curtis (figura 2) mostré que el tratamiento APL-PV(Az2) se separd del resto. Sin
embargo, los test de ANOSIM y PERMANOVA, usando la distancia Bray Curtis, no
mostraron diferencias entre tratamientos (p-valor = 0,4724 y p-valor = 0,5806,

respectivamente).
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Figura 2. Andlisis multivariado de tipo NM-MDS obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos
de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz. Pradera larga previo al primer arroz de la rotacién arroz-
pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-
PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente
verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV/(Az2)), puente verde previo al
arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV/(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo
(AC-PV(A2)).

En las sumas por grupos de sustratos se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos en las aminas (p-valor = 0,0962) y aminoacidos (p-valor = 0,069).
El tratamiento correspondiente al puente verde de la rotacion arroz-pradera larga
(APL-PV(Az2)) se diferencid del resto, presentando los menores valores en cuanto a
aminoacidos. Los mayores valores de sumas de aminoacidos se encontraron para el
otro tratamiento de la misma rotacion, es decir, para la pradera larga de la rotacion
arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)) (cuadro 11). Este resultado indicaria un efecto
del cultivo antecesor y no un efecto de la rotacion, o sea que hay un impacto de la

pradera larga dentro de la rotacién.
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Cuadro 11. Valores de sumas por grupos de sustratos obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con
suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz.

Suma (OD 595 nm)
) . L . Acidos . o

Tratamiento Aminas | Aminoacidos Carbohidratos carboxilicos Polimeros Fenolicos
APL-PL(AZl) | 3464 9,86 b 17.95a 8.95a 6,50 a 1,78a
APL-PV(AZ2) | 551, 817a 13482 1122a 556 a 117a
ASPL-PL(AZ]) | 3374 8,98 ab 17,29 a 11,09 a 6382 127a
ASPL-PV(AZ2) | 3334 9,68 ab 16,76 a 11,40 a 6,59 a 1,83a

ASC-PV(AZ) | 5864 8,63 ab 1438 a 856 a 535a 148a

AC-PV(AZ) 2.65a 8,57 ab 16,28 a 9,95a 6,08 a 142a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde
previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

3.1.3. Variables guimicas

Para complementar la caracterizacion de los suelos previo a la siembra de
arroz, se estudiaron variables quimicas. No se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos en el contenido de amonio y pH del suelo, pero se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en el fésforo disponible (cuadro 12). No
obstante, no se hallaron diferencias en la actividad fosfatasa alcalina (cuadro 7), lo
cual refuta a autores que sefialan que la produccion de fosfatasa se induce en gran
medida por la baja disponibilidad de fésforo (Henriquez et al., 2014). Esto puede
deberse a varias causas, entre ellas, la existencia una reserva de enzima en el suelo
(Nadimi-Goki et al., 2017) o que el metodo utilizado pudo no ser suficientemente
sensible para detectar diferencias en esas condiciones. Por otro lado, Ai et al. (2018)
postulan que mayores dosis de fertilizantes de tipo NPK y NPK sumado a enmiendas
orgénicas aumentan varias actividades enzimaticas; incluso para enzimas como las
fosfatasas encontraron un efecto significativo de la fertilizacion y no de la rotacion.

Con respecto a la glomalina facilmente extraible, determinada con los suelos del

primer muestreo, no se encontraron diferencias entre tratamientos (cuadro 12),
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aunque varios autores han descrito un efecto significativo de cambios en el manejo
agronomico sobre el contenido de glomalina del suelo (Dai et al., 2015, Rillig et al.,
2003). El mayor valor promedio de glomalina facilmente extraible lo presenta el
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)) si bien no es

significativamente diferente al resto.

Cuadro 12. Media y desvio estandar de fosforo disponible, amonio, pH y glomalina facilmente extraible de los
suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

P disponible del Amonio del suelo Glomalina facilmente
Tratamiento suelo citrico (ng P | (ug NH4* g suelo pH suelo extraible (mg? g!
g* suelo seco) seco) suelo seco)

APL-PL(Az1) 12,83+0,86 a 2.83+1,98a 5,0740,49 a 13,340,27
APL-PV(Az2) 10,14+1,71a 1,73+1,12a 5,30+0,10 a 11,8543,06 a
ASPL-PL(Az1) 12,38+2,52 ab 3,5042,59 a 51040,10 a 15,54+3,59 a
ASPL-PV(Az2) 21,19+3,00 b 2,91+0,37 a 5,20+0,10 a 11,11+1,35a

ASC-PV(A2) 13,82+6,44 ab 3,16+3,98 a 5,20+0,17 a 12,80+0,97 a

AC-PV(AZ) 7,75+1,47 a 5,17+0,20 a 5,70+0,46 a 13,74+1,70 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Puente
verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)), pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-
PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente
verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)).

3.1.4. Correlacion de Pearson entre variables del primer muestreo en rotacio-

nes arroceras previo a la siembra de arroz

Se observa un correlacion significativa entre las variables B-glucosidasa y
respiracion microbiana (p-valor = 0,0018) (cuadro 13). Ambas variables estan
relacionadas con el ciclo del carbono; mayores valores de dichas variables podrian
explicarse por una mayor entrada de materia organica al suelo, lo cual estimularia la
actividad microbiana tanto a nivel de respiracion como de la actividad de esta
enzima.

Todas las actividades enzimaticas y la respiracion microbiana se

correlacionaron significativamente con el amonio del suelo.
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También se obtuvo una correlacion significativa positiva entre la ureasa y la
respiracion microbiana (p-valor = 0,0358) y una correlacion negativa entre la ureasa
y el fosforo disponible del suelo (p-valor = 0,0744).

Se encontraron correlaciones significativas entre las variables quimicas

fésforo disponible y rendimiento de arroz de la zafra (p-valor = 0,0062).

Cuadro 13. Andlisis de correlacion de Pearson con las variables obtenida de los suelos de las rotaciones arroceras
previo a la siembra de arroz en primavera 2019

Deshi Falc Glu Ure Resp P disp pH Amonio | Rend

Deshi -

Falc NS -

Glu NS NS -

Ure NS NS -

Resp NS NS 0,70(3) | 0,50(5) -
P disp NS NS NS -0,43(6) NS -

pH NS NS NS NS NS NS -

Amonio | 0,50(1) | 0,42(2) | 0,73(4) | 0,57(7) | 0,55(8) NS NS -

Rend. NS NS NS NS NS 0,62(9) NS NS -

Deshidrogenasa (Deshi), fosfatasa alcalina (F alc), B-glucosidasa (Glu), Ureasa (Ure), respiracion (Resp), fosforo
disponible (P disp), pH, amonio del suelo (Amonio), Rend (rendimiento de arroz de la zafra 2019-20). (1) p-valor
= 0,0403 (2)p-valor = 0,0925 (3)p-valor = 0,0018 (4)p-valor = 0,0013 (5)p-valor = 0,0358 (6)p-valor = 0,0744
(7)p-valor = 0,0173 (8)p-valor = 0,0211 (9)p-valor = 0,0062 NS = No significativo o > 0,10.

3.1.5. Andlisis de componentes principales con variables obtenidas de los suelos

de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con el propésito de
reducir el nimero de variables originales a dos componentes y observar si existian
diferencias entre tratamientos. El andlisis de PCA llevado a cabo con las variables
microbiologicas y quimicas determinadas en el primer muestreo de suelo, previo a la
siembra de arroz, mostro que los dos tratamientos de la rotacion arroz-pradera larga
((APL-PL(Az1) y APL-PV(Az2)) y el tratamiento de la rotacion arroz continuo (AC-
PV(Az)) se ubicaron separados del resto de las rotaciones y separados entre si (figura
3). No obstante, los test de ANOSIM y PERMANOVA usando la distancia euclidiana
no mostraron diferencias entre tratamientos (p-valor = 0,498 y p-valor = 0,450,

respectivamente).
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Figura 3. Analisis multivariado de tipo PCA obtenido con variables obtenidas de los suelos de las rotaciones
arroceras previo a la siembra de arroz. % varianza que explica el componenete 1=58,438% y componenete
2=21,501%. Pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente
verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer
arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la
rotacidon arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja
continuo (ASC-PV/(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz continuo (AC-PV(Az)).

3.1.6. Segundo muestreo en rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

En el tercer muestreo realizado en octubre del afio 2020 (que corresponde al
segundo muestreo de suelos antes de la siembra de arroz) se evaluaron menos
variables microbioldgicas y quimicas (cuadro 14). Una de las variables estudiadas
fue el carbono activo, este refleja el carbono recientemente agregado al suelo y, por
lo tanto, el mas facilmente degradable; ademas, podria ser usado como un indicador
temprano del potencial de acumulacion de carbono organico en el suelo y para la
evaluacion general de la actividad bioldgica de éste (Culman et al., 2021). Esta
variable es reportada como sensible a cambio en el manejo (Culman et al., 2021,
USDA, 2014). El carbono activo mostro diferencias significativas entre los
tratamientos; los suelos del puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-

pradera larga (APL-PV(Az2) presentaron mayor C activo que los del puente verde

40



previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV/(Az). Segun Culman et al.
(2021), el carbono activo es un indicador temprano del potencial de acumulacion de
carbono organico en el suelo, lo que podria indicar que la rotaciéon arroz-pradera
larga es la que estaria acumulando carbono, lo cual coincide con lo reportado por
Macedo et al. (2021b) en cuanto a que la rotacién arroz-pradera larga es la Unica que
logra secuestrar carbono en el suelo. Segun USDA (2014), todas la practicas que
aumenten la materia orgénica del suelo, como la utilizacién de praderas en las
rotaciones, aumenta el carbono activo del suelo, lo cual también coincide con los
resultados.

Cuadro 14. Media y desvio estandar de ureasa, respiracién microbiana, carbono activo y amonio del suelo de los
suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz (segundo muestreo)

Ureasa Respiracion C activo (mg* C Amonio suelo (ug
Tratamiento (Mg N-NH4* gt (mg de CO2 100 g* Kot 9 NH4* g1 suelo
3 1 gt suelo seco)
suelo seco ht) suelo seco dia?) Seco)

APL-PL(Az1) 130,15+21,86 a 6,84+1,81 a 438,36+44,45 ab 7,89+3,39 a
APL-PV(Az2) 113,13+20,54 a 9,34+1,39 a 483,43+15,84 b 5,1240,27 a
ASC-PV(Az) 98,35+6,27 a 6,94+0,86 a 358,30+11,14 a 6,26+1,76 a

AC-PV(Az) 91,09+1152 a 7,99+2,04 a 467,99+47,29 ab 5,32+3,10 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde
previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

3.1.7. Correlacion de Pearson entre variables del sequndo muestreo en rotacio-

nes arroceras previo a la siembra de arroz

Se encontraron correlaciones de Pearson significativas para carbono activo y
respiracion (Pearson = 0,67 y p-valor = 0,0716), siendo ambas variables relacionadas
al ciclo del carbono. También para amonio del suelo y la enzima ureasa se encontrd
una correlacién significativa (Pearson = 0,70 y p-valor = 0,0515) (cuadro 15), ambas
variables relacionadas al ciclo del nitrogeno; esto ultimo también ocurrié con los

datos del primer muestreo antes de la siembra de arroz (cuadro 13).
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Cuadro 15. Andlisis de correlacion de Pearson con las variables obtenidas de los suelos de las rotaciones

arroceras previo a la siembra de arroz en primavera 2020

Ure Resp Amonio C activo Rend
Ure -
Resp NS -
Amonio 0,70(1) NS -
C activo NS 0,67(2) NS -
Rend NS NS NS NS -

Ureasa (Ure), respiracion (Resp), amonio del suelo (Amonio), carbono activo del suelo (C activo), Rend
(rendimiento de arroz de la zafra 2020-21). (1) p-valor = 0,0515 (2)p-valor = 0,0716 NS = no significativo a >
0,10.

