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RESUMEN

El ciclado de nitrégeno es especialmente complejo en pastizales pastoreados ya
gue incluye especies con ciclos de produccién contrastantes, leguminosas fijadoras de
nitrdgeno, e involucra la ingesta de forraje por parte de rumiantes y la consecuente
deposicion de heces y orina. En este trabajo se analiz6 la relacion entre cambios en la
proporcion de especies Cs/C,; en pastizales naturales del Rio de la Plata y dos
aspectos del ciclado de nitrégeno: la capacidad potencial de mineralizar nitrégeno y el
contenido del is6topo *°N, un indicador de la importancia de pérdidas de nitrégeno por
volatilizacion. Para esto, se estudiaron pastizales sometidos a cambios drasticos y
continuados en su composicién C3/C, mediante el uso de herbicidas no selectivos que
eliminan la vegetacion perenne y facilitan la implantacion de especies anuales
invernales Cs. La hipétesis es que el cambio del sistema C3-C, original hacia uno con
mayor proporcion de especies Cs, lleva a una menor relacion C/N del material que
ingresa al suelo, y esto aumenta el nitrébgeno mineralizable y las pérdidas por
volatilizacion de amoniaco. Se espera que estas respuestas se manifiesten de manera
similar dentro de un gradiente climatico y para distintos tipos de suelo. Aumentos en la
proporcion de especies C3 se asociaron con disminuciones en la relacion C/N de las
fracciones mas jovenes de la materia organica del suelo. Sin embargo, contrariamente
a lo esperado, el nitrégeno potencialmente mineralizable no estuvo asociado con la
respuesta de la relacibn C/N, sino mas bien con cambios—disminuciones en la
cantidad de carbono en la materia organica particulada. Ademas, el aumento en la
proporcién de especies C; se asocié con aumentos en el 3°N de la materia organica
particulada, sugiriendo incrementos en las perdidas por volatilizaciébn probablemente
asociados a incrementos en la presion de pastoreo y digestibilidad del forraje. Estas
respuestas mostraron la misma tendencia en pastizales con clima templado
(vegetacion mayormente C3) y en pastizales subtropicales (vegetacion mayormente
C,). En conclusion, el trabajo muestra que el cambio C3/C, afectd el ciclado de
nitrogeno de estos pastizales, y enfatiza el rol del animal en pastoreo como

intermediario de dicho efecto.

Palabras clave: cambios C3/C,, materia organica, C/N, N mineralizable, NH;
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ABSTRACT

C3/C, SPECIES RATIO CHANGES IN NATURAL GRASSLANDS AND ITS
EFFECTS ON POTENTIAL NITROGEN MINERALIATION AND &N SIGNATURE

Nitrogen cycling is specially complex in grazed grasslands due to the diversity of
species with contrasting growth periods, including N,-fixing legumes, and to the
consumption of forage by grazing animals with the consequent deposition of feaces
and urine. This study analyses the relationship between changes in the C3/C, ratio of
the Rio de la Plata grasslands and two aspects of nitrogen cycling: the potential for

nitrogen mineralization and the content of *°

N, an indicator of the importance of
volatilization losses. For this, we studied grasslands subjected to drastic and continued
changes in the C3/C4 composition by the use of herbicides that killed all perennial
vegetation facilitating the establishment of annual C; winter grasses. The hypothesis is
that changes towards a more C; vegetation will cause decreases in the C/N ratio of the
material entering the soil, and that this will, in turn, increase the mineralizable nitrogen
and losses from volatilization of ammonia. It is expected that these responses will be
similar in a range of climates and soil types. Increases in the proportion of C; species
were related to decreases in the C/N ratio of the particulate soil organic matter.
However, opposite to expected, potential for nitrogen mineralization was not
associated with the response in C/N ratio, but rather with changes —decreases— in the
amount of carbon in particulate soil organic matter. Further, the increase in C;
vegetation was associated with increases in 8°N, suggesting increases in volatilization
losses probably associated with increased grazing pressure and forage digestibility.
These responses were similar in grasslands under both temperate and subtropical
climate. In conclusion, this study shows that changes in the C3/C, ratio affected
nitrogen cycling, and emphasize the role of the grazing animal as intermediary of that

effect.

Key words: Cs/C,4 change, organic matter, C/N, mineralizable N, NH3 losses.



1. INTRODUCCION

En este trabajo se estudid la relacion entre la proporcion de especies Cz3y Cs y
algunos aspectos del ciclado de nitrdgeno (relacion C/N de la materia organica,
nitrégeno potencialmente mineralizable y pérdidas por volatilizacion de NH3) en
pastizales naturales del Rio de la Plata. Estos pastizales se extienden a lo largo de un
gradiente climatico, abarcando desde ambientes subtropicales con dominancia de
vegetacion C, en el Litoral, hasta ambientes templados en la regidbn Bonaerense,
donde domina la vegetacién Cs. En esta regidn se localizan agro-ecosistemas de gran
importancia econémica y ecolégica, ya que comprende entre 300,000 a 450,000 km?
de pampas y campos en Argentina, Uruguay y Brasil, y alimenta a ~65 millones de
rumiantes domeésticos, mayormente en explotaciones extensivas dedicadas a la cria
de ganado. La relacién entre la proporcion C3/C, vy el ciclado de nitrégeno no ha sido
explicitamente estudiada en estos pastizales.

El ciclado de nitrégeno es especialmente complejo en pastizales pastoreados ya
que, ademas de incluir diferentes especies vegetales con caracteristicas y ciclos de
produccion contrastantes, presencia de leguminosas fijadoras de nitrogeno y
ocasionales fertilizaciones con nitrégeno inorganico, involucra la ingesta de forraje por
parte de rumiantes y la consecuente deposicion de heces y orina. Uno de los
parametros de gran importancia en el ciclo del nitrégeno es la relacién
carbono/nitrogeno (C/N) del material vegetal que se incorpora al suelo (hojas y raices
muertas, heces) y pasa a formar, gradualmente, la materia organica del suelo. Esto se
debe a la notable influencia que ejerce sobre la velocidad y magnitud de su
descomposicion. Dos factores tienen una influencia decisiva en la relacion C/N en
estos pastizales. Uno es la disponibilidad de nitrégeno: mayor disponibilidad de
nitrégeno en el suelo usualmente se asocia a un mayor tenor de nitrégeno de las
plantas y por consiguiente una menor relacién C/N tanto de material vivo como de la
broza producida. El otro factor es la composicion de especies, en particular la relacién
entre aquellas con sindrome fotosintético C; y las de sindrome fotosintético C,
(proporcion C3/C,4, a partir de aqui). La razon es que las plantas con fotosintesis C4
poseen un menor contenido intrinseco de nitrégeno que las especies Cs, que les
confieren una relacién C/N mayor.

La importancia de cambios en la proporcion de despecies C3/C, sobre diferentes
aspectos del ciclo del nitrogeno y del carbono ha sido puesta de manifiesto en un
estudio muy influyente realizado en pastizales templados de América del norte. En ese

ecosistema, el aporte cronico de nitrégeno determiné una reduccion drastica del



namero y biomasa de especies C4 y un incremento del nivel de nitrato en el suelo
(Wedin; Tilman, 1996). Esto se asocié con una disminucién de la relacibn C/N en
broza y raices, que los autores consideraron la causa principal de los aumentos
observados en mineralizacion neta. Asi, concluyen que “el agregado de nitrégeno es
una grave amenaza para el ecosistema de pastizales” al afectar la diversidad funcional
y provocar la disrupcion de su funcionamiento.

En este trabajo se analiza la relacion entre cambios en la proporcién de especies
C3/C, y dos aspectos del ciclado de nitrégeno: la capacidad potencial de mineralizar
nitrégeno y el contenido del isétopo °N, que es un indicador de la proporcién del
nitrégeno ciclado que se pierde del ecosistema por volatilizacion. Para esto, se
estudian pastizales naturales que fueron sometidos a cambios drasticos y continuados
en la proporcion de especies C3/C, mediante técnicas de promocion de especies
invernales. Esta practica de manejo sobre el pastizal natural consiste en la aplicacién
de un herbicida no selectivo a fines de verano para eliminar la vegetacion verde y
facilitar la implantacibn de especies con activo crecimiento otofio-invernal,
especialmente raigras anual (Lolium multiflorum L.). La repeticion de esta practica
provoca un reemplazo de la mezcla original de especies perennes Cs y C, por una
pastura anual mayormente Cs;.