3.1.8. Ensayo de mineralizacion con residuos vegetales y suelos previo a la

siembra de arroz

El ensayo se realizd con el objetivo de estudiar el comportamiento de las
comunidades microbianas del suelo de los diferentes tratamientos al ser mezcladas
con los restos vegetales también tomados de los diferentes tratamientos del ensayo,
conformando 10 nuevos tratamientos. Los cambios en las comunidades microbianas
por variaciones en el manejo usualmente se relacionan a modificaciones en la
cantidad y calidad de restos vegetales que llegan al suelo (Reardon y Wuest, 2016,
FAO, 2017). Los rastrojos afectan los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos como
la cantidad y la composicion de la biomasa microbiana y la
mineralizacién/inmovilizacion de nutrientes (Morén, 2001), aunque las raices dentro
del suelo son mas efectivas que la biomasa sobre el suelo para contribuir al contenido
de carbono orgénico del suelo en siembra directa (Moebius-Clune et al., 2016).

Los residuos vegetales aereos tomados de los diferentes tratamientos del ensayo
resultaron ser quimicamente diferentes (cuadro 16) en cuanto al porcentaje en base
seca de: cenizas (cenizas%), proteina cruda (PC% o nitrégeno%), fibra detergente
neutro con amilasa corregido por cenizas (aFDNmo%), fibra detergente acido
corregido por ceniza (FDAmMo%) y lignina (ligas%).

La fibra detergente neutro esta compuesta principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina; la fibra detergente acida representa a la celulosa unida a la
lignina (Morén, 2001).
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Los mayores valores de PC% se encontraron en los residuos de la rotacién arroz-
soja continuo (ASC-PV(Az)); en esta misma rotacion también se observa el mayor
porcentaje de lignina, el cual se podria explicar por la presencia de restos lefiosos de
plantas de soja. Los menores valores de PC% se observan en los restos vegetales de
la rotacién arroz continuo (AC-PV(Az)) y del puente verde previo al segundo arroz
de la rotacion arroz pradera larga (APL-PV(Az2)); ambos contienen un cultivo de
cobertura invernal y vienen de un verano con cultivo de arroz, cuyos rastrojos
todavia se pueden observar a campo (cuadro 16).

La FDAmMo0% corresponde al porcentaje de celulosa unida a la lignina corregido
por el porcentaje de ceniza. EI menor valor de esta variable se observa en al
tratamiento correspondiente a restos vegetales de la pradera larga de la rotacién
arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)); este se diferencia quimicamente del resto,

incluso del otro tratamiento de la misma rotacion (APL-PV(Az2)) (cuadro 16).

Cuadro 16. Analisis quimico de restos vegetales muestreadas previo a la siembra de arroz

Residuo vegetal Cenizas% PC% aFDNmMo% FDAmMo0% Ligas%
APL-PL(Az1) 29,96 b 82lb 60,18 a 33,80a 7,62 a
APL-PV(Az2) 19,08 a 5,47 a 70,08 a 4156 b 5,70 a
ASC-PV(Az) 1931a 11,02¢ 65,73 a 4436 b 13,95b
AC-PV(Az) 18,23 a 7,84 ab 70,45a 42,82 b 6,46 a
p-valor 0,0670 0,0109 0,0895 0,0159 0,0019

Cenizas (C), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro con amilasa y corregido por cenizas (aFDNmo), fibra
detergente acido corregida por cenizas (FDAmo) y lignina detergente acido (Ligas), los resultados estan
expresados en base seca. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos
(Tukey o < 0,10). Pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente
verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de
la rotacidn arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-
PV(A2)).

Los nuevos tratamientos evaluados fueron producto de la mezcla de suelo con
restos vegetales, estos se pusieron a incubar haciéndose determinaciones de
actividades enzimaéticas y respiracion a los 25 y 50 dias. En términos generales, se
observan valores de actividades enzimaticas y respiracion muy elevados, mucho mas

altos que los encontrados en los suelos (cuadro 17), lo cual muestra la rapida
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respuesta de la microbiota al suministro de fuentes carbonadas a través de los restos
organicos incorporados.

Las variables fueron analizadas con una ANAVA para identificar si existian
diferencias significativas entre los 10 tratamientos nuevos. Solo se encontraron
diferencias significativas en la respiracion medida a los 50 dias (cuadro 17). Uno de
los menores valores de respiracion se encontré en el tratamiento en el que se
mezclaron suelos y restos vegetales de la pradera larga de la rotacion arroz-pradera
larga (APL-PL(Az1)).

Cuadro 17. Variables evaluadas a los 25 y 50 dias en los nuevos tratamientos producto de la mezcla de suelo y
restos vegetales de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

Suelo Residuo Deshi25 | Deshi50 Resp25 Resp50 Glu25 Glu50

AC-PV(Az) AC-PV(Az) 72,34 a 7185a 85,98 a 87,56 ¢ 588,88a | 296,63 a
ASC-PV(Az) ASC-PV(Az) 88,32 a 85,22 a 88,09 a 75,45 abc 530,92 a 583,94 a
APL-PL(Azl) | APL-PL(Az1) 64,94 a 68,18 a 51,67 a 4551 a 553,26 a 414,40 a
APL-PV(Az2) | APL-PV(Az2) | 46,68 a 58,01 a 93,68 a 70,75 abc 747,90 a 370,89 a

AC-PV(Az) APL-PL(Az1) 62,28 a 62,53 a 60,41 a 65,91 abc 491,61 a 329,23 a
APL-PL(Az1) AC-PV(Az) 80,44 a 66,63 a 106,89 a 55,73 ab 930,33 a 47751 a
ASC-PV(Az) | APL-PL(AZz1) 87,75 a 7355a 74,37 a 81,70 bc 529,29 a 449,56 a
APL-PV(Az2) | ASC-PV(Az) | 73,6la | 5565a | 89,34a 85,97 ¢ 789,79a | 374,69a
APL-PL(Az1) | ASC-PV(Az) | 6450a | 56,17a | 79,74a | 66,10abc | 821,29a | 536,93a
ASC-PV(Az) | APL-PV(Az2) | 37,43a 79,94 a 494,04 a

Suelo de la mezcla (Suelo), residuo vegetal de la mezcla (Residuo), deshidrogenasa medida a los 25 dias pg
INTF g suelo seco h'! (Deshi25), deshidrogenasa medida a los 50 dias pg INTF g suelo seco h** (Deshi50),
respiracion medida a los 25 dias mg de CO2 100 g suelo seco dia* (Resp25), respiracion medida a los 50 dias
mg de CO2 100 g* suelo seco dia™* (Resp50), B-glucosidasa medida a los 25 dias pg p-nitrofenol g suelo seco ht
(Glu25), B-glucosidasa medida a los 50 dias g p-nitrofenol g suelo seco h* (GIu50).

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja
continuo (ASC-PV(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

También se analizaron los datos de las variables evaluadas con un ANAVA
factorial usando 2 criterios de clasificacion: el suelo y el residuo vegetal de la
mezcla. Previamente, se demostro que no habia interaccion entre los factores suelo x
residuo vegetal. Se observaron efectos significativos del factor residuo vegetal de la
mezcla sobre: deshidrogenasa a los 25 dias (p-valor = 0,0126) (figura 4a) y
respiracion a los 25 dias (p-valor = 0,0308) (figura 4b); y también se observaron
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efectos significativos del factor suelo de la mezcla sobre B-glucosidasa a los 50 dias
(p-valor = 0,0359) (figura 5).

Los tratamientos que incluyeron como residuo vegetal al tomado del puente
verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2))
presenta los menores valores promedio de actividad deshidrogenasa medida a los 25
dias (figura 4a). Este resultado se podria explicar por el hecho que ese residuo
vegetal present6 el menor porcentaje de PC% vy, por lo tanto, también de nitrégeno
(que se podria calcular como el 16 % de la PC%), lo cual puede estar afectando la
relacion C/N de los restos vegetales e interfiere con la mineralizacién/degradacion
por la microbiota del suelo (Moron, 2001, Frioni, 2011). La velocidad de
descomposicion del rastrojo esta vinculada a la relacion C/N de estos y condiciona la
disponibilidad de nutrientes para los cultivos siguientes (Ernst et al., 2002).
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Figura 4a. Gréafica de media y desvio estandar de la actividad deshidrogenasa a los 25 dias de incubacién de los
tratamientos clasificados por residuo vegetal de la mezcla.

Figura 4b. Grafica de media y desvio estandar de la respiracién microbiana a los 25 dias de incubacién de los
tratamientos clasificados por residuo vegetal de la mezcla.

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Puente
verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)), pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-PV/(Az)).

Los menores valores de respiracion medida a los 25 dias se encontraron para
los tratamientos que incluyeron residuo vegetal tomado de la pradera larga de la

rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), que se diferencié de los que incluian
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restos vegetales de la rotacion arroz continuo (figura 4b). El residuo de la pradera
larga de la rotacién arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)) fue el que present6 el mayor
porcentaje de cenizas, es decir, minerales que no son respirables por la mayoria de
los microorganismos. Ademas, se encontrd un correlacion de Pearson significativa
(p-valor = 0,0321) entre los valores de respiracion medida a los 25 dias y ceniza
(coeficiente de Pearson -0,97), lo cual podria estar explicando la diferenciacién de
dicho tratamiento.

También el residuo vegetal de la pradera larga de la rotacion arroz-pradera
larga (APL-PL(Az1)) presentd los menores valores de FDAmMo%, es decir que es el
tratamiento con menor porcentaje de celulosa unida a la lignina, lo cual también
puede estar afectando la respiraciéon microbiana de la mezclas. También se encontrd
un correlacion de Pearson significativa (p-valor = 0,0967) entre los valores de
respiracion medida a los 25 dias y FDAmMo0% (coeficiente de Pearson 0,90).

En este ensayo, se encontr6 un correlacion de Pearson significativa (p-valor =
0,0053) entre la respiracion y la B-glucosidasa medida a los 25 dias (coeficiente de
Pearson 0,61), lo cual también se observé con los datos del primer muestreo
realizado previo a la siembra del arroz.

Segun Cleveland et al. (2013), que también realizd un ensayo similar para
evaluar el efecto de la calidad de los residuos y la capacidad de las comunidades
microbianas del suelo de descomponer los restos organicos, la calidad de los residuos

explica la mayor variacion en las variables microbiologicas evaluadas.
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En las determinaciones hechas a los 50 dias, se observo que la actividad B-
glucosidasa (figura 5) de los tratamientos con suelos que vienen de 2 arroces
seguidos (AC-PV(Az) y APL-PV(Az2)) fueron menores que los tratamientos con
suelos de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)). Cleveland et al. (2013)
sefialan que el tipo de comunidad microbiana aumenta su importancia en la
determinacion de la respiracion microbiana a medida que avanza el curso del
experimento; en este caso, ocurrio para la actividad B-glucosidasa. Los autores
sugieren que se relaciona con la presencia/ausencia en el indculo del suelo de
microorganismos especializados metabolicamente.

Con las variables evaluadas, deshidrogenasa, B-glucosidasa y respiracion, a
los 25 y a los 50 dias, se realizd un analisis de componentes principales estudiando
los datos de acuerdo al resto vegetal de la mezcla (figura 6). Se puede observar que
las mezclas que contienen restos vegetales del puente verde de la rotacion arroz-
pradera larga (APL-PV(Az2)) se apartan del resto, lo cual indica un efecto del
residuo vegetal sobre la funcionalidad de la microbiota edafican como también
aparece en Cleveland et al. (2013). Si bien con el test PERMANOVA usando la

distancia euclidiana no se detectaron diferencias (p-valor = 0,315).
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AC-PV(AZ) e APLPL(AZ1) e APL PV Az0) — A5 CPV(AZ)

Component 1

Figura 6. Analisis de componentes principales (PCA) realizado con las variables deshidrogenasa, B-glucosidasa y
respiracion, medidas a los 25 y a los 50 dias, analizando los datos de acuerdo al resto vegetal de la mezcla. % de
la varianza que explica el componente 1=57,074 y componenete 2=23,023 .Puente verde previo al arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-PV/(Az)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga
(APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), puente
verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)).

3.2. EVALUACION DE VARIABLES MICROBIOLOGICAS EN ROTACIO-
NES ARROCERAS PREVIO A LA COSECHA DE ARROZ

3.2.1. Actividades enzimaticas, respiracion y biomasa microbiana

De todas las actividades enzimaticas estudiadas en los suelos durante el
cultivo de arroz previo a cosecharse, solo se observaron diferencias entre
tratamientos en la actividad de la enzima ureasa (cuadro 18). EI mayor valor de la
actividad ureasa se registro en el cultivo de arroz luego de la pradera larga de la
rotacion arroz-pradera larga, la menos intensiva en el uso del suelo, con 40 % de los
afios con cultivos agricolas, pudiéndose relacionar con un efecto positivo de la
pradera larga sobre la actividad enzimatica. Autores como Henriquez et al. (2014)
reportan a esta variable como sensible a cambios en el manejo agricola. Por otro

lado, el menor valor de ureasa se registrd en la rotacion arroz-soja continuo, una de

48



las rotaciones mas intensivas en el uso del suelo con 100 % de los afios con cultivos

agricolas.

Cuadro 18. Media y desvio estandar de actividades enzimaticas de los suelos de las rotaciones arroceras previo a
la cosecha del arroz

. . Fosfatasas Respiracion
Deshidrogena B-glucosidasa - Ureasa
. 1 - alcalina N (mg de CO2
Tratamiento | (ug INTF g (ug p-nitrofenol . (Mg N-NH4* g 1

1 ) 1 (ug p-nitrofenol 3 100 g " suelo

suelo seco h™*) | g™ suelo seco h') ) 1 suelo seco h't) c

g suelo seco h'l) seco diat)
APL-AZ1 25,17+6,62 a 86,36+37,78 a 24,22+14.86 a 118,95+8,25 b 4,65+0,91 a
APL-AZz2 21,47+4,45 a 82,93+28,01 a 27,74+28,60 a 104,87+17,60 ab 4,94+0,80 a
ASPL-Az1 21,07+5,60 a 89,98+17,41a 21,78+1851 a 93,37+7,62 ab 4,32+1,61 a
ASPL-Az2 21,63+4,25 a 94,35+29,31 a 22,43+20,46 a 89,04+9,43 ab 4,38+2,32 a
ASC-Az 23,75+4,64 a 98,68+46,24 a 32,04+27,85a 80,99+16,06 a 3,43+1,00 a
AC-Az 32,75%12,66 a 85,20+9,56 a 21,19+18,72 a 99,24+10,98 ab 6,45+3,52 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2),
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera
larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-
Az).

3.2.2. Perfil fisiolégico de la comunidad microbiana

También para el muestreo de suelo durante el cultivo de arroz se utilizaron las
placas Biolog EcoPlates para caracterizar la diversidad metabdlica de las
comunidades de microorganismos de los diferentes tratamientos. No se detectaron
diferencias entre tratamientos en la actividad media de pocillo (AWCD) (figura 7), la
mayor diferencia se determind a tiempo 3. Tampoco se encontraron diferencias en el
area bajo la curva y la pendiente (cuadro 19).

Los valores de AWCD, éarea y pendiente fueron menores que en el muestreo
previo a la siembra de arroz (efecto muestreo sobre AWCD a tiempo 4 p-valor <
0,0001, sobre el area de 0 a 4 p-valor < 0,0001 y sobre la pendiente de 1 a 4 p-valor <
0,0001).

Ademas, en el muestreo del suelo previo a la cosecha del arroz tampoco se
encontraron diferencias en la riqueza y los indices de equitatividad y diversidad

obtenidos con las placas Biolog (cuadro 20).
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Esto se puede deber a las condiciones de anaerobiosis durante la inundacion,
que modifican el pH del suelo y disminuyen la actividad microbiana heterotrofa
aerobia.

Qu et al (2020) hallaron que el pH del suelo se correlaciona negativamente
con AWCD. Los valores de pH fueron mayores en estas condiciones de muestreo (p-
valor < 0,001), lo que podria estar explicando la disminucion en los valores de
AWDC.

Todo lo anterior hace pensar que las condiciones del cultivo de arroz, incluida
la inundacion por riego, modifican la funcionalidad de las comunidades microbianas.
En este sentido, Ferndndez-Scavino et al. (2022) comparan la abundancia de aqueas y
bacterias en suelos de las rotaciones del mismo ensayo entre invierno y la época de

cosecha de arroz, encontrando diferencias significativas debidas a la estacionalidad.
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Figura 7. Grafica de media y desvio estandar de actividad media de pocillo (AWCD) a través del tiempo obtenida
con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la cosecha de arroz.
Arroz de la rotacion arroz continuo (AC-Az), primer arroz de la rotacién arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo
arroz de la rotacidn arroz-pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-
Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacién arroz-soja continuo
(ASC-Az).
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Cuadro 19. Actividad media de pocillo (AWCD), area debajo de la grafica del dia O al 4 (actividad acumulada
durante 4 dias) y pendiente entre los dias 1 y 4 (velocidad de uso de sustratos del periodo) obtenida con el uso de
las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la cosecha de arroz

Tratamiento AWCD t3 Area 0-4 Pendiente 1-4
APL-Az1 0,85a 2,00a 0,33a
APL-Az2 0,96 a 2,27 a 0,37 a

ASPL-Az1 0,83a 2,00 a 0,35a
ASPL-Az2 0,86 a 2,08 a 0,37 a
ASC-Az 0,84a 2,13a 0,33a
AC-Az 0,93a 2,15a 0,37 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre trata.ientos (Tukey a < 0,10). rimer
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2),
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera
larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-Az), Aarroz de la rotacién arroz continuo (AC-
Az),

Cuadro 20. Riqueza e indices de equitatividad (equitability y evenness) y diversidad (Shannon) de uso de los
diferentes sustratos obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras
previo a la cosecha de arroz

Tratamiento Riqueza * Equitability Evenness Shannon
APL-Az1 27,00 a 0,96 a 0,87 a 3,25a
APL-AZz2 28,00 a 0,96 a 0,88 a 3,29a

ASPL-Az1 26,00 a 094 a 0,81la 322a
ASPL-Az2 25,00 a 0,93a 0,78 a 3,17a
ASC-Az 26,67 a 0,94 a 0,82a 322a
AC-Az 26,67 a 0,94 a 0,81a 3,20 a

* La variable Riqueza fue analizada con los datos transformados con el Ln. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer arroz de la rotacion arroz-pradera
larga (APL-AZz1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la
rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-Az).

3.2.3. Variables guimicas

De igual forma, en el muestreo previo a la cosecha de arroz se estudiaron
variables quimicas para complementar la caracterizacion de los suelos. No se
observaron diferencias entre tratamientos en el contenido de amonio y pH del suelo
(cuadro 21). Por otro lado, en este muestreo durante el cultivo de arroz previo a ser
cosechado se pueden observar mayores valores de pH comparado con el muestreo
previo a la siembra de arroz (efecto muestreo p-valor < 0,001), probablemente debido

a la inundacion y consiguiente condicion de anaerobiosis del suelo generada por el
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riego del cultivo. Se conoce que cuando un suelo se inunda, su pH tiende a la
neutralidad (Weil y Brady, 2017, Snyder y Slaton, 2002). Nadimi-Goki et al. (2017),
en rotaciones arroceras, también reportan un efecto del anegamiento sobre el pH y

algunas variables microbioldgicas.

Cuadro 21. Mediay desvio estandar de amonio del suelo y pH de los suelos de las rotaciones arroceras previo a
la cosecha de arroz

Rotacisn Amonio suelo oH suelo
(1g NH4* g1 suelo seco)

APL-Az1 3,59+0,65 a 6,00+0,11 a
APL-Az2 3,89+0,09 a 5,93+0,06 a
ASPL-Az1 3,75+0,33a 5,80+0,03 a
ASPL-Az2 4,11+0,57 a 5,99+0,07 a
ASC-Az 35240,34a 5,88+0,15 a
AC-Az 3,60+0,42 a 6,32+0,47 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Primer
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2),
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera
larga (ASPL-AZz2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-
Az).

Se evidencia un efecto del riego y/o el cultivo de arroz sobre las variables
microbiologicas y quimicas evaluadas, pudiéndose tratar de condiciones ambientales
homogenizantes de las comunidades microbianas del suelo, al menos en cuanto a las
variables evaluadas. La gran sensibilidad de la microbiota a factores ambientales
(Nadimi-Goki et al., 2017, Mungai et al., 2005), por un lado, puede ser positiva para
la deteccién de cambios en el suelo, pero, por otro lado, si los cambios son solo
momentaneos, no podrian tomarse como indicadores de calidad de suelo, sino como
indicadores de las condiciones circunstanciales del suelo o para ilustrar la dinamica
de la variable ante cambios ambientales. Para que una variable microbiol6gica pueda
usarse como indicador, deben considerarse las condiciones de muestreo, sobre todo
en cultivos como el de arroz con riego.

Mungai et al. (2005) encontraron un efecto tanto de la estacionalidad como del
microclima dentro de un cultivo sobre variables microbiologicas como B-glucosidasa

y AWCD, lo cual demuestra su gran sensibilidad a factores ambientales. Nadimi-Goki
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et al. (2017) también estudiaron actividades enzimaticas en rotaciones arroceras y
encontraron una diferencia significativa del efecto del anegamiento sobre [3-
glucosidasa, fosfatasas alcalina y acida y otras enzimas en casi todas las rotaciones
que evaluaron. Ademas, concluyeron que la actividad de la mayoria de las enzimas
disminuye en un suelo anegado y aumenta en un suelo aireado. En conclusion, la
dinamica de las enzimas esta influenciada por la humedad del suelo. Qu et al (2020)
encontraron que el pH del suelo se correlaciona negativamente con algunas
actividades enzimaticas.

En esta investigacion, se encontré un efecto del muestreo o condicion del suelo
sobre la actividad fosfatasa alcalina (p-valor = 0,0332) y ureasa (p-valor = 0,0141);
para ambos casos, los valores mas bajos se registraron en el muestreo durante el
cultivo de arroz, con el suelo recientemente drenado, y los valores méas altos se
encontraron en el muestreo durante las praderas quemadas con herbicida previo a la
siembra de arroz, cuando el suelo seguramente se encontraba mas aireado. Ezeokoli
et al. (2021) sefialan que en los barbechos, periodos en los que el suelo descansa, hay
mayor actividad enzimatica que luego de que es cosechado el arroz.