El objetivo general de este trabajo fue, entonces, determinar si efectivamente
cambios en la proporcion de especies C3/C, se traducen en cambios en la relacion
C/N de la materia organica del suelo, y si a su vez, esto lleva aparejado cambios en el
nitrégeno potencialmente mineralizable del suelo y en la cantidad de "N. La hipétesis
planteada es que el cambio del sistema Cs-C, original hacia uno con mayor
proporcion de especies Cj, esta asociado con aumentos de la calidad de la broza
incorporada, que a su vez aumenta la velocidad de ciclado y las pérdidas de nitrégeno
en el sistema. Por ultimo, se espera que estas respuestas se manifiesten de manera
similar dentro del gradiente climatico y de tipos de suelo que abarca el pastizal natural
del Rio de la Plata.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo del nitrégeno en pastizales pastoreados

El ciclado de nitr6geno es especialmente complejo en pastizales pastoreados
debido a que a la coexistencia de diferentes especies con caracteristicas y ciclos de
produccidn contrastantes, incluida la presencia de leguminosas fijadoras de nitrégeno,
y ocasionales fertilizaciones con nitrdgeno inorganico, se suma la ingesta de forraje
por parte de rumiantes y la consecuente deposicion de heces y orina (Scholefield;
Fischer, 2000).

La entrada de nitrogeno al suelo en los pastizales se produce principalmente a
partir de los residuos organicos vegetales que se incorporan al suelo, de la fijacion de
N, atmosférico asociada a leguminosas o de la fertilizacién. Parte de los residuos
organicos incorporados, al igual que la materia orgéanica presente en el suelo, son
mineralizados por accion de los microorganismos y el nitrdgeno organico es convertido
en formas organicas labiles o inorganicas (Swift et al., 1979). La mayor parte de este
nitrégeno es absorbido nuevamente por plantas o por microorganismos del suelo que
lo incorporan a sus tejidos o a compuestos organicos estables (Whitehead, 1995). La
concentracion de formas inorgéanicas de nitrégeno -amonio y nitrato- en la solucion del
suelo es normalmente baja durante la descomposicién de residuos vegetales. Esto
limita las posibilidades de pérdidas por lavado, volatilizacion de amoniaco o
desnitrificacién (Jarvis et al., 1989). La presencia de animales en pastoreo cambia

drasticamente esta situacion.

2.1.1 Rol del animal en pastoreo:

El factor de mayor incidencia para el ciclado de nitrégeno en los sistemas
pastoreados es el retorno a través de excretas de los animales. Los animales pueden
llegar a consumir una importante proporcién de la produccion anual de biomasa
vegetal aérea (Parsons et al., 1991), pero la proporcién de nitrégeno consumido que
es retenido por los animales en tejido corporal o producto es muy baja, menor al 10%
en sistemas de produccion de carne, y de hasta un 20% en sistemas de produccién de
leche (Scholefield; Fischer 2000). Estos indice de cosecha de nitrégeno son mucho
menores que aquellos de sistemas agricolas.

La mayor parte del nitrdgeno que retorna desde el animal al suelo es excretada
en heces y orina, y depositada en areas localizadas del pastizal. Bajo pastoreo
intensivo hasta un 40% del area es afectada al afio por parches de orina, con una

distribucion relativamente uniforme (Lantinga et al., 1987). En condiciones mas



extensivas, tanto el area afectada como la uniformidad de la distribucion se reducen
notablemente, acrecentando la heterogeneidad y complejidad del sistema.

La cantidad de nitrégeno excretado depende en gran medida del contenido de
nitrégeno de la dieta y de la cantidad de forraje consumido. Mientras que la excrecién
de nitrégeno en las heces por unidad de materia seca consumida permanece
relativamente constante, el excretado en orina depende directamente del consumo de
nitrégeno (Barrow, 1987). De esta manera, la proporcion de nitrdgeno que es
excretado por orina puede pasar de valores muy bajos en forrajes de baja calidad
hasta valores cercanos al 70% en forrajes con alto nitrégeno (Jarvis et al 1989).

Las excretas que retornan al sistema crean zonas de alta concentracion de
nitrégeno que, al exceder la demanda inmediata de plantas y microorganismos a su
alrededor, crea un alto potencial de pérdidas por percolacién o volatilizaciéon. Esto es
especialmente valido para las excretas en orina: mientras que en heces la mayor parte
del nitrégeno se encuentra formando parte de estructuras organicas (tejido vegetal
indigestible, microorganismos, productos microbianos y endécrinos del animal (Mason,
1969)), del 70% al 90% del nitrégeno en orina esta presente en forma de urea (Doak,
1952), el cual es rapidamente hidrolizado a amoniaco y volatilizado. La pérdida de
amoniaco en parches de orina en pastizales extensivos puede alcanzar hasta el 30%
del nitrogeno excretado, dependiendo de las condiciones climaticas (Frank et al.,
2004).

2.2 Rol de larelacion carbono/nitrégeno (C/N) en el ciclado de nitrégeno

La “calidad” de la materia organica, definida como la facilidad con que puede ser
degradada, influye sobre la mineralizacion de nitrégeno. La relacién C/N es uno de los
indicadores de calidad utilizado habitualmente como estimador de la cantidad de
nitrégeno producido por unidad de materia organica degradada (Hart et al., 1994;
Jarvis, 1996a; Mack; D’Antonio, 2003) y de su tasa de descomposicion (Scherer;
Lorenzen, 2008). Debido a esto, es considerado un componente importante de los
modelos de descomposicion (Palm; Rowland, 1997).

La importancia de la relacién C/N en la descomposicion de la broza se debe a
que se considera que una relacion C/N alta (>30, Wagner; Wolf, 1999) al limitar la
disponibilidad de nitr6geno en relacion a la demanda de los microorganismos, liberan
nitrégeno inorganico lentamente y pueden favorecer inmovilizacién, al menos en forma
temporal (Hoobie, 1992). En el otro extremo, se sostiene que existe un umbral inferior

en la relacién C/N (<20, Wagner; Wolf, 1999) por debajo del cual la materia organica



se degrada rapidamente y disminuye drasticamente su rol como depoésito del
nitrégeno mineral inmovilizado por actividad de los microorganismos del suelo
(Berendse, 1994). Este umbral estaria determinado por una oferta de nitrégeno en los
tejidos vegetales mayor al requerimiento de los microorganismos y a su capacidad
para utilizarlo (Wedin; Tilman, 1996).

Es importante destacar que ésta conexion entre la relacion C/N de los residuos
incorporados al suelo y la mineralizacion/inmovilizacién neta esta basada en estudios
realizados mayormente en sistemas agricolas, donde la deposicion y descomposicion
de materia organica ocurre en forma de pulsos, al final del ciclo del cultivo. En
pastizales, la adicion de residuos es un proceso continuo a lo largo de la estacion de
crecimiento (Dubeux et al., 2007).

Dos factores tienen una influencia decisiva en la relacién C/N del material que se
incorpora a la materia organica del suelo en pastizales: la disponibilidad de nitrégeno y
la composicion de especies. Una mayor disponibilidad de nitrégeno en el suelo
usualmente se asocia a un mayor tenor de nitrégeno en hojas y raices de las plantas
(Gastal; Lemaire, 2002; Farruggia et al., 2004) y por consiguiente una menor relacion
C/N, tanto del material vivo como de los detritos incorporados. La composicion de
especies refiere, en el marco del presente trabajo, a la relacién entre especies con
sindrome fotosintético C; y las de sindrome fotosintético C, (en otros pastizales, la
relacion leguminosa/graminea también es un determinante importante de la relacién
C/N). Las especies C, poseen un contenido de Rubisco 3 a 6 veces menor que en
plantas C; (Sage et al., 1987). Esta caracteristica, sumada a la particular anatomia
(Kranz) de hojas C,, determina que su tejido tenga un menor contenido intrinseco de
nitrégeno (Greenwood et al., 1990), lo que les confiere una relacién C/N mayor.

Debido a la removilizacién que se produce durante la senescencia, el contenido
de nitrégeno remanente en el material senescente representa generalmente entre 50 y
75% del presente en el material vivo (Whitehead et al., 1990) y por lo tanto la relacién
C/N de la broza tiende a ser mayor. Esta relacion tiende a declinar en la medida que
se produce el procesamiento de la materia organica en el suelo y la consecuente
pérdida de carbono como CO, respirado por los microorganismos (Hirobe et al.,
2003), hasta alcanzar valores cercanos a 10 u 11 en la materia organica mas estable
asociada con minerales (Oades y Waters, 1991).

La importancia otorgada a la relacion C/N de la materia organica que se
incorpora al suelo en estudios ecolégicos se puede ilustrar a partir de un trabajo muy

influyente realizado por Wedin y Tilman (1996) en pastizales templados de América



del norte. Estos autores observaron que incrementos crénicos del nivel de nitrégeno
ingresado al sistema durante 12 afios utilizando fertilizantes, estuvieron asociados con
una reduccion drastica de las especies C,4 y con una disminucion de la relacion C/N de
la biomasa de broza y raices. Esto Gltimo se adjudicd, principalmente, a diferencias en
la composicién de tejidos Cs; y C4, Y en menor medida, a la mayor incorporacion de
nitrégeno por las plantas. Como resultado, se observé un aumento en la tasa de
mineralizacién, un incremento en el contenido de nitratos en el suelo y
consecuentemente, una menor capacidad de retencion de nitrégeno. A causa de esto
se concluyd que “el agregado de nitrégeno es una grave amenaza para el ecosistema
de pastizales” al afectar la diversidad funcional y provocar la disrupcién de su

funcionamiento (Wedin; Tilman, 1996).