3.2.4. Ensayo de micorrizacion

El ensayo de micorrizacion se realizé con la finalidad de evaluar la presencia de
propagalos de micorrizas (infectividad) y el efecto de estas sobre el crecimiento
vegetal (efectividad) en los suelos de las rotaciones previo al momento de la cosecha
de arroz.

Tejo et al. (2016) y Ruiz Sanchez et al. (2014) detectaron un efecto positivo de la
colonizacién micorrizica en el desarrollo de las plantas, lo cual no pudo verificarse
en este caso, ya que no se obtuvieron diferencias en la materia seca producida entre
los diferentes tratamientos para ninguna de las dos especies evaluadas (raigras y
trébol blanco) (cuadro 22).

Con respecto al porcentaje de colonizacion micorrizica y porcentaje de

arbdsculos determinado en las raices, se observaron diferencias significativas entre
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tratamientos (cuadro 22). En cuanto al porcentaje de colonizacién micorrizica, la
rotacion arroz continuo (AC-Az) presentd el menor porcentaje, junto con el
tratamiento correspondiente al segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga
(APL-Az2). En el caso del arroz continuo, esto puede estar relacionado con un
deterioro de la microbiota edafica por la practica de monocultivo o por un efecto de
la inundacién, que es méas frecuente en dicha rotacion. Vallino et al. (2014)
encontraron que las raices del cultivo de arroz inundado son poco micorrizadas. Ruiz
Sanchez et al. (2014) afirman que existe un efecto de la inundacion sobre la
colonizacién micorrizica en plantas de arroz y reportan que la colonizacion
disminuye en condiciones de inundacion. Si bien en este trabajo no se midio la
colonizacién micorrizica en plantas de arroz, es de esperarse que en suelos de las
rotaciones que tienen dos cultivos de arroz seguidos presenten menor potencial de
colonizacion.

Por otro lado, Garcia et al. (2017) reportaron un efecto inhibitorio de la
fertilizacion fosfatada de largo plazo sobre la colonizacién micorrizica. El arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-Az) es en el que se aplica la mayor dosis de fosforo, por
lo que también este aspecto puede estar influyendo en las diferencias observadas en
cuanto al potencial de indculo de los suelo; aunque el otro tratamiento con los valores
maés bajos de colonizacién micorrizica (APL-Az2) no es de los que presenta mayores
dosis de fosforo en el cultivo de arroz.

Los tratamientos con mayor colonizacion micorrizica fueron los
correspondientes a la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1 y ASPL-Az2), la
cual combina varios cultivos agricolas y tiene una pradera larga de 2,5 afios. Ademas,
en esta rotacion, se incluye un cultivo de soja, especie que es altamente micorrizable
(Rodriguez-Blanco y Gimeénez, 2019, Souza de Pontes et al., 2017).

En cuanto al porcentaje de arbusculos, se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (cuadro 22); los mayores valores se encontraron en los
tratamientos de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1 y ASPL-Az2) y en el
primer arroz, luego de la pradera larga de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1).

En el primer caso, los mayores valores pueden estar relacionados con la presencia de
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soja en la rotacion y, en el segundo caso, a un efecto de la pradera larga; ambos casos
se tratan de las rotaciones menos intensivas. Varios autores reportan un efecto de la
intensidad del uso del suelo sobre las micorrizas, encontrandose mayor colonizacion
en situaciones de menor intensidad (Trejo et al., 2015). Ademas, puede haber
existido un efecto del cultivo antecesor en la rotacion arroz-pradera larga, ya que el
otro tratamiento de la rotacién, que viene de un cultivo de arroz previo (APL-
PL(Az2)) presenta bajo porcentaje de arbusculos, pudiéndose deber a un efecto de la
inundacion sobre la micorrizacion. En este sentido, Rodriguez-Blanco y Giménez
(2019), estudiando en el mismo ensayo, también encontraron un efecto del cultivo
antecesor, ya que la colonizacién en raices de soja fue menor cuando el arroz era el
cultivo previo comparado con plantas sembradas luego de soja.

Las micorrizas son de gran importancia para la sostenibilidad y buen
funcionamiento de los ecosistema (Smith y Read, 2008), ya que cumplen funciones
muy importantes que contribuyen tanto a la salud de las plantas como a la del suelo;
por ejemplo, benefician a las plantas en la absorcién de nutrientes y agua, les aportan
resistencia a sequias, salinidad y enfermedades, y contribuyen a la materia organica
del suelo y a la estabilidad de los agregados (Moebius-Clune et al., 2016).

Cuadro 22. Materia seca de raigras y trébol blanco producida en el ensayo de micorrizacion (efectividad), % de

colonizacion y % de arbisculos de las raices del ensayo (infectividad) establecido con suelos de las rotaciones
arroceras previo a la cosecha de arroz

Materia seca de Materia seca de % de colonizacion | )
. L 1 , 1 - i % de arbusculos
Tratamiento raigras (mg trébol blanco (mg micorrizica de -
maceta™) maceta™) raices *

APL-Az1 227,50 a 108,33 a 50,31 b 12,52 ab
APL-Az2 213,33 a 102,50 a 47,13 ab 8,43 a
ASPL-Az1 186,67 a 138,33 a 83,27¢ 16,05 b
ASPL-Az2 211,11 a 179,44 a 74,63 ¢ 12,78 ab

ASC-Az 236,11 a 132,22 a 54,44 b 8,72a

AC-Az 268,89 a 113,61a 39,07 a 8,70 a

* Las variables % de colonizacion y % de arbusculos fueron analizadas utilizando un modelo lineal generalizado
mixto, familia Poisson y un test LSD de Fisher, letras diferentes en cada columna indican diferencias
significativas entre tratamientos (LSD o < 0,10). Letras diferentes en cada columna indican diferencias
significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1),
segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga
(ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz-soja
continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-Az).
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3.3. CONSIDERACIONES SOBRE LIMITANTES DE LA INVESTGACION

Gran parte de las variables microbioldgicas evaluadas, tanto antes de la siembra
como previo a las cosecha de arroz, no fueron sensibles para detectar diferencias
entre tratamiento. Como posibles causas de la homogenizacidn puede estar el hecho
de que es un experimento llevado a cabo con agricultura con siembra directa, lo cual
afecta la dinamica del carbono en el suelo, que a la vez estd estrechamente
relacionado a la funcionalidad de la microbiota edafica (Acosta-Martinez et al., 2018,
Wingeyer et al., 2015).

Asimismo, se trata de rotaciones en la que se aplican buenas practicas agricolas
que tienen el objetivo de cuidar las propiedades productivas del suelo (MGAP,
2013). Esto, en parte, se ve reflejado en los altos rendimientos promedio de arroz
reportados en todas las rotaciones (Macedo et al., 2016). Todas las rotaciones
incluyen leguminosas en alguna fase, lo cual favorece la entrada de nitrégeno al
suelo y es una préactica recomendada para conservar la calidad del suelo (MGAP,
2013).

Ademas, el hecho de incluir praderas en las rotaciones esta reportado como una
buena practica (MGAP, 2013), con efectos sobre el stock de carbono del suelo en
agricultura con laboreo (Haynes et al., 1991). Aunque es diferente con sistemas con
siembra directa, Ernst y Siri-Prieto (2009) reportan que no se detect6 un efecto de la
pradera en la rotacion sobre el contenido de carbono del suelo luego de un periodo de
10 afos. Macedo et al. (2021b), investigando en el mismo ensayo, encontraron que la
Unica rotacién del ensayo que secuestraba carbono en el suelo era la rotacién arroz-
pradera larga; ademas, los mismos autores sefialan que la intensificacién no hizo
disminuir el carbono organico del suelo y los niveles de nitrégeno total se
mantuvieron en todos los sistemas.

También como posible factor homogeneizante se encuentra el riego y la
consiguiente anaerobiosis, que genera un efecto sobre el pH (Weil y Brady, 2017,
Snyder y Slaton, 2002), sobre la comunidad microbiana edéafica y las actividades

enzimaticas (Nadimi-Goki et al., 2017). En el cultivo de arroz, la descomposicion de
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la materia organica es mas lenta durante el anegamiento que cuando el suelo esta
aireado (Motschenbacher, 2012), lo cual tiene el potencial de afectar a las variables
microbioldgicas relacionadas al ciclo del carbono.

Por otro lado, existe gran variabilidad en cuanto al manejo agronémico en el
ensayo, ya que se utiliza para hacer evaluaciones en varios aspectos productivos
como genética (se han usado diferentes variedades, aunque actualmente se usa una en
todo el ensayo), dosis y criterios de fertilizaciones, tipos de riegos y agrogquimicos
usados (Ayala et al., 2016, INIA, 2018). Esto puede ser identificado como una
limitante de la investigacion, ya que estos factores que no fueron identificados y
cuantificados en este estudio pueden haber afectado a la microbiota edéafica; aunque
también puede ser interpretado como una ventaja, ya que en la realidad productiva
siempre hay variabilidad y el objetivo es encontrar variables microbiol6gicas que
puedan detectar cambios en condiciones reales. La fertilizacion es un factor
agrondémico muy relevante para la actividad microbiana del suelo, a tal punto que hay
autores que reportan un efecto significativo de la fertilizacion sobre variables
microbioldgicas y no de la rotacién de cultivos (Ai et al., 2018, Wang y Huang,
2021, Soman et al., 2016). También el pastoreo con ovinos que se realiza en el
ensayo es un factor agronémico que puede estar afectando al suelo y, por lo tanto, a
las variables microbiolégicas.

Por altimo, parece dificil diferenciar si hay un efecto del cultivo antecesor o si
hay un efecto producto del legado de la rotacion, es decir, de varios afios, sobre las
variables evaluadas, ya que se expresaron diferencias entre tratamientos que
corresponden a la misma rotacién, como en el caso de la rotacién arroz-pradera larga.

Es posible que se necesite mas tiempo para que las diferencias entre rotaciones
se expresen mas contundentemente y puedan ser detectadas con variables de este
tipo. Cabe mencionar que algunas rotaciones solo cumplieron un ciclo completo al

momento de ser evaluadas.
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4. CONCLUSIONES

En las evaluaciones realizadas en algunas variables microbiolégicas, como -
glucosidasa y porcentaje de colonizacion micorrizica, se separa el tratamiento corres-
pondiente a la rotacion arroz continuo, que es una de las rotaciones mas intensivas en
cuanto al uso del suelo; por otro lado, se puede observar que el arroz después de
arroz varia las propiedades microbioldgicas del suelo, como en la rotacion de arroz-
pradera larga, aunque la pradera larga parece restaurar las condiciones del suelo, por
ejemplo, al evaluar variables como B-glucosidasa, indices de diversidad metabdlica,
ureasa, porcentaje de colonizacion micorrizica y porcentaje de arbusculos.

Las condiciones durante el cultivo de arroz, como la anaerobiosis generada por
el riego, pueden haber alterado la microbiota del suelo momentaneamente, afectando
las variables: pH, fosfatasa alcalina, ureasa y AWCD.

En gran parte de las variables microbiologicas estudiadas no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos, lo que puede relacionarse a cierta
estabilidad en la dindmica del carbono debido a ser agricultura con siembra directa y
aplicarse buenas practicas agricolas que conservan el recurso suelo.

Por otro lado, se evidencian limitantes en la investigacion, como la gran
variabilidad en los manejos agrondmicos que afectan a la microbiota y que no fueron
identificados y cuantificados como factores.

Se concluye que seria necesario seguir monitoreando las variables microbio-

I6gicas para poder sugerir una como indicador de sostenibilidad en suelos arroceros.
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6. ANEXOS

6.1. INTENSIFICACION EN LOS SISTEMAS ARROCEROS Y SU IMPAC-
TO SOBRE EL POTENCIAL FUNCIONAL DE LA COMUNIDAD MI-
CROBIANA EDAFICA/ INTENSIFICATION IN PADDY SISTEMS AND
ITS IMPACT ON THE FUNCTIONAL POTENTIAL OF THE EDAPHIC
MICROBIAL COMMUNITY !
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Resumen

Los microorganismos del suelo son capaces de afectar directa e indirectamente la
productividad de los cultivos. Por otro lado, el manejo agricola de los suelos puede
provocar impactos en la estructura y funcionamiento de las comunidades microbianas
del suelo. Se estudiaron variables microbioldgicas en cuatro rotaciones arroceras con
diferente nivel de intensificacion de uso del suelo de la «Plataforma de Largo plazo
de Arroz, Pasturas y Otros Cultivos» del Instituto Nacional de Investigacion Agrope-
cuaria Treinta y Tres, Uruguay. Las rotaciones evaluadas fueron: arroz-pradera larga,
arroz-soja-pradera larga, arroz-soja continuo y arroz continuo. Se realizaron mues-
treos previo a la siembra de arroz y previo a la cosecha de arroz. Las variables anali-

zadas fueron: actividades enzimaticas y el perfil fisiologico de la comunidad micro-
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biana obtenido con las placas Biolog EcoPlates. En algunas variables, se separa la
rotacion arroz continuo; en otras variables, se puede observar que el arroz después de
arroz varia las propiedades microbiolégicas del suelo en la rotacion arroz-pradera
larga, aunque la pradera larga parece restaurar las condiciones del suelo. La anaero-

biosis generada por el riego puede haber afectado algunas variables.

Palabras clave: enzimas, B-glucosidasa, CLPP-Biolog, sostenibilidad

Summary

Soil microorganisms directly and indirectly affects the productivity of crops. On the
other hand, agricultural soil management can make an impact on the structure and
functioning of soil microbial communities. Microbiological variables were studied in
four rice rotations with different levels of land use intensification of the «Long-term
Platform of Rice, Pasture and Other Crops» of the National Institute of Agronomy
Research Treinta y Tres, Uruguay. The rotations evaluated were: long-term pasture-
rice, long-term pasture-soybean-rice, continuous soybean-rice and continuous rice.
Soil samplings were carried prior to sowing rice and prior to rice harvest. The
microbiological variables analyzed were: enzymatic activities and the Community
Level Physiological Profile - CLPP obtained with the Biolog EcoPlates. In some
microbiological variables, the continuous rice rotation is separated, in others
variables it can be observed that rice after rice varies the microbiological properties
of soil in the long-term pasture rice rotation, although the pasture seems to restore
soil conditions. Waterlogging generated by irrigation may have affected some

variables.

Keywords: enzymes, 3-glucosidase, CLPP-Biolog, sustainability
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Introduccion
Intensificacion de la produccién arrocera

El arroz (Oryza sativa L.) es considerado un alimento basico (Food and
Agricultural Organization, 2004). El Uruguay exporta méas de 90 % de lo producido
anualmente, por lo que su produccion esta intimamente relacionada a los mercados
internacionales (Ferraro y Lanfranco, 2016, Saldias et al., 2016, Uruguay XXI,
2013).

La intensificacién agricola para la mayor produccion de alimentos por area de
tierra se ha basado en mejorar y aumentar los insumos agricolas, pero esto ha
demostrado tener efectos negativos a nivel ambiental y en costos economicos, por lo
que ha surgido la preocupacion de cdmo mantener una intensificacion agricola en el
largo plazo (Adhikari et al., 2018, Matson et al., 1997).

Actualmente, se estd en la bdsqueda de alternativas de intensificacion
sostenible que permitan aumentar la produccion reduciendo el uso de insumos y los
impactos negativos sobre el medioambiente, para asi conservar los recursos naturales
y, a la vez, poder cumplir con el objetivo de alimentar a una poblacion mundial en
crecimiento, ademas de afrontar las condiciones del cambio climatico (Brito et al.,
2021, Tseng et al., 2020, Terra et al., 2020, Martinez y Escalante, 2020, Zorrilla et
al., 2018, Adhikari et al., 2018, Macedo et al., 2016, Saldias et al., 2016, Ayala et al.,
2016).

Los productores uruguayos han intensificado las rotaciones de arroz, sobre todo
disminuyendo el periodo de pasturas en pos de una mayor produccién de granos. Por
lo que la intensificacién se asocia a una mayor intensidad de cultivos de granos
dentro de la rotacion y a mayores requerimientos de insumos para la produccion
(Macedo et al., 2021).

Indicadores microbioldgicos de calidad del suelo

Los indicadores de calidad del suelo son variables que permiten identificar
cambios en las caracteristicas del suelo como los provocados por modificaciones en
el manejo agricola (Wingeyer et al., 2015, Bhaduri y Purakayastha, 2014, Seybold et

al., 1997).
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Comunidades particulares de microorganismos estan asociadas a condiciones
particulares de textura, pH y concentracion de nutrientes (fésforo, nitrégeno vy
carbono), la biota del suelo es muy sensible a cambios en el ambiente, como los
provocados por la actividad agricola, por lo que podrian servir como buenos
indicadores de sostenibilidad (Bunemann et al., 2018, Xu et al., 2017, Islam et al.,
2011, Benintende et al., 2007, Mungai et al., 2005).

La intensificacion del uso del suelo en general resulta en un cambio en la
cobertura vegetal y en las entradas de nutrientes al suelo, lo cual tiene el potencial de
afectar a las comunidades microbianas que lo habitan (Lu et al., 2018, Xu et al.,
2017). Los cambios en las comunidades microbianas por variantes en el manejo
usualmente se relacionan a modificacioones en la cantidad y calidad de sustratos o
fuentes carbonadas que llegan al suelo (Reardon y Wuest, 2016, FAO, 2017).
Tambien la fertilizacion afecta a los microorganismos edaficos (Soman et al., 2016,
Islam et al., 2011).

Las actividades enzimaticas del suelo han sido descritas por varios autores
como indicadores sensibles a los cambios en el manejo al responder mas rapido que
otras variables, por lo que se han propuesto como indicadores «tempranos» de la
actividad biologica del suelo (Ezeokoli et al., 2021, Lu et al., 2018, Acosta-Martinez
et al., 2018, Ai et al., 2018, Nadimi-Goki et al., 2017, Reardon y Wuest, 2016, Hai-
Ming et al., 2014, Henriquez et al., 2014).

El perfil fisiologico de la comunidad microbiana o, por sus siglas en inglés,
CLPP (Community Level of Physiological Profile) puede ser determinado mediante
la utilizacion de placas Biolog-EcoPlates™ (Biolog Inc., Hayward, CA, EE. UU.),
las cuales presentan diferentes sustratos carbonados que son utilizados por los
microorganismo heterotrofos aerobios de las muestras ambientales. La estimacion de
la diversidad funcional a través del CLPP esta reportada como un método sensible a
cambios en el manejo del suelo (Baraza et al., 2019, Gatazka y Grzadziel, 2018, Xue
et al., 2008, Alahmad et al., 2018, Soman et al., 2016, Frac et al., 2012, Islam, 2011).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el impacto de la intensificacion en

las rotaciones arroceras sobre el potencial funcional de la comunidad microbiana, a
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través del monitoreo de variables microbioldgicas como actividades enzimaticas y el
perfil fisioldgico de la comunidad microbiana, en cuatro rotaciones arroceras con

diferente nivel de intensidad de uso del suelo.

Materiales y métodos
Sitio de muestreo

Para este trabajo, se utilizé el ensayo «Plataforma de Largo plazo de Arroz,
Pasturas y Otros Cultivos» del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA), Treinta y Tres, Uruguay. Esta plataforma fue establecida en 2012 en Paso de
la Laguna, departamento de Treinta y Tres (coordenadas 33°16°29°°W, 54°10°37°’S),
por lo que es un experimento joven que actualmente se encuentra estabilizado. El
diserio experimental es de tres bloques definidos por altura, pendiente y gradiente de
contenido de sodio del suelo. Las parcelas poseen un tamafio de 60 x 18 m. Se
encuentran todas las etapas de las rotaciones al mismo tiempo. La historia del predio
previa a la instalacion del ensayo es de 34 afios de rotacién arrocera clasica (Macedo
etal., 2021).

Se estudio el suelo desde el punto de vista del potencial funcional microbiano
de cuatro rotaciones con diferente intensidad de uso del suelo de la plataforma (tabla
1): 1) arroz-pradera larga o rotacion clasica (APL): primer arroz, puente verde de
trébol alejandrino, segundo arroz, pradera de 3,5 afios de festuca (Festuca
arundinacea), trébol blanco (Trifolium repens) y lotus (Lotus corniculatus); 2) arroz-
soja-pradera larga (ASPL): primer arroz, puente verde de raigras (Lolium multiflorum
Lam.), primera soja (Glicine max L), puente verde de raigras, segunda soja, puente
verde de raigras, segundo arroz, pradera de 2,5 afios de festulolium (Festulolium) y
lotus; 3) arroz-soja continuo (ASC): arroz, puente verde de trébol alejandrino, soja,
puente verde de raigrés y 4) arroz continuo (AC): arroz (Oryza sativa L.), puente
verde de trébol alejandrino (Trifolium alexandrinum).

Las rotaciones maés intensivas son las de agricultura continua, tanto arroz
continuo (rotacion AC) como arroz-soja continuo (rotacion ASC) que presentan el

100 % de los afios con cultivos agricolas en verano. Por otro lado, las rotaciones
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menos intensivas son las rotaciones arroz-pradera larga (rotacion APL) y arroz-soja-
pradera larga (rotacion ASPL); estas Ultimas presentan 40 % y 66 % de los afios con
cultivos, respectivamente (Macedo et al., 2016) (tabla 2). Las diferencias en cuanto a
la intensidad también se pueden observar en las dosis de fertilizantes que se utilizan
en cada rotacion; la rotacion de arroz continuo es la que mayores dosis utiliza durante
el cultivo de arroz (tabla 3).

Ademas, existen diferencias en cuanto a las especies utilizadas de cultivos
agricolas (arroz y soja), pasturas perennes (festuca, trébol blanco, lotus, festulolium)
y puentes verdes o pasturas anuales para cobertura invernal (trébol alejandrino y
raigras).

Muestreo del suelo

Se muestreo el suelo previo a la siembra de arroz, durante pasturas perennes o
coberturas invernales (también Ilamadas puentes verdes) en barbecho quimico, es
decir quemada con herbicidas; y previo a la cosecha de arroz con el campo
recientemente drenado. Se tomaron muestras aleatorias con taladro, compuestas de
15 cilindros de los primeros 15 cm.