2.3 El manejo de promocion de especies invernales en pastizales del Rio de la
Plata

Los pastizales del Rio del la Plata se extienden desde zonas con clima
subtropical sin estacion seca hasta zonas con clima templado-himedo, caracterizados
por precipitaciones distribuidas durante todo el afio y temperaturas invernales
moderadas. Este clima benigno permite el crecimiento de la vegetacion a lo largo de
casi todo el afio, y por ende, el aporte de residuos vegetales y el pastoreo en forma
continuada (Deregibus, 2000). Esto los diferencia de pastizales ubicados en otras
regiones. Por ejemplo, la amplitud térmica entre invierno y verano es menor a la
encontrada en pastizales con similar latitud y precipitacion (e.g.: pastizales del norte
de América), o a mayor latitud (e.g.: estepa asiatica), o bajo climas con estacion seca
(e.g.: savanas)

Con respecto a la composicion de especies, el gradiente climatico determina
variaciones en la proporcion de especies C; y C4. En el norte dominan las especies
C4, mientras que en el sur hay un mayor porcentaje de especies C; (Soriano, 1991).
Por otro lado, la densidad de leguminosas y la actividad de los nddulos de Rhizobium
-y por ende la fijacién bioldgica de nitrdgeno atmosférico- dependen en gran medida
del contenido de fosforo en el suelo. La presencia de leguminosas en los pastizales
naturales del Rio de la Plata es variable, llegando a ser muy escasa en algunas zonas
del noroeste donde este elemento es muy limitante (Deregibus, 2000).

La promocién de especies invernales es una practica de manejo realizada sobre
el pastizal natural con el objetivo de aumentar la produccion invernal de forraje.

Consiste en eliminar la vegetacion natural perenne, tanto especies Cz como Cy4, a



fines de verano mediante la aplicacion de un herbicida sistémico no selectivo
(usualmente glifosato), o disminuir su competencia mediante sobrepastoreo o corte
mecanico (Arzadun et al., 2003). Con esto se facilita la implantacién y desarrollo de
gramineas invernales (especies Cj3), especialmente raigras anual (Lolium multiflorum
L.), tanto mediante siembra directa como a partir del banco de semillas. En algunos
casos se fertiliza con nitrogeno a fines de otofio para aumentar la produccion de
forraje, debido a deficiencia de formas asimilables de nitrégeno durante el invierno
(Fernandez Grecco; Mazzanti, 1996). Las dosis aplicadas son por lo general bajas (<
25 kg N ha™ afio™). Usualmente, el tratamiento se repite todos los afios, dando como
resultado el reemplazo total de la vegetacion natural perenne (Fernandez et al., 2007,
2008).

2.4 8Cy biomasa C;y C,

Se denomina isétopos estables a los atomos de un mismo elemento que tienen
igual numero de protones y un numero diferente de neutrones, que no emiten
radiaciones. Si bien para la mayoria de las finalidades las propiedades quimicas de los
is6topos estables pueden ser consideradas idénticas, existen pequefas diferencias
debidas a diminutas variaciones en el tamafio nuclear y a la masa suficientes para
permitir su separacion (West et al., 2006). En el caso de carbono, al is6topo liviano,
que es el mas abundante, se lo identifica como ?C y al pesado como *C. La
composicién isotépica de un elemento se expresa en notacion delta (5*°C) como el
cociente *C/**C en la muestra en relacién al cociente *C/*°C en un mineral (PDB)
utilizado como estandar de comparacion.

Durante la asimilacion de CO, en el proceso de fotosintesis 3, existe
discriminacién en contra de *°C, debido a que las moléculas de *’CO, difunden mas
rapido a través de los estomas y a que la enzima Rubisco muestra una marcada
preferencia a favor de °CO, (Farquhar et al., 1989). En el caso de fotosintesis C,, la
discriminacion contra *C es mas baja debido a que a diferencia de Rubisco, PEPC
favorece la captura de *CO,. Debido a que las células de la vaina del haz vascular
son poco permeables a CO,, esto minimiza la posibilidad de Rubisco de discriminar en
contra de *CO,. La diferente magnitud de la discriminacién entre especies Cs y Cs
determina que el 613C del carbono fijado durante fotosintesis sea menor en las
primeras (Smith; Epstein, 1971). El 8"°C puede tener variaciones menores dentro de

cada grupo de especies, dada principalmente por condiciones ambientales que



modifican la apertura estomatica (Farquhar et al., 1989) y discriminacion durante
procesos post-fotosintéticos (Galimov, 1985).

La diferente composicion isotopica de especies C; y C, provee una manera
simple de cuantificar la contribucién de carbono-C; y carbono-C, en la formacién de
materia organica del suelo, ya que las diferencias en §°C se conservan durante
transformaciones de carbono (Marin et al., 1990). Esto permite hacer inferencias sobre
la proporcion de especies Cs/C4 en la biomasa que le dio origen. En este sentido,
diversos estudios han utilizado el 5"°C de la materia organica del suelo para establecer
en qué medida ésta fue sintetizada a partir de biomasa Cz; 0 C4, por ejemplo en
rotaciones que incluyan cultivos C; y C, (Balesdent; Balabane, 1996). Como la
entrada de carbono al suelo es mayor en los horizontes superficiales, el analisis del
patrén de 3"°C en el perfil del suelo ha permitido inferir la ocurrencia de cambios en la
vegetacion, por ejemplo de dominancia de arboles (C3) a dominancia de pastizales C,
(Boutton, 1996).

2.5 Nitrégeno Potencialmente Mineralizable

El nitrogeno potencialmente mineralizable es un indicador de la capacidad de la
materia organica del suelo de proveer a la solucién del suelo con nitrégeno en una
forma labil, facilmente accesible para plantas y microorganismos, pero también
susceptible de perderse del sistema. La produccion de amonio en incubacion
anaerobica de corto plazo, desarrollada por Waring y Bremner, (1966), es una técnica
recomendada como un indicador de esta caracteristica (Keeney, 1982). Una de las
ventajas de este método es que soOlo un pequefio porcentaje del nitrégeno
mineralizado en estas condiciones es inmovilizado por los microorganismos
anaerobicos implicados en el proceso (Wang et al., 2001). Ademas, correlaciona bien
con mineralizacién bruta (Accoe et al., 2004). Tiene, ademas, ventajas operativas
respecto a otros indicadores al no requerir instrumental ni reactivos complejos, la
incubaciébn es corta y no requiere controles, y escasa o nula influencia del
pretratamiento de la muestra sobre los resultados (Keeney, 1982).

El nitrégeno potencialmente mineralizable anaerdbico es recomendado por la
bibliografia internacional como un sensible indicador de la calidad y fertilidad del suelo
(Doran; Jones, 1996; Doran; Parkin, 1994; Larson; Piersen, 1994; Bending et al.,
2004; Marinari et al., 2006). Asi, ha sido utilizado para diversos estudios, incluyendo el
monitoreo del efecto de practicas de manejo a gran escala abarcando una amplia

diversidad de tipos de suelo y actividades agropecuarias de largo plazo (Schipper;



Sparling, 2000), el efecto de rotaciones de cultivos en el corto plazo (Benintende et al.,
2008), y el efecto de distintos métodos de labranza (Fabrizzi et al., 2003).

Para suelos de pastizales naturales del Rio de la plata, tanto de la region
pampeana (Echeverria et al., 2000) como para la region litoral (Benintende et al.,
2004), se demostr6 que el amonio producido durante incubaciones anaerébicas
correlaciona bien con la cantidad de nitrégeno potencialmente mineralizable estimado
mediante incubacién aerébica de largo plazo. Videla et al. (2005) también encontraron
una significativa correlacion con la tasa de mineralizacion bruta de nitrégeno para

suelos bajo labranza en la region bonaerense.

2.6 8°N como indicador de pérdidas de nitrégeno

La abundancia isotépica de nitrégeno se expresa en notacion delta (5'°N) como
el cociente entre la abundancia del is6topo pesado (*°N) y el is6topo liviano (**N) en la
muestra (*°N/**N), en relacién al cociente >N/*N en N, atmosférico, utilizado como
estandar de comparacion.

El 3N de la vegetacién y el suelo es producto de la magnitud y composicién
isotopica de las entradas y salidas, y las transformaciones internas que ocurren en el
sistema suelo-planta (Nadelhoffer; Fry, 1994, Mariotti et al., 1982). Todo proceso que
permita la discriminacion isotdpica y posterior pérdida del producto isotépicamente
liviano o la presencia de un factor disminuyendo el flujo de nitrégeno que ingresa y es
almacenado como materia organica, empuja a que el sistema se enriquezca en “°N
(Frank et al., 2004).