Para las determinaciones en laboratorio, el suelo muestreado fue aireado y
pasado por un tamiz de 2 mm, posteriormente fue guardado en heladera a 4 °C para
su conservacion (Moebius-Clune et al., 2016). Las determinaciones realizadas en
cada muestreo fueron actividades enziméticas (deshidrogenasa, B-glucosidasa,
fosfatasa alcalina, ureasa) y el perfil metabdlico de la comunidad microbiana.
Ademas, se determind el pH del suelo.

Deshidrogenasa

Para la determinacion de este grupo de enzimas, se utilizd la medida
espectrofotométrica del INTF (iodonitrotetrazolioformazan) producido por la
reduccion del INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil5-feniltetrazolio) o cuando se pone a
incubar el suelo en un medio tamponado y en oscuridad. Como control se usa un
suelo esterilizado en autoclave (Von Mersi, 1996).

A 1 g de suelo se le agregaron 1,5 ml de buffer Tris 1 M pH 7 y 2 ml de

solucion de sustrato INT. Para la preparacion de la solucion del sustrato, a 500 mg de
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INT se agregaron 2 ml de N-n-dimetilformamida para su dilucion y luego se llevo a
100 ml con agua destilada en matraz aforado.

Los tubos se incubaron en oscuridad durante 2 horas a 40 °C. A continuacion
de la incubacion, se les agreg6 10 ml de acetona comercial y se dejaron en oscuridad
y a temperatura ambiente 1 hora agitando cada 20 minutos. Las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos. Luego, se midi6 el INTF en el
espectrofotometro a 464 nm, estableciendo un blanco de acetona. Por cada muestra
se realizaron dos repeticiones.

La actividad deshidrogenasa se expreso en pg de INTF por gramo de suelo
seco por hora, calculada a través de una interpolacion del dato del espectrofotometro
en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas de INTF.
fS-glucosidasa

En este caso se determind espectrofotométrica el p-nitrofenol liberado cuando
el suelo es incubado con una solucion tamponada de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosa
(Tabatabai, 1994).

A 1 g de suelo se le agregd 1 ml de solucion sustrato p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosa 25 mM y 4 ml de buffer universal modificado. Se incub6 1 hora en
bafio a 37 °C. A continuacion, se le agrego 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de buffer Tris
100 mM pH 12. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos.
Inmediatamente, se midi6 la concentracion de p-nitrofenol a 415 nm, estableciendo
un blanco con los reactivos usados. Por cada muestra se realizaron dos repeticiones.
Para los controles, se agregé la solucion sustrato luego de la incubacion (Tabatabai,
1994, Eivazi y Tabatabai, 1988).

La actividad B-glucosidasa se expresé en pg de p-nitrofenol por gramo de suelo
seco por hora, calculada a través de una interpolacion del dato del espectrofotometro
en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas de p-nitrofenol.
Fosfatasa alcalina

Se determind espectrofotométrica el p-nitrofenol liberado cuando el suelo es

incubado con una solucion tamponada de p-nitrofenilfosfato (Tabatabai, 1994).
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A 1g de suelo se le agregd 1 ml de solucion de p-nitrofenilfosfato y 4 ml de
buffer alcalino pH 11. Para la preparacién de la solucion del sustrato, se disolvieron
0,4268 g de p-nitrofenilfosfato en buffer para fosfatasa alcalina pH 11 y se llevé a
100 ml en matraz aforado. Las muestras se incubaron 1 hora en bafio con agitacion a
37 °C. A continuacion, se le agregé 1 ml de CaCl, 0,5 M y 4 ml de NaOH 0,5 M. Las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos. Seguidamnte, se midi6 la
concentracion de p-nitrofenol a 400 nm, estableciendo un blanco con los reactivos
usados. Por cada muestra se realizaron dos repeticiones. En los controles se agrego la
solucion sustrato luego de la incubacion.

La actividad fosfatasa alcalina se expresé en pg de p-nitrofenol por gramo de
suelo seco por hora, calculada a través de una interpolacién del dato del
espectrofotometro en una curva realizada con diferentes concentraciones conocidas
de p-nitrofenol.

Ureasa

La determinacion de la actividad de esta enzima se realiz6 en dos pasos:
primero se puso a incubar el suelo con una solucién de urea, junto a un control con
agua (Kandeler, 1996), y luego se determin6 colorimétricamente la cantidad de
amonio de los filtrados por el método de azul de indofenol (FAO, 2008).

A 5 g de suelo se le agregaron 2,5 ml de solucion de urea 79,9 mM, que se
incubd por 2 horas a 37 °C. A los controles se les agregaron 2 ml de agua. A
continuacion de la incubacion, se les afiadieron 50 ml de KCI 2 M y se agité por 30
minutos a 200 rpm para extraer el amonio del complejo de intercambio y dejarlo en
solucién. A continuacion, se filtraron con papel Whatman numero 42. Para la
determinacion del amonio en solucion, se usé el método azul de indofenol midiendo
en el espectrofotometro a 660 nm (FAO, 2008).

La actividad ureasa se expres6 en pg NH4* por gramo de suelo seco por hora,
calculada a través de una interpolacién del dato del espectrofotdmetro en una curva

realizada con diferentes concentraciones conocidas de amonio.
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Perfil fisiologico de la comunidad microbiana

Previo a la realizacion de la técnica, se realizo un recuento de cultivables en
placas a través del método de diluciones seriadas, para cerciorarse de inocular las
placas Biolog con una concentracion de microorganismos heterétrofos aerobios equi-
valente para cada uno de los tratamientos.

Se prepard una suspension de suelo con 10 g de suelo y 90 ml de NaCl 0,85
%p/v estéril que se puso a agitar a temperatura ambiente por 30 minutos a 200 rpm.
A continuacion, se dejo decantar por 10 minutos. Seguido de esto, se realizd una
diluciéon tomando 3 ml del sobrenadante y agregandolo en 27 ml de solucion de NaCl
0,85 %plv esteril. Con una pipeta multicanal se tomaron 125 pL de la muestra diluida
para inocular cada pocillo de la placa Biolog-EcoPlates™ (Biolog Inc., Hayward,
CA, EE. UU.).

La placa se incubd a 25 °C durante 4 dias. La informacion se registro en un
lector de placas a 595 nm cada 24 horas, hasta las 96 horas.

La respuesta microbiana en cada placa se expres6 como el promedio de
desarrollo de color de pocillo (Average Well-Color Development, AWCD), y es
determinada como: AWCD = Y. 0Di/31, siendo ODi = valor de densidad Optica
(optical density) para cada pocillo, corregido restando el pocillo control (inoculado
pero sin fuente carbonada). Luego, los valores de AWCD fueron normalizados por
placa.

El AWCD se estudié para cada tiempo, estableciendo en cudl de estos existia la
mayor diferencia entre tratamiento. También el AWCD se grafico y se analiz6 el area
debajo de la grafica, que corresponde a la actividad por tiempo de incubacion, y la
pendiente de la grafica, que corresponde a la velocidad de uso del sustrato.

Seguidamente, con los datos de OD de cada pocillo se realizaron otros analisis:
1) la riqueza, que se calculdé como el nimero de fuentes carbonadas oxidadas,
estableciendo un valor cut off o valor limite de densidad Optica de 0,25 (Alahmad et
al., 2018); 2) el anélisis multivariado de tipo NM-MDS (Non-Metric Multi-
Dimensional Scaling) para observar agrupacion de tratamientos y los test de

ANOSIM y PERMANOVA para determinar diferencias entre agrupaciones y 3) se
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calcularon indices equitatividad (equitability y evenness) y diversidad (Shannon)
segun lo especificado en el manual del software Past (Hammer, 2020).
Disefio experimental y analisis estadisticos

El disefio experimental utilizado fue el de bloques completos al azar. Las
variables con distribucion normal fueron analizadas utilizando un modelo general
lineal. Para identificar diferencias entre tratamientos, se uso el analisis de la varianza
(ANAVA) asumiendo un nivel de significancia de oo = 0,10. Para la comparacion de
las medias, se uso el test de Tukey con el mismo o = 0,10. La variable riqueza fue
normalizada a través de una transformacion logaritmica (Ln).

Analisis multivariados se usaron con el objetivo de reducir el nimero de
variables originales, analizar los datos por grupos y observar si habia diferencias
entre estos. Los andlisis usados fueron: escalamiento multidimensional no métrico o
Non metric multidimensional scaling (NM-MDS), ANOSIM (Analysis Of Similarities)
y PERMANOVA (Non-Parametric MANOVA),

Para los analisis estadisticos y la elaboracion de graficos, se usaron los
softwares de libre acceso InfoStat y Past4.0. Conjuntamente, se usaron planillas de

calculo y gréaficos de Microsoft-Excel 2013.

Resultados y discusion
Evaluacion de variables microbiolégicas previo a la siembra de arroz

De las cuatro actividades enzimaticas evaluadas previo a la siembra de arroz en
los suelos de las distintas rotaciones, solo se observaron diferencias significativas
entre tratamientos en la actividad de la enzima B-glucosidasa (tabla 4). EI mayor
valor de B-glucosidasa lo presentaron los suelos de la rotacion arroz continuo (AC-
PV(Az)), que se diferencio de las rotaciones arroz-pradera larga y arroz-soja
continuo.

Nadimi-Goki et al. (2017), estudiando rotaciones arroceras, también
encontraron una mayor actividad B-glucosidasa en la rotacion de arroz continuo o
monocultivo. Segun los autores, este resultado disiente con algunos trabajos que

reportan que las rotaciones de cultivos aportan mayor materia organica que el
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monocultivo, lo cual hace que se encuentre mayor actividad enzimaética en las
rotaciones mas diversas. Cabe mencionar que, para Ekenler y Tabatabai (2003), la
actividad B-glucosidasa también depende de la calidad de los compuestos orgénicos
que llegan al suelo y no solo de la cantidad. A simple vista, en el ensayo, se encontrd
mayor cantidad de restos vegetales en la rotacion arroz continuo que en los otros
tratamientos; ademas, Macedo et al. (2021) encontraron que la rotacion de arroz
continuo produce entre 38 y 40 % mas promedio anual de biomasa total (biomasa
sobre el suelo mas biomasa en el suelo) que las rotaciones arroz-soja continuo y
arroz-pradera larga, respectivamente. Ademas, Macedo et al. (2021) sefialan que la
intensificacion no hizo disminuir el carbono organico del suelo y los niveles de
nitrégeno total se mantuvieron en todos los sistemas.

Lu et al. (2018) observaron un aumento de las actividades enziméticas y
carbono organico del suelo en rotaciones arroceras de agricultura continua en el largo
plazo (30 afios) comparada con situaciones de rotaciones arroceras con barbecho en
el corto plazo (4 afos), por lo que los autores atribuyen una mejora en la propiedades
del suelo y un aumento de los rendimientos de arroz a la intensidad de la rotacion. Al
mismo tiempo, los mismos autores no encontraron diferencias entre rotaciones en las
actividades enzimaticas evaluadas en el corto plazo (4 afios), aunque si las
encontraron en el largo plazo (30 afos).

La rotacion arroz continuo es una de las rotaciones con mayor dosis de
fertilizantes, lo cual puede tener un impacto en la microbiota del suelo (Soman et al.,
2016, Islam et al., 2011). Ai et al. (2018) encontraron que mayores dosis de
fertilizantes aumentan las actividades enzimaticas como B-glucosidasa; incluso para
enzimas como las fosfatasas encontraron un efecto significativo de la dosis de
fertilizante NPK y no de la rotacion.

También se puede observar que uno de los tratamientos con menor valor en la
actividad B-glucosidasa es el puente verde previo al segundo arroz en la rotacion
clasica (APL-PV(Az2)). El otro tratamiento con los menores valores de [-
glucosidasa corresponde al puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja

continuo (ASC-PV(Az)), que es una de las rotaciones mas intensivas.
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De los resultados se puede concluir cierta sensibilidad de la variable (-
glucosidasa para identificar un manejo de arroz continuo. Varios autores mencionan
a la actividad B-glucosidasa como una variable sensible a los cambios en el manejo
(Ezeokoli et al., 2021, Acosta-Martinez et al., 2018, Ai et al., 2018, Nadimi-Goki et
al., 2017, Xu et al., 2017, Hai-Ming et al., 2014, Henriquez et al., 2014, Islam, 2011).
Ezeokoli et al. (2021) sefialan que es una actividad enzimatica que responde en el
corto plazo, mas rapido que otras enzimas.

En cuanto al perfil fisiolégico de la comunidad microbiana obtenido mediante
el uso de las placas Biolog, inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a
la siembra de arroz, no se detectaron diferencias entre tratamientos en la actividad
media de pocillo (AWCD) que representa la respuesta microbiana promedio (figura 1
y tabla 5). La mayor diferencia entre tratamientos se encontro a tiempo 4 (p-valor =
0,1548).

En el area debajo de la grafica, que representa la actividad microbiana
promedio por tiempo de incubacion, y en la pendiente de la grafica, que corresponde
a la velocidad de uso de los sustratos, no se encontraron diferencias entre
tratamientos (tabla 5).

La riqueza y los indices de equitativdad (equitability y evenness) y diversidad
(Shannon) de uso de los diferentes sustratos de las placas Biolog, analizados a tiempo
4, mostraron diferencias significativas entre tratamientos (tabla 6).

Los tratamientos de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Azl) y
ASPL-PV(Az2)) presentaron los mayores valores de riqueza, equitatividad y
diversidad. Esta rotacion es una de las menos intensivas y presenta 66 % de los afios
con cultivos (Macedo et al., 2016); ademéas, combina dos cultivos agricolas
diferentes, una pradera perenne de 2,5 afios de duraciébn con dos especies
(festulolium y lotus) y puentes verdes de raigras, lo cual podria relacionarse a lo
expresado por algunos autores en cuanto a que una mayor diversidad de cultivos
conllevaria a una mayor diversidad de microorganismos edéaficos (Venter et al., 2016,
FAO, 2016). La diversidad de cultivos afecta a la microbiota edafica a traves de

cambios en las entradas de carbono como exudados radiculares, tejido radicular y
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residuos vegetales, y a traves de asociaciones simbidticas (Martinez y Escalante,
2020, Ai et al., 2018, Xu et al., 2017).

Se podria postular que la rotacién arroz-soja-pradera larga, al mostrar los
valores mas altos de riqueza, equitatividad y diversidad, es la alternativa mas
sostenible, al menos en términos de diversidad metabolica microbiana. Muchos
autores mencionan a la conservacion de la biodiversidad, incluida la de la microbiota
edafica, como un punto clave para una produccion agricola sostenible, lo cual
implica la conservacién de los recursos naturales y servicios ecosistémicos (Adhikari
et al., 2018, Soman et al., 2016). FAO (2016) menciona que la diversificacion de
especies es una practica para un manejo sostenible en la agricultura. Se debe tener en
cuenta que este resultado se trata de valores obtenidos en un solo muestreo, por lo
que deberia ser corroborado con mas repeticiones.

Los valores mas bajos de riqueza e indices de equitatividad y diversidad se
observaron en el tratamiento correspondiente al puente verde de la rotacion arroz-
pradera larga (APL-PV(Az2)) (tabla 6).

El andlisis multivariado de tipo NM-MDS usando el indice de similitud Bray
Curtis (figura 2) mostré que el tratamiento APL-PV(Az2) se separd del resto. No
obstante, los test de ANOSIM y PERMANOVA, usando la distancia Bray Curtis, no
mostraron diferencias entre tratamientos (p-valor = 0,4724 y p-valor = 0,5806,
respectivamente).

Evaluacion de variables microbioldgicas previo a la cosecha de arroz

De todas las actividades enziméticas estudiadas en los suelos durante el
cultivo de arroz previo a cosecharse, solo se observaron diferencias entre
tratamientos en la actividad de la enzima ureasa (tabla 7). EI mayor valor de la
actividad ureasa se registro en el cultivo de arroz luego de la pradera larga de la
rotacion arroz-pradera larga, la menos intensiva en el uso del suelo, con 40 % de los
afios con cultivos agricolas, pudiéndose relacionar con un efecto positivo de la
pradera larga sobre la actividad enziméatica. Autores como Henriquez et al. (2014)
reportan a esta variable como sensible a cambios en el manejo agricola. Por otro

lado, el menor valor de ureasa se registro en la rotacion arroz-soja continuo, una de
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las rotaciones mas intensivas en el uso del suelo con 100 % de los afios con cultivos
agricolas.

También para el muestreo de suelo durante el cultivo de arroz se utilizaron las
placas Biolog EcoPlates para caracterizar la diversidad metabolica de las
comunidades de microorganismos de los diferentes tratamientos. No se detectaron
diferencias entre tratamientos en la actividad media de pocillo (AWCD) (figura 3); la
mayor diferencia se determind a tiempo 3. Tampoco se encontraron diferencias en el
area bajo la curva y la pendiente (tabla 8).

Los valores de AWCD, éarea y pendiente fueron menores que en el muestreo
previo a la siembra de arroz (efecto muestreo sobre AWCD a tiempo 4 p-valor <
0,0001, sobre el area de 0 a 4 p-valor < 0,0001 y sobre la pendiente de 1 a 4 p-valor
< 0,0001).

Ademas, en el muestreo del suelo previo a la cosecha del arroz, tampoco se
encontraron diferencias en la riqueza y los indices de equitatividad y diversidad
obtenidos con las placas Biolog (tabla 9). Esto se puede deber a las condiciones de
anaerobiosis durante la inundacién, que modifica el pH del suelo y disminuyen la
actividad microbiana heterotrofa aerobia.

Qu et al (2020) encontraron que el pH del suelo se correlaciona
negativamente con AWCD. Los valores de pH fueron mayores en estas condiciones
de muestreo (p-valor < 0,001) (tabla 4 y 7), lo que podria estar explicando la
disminucion en los valores de AWDC.

Todo lo anterior hace pensar que las condiciones del cultivo de arroz, incluida
la inundacion por riego, modifican la funcionalidad de las comunidades microbianas.
En este sentido, Fernandez-Scavino et al. (2022) compararon la abundancia de
aqueas Y bacterias en suelos de las rotaciones del mismo ensayo, entre invierno y la
época de cosecha de arroz, y encontraron diferencias significativas debidas a la
estacionalidad.

Se evidencia un efecto del riego y/o el cultivo de arroz sobre las variables
microbiologicas evaluadas, pudiéndose tratar de condiciones ambientales

homogenizantes de las comunidades microbianas del suelo, al menos en cuanto a
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dichas las variables. La gran sensibilidad de la microbiota a factores ambientales
(Nadimi-Goki et al., 2017, Mungai et al., 2005), por un lado, puede ser positivo para
la deteccién de cambios en el suelo, pero, por otro lado, si los cambios son solo
momentaneos, no podrian tomarse como indicadores de calidad de suelo, sino como
indicadores de las condiciones circunstanciales del suelo o para ilustrar la dinamica
de la variable ante cambios ambientales. Para que una variable microbiol6gica pueda
usarse como indicador, deben considerarse las condiciones de muestreo, sobre todo
en cultivos como el de arroz con riego.

Mungai et al. (2005) encontraron un efecto tanto de la estacionalidad como
del microclima dentro de un cultivo sobre variables microbiolégicas como -
glucosidasa y AWCD, lo cual demuestra su gran sensibilidad a factores ambientales.
Nadimi-Goki et al. (2017) también estudiaron actividades enzimaticas en rotaciones
arroceras y encontraron una diferencia significativa del efecto del anegamiento sobre
B-glucosidasa, fosfatasas alcalina y acida y otras enzimas en casi todas las rotaciones
que evaluaron. Ademas, concluyeron que la actividad de la mayoria de las enzimas
disminuye en un suelo anegado y aumenta en un suelo aireado. En conclusion, la
dinamica de las enzimas esta influenciada por la humedad del suelo.

En esta investigacion, se encontro un efecto del muestreo o condicion del
suelo sobre la actividad fosfatasa alcalina (p-valor = 0,0332) y ureasa (p-valor =
0,0141). Para ambos casos, los valores mas bajos se registraron en el muestreo
durante el cultivo de arroz, con el suelo recientemente drenado, y los valores méas
altos se encontraron en el muestreo durante las praderas quemadas con herbicida
previo a la siembra de arroz, cuando el suelo seguramente se encontraba més aireado.
Ezeokoli et al. (2021) concluyen que en los barbecho, periodos en los que el suelo
descansa, hay mayor actividad enzimatica que luego de que es cosechado el arroz.

Gran parte de las variables microbiologicas evaluadas, tanto antes de la siembra
como previo a las cosecha de arroz, no fueron sensibles para detectar diferencias
entre tratamiento o rotaciones. Como posibles causas de la homogenizacion puede
estar el hecho de que es un experimento llevado a cabo con agricultura con siembra

directa, lo cual afecta la dindmica del carbono en el suelo, que a la vez estd
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estrechamente relacionada con la funcionalidad de la microbiota edafica (Acosta-
Martinez et al., 2018, Wingeyer et al., 2015).

También se trata de rotaciones en la que se aplican buenas practicas agricolas,
que tiene, el objetivo de cuidar las propiedades productivas del suelo (MGAP, 2013).
Esto en parte se ve reflejado en los altos rendimientos promedio de arroz reportados
en todas las rotaciones (Macedo et al.,, 2016). Todas las rotaciones incluyen
leguminosas en alguna fase, lo cual favorece la entrada de nitrégeno al suelo y es una
practica recomendada para conservar la calidad del suelo (MGAP, 2013).

Ademas, el hecho de incluir praderas en las rotaciones esta reportado como una
buena practica (MGAP, 2013), con efectos sobre el stock de carbono del suelo en
agricultura con laboreo (Haynes et al., 1991). Aunque es diferente con sistemas con
siembra directa, Ernst y Siri-Prieto (2009) reportan que no se detect6 un efecto de la
pradera en la rotacion sobre el contenido de carbono del suelo luego de un periodo de
10 afios. Macedo et al. (2021), investigando en el mismo ensayo, encontraron que la
Unica rotacién del ensayo que secuestraba carbono en el suelo era la rotacién arroz-
pradera larga; ademas, los mismos autores sefialan que la intensificacién no hizo
disminuir el carbono orgéanico del suelo y que los niveles de nitrogeno total se
mantuvieron en todos los sistemas.

También como posible factor homogeinizante se encuentran el riego y la
consiguiente anaerobiosis, que genera un efecto sobre el pH (Weil y Brady 2017,
Snyder y Slaton 2002), sobre la comunidad microbiana edafica y las actividades
enzimaticas (Nadimi-Goki et al., 2017). En el cultivo de arrozn la descomposicion de
la materia organica es mas lenta durante el anegamiento que cuando el suelo esta
aireado (Motschenbacher, 2012), lo cual tiene el potencial de afectar a las variables
microbiologicas relacionadas con el ciclo del carbono.