El fraccionamiento isotépico de 30—-60%. que ocurre durante la volatilizacién de
amoniaco, es un mecanismo por el cual se incrementa el 5N en sistemas
pastoreados (Hogberg, 1997; Robinson, 2001). Otras posibles vias de pérdidas de
nitrdgeno son desnitrificacion y el lavado de NO; en profundidad. Estas vias también
podrian inducir incrementos en &N del nitrégeno remanente, pero este
enriquecimiento es menos pronunciado y altamente variable (Ostrom et al., 1998). Por
lo tanto, aumentos en 5N pueden ser asociadas casi exclusivamente con aumentos
en pérdidas de nitrdgeno por volatilizacién, generalmente correlacionado con
aumentos de carga animal por la mayor cantidad de excretas producidas por area
(Schwertl et al., 2005).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue evaluar si incrementos en la proporcién de

especies C3 y la fertilizacion con nitrégeno, conducen a incrementos en la calidad de

la material organica del suelo y como consecuencia, en la cantidad de nitrégeno

potencialmente mineralizable y el riesgo de pérdidas por volatilizacion, bajo distintos

ambientes climaticos y un amplio rango de suelos en pastizales naturales del Rio de la

Plata. Los objetivos especificos fueron:

1.

Evaluar el efecto del incremento de la proporcién de especies Cs sobre la relacion
C/N de fracciones de materia organica del suelo de distinta labilidad.
Analizar la influencia del agregado de nitrégeno sobre la magnitud de estos

cambios en la relacion C/N.

. Examinar la asociacion entre cambios en la relacién C/N en las fracciones de la

materia organica del suelo y el nitrégeno potencialmente mineralizable del suelo
total.

Evaluar cambios en el contenido del isétopo N (un indicador de perdidas por
volatilizacién) y su asociacion con la relacién C/N, en las distintas fracciones de la

materia orgénica del suelo.

. Verificar las relaciones entre cambio de especies - relacion C/N — mineralizacion

potencial de nitrogeno — &N, para dos ambientes climaticos (templado y

subtropical) y para distintos suelos

3.2 Hipotesis

1.

El aumento de la proporcion de especies Cz en un pastizal mixto C3-C, reduce la
relacién C/N de las fracciones mas jévenes de materia organica del suelo.

La reduccion en la relacion C/N producto del cambio de especies se acentla
cuando se fertiliza con nitrogeno.

Una menor relacion C/N de la materia organica esta asociada a una mayor

capacidad de mineralizar nitrégeno.

. La disminucion de la relacién C/N de la materia orgénica que ingresa al suelo, y por

lo tanto del forraje consumido por los animales en pastoreo, aumenta la proporcion

de nitrégeno que se pierde por volatilizacion.

. La concordancia mayor proporcién de especies C; — menor relacion C/N — mayor

nitrégeno potencialmente mineralizable — mayor volatilizacién, se mantiene para un

amplio rango de condiciones climaticas y tipos de suelo.
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4. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detalla la realizacion de muestreos de suelo en diversos
pastizales naturales ubicados a lo largo de un gradiente climatico que abarca desde
ambientes subtropicales, donde domina vegetacion mayormente C,, hasta ambientes
templados, donde dominan las especies Cs. Especificamente, se definen y explican
los criterios utilizados en la seleccion de sitios y de las situaciones de manejo alli
muestreadas, asi como los protocolos de recoleccibn de muestras y su posterior
acondicionamiento.

A continuacién, se detalla el procedimiento de separacion de la materia organica
en fracciones de diferente tamaro, realizado con el fin de detectar cambios de corto
plazo en las fracciones de materia organica de mayor tamafio que son de mas
reciente incorporacion. Luego, se listan y explican las determinaciones realizadas
sobre dichas muestras que permitieron caracterizar los sitios (pH, textura, densidad
aparente), estimar la relacion C/N (%C, %N), la proporcion de material de origen Cz y
C. (3C), el potencial de mineralizacién de nitrégeno y un indice de pérdida de
nitrégeno (3"°N). Finalmente, se demuestra que el suelo y la vegetacién original de las

diferentes situaciones de manejo muestreadas en cada sitio eran similares.

4.1 Situaciones de manejo muestreadas

En este trabajo no se realizaron experimentos controlados, sino que se
realizaron muestreos apareados comparando situaciones pre-existentes de manejo
del pastizal natural con controles aledafios, ubicados en diferentes establecimientos
comerciales 0 campos experimentales de organismos de investigacion (llamados
“sitios”), en la regibn Bonaerense y en el Litoral. Las categorias identificadas y sus

caracteristicas fueron:

4.1.1 Pastizal natural (control)
Pastizal natural con una composicion de especies propia del cada sitio
muestreado, que representaba fielmente la situacion inicial antes de iniciada la

promocién de especies invernales.

4.1.2 Promocién de gramineas invernales (Cs) basada en la aplicacion de herbicidas
La promocién de especies invernales es una practica de manejo realizada sobre
el pastizal natural con el objetivo de aumentar la produccion invernal de forraje.

Consiste en eliminar la vegetacion natural perenne, tanto especies C; como Cy4, a
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fines de verano mediante la aplicacion de un herbicida sistémico no selectivo
(glifosato, a veces con adiciones de 2,4 D para mejorar la eliminacion de especies
dicotileddneas). Con esto se facilita la implantacibn y desarrollo de gramineas
invernales (especies C3), especialmente raigrds anual (Lolium multiflorum L.), tanto
mediante siembra directa como a partir del banco de semillas. Usualmente, el
tratamiento se repite todos los afios, dando como resultado el reemplazo total de la
vegetacion natural perenne por una pastura anual de produccion otofio-inverno-

primaveral.

4.1.3 Promocién de gramineas invernales (C,) y fertilizacion con nitrdgeno

Esta practica es similar a la anterior, solo que adicionalmente se fertiliza con
nitrégeno a fines de otofio para aumentar la produccion de forraje. Las dosis aplicadas
son por lo general bajas (< 25 kg N ha' afio). Este tratamiento se repite
esporadicamente, dependiendo de condiciones climéaticas y financieras de los

productores.

4.1.4 Promocion de leguminosas, sin aplicacion de herbicidas

Esta practica de manejo se realiza con el mismo objetivo que las anteriores,
pero provoca un efecto menos drastico sobre las especies perennes. Consiste en
sobrepastorear el pastizal natural a fines de verano para disminuir la competencia,
implantar Lotus sp. mediante siembra directa y fertilizar con fésforo para promover el
desarrollo de la leguminosa. También se logra el establecimiento espontaneo de
algunas gramineas anuales C3, pero en baja proporcion. Este tratamiento usualmente

se realiza una Unica vez.

4.2 Area de estudio: criterios de seleccion de situaciones y sitios de muestreo
Se identificaron 24 sitios a lo largo de una transecta de aproximadamente 1000
km, abarcando pastizales naturales desde el Litoral (29,3° S) al sudeste Bonaerense
(37,1° S). La distribucion de los sitios en este gradiente climatico estuvo restringida
por el limitado uso de la practica de promocion en el norte del Litoral y por el
reemplazo de pastizales por agricultura en el norte de la region Bonaerense. En cada
sitio de muestreo se identific6 un lote con pastizal natural y uno o dos lotes con

promocién que cumplieran con los siguientes criterios de seleccion:
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- Suelo y topografia: lotes con similar tipo de suelo y ubicacion en el paisaje. En
zonas de topografia ondulada, muestreos en la media loma, evitando bajos
inundables.

- Uso actual y precedente: uso pastoril exclusivo, sin antecedentes de agricultura
0 pasturas implantadas

- Antigiiledad y permanencia: promociones con un manejo que haya asegurado
una presencia continua de especies C; durante al menos 3 afos.

- Presencia de lefiosas: zonas dentro del lote sin &rboles o arbustos. En caso de
pastizales en zonas originalmente cubiertas por monte, se seleccionaron lugares con
presencia de pastizal natural control y promocion con el mismo tratamiento de

desmonte

Figura 1: Distribucion de los 11 sitios de muestreo utilizados para realizar
comparaciones entre promocion y su respectivo control apareado. En el sitio
10 se muestrearon dos promociones comparadas con un control coman. En
color gris se muestra la extension original del pastizal natural del Rio de la
Plata (Soriano, 1991), con lineas punteadas las isohietas de 500 y 1000 mm, y
con lineas continuas las isotermas de 15y 20 °C.

Luego de un riguroso proceso de seleccidn basado en andlisis de suelo
posteriores (ver apartado 1.7), finalmente se consider6 que sélo 11 de esos sitios
cumplian los requisitos establecidos para comparar los valores de nitrégeno

potencialmente mineralizable, relacion C/N de la materia organica, concentracion y
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composicion isotépica de C y N, entre promocion y control. La distribucién de estos 11

sitos se muestra en la Figura 1. Sin embargo, los 24 sitios fueron utilizados para



Cuadro 1: Caracteristicas edaficas y climaticas de los 11 sitios muestreados, ordenados por regién y latitud.

Regién/Provincia Sitio Latitud 'Precip. 'Temp. Precip/temp Textura Suelo pH MO N °“C-C;
% Orden/ %
°L Sur mm afio-1 °C  mm afio™C? Arena Limo Arcilla Sub-Orden
Litoral
Corrientes 1 29,3 1246 20,1 61,9 48 38 14 |\/|O|i$0|, Acuol 6,1 4,1 0,19 18
2 29,6 1232 19,9 61,8 21 55 24 Molisol, Udol 5,4 8,7 0,45 7
3 30,3 1201 19,4 61,8 s/d s/d s/d Molisol, Acuol 5,5 7,5 0,37 32
Entre Rios 4 30,7 1183 19,2 61,7 42 26 32 |\/|O|i$0|, Acuol 5,7 8,3 0,39 33
5 32,5 1099 17,9 61,5 62 24 14 Molisol, Udol 5,6 4,9 0,25 45
6 33,1 1074 17,5 61,5 4 58 39 Molisol, Udol 6,4 9,1 0,51 59
Bonaerense
7 35,3 974 15,9 61,2 14 69 18 Molisol, Udol 6,1 5,9 0,31 87
8 35,9 944 15,4 61,1 45 43 12 Molisol, Udol 6,6 9,5 0,51 70
Buenos Aires 9 36,3 928 15,2 61,0 42 51 7 Molisol, Udol 6,3 5,3 0,30 65
10 36,7 907 14,9 61,0 29 52 19 Molisol, Acuol 6,3 8,8 0,44 53
11 37,1 890 14,6 60,9 22 57 21 Molisol, Acuol 6,3 12,4 0,69 72

(1) Estimado por extrapolacion de registros cercanos. (2) Proporcion de carbono de origen Cs;. (s/d) sin dato.

14



Cuadro 2: Principales caracteristicas de las promociones muestreadas.

15

Region/Provincia Sitio Latitud Tipo de promocion Fertilizacion Duracion Incremento Detalles
especies Cj
°L Sur kg N ha™ afio™ afios (visual)
Litoral
Corrientes 1 29,3 Raigras, con herbicida 0 3 Bajo interrumpida
2 29,6 Raigras, con herbicida 30 4 Alto
3 30,3 Lotus, a diente 0 4 Bajo Desmontado
Entre Rios 4 30,7 Ra!grés, con herb@c!da 22 6 Alto Desmontado
5 32,5 Raigras, con herbicida 40 11 Alto Desmontado
6 33,1 Raigras, con herbicida 30 5 Bajo Desmontado
Bonaerense
7 35,3 Raigras, con herbicida 46 7 Alto Desmontado
8 35,9 Raigras, con herbicida 0 7 Alto
Buenos Aires 9 36,3 Ra!grrgls, con herb@c!da 0 9 Alto
10a* 36,7 Raigras, con herbicida 15 7 Alto
10b* 36,7 Raigras, con herbicida 15 10 Alto
11 37,1 Raigras, con herbicida 25 7 Alto

(*) Ambas promociones se encuentran en el mismo sitio y fueron comparadas respecto al mismo control.
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analizar correlaciones entre los valores absolutos de nitrégeno potencialmente
mineralizable y el contenido de carbono y nitrdgeno en las distintas fracciones en que

se separoé la materia organica.

El Cuadro 1 resume las caracteristicas de los sitios muestreados, mientras que

el Cuadro 2 resume las caracteristicas de las promociones muestreadas.

4.3 Recoleccion y acondicionamiento de las muestras de suelo

Los muestreos se realizaron durante el invierno y la primavera de 2007. En cada
lote, se delimité un area de aspecto homogéneo de aproximadamente 1 ha en la cual
se extrajo con un muestreador de acero inoxidable (@ 2,5 cm), una muestra
compuesta por un minimo de 20 submuestras (i.e. puntos de muestreo), de los 5 cm
superficiales de suelo (incluyendo broza superficial). Las muestras fueron secadas al
aire durante 10 a 30 dias, y finalmente secadas en estufa a 30 °C durante tres dias.
Luego, se disgregaron manualmente (presionando con un martillo de madera en
algunos casos) homogenizaron y tamizaron por 2 mm. Finalmente fueron

almacenadas a temperatura ambiente hasta su posterior procesamiento y analisis.

4.4 Fraccionamiento de la materia organica del suelo

Las muestras de suelo fueron fraccionadas fisicamente por tamafo y densidad
de particulas. Este procedimiento se realiz6 para poder detectar cambios de corto
plazo a partir del andlisis de las fracciones de materia organica de mayor tamario, de
reciente incorporacion. La relacion existente entre tamafio de la fraccion y su edad se
debe a que a medida que los tejidos vegetales son descompuestos e incorporados en
la materia organica, se reduce progresivamente su tamafio y la velocidad de su
degradacion, debido a que forma complejos fisico-quimicos con particulas de limo y
arcilla que la protegen de los microorganismos del suelo (Oades, 1993).

Se siguid el método desarrollado por Gavinelli et al. (1995) con las adaptaciones
realizadas por Videla y Trivelin (2008): se colocaron 30 gramos de suelo con 100 mL
de hexametafosfato de sodio 0,5%, con 3 perlas de vidrio de 10 mm de diametro en
recipientes plésticos. La suspension suelo-solucion fue homogeneizada manualmente
durante 10 a 15 segundos y luego se coloc6 en heladera a 4°C durante 16 horas para
favorecer la ruptura de agregados por contraccion. Luego se pusieron en un agitador
orbital regulado a 100 giros por minuto durante 2 horas. Posteriormente, la suspension

de suelo se separ6 por tamafio, utilizando en forma progresiva tamices de 200 ym y
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53 um. El material retenido en los tamices se lavo con agua desionizada mediante un
pulverizador de gota fina. EI material mayor a 200 ym fue separado en liviano y
pesado por flotacion en agua. Quedaron asi definidas las siguientes fracciones de
suelo:

Fraccion particulada gruesa liviana: fraccion de suelo retenida en el tamiz de
200 um y separada por flotacién en agua, constituida fundamentalmente por restos de
raices y plantas. A la materia organica contenida en esta fraccion se la denomina
“MOPZOO—ZOOOH-

Fraccion particulada gruesa pesada: fraccion de suelo retenida en el tamiz de
200 ym y que sedimenté al suspenderse en agua, constituida fundamentalmente por
particulas gruesas de arena. La cantidad de materia organica contenida en esta
fraccion es virtualmente cero.

Fraccion particulada fina: fraccion de suelo retenida en el tamiz de 53 ym de
naturaleza organo-mineral. A la materia organica contenida en esta fraccion se la
denomina “MOPs53.500".

Fraccidén asociada a minerales: fraccion de suelo que paso por el tamiz de 53
pm, también de naturaleza organo-mineral, que incluye particulas minerales de
tamafio limo y arcilla, microagregados organo-minerales con distinto grado de
estabilidad y materia organica amorfa, humificada y fuertemente ligada a las particulas
minerales. A la materia organica contenida en esta fraccién se la denomina “MOAM”.

Estas cuatro fracciones se secaron en estufa con circulacion de aire a 60 °C
hasta peso constante. La proporcion relativa de cada fraccion respecto al suelo total
(% fraccion) se obtuvo dividiendo su peso seco (Jfaccion), POr la suma del peso de
todas las fracciones de una misma muestra.

Las fracciones particulada gruesa liviana, gruesa pesada y asociada a minerales
se molieron finamente en un molino de bolas (MM 2000, Retsch, Alemania), y fueron

almacenadas en tubos Eppendorf de 2,2 ml hasta su posterior analisis.

En la figura 2 se resume en forma esquematica este fraccionamiento y otros
tratamientos realizados en las muestras de suelo para la obtencién de las principales

variables analizadas.
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Figura 2: esquema muestreo y tratamiento en las muestras de suelo para la

obtencion de las principales variables analizadas.

4.5 Variables analizadas en las muestras de suelo
4.5.1 Textura

Se realizaron analisis de textura de los suelos de pastizal natural (control) con el

método de la pipeta de Robinson (Gee; Bauder, 1986) en el laboratorio de Analisis de

Suelos de la EEA Balcarce.