La fertilizacion es un factor agronomico muy relevante para la actividad
microbiana del suelo; incluso hay autores que reportan que es mas importante el
efecto de la fertilizacion sobre variables microbioldgicas que de la de la rotacién de
cultivos (Ai et al., 2018, Wang y Huang, 2011, Soman et al., 2016). También el
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pastoreo con ovinos que se realiza en el ensayo es un factor agronémico que puede
estar afectando al suelo y, por lo tanto, a las variables microbiol4gicas.

Por ultimo, parece dificil diferenciar si hay un efecto del cultivo antecesor o si
hay un efecto producto del legado de la rotacion, es decir, de varios afios, sobre las
variables evaluadas, ya que se expresaron diferencias entre tratamientos que
corresponden a la misma rotacion, como en el caso de la rotacién arroz-pradera larga.
Es posible que se necesite mas tiempo para que las diferencias entre rotaciones se
expresen mas contundentemente y puedan ser detectadas con variables de este tipo.
Cabe mencionar que algunas rotaciones solo cumplieron un ciclo completo al

momento de ser evaluadas

Conclusiones

En las evaluaciones realizadas, en algunas variables microbiologicas como -
glucosidasa, se separa el tratamiento correspondiente a la rotacion arroz continuo,
que es la mas intensiva en cuanto al uso del suelo; por otro lado, se puede observar
que el arroz después de arroz varia las propiedades microbioldgicas del suelo en la
rotacion arroz-pradera larga, aunque la pradera larga parece restaurar las condiciones
del suelo, por ejemplo al evaluar variables como B-glucosidasa, indices de diversidad
metabolica y ureasa.

Las condiciones durante el cultivo de arroz, como la anaerobiosis generada por
el riego, pueden haber alterado la microbiota del suelo momentaneamente, afectando
las variables evaluadas pH, fosfatasa alcalina, ureasa y AWCD.

En gran parte de las variables microbioldgicas evaluadas no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos, lo que puede relacionarse a cierta
estabilidad en la dinamica del carbono debido a ser agricultura con siembra directa y
aplicarse buenas practicas agricolas que conservan el recurso suelo.

Por otro lado, se evidencian limitantes en la investigacion, como la gran
variabilidad en los manejos agronémicos, que afectan a la microbiota y que no fueron

identificados y cuantificados como factores.
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Se concluye que seria necesario seguir monitoreando las variables microbio-

I6gicas para poder sugerir una como indicador de sostenibilidad en suelos arroceros.
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Tablas y figuras

Tabla 1. Rotaciones evaluadas de la «Plataforma de Largo plazo Arroz, Pasturas y Otros Cultivos» del INIA
Treinta 'y Tres, en Paso de la Laguna

afio 1 2 3 4 5 6
rotacion pv ot pv
APL arroz 1 PV aroz 2
ASPL arroz PV soja 1 arroz 2
ASC arroz PV SOja PV
AC arnoz PV

Primavera (pv), otofio (ot), puente verde (PV), pradera larga (PL), arroz-pradera larga o rotacion clasica (APL),
arroz-soja-pradera larga (ASPL), arroz-soja continuo (ASC), arroz continuo (AC).

Tabla 2. Intensidad en rotaciones arroceras evaluadas

Rotacion % veranos con arroz % ve{:rrlzi (i)o?o;::)l tivos % veranos con praderas
APL 40 % 40 % 60 %
ASPL 33% 66 % 33%
ASC 50 % 100 % 0%
AC 100 % 100 % 0%

Arroz-pradera larga o roracion clasica (APL), arroz-soja-pradera larga (ASPL), arroz-soja continuo (ASC), arroz

continuo (AC).

Tabla 3. Dosis de fertilizantes utilizadas en cultivo de arroz como % de N-P/Psoluble-K

Tratamiento 0-46/46-0 (kg/ha) 0-0-60 (kg/ha) 46-0-0 (kg/ha)
APL-Az1 147
APL-AZz2 22 138 220

ASPL-Az1 22 69 155
ASPL-Az2 170
ASC-Az 64 89 170
AC-Az 110 160 300

Datos de manejo en zafra 2018-19, comunicacién personal A. Bordagorry - INIA Treinta 'y Tres, 6 de setiembre
de 2019. Primer arroz de la rotacion de arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacién de arroz-
pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la
rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz soja continuo (ASC-Az), arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-Az).
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Tabla 4. Actividades enzimaticas y pH de los suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra del arroz

Deshidrogenas | B-glucosidasa (ug | Fosfatasa alcalina | Ureasa (ug N-
Tratamiento a(ug INTF g p-nitrofenol g! (Mg p-nitrofenol g~ | NH4* gt suelo pH
suelo seco h'?) suelo seco h?) L suelo seco ht) seco ht) suelo
APL-PL(Az1) 24,99 a 34,49 ab 2518 a 132,58 a 5,07 a
APL-PV(Az2) 21,254 33,78 a 26,37 a 105,77 a 530a
ASPL-PL(Az1) 31,53 a 37,53 ab 36,14 a 113,22 a 510a
ASPL-PV(Az2) 26,44 a 43,44 ab 34,44 a 92,84 a 520a
ASC-PV(Az) 30,56 a 3247a 33,89a 108,81 a 520a
AC-PV(Az) 23,85a 60,27 b 28,11a 131,80 a 570a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), puente verde
previo al arroz de la rotacién arroz continuo (AC-PV(Az)).
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Figura 1. Grafica de media y desvio estandar de actividad media de pocillo (AWCD) a través del tiempo obtenida
con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz.
Pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al
segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacién arroz-soja continuo (ASC-
PV/(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).
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Tabla 5. Actividad media de pocillo (AWCD), area debajo de la grafica del dia 0 al 4 (actividad acumulada
durante 4 dias) y pendiente entre los dias 1 y 4 (velocidad de uso de sustratos del periodo) obtenida con el uso de
las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz

Tratamiento AWCD t4 Area 0-4 Pendiente 1-4
APL-PL(Az1) 164a 328a 05la
APL-PV(Az2) 1,29 a 2,47 a 04la
ASPL-PL(Az1) 1,56 a 3,00a 0,49a
ASPL-PV(Az2) 1,60 a 3,17 a 0,49 a

ASC-PV(Az) 1,33a 245a 047a

AC-PV(A2) 145a 2,73a 046a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a < 0,10). Pradera
larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-PV/(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga
(ASPL-PV(Az2)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), Puente verde
previo al arroz de la rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).

Tabla 6. Riqueza e indices de equitatividad (equitability y evenness) y diversidad (Shannon) de uso de los
diferentes sustratos obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras
previo a la siembra de arroz

Tratamiento Riqueza * Equitability Evenness Shannon
APL-PL(Az1) 27,33 ab 0,96 b 0,87 ab 3,29 ab
APL-PV(Az2) 25,67 a 093a 0,80 a 32la
ASPL-PL(Az1) 28,67b 0,96 b 087b 3,30b
ASPL-PV(Az2) 28,33b 0,96 b 0,88b 3,30b

ASC-PV(A2) 27,33 ab 0,95 ab 0,83 ab 3,25ab

AC-PV(Az) 27,33 ab 0,95 ab 0,85 ab 3,27 ab

* La variable riqueza fue analizada con los datos transformados con el Ln. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Pradera larga previo al primer arroz de la
rotacion arroz-pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-
PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV/(Az2)), puente
verde previo al arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV(Az)), Puente verde previo al arroz de la
rotacion arroz continuo (AC-PV(Az)).
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Figura 2. Andlisis multivariado de tipo NM-MDS obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos
de las rotaciones arroceras previo a la siembra de arroz. Pradera larga previo al primer arroz de la rotacién arroz-
pradera larga (APL-PL(Az1)), puente verde previo al segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-
PV(Az2)), pradera larga previo al primer arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-PL(Az1)), puente
verde previo al segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera larga (ASPL-PV/(Az2)), puente verde previo al
arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-PV/(Az)), puente verde previo al arroz de la rotacion arroz continuo
(AC-PV(A2)).

Tabla 7. Actividades enzimaticas y pH de los suelos de las rotaciones arroceras previo a la cosecha del arroz

. B-glucosidasa Fosfatasas
Deshidrogena (g p alcalina Ureasa
i -1 - _ + -1
Tratamiento (Mg INTF g_1 nitrofenol gt (ug p-nitrofenol (g N-NH4 g1 pH suelo
suelo seco ht) 1 ) 1 suelo seco ht)
suelo seco ht) g!suelo seco h'l)

APL-Az1 2517 a 86,36 a 2422 a 11895 b 6,00 a
APL-AZz2 2147 a 82,93 a 27,74 a 104,87 ab 593a
ASPL-Az1 21,07 a 89,98 a 21,78 a 93,37 ab 5,80a
ASPL-Az2 21,63 a 94,352 2243a 89,04 ab 599 a
ASC-Az 23,75 a 98,68 a 32,04a 80,99 a 5,88a
AC-Az 32,75 a 85,20 a 21,19a 99,24 ab 6,32 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-pradera larga (APL-Az2),
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera
larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-
Az).
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Tabla 8. Actividad media de pocillo (AWCD), area debajo de la grafica del dia 0 al 4 (actividad acumulada
durante 4 dias) y pendiente entre los dias 1 y 4 (velocidad de uso de sustratos del periodo) obtenida con el uso de
las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la cosecha de arroz

Tratamiento AWCD t3 Area 0-4 Pendiente 1-4
APL-Az1 0,85a 2,00 a 0,33a
APL-Az2 0,96 a 2,27 a 0,37a

ASPL-Az1 0,83 a 2,00 a 0,35a
ASPL-Az2 0,86 a 2,08 a 0,37a
ASC-Az 0,84 a 2,13a 0,33a
AC-Az 093a 2,15a 0,37 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer
arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2),
primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacién arroz-soja-pradera
larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-
Az).

Tabla 9. Riqueza e indices de equitatividad (equitability y evenness) y diversidad (Shannon) de uso de los
diferentes sustratos obtenidos con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras
previo a la cosecha de arroz

Tratamiento Riqueza * Equitability Evennesse Shannon
APL-Az1 27,00 a 0,96 a 0,87 a 3,25a
APL-AZz2 28,00 a 0,96 a 0,88a 3,29a

ASPL-Az1 26,00 a 0,94 a 08la 3,22a
ASPL-Az2 25,00 a 0,93a 0,78 a 3,17a
ASC-Az 26,67 a 0,94 a 0,82a 3,22a
AC-Az 26,67 a 094 a 08la 320a

* La variable Riqueza fue analizada con los datos transformados con el Ln. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey o < 0,10). Primer arroz de la rotacién arroz-pradera
larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az2), primer arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la
rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz continuo (AC-Az).
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Figura 3. Gréfica de media y desvio estandar de actividad media de pocillo (AWCD) a través del tiempo obtenida
con el uso de las placas Biolog inoculadas con suelos de las rotaciones arroceras previo a la cosecha de arroz.
Primer arroz de la rotacion arroz-pradera larga (APL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-pradera larga
(APL-Az2), primer arroz de la rotacion arroz-soja-pradera larga (ASPL-Az1), segundo arroz de la rotacion arroz-
soja-pradera larga (ASPL-Az2), arroz de la rotacion arroz-soja continuo (ASC-Az), arroz de la rotacion arroz
continuo (AC-Az).
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