4.5.2 pH

Se determind la acidez actual, pH, en una suspension 1:2,5 mezclando 10 g de

suelo en 25 mL de agua desionizada a 25 °C y agitando con una varilla de vidrio

durante aproximadamente 10 segundos. La suspension se dejo reposar durante una

hora manteniendo la temperatura constante y se realizé la lectura de la concentracion

de H" mediante un potenciémetro.
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4.5.3 Contenido y composicion isotopica de carbono y nitrégeno

La concentracion (%C y %N por unidad de suelo seco) y la composicién
isotdpica de carbono (53C) y nitrégeno (3*°N) fueron obtenidos a partir de andlisis de
pequefas alicuotas de suelo de las fracciones MOP 002000, MOPs3.200 Y MOAM. Para
esto, se pesaron entre 2 mg y 10 mg de suelo seco (dependiendo de la concentracion
de carbono de la fraccion analizada) en cépsulas de aluminio (4 x 6 mm). Este
material fue gasificado por combustion en un analizador elemental (NA 1108, Carlo
Erba, Milan, Italia). Luego, el CO, y N, producidos fueron separados por
cromatografia de gases (Conflo Ill, Finnigan MAT, Bremen, Alemania) y analizados en
un espectrometro de masas de isétopos (Delta Plus, Finnigan MAT, Bremen,
Alemania). La concentracion y composicion isotopica de carbono y nitrégeno del suelo
total fueron calculadas ponderando los datos de cada fraccion por su peso (en base
carbono o nitrogeno) respecto al suelo total. La proporcion del total de carbono o
nitrégeno del suelo ubicada en cada fraccién, expresada como mg carbono 6 mg
nitrdgeno por kg de suelo, se calcul6 como:

mg C o mg N kg™ suelo™ = Peso fraccién (g) * %C o %N * 10000 * 30" g™
Se consideré que la suma del contenido de carbono o nitrégeno de todas las
fracciones para una misma muestra, es igual al contenido de estos elementos en la

materia orgénica total del suelo.

La proporcion de carbono de origen C; (%C-C3) para cada una de las fracciones
se estimé a partir de la composicién isotépica del carbono (5'°C), mediante la
ecuacion:

%C-C3 = [(6"™Cumstra - 8 Cca) / 8°Ccscal* 100

Donde, §"Cmsra €S la composicion isotépica de la fraccién analizada, §°Cc, es
la composici6n isotépica de un suelo bajo una vegetacioén exclusivamente Cy4, y §°Ccs.
ca €s la diferencia isotOpica existente entre especies Cz; y Cy4. El parametro §"Cca
(=14%0) y A8™Cca.cs (=14%0) fue estimado a partir de datos propios para especies C; y

C, presentes en el pastizal (datos no publicados).

4.5.4 Nitrégeno Potencialmente Mineralizable
El nitrégeno potencialmente mineralizable se estimé para el suelo total mediante
la metodologia de incubacion anaerédbica de Waring y Bremner (1964). La produccién

de amonio durante incubacién anaerodbica es un indice recomendado (Keeney, 1982)
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y ampliamente utilizado (Schipper and Sparling, 2000; Wang et al., 2001 Benintende
2008) como indicador de nitrégeno potencialmente mineralizable.

Se colocaron por duplicado 5 g de suelo de cada muestra en un tubo de ensayo
(150 mm de largo por 16 mm de diametro) y se agregd aproximadamente 20 mL de
agua desionizada hasta completar el volumen. Se cerraron herméticamente y se
incubaron en estufa a 40 °C durante 7 dias. Finalizada la incubacién, la mezcla suelo-
agua se trasvaso a un balon de destilacion con 20 mL de KCI 2M y 0,5 g de MgO
calcinado. EI N-NH," liberado por destilacion se recogié en un Erlenmeyer con H;BO;
2% y se titul6 con H,SO, 0,005 N. Previo al inicio de la destilacion se realizdé un
blanco para descontar la presencia de nitrégeno de un origen distinto al del suelo.

Los mg de N-NH," por kg de suelo presentes en la muestra incubada se
calcularon a partir del volumen de &cido sulfurico gastado en la titulacién, segun la
ecuacion:

N-NH,* (mg Kg™) = (mL H,SO, muestra - mL H,SO, blanco) N * P e * K * Prgta ™

Donde:

N: normalidad del H,SO, = 0,005 meq mL™

Pmegn: PeSO miliequivalente del nitrégeno = 0,014 g meq™

k: constante de conversion de unidades = 1000000 mg kg™

Pmstra: Peso de la muestra de suelo=5g

La producciéon de N-NH," durante la incubacion se calculd restando el N-NH,"
presente en la muestra sin incubar, utilizando el mismo procedimiento. Este valor fue

el utilizado como indicador del Nitrégeno Potencialmente Mineralizable.

4.6 Andlisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos promocion y control, tanto en valores
absolutos como en porcentajes relativos, se analizaron mediante pruebas t para
muestras apareadas por sitio. Las diferencias entre regiones se analizaron
comparando las medias con una prueba t para muestras independientes.
Correlaciones entre variables fueron analizadas mediante el test de correlacion de
Pearson, y mediante analisis de regresion lineal y no lineal con los paquetes SAS y
TBLCurve.
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4.7 Interferencias por practicas de manejo desconocidas, condiciones iniciales
de sitios promocionados y efectos secundarios de la promocidn

Dada la naturaleza no controlada de la mayoria de los sitios muestreados, fue
necesario descartar lotes con disturbios generados por alguna practica de manejo no
deseada (desconocida por la fuente consultada) o contaminaciones accidentales de la
muestra, que interfieran sobre las variables analizadas. Adicionalmente se comprobé
gque en cada sitio, la vegetacion original y la textura del lote con promocién se
correspondan con las del lote elegido como pastizal natural control.

La semejanza en la vegetacion inicial de los lotes promocionados y sus
respectivos controles se chequedé mediante la composicion isotopica del carbono y
nitrdgeno de la materia organica de la fraccion asociada a minerales. Esta fraccion
tiene muy baja tasa de recambio, por lo cual deberia estar poco afectada por la
relativamente corta duracion de las promociones. Por ende, similar marcacién
isotépica del carbono y nitrégeno entre la promocion y el pastizal natural control fue
considerada como indicadora de similar origen. Se adopt6 el criterio de descartar los
sitios con mas de 2%. de diferencia en 5°C o 5"°N en la MOAM. Este procedimiento
es sin dudas estricto, ya que descarta sitios que tuvieron idénticas condiciones
iniciales pero en los que la promocion modificé la materia organica asociada a
minerales. Sin embargo, la falta de otra informacién confiable determindé que se
adoptase este criterio.

La variable utilizada para chequear la semejanza en la textura fue la proporcion
arena, estimada a partir de la fraccion particulada gruesa pesada y la particulada fina
en relacion al suelo total. Este componente es invariable e intrinseco de la textura de
cada suelo y por lo tanto no deberia ser afectado por el manejo de promocion (Figura
4).

Ademas, se chequed que en el pastizal natural control la composicion isotépica
del carbono de las 3 fracciones en que se separé la materia organica tuviera un valor
similar entre si. Esto indicaria que la vegetacién se mantuvo relativamente constante
en el tiempo. Simultdneamente se comprob6 que, en la promocién, la composicion
isotépica del carbono de la materia organica particulada gruesa y fina fueran iguales o
menores al valor de las mismas fracciones para el pastizal natural control.

Solo 11 de los 24 sitios muestreados fueron utilizados para analizar diferencias
entre lotes promocionados y lotes con pastizal natural control (Figura 3). Sin embargo,

los valores absolutos de todos los sitios fueron utilizados para medir la asociacion
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entre nitrégeno potencialmente mineralizable y el contenido de carbono o nitrégeno en

las fracciones de materia organica.
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Figura 3: a) 5°C y b) "°N en materia organica asociada a minerales de 0-5
cm de profundidad, en promocion y en pastizal natural control. La linea de
puntos indica la relacion 1:1.
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Ademéas de asegurar

la similitud en condiciones

iniciales entre

lotes

promocionados y pastizales naturales control, hubo que descartar la existencia de

efectos secundarios derivados de la practica de promocion no ligados al cambio de

especies ya que podria llevar a inferencias erroneas. Uno de los efectos posibles
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secundarios testeados fue si la acidez del suelo se increment6 con el agregado de
fertilizantes nitrogenados basados en urea. Los resultados muestran claramente que
la promocion no produjo modificaciones importantes en el pH respecto a los pastizales
naturales control. El promedio en ambos casos fue de 5,8 en la region litoral y 6,3 en
la bonaerense. El desvio promedio de la diferencia entre promocion y control fue de
0,2 unidades, tanto positivas como negativas, alcanzando el valor de 0,75 en solo un
caso (datos no mostrados).

Otro de los efectos evaluados fue la ocurrencia de compactacion. Si hubieran
ocurrido cambios en densidad aparente luego de la promocién, conducirian a
diferencias espurias en las variaciones en el contenido y composicion isotopica de
carbono y de nitrégeno en los primeros centimetros de suelo (i.e. producto de la
cantidad de suelo en los 5 cm superficiales muestreados y no del tratamiento de
manejo del pastizal). Por esto, se estimé la densidad aparente de los estratos 0—5 cm
y 5-10 cm en la promocién y en el pastizal natural control. Para esto se utilizé el
método del cilindro volumétrico (Blake; Hartge, 1986): se extrajeron 6 a 8 muestras de
suelo mediante cilindros metéalicos de 5 cm de didmetro y 5 cm de altura, previa
eliminacion de vegetacion y broza. Las muestras se secaron en estufa a 105 °C
durante 48 horas y luego se pesaron. Finalmente, la densidad aparente se calcul6d
como el peso de suelo seco dividido por el volumen ocupado (g cm®). La densidad
aparente de los primeros 5 cm de suelo de las promociones tampoco se modifico,

respecto al pastizal natural control (Figura 5).
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Figura 5: Densidad aparente (Dap) de 0-5 cm y de 5-10 cm de profundidad,
en promocion y en pastizal natural control. Cada punto representa un sitio
muestreado. La linea de puntos indica la relacién 1:1.
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5. RESULTADOS

En este capitulo se detalla cdmo las técnicas de manejos englobadas dentro de
“promocién de especies invernales” afectaron la proporcion de carbono de origen Cs
en las distintas fracciones de la materia organica del suelo, y su relacién C/N, y cémo
esto se asocié con efectos sobre el nitrégeno potencialmente mineralizable y el nivel
del is6topo “°N. A continuacién se describe cémo se modificé el tamafio de los pooles
de carbono y nitrégeno de la materia organica, explorando la relacion entre estas
modificaciones y el indicador de potencial de mineralizacién de nitrogeno utilizado.
Finalmente se comparan las respuestas obtenidas en la region litoral (clima

subtropical) y en la region bonaerense (clima templado).

5.1 8°C y proporcién de carbono derivado de especies C;

La practica de promocién aumento la proporcion de carbono de origen C; de la
materia organica del suelo, respecto a los pastizales naturales control. Para el total de
los sitios muestreados, el aumento promedio fue 26% (p<0,001) en la fraccién
particulada gruesa, que es la que refleja de manera mas aproximada el carbono de
origen vegetal recientemente incorporado al suelo, 14% (p<0,001) en la fraccion
particulada fina, y solo 4% (p=0,009) en la fraccion asociada a minerales (Figura 6).
Considerando la totalidad de la materia organica del suelo, el cambio promedio fue de
10% (p<0,001). Esto signific6 que en la fraccion particulada gruesa se observo un
incremento promedio del %C-C; de 32% a 61% en la region Litoral (p=0,024) y de
67% a 91% (p<0,001) en la regibn Bonaerense, mientras que en la fraccion
particulada fina fue de 30% a 46% (p=0,004) y de 71% a 82% (p=0,003),
respectivamente.

Se observ6 una mayor variabilidad en la fraccion particulada gruesa en la region
Litoral, debida a que, inesperadamente, la proporcion de carbono derivado de
especies C3 en el sito 6 (Entre Rios) no aumenté con la promocion. Si bien no se
encontraron diferencias significativas entre regiones, en la fraccion asociada a
minerales de la region litoral, la proporcion de carbono de origen C; aumenté
levemente de 26% a 32% (p=0,019), mientras que en la regidon Bonaerense fue de
solo 66% a 69% (p=0,244). En la materia organica del suelo total, el aumento fue de
28% a 40% en la region Litoral y de 67% a 76% en la Bonaerense.

Como las promociones muestreadas tenian diferente duracién, se estimé la tasa
de cambio anual en la proporcion de carbono de origen C;. Esta tasa mostré ser

constante en Buenos Aires, y aumentar en funcion de la temperatura y precipitacion
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en el litoral (Figura 7). En ninguno de los dos casos la tasa de recambio dependi6 de

la cantidad de nitrégeno agregado por afio (datos no mostrados).
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Figura 6: Valor de 3"°C y proporcién de carbono de origen C; (%C-C3) en la
materia organica particulada gruesa (MOPu0200) del suelo de 0-5 cm,
producto del manejo de promocién de especies invernales respecto a

pastizales naturales control, para cada sitio muestreado. Los sitios se hallan
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Figura 7: Relacion entre la tasa logaritmica de recambio anual de carbono
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precipitacion, para la materia organica del suelo de 0-5 cm fraccionada por
tamafio en particulada gruesa (MOPu0200), particulada fina (MOPyu.53) Y
asociada a minerales (MOAM), para cada sitio muestreado. Se utilizaron tasas
logaritmicas de cambio anual debido a la distinta antigiiedad de la promocién
en cada sitio. El pardmetro “temperatura x precipitacion” aumenta con la
latitud, por lo que los sitios se hallan ordenados de sur a norte.
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5.2 Relacion C/N

La relacion C/N de la materia organica particulada disminuyé bajo manejo de
promocion de especies invernales respecto a pastizales naturales control. Los
incrementos observados en la proporcién de carbono C; en la fraccion particulada
gruesa se asociaron con caidas en la relacion C/N. Analogamente, la baja o nula
magnitud de cambios en %C-C; en la fraccidon asociada a minerales se asociaron con
una C/N virtualmente inmutable en esta fraccion.

La region litoral presentd una mayor diferencia que la regién bonaerense en la
relaciéon C/N de la fraccién particulada gruesa entre promocion y control (p=0,036). La
disminucion promedio, en el primer caso, fue de 6 (p=0,010) unidades de carbono por
unidad de nitrdgeno, desde 24 en el pastizal control a 18 en la promocién. En el
segundo caso la disminucién promedio fue de solo 2 unidades (p=0,004), desde 18 a
16. Para la fraccion particulada fina, Unicamente hubo un cambio significativo en la
region litoral, aunque también en este caso la disminucién promedio fue de solo 2
unidades (p=0,035), desde 15 a 13. En la regién bonaerense la disminucién promedio
fue de apenas 0,6 unidades (p=0,053), manteniendo el control y la promocién un valor
cercano a 12. La relacion C/N de la fraccién asociada a minerales no fue afectada por
la promocién y mostrd valores similares para todo el gradiente de latitud, en un rango
de 9 a 10 unidades de carbono por unidad de nitrogeno (Figura 8). La disminucién de
la relacion C/N en la materia organica total fue significativa, pero menor a 1 unidad de

carbono por unidad de nitrégeno (p<0,001) y similar para ambas regiones.
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Figura 8: Relacion C/N para la fraccidbn de materia organica a) particulada
gruesa (MOP q0.2000) ¥ b) asociada a minerales (MOAM) para suelo de 0-5 cm
perteneciente a pastizales naturales control y a lotes bajo manejo de
promocién de especies invernales, ordenados por sitio. La fraccidn particulada
fina (MOPs3.200), cOn un comportamiento intermedio a las otras dos, no fue
graficada con el objetivo de simplificar la visualizacién de la figura.
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Para cuantificar la relacion entre el cambio en la proporcién de carbono C; y el
cambio en la relacion C/N se calcul6 la correlacién entre estas variables, para las
distintas fracciones de la materia organica. El aumento en la proporcion de carbono de
origen C; coincidid con una disminucion en la relacion C/N en las fracciones
particuladas, en ambas regiones (p<0,05). Naturalmente, este resultado fue mas
notable en la fraccion particulada gruesa (p<0,05), compuesta por material
incorporado mas recientemente, un poco menos en la fraccion particulada fina y casi

nulo en la fraccion asociada a minerales (Figura 9).
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Figura 9: Diferencia en la relacion C/N en funcion de la diferencia en carbono
de origen C; (A %C-C3) en promocion respecto a pastizal natural control, para
materia organica de 0-5 cm, fraccionada por tamafio en particulada gruesa
(MOP 2000-200) particulada fina (MOP,q0.53) Y asociada a minerales (MOAM). (A
C/N: C/N promocion — C/N control. Valores negativos indican que la relacion
C/N es menor en la promocion).

Ademas del cambio en la proporcion de carbono de origen Cj, la disponibilidad
de nitrégeno es otro factor afecta la relacion C/N. Para analizar este efecto se
relaciono tasa de cambio en C/N por unidad de cambio en carbono Cs;, con la cantidad
total de nitrdgeno aplicado. La magnitud de la disminucién de la relacién C/N por
unidad porcentual de cambio en la proporcion de carbono derivado de especies C3 en
las promociones, no aumentd con la cantidad de nitrégeno aplicado en ninguna de las

fracciones (Figura 10).
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Figura 10: Diferencia en la relacion C/N por unidad porcentual de cambio en
la proporcion de carbono C3; (A C/N / A %C-C3) en promocion respecto a
pastizal natural control, en funcién de la cantidad de nitrégeno aplicado. Se
diferencia para las tres fracciones en que se separé por tamafio la materia
organica del suelo de 0-5 cm. (A C/N / A %C-C; = (C/N promocion — C/N
control)/( %C-C3; promocion - %C-Cs control). Valores negativos indican que
la relacion C/N es menor en la promocion).

5.3 Nitrégeno potencialmente mineralizable

No se observaron aumentos generalizados en nitrégeno potencialmente
mineralizable en respuesta al cambio en la proporcion de especies C3/C4. Por el
contrario, en 10 del las 12 promociones muestreadas el nitrdgeno potencialmente
mineralizable tendi6 a disminuir en relacion al pastizal natural control (Figura 11).

El nitrogeno potencialmente mineralizable en el tratamiento promocién
disminuyé en promedio 16,7 mg N-NH,* kg™ suelo® (p=0,032) respecto al pastizal
natural control, considerando el total de los sitios muestreados. Esto se debi6 en gran
parte a una disminucién notoria en las promociones de la region bonaerense, de 27
mg N-NH," kg™ suelo™ (p =0,027). Mientras tanto, en la regién Litoral la diferencia
promedio entre el nitrdgeno potencialmente mineralizable de las promociones y el
pastizal natural control no fue significativamente distinta de cero, ya que la
disminucién fue de apenas -0,44 mg N-NH," kg™ suelo™ (p=0,52), debido a que los
dos sitios donde el nitrégeno potencialmente mineralizable fue mayor en promocién se
encuentran en esta region.
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Figura 11: Nitrégeno potencialmente mineralizable (NPM) en suelo de 0-5 cm
de promocién y pastizal natural control, para cada sitio muestreado.

Estas respuestas en nitrogeno potencialmente mineralizable no se asociaron con
cambios en C/N: las promociones con mayores caidas en la relacion C/N en las
fracciones particuladas se correspondieron con cambios de menos de 7 mg N- NH,"
kg™ suelo® en NPM, mientras otras con caidas leves en C/N disminuyeron mas de 60
mg N- NH," kg™ suelo™. Tampoco hubo asociacién entre diferencias relativas en
nitrégeno potencialmente mineralizable y afios de promocion o agregado de

fertilizantes nitrogenados (datos no presentados).

5.4 8N

El contenido del isétopo N de la materia organica del suelo donde se realiz6
manejo de promocién de especies invernales aument6 respecto al pastizal natural
control. La fraccién de materia organica donde se observé un mayor aumento relativo
del valor 8"N fue la particulada gruesa, de 40% (p=0,005). En contraste, se observo
un aumento no significativo de 9% (p=0,143) en la particulada fina y 7% (p=0,102) en
la asociada a minerales. Como resultado, la materia organica total del suelo de 0-5 cm
de las promociones se enriquecié 12% (p=0,011) en “N, respecto a la del pastizal
natural control.

Las diferencias relativas de 5'°N en la materia organica de la fraccién particulada
gruesa fue similar entre regiones (p=0,658). No obstante, mientras que en el litoral

aumentd significativamente 46% (p=0,043), en Buenos Aires el aumento fue un poco
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menor y no significativo, de 35% (p=0,091). También fue similar entre regiones para la
fraccion particulada fina (p=0,907), con aumentos no significativos de 8% (p=0,416) en
el litoral y de 9% (p=0,249) en Buenos Aires. Al revés de lo ocurrido en la primera
fraccion y a pesar de que tampoco hubo diferencias importantes entre regiones
(p=0,174), en la asociada a minerales no aumento en la region litoral (2%, p=0,751) y
aumento de forma no significativa en Buenos Aires (13%, p=0,088). Estas pequefias
diferencias, provocaron que el aumento relativo de 3°N en la materia orgénica total
del suelo de las promociones respecto al control, tendiera a ser distinto entre regiones
(p=0,056), alcanzando un valor de 20% (p=0,020) en Buenos Aires y apenas 5%
(p=0,262) en el litoral. Los valores absolutos de 5'°N para promocién y control en las

fracciones particulada gruesa y asociada a minerales, para cada sitio, se muestran en

la Figura 12.
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Figura 12: Composicién isotdpica del nitrégeno (3'°N) de la materia organica
de 0-5 cm del suelo de pastizal natural control y promocién, correspondiente a
las fracciones separadas por tamario, (a) particulada gruesa (MOP 5000.53) Y (D)
asociada a minerales (MOAM), para cada sitio muestreado.

Existi6 una correlacion negativa entre los cambios en &N en la fraccién
particulada gruesa y la cantidad de nitrégeno total agregado a lo largo de los afios que
se realizé la promocién (R*=0,70, p<0,05; Figura 13). Esta correlacién se debi6
probablemente al hecho de que el nitrégeno que compone el fertilizante agregado
proviene de la atmésfera, con un valor de 3°N cercano a cero. A pesar de las bajas
dosis utilizadas, esto contrarrestd el enriquecimiento en N que se produjo por
volatilizacién y distorsiona el uso de 3°N como indicador en estos casos, ya que
subestima la magnitud de este proceso. Esto explicaria que a diferencia de la

tendencia general, el 3°N no haya variado o incluso disminuido en los tres sitios que
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recibieron relativamente alta cantidad de nitrégeno. Los cambios en "N en la fraccién
particulada gruesa no se correlacionaron con aumentos en la relacién C/N (p=0,932) o

en la proporcioén de carbono de origen C; (p=0,263; datos no mostrados).
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Figura 13: Cambio en el contenido del isétopo N (A 3"°N) en funcién de la
cantidad total de nitrdgeno agregado (kg N ha™) en promocién respecto a
pastizal natural control, para materia organica de 0-5 cm fraccionada por
tamafio en particulada gruesa (MOP 5p00.200), ps)articulada fina (MOP053) Y
asociada a minerales (MOAM). (A 8N = &N promocién - &N control.
Valores positivos indican que el valor de 5'°N es mayor en la promocién).

5.5 Tamafio de los pooles de materia organica

Debido al comportamiento similar de las fracciones particulada gruesa y
particulada fina, en este apartado se utiliz6 la suma ponderada de ambas con el
objetivo de simplificar la comparacion de los resultados y la visualizacion de las
figuras. De esta manera, la comparacion entre variables se realizo para las fracciones

particulada y asociada a minerales.

5.5.1 Carbono

En la fraccidn particulada y para todos los sitios, la cantidad promedio relativa de
carbono disminuyé 14% en las promociones (p=0,027) respecto al pastizal natural
control y de manera similar entre regiones (-13% y -14%; p=0,937). A excepcion del
sitio 1, que aumenté y de los sitios 6 y 8 que casi no variaron, en las nueve

promociones restantes la cantidad de carbono en esta fraccién disminuyd, respecto al
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pastizal natural control. Debido a que el sitio 1 se encuentra en el litoral, la disminucién
registrada no fue significativa en esta regién (de 16,7 a 13,8 g C kg™ suelo™; p=0,249)
mientras que si lo fue en la bonaerense (30 a 26,1 g C kg™ suelo™; p=0,03; Figura 14)

A diferencia de la anterior, la respuesta en la fraccion asociada a minerales fue
opuesta entre regiones (p=0,005). Mientras que en la regién bonaerense la cantidad
relativa de carbono en las promociones aument6 en promedio 35% (de 19,9 a 25,4 g
C kg' suelo?; p=0,011) respecto al pastizal control, en el litoral no vari6
significativamente (-6%, de 25 a 23,1 g C kg™ suelo™; p=0,459).

Es importante notar que la distribucion de carbono en las distintas fracciones es
diferente entre regiones. En pastizales naturales de la region bonaerense el 60% del
carbono se encuentra en la fraccion particulada y el 40% restante en la asociada a
minerales. Con la promocion esta distribucién se equilibr6, de manera que la
disminucion de la cantidad de carbono en la fraccién particulada fue compensada casi
exactamente con el aumento en la fraccion asociada a minerales en la mayoria de los
sitios, dando como resultado una variacion menos del 6% en el carbono total de 0-5
cm (p=0,288) respecto al control.

En los pastizales naturales del litoral la distribucion es totalmente inversa, 40%
en la fraccion particulada y 60% en la asociada a minerales. La promocion
practicamente no afecta esta distribucion, debido a que en la mayoria de los sitios de
esta region, disminuciones en la cantidad de carbono en la fraccién particulada no
solo no son compensadas por aumentos en la otra, sino que en algunos casos,

inclusive, también disminuyen.
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Figura 14: Contenido de carbono (g C kg™ suelo™) de la materia organica de
0-5 cm del suelo de pastizal natural control y promocion, correspondiente a las
fracciones separadas por tamafo: (a) particulada gruesa (MOPp053) Y (b)
asociada a minerales (MOAM), para cada sitio muestreado.
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5.5.2 Nitrogeno

La promocion no modificé significativamente la cantidad promedio de nitrégeno
en la fraccion particulada, respecto al pastizal natural control. Este resultado fue
similar para ambas regiones (p=0,476), con aumento relativo de apenas 5% (0,97 y
0,93 gN kg™ suelo™; p=0,733) en la regién litoral y una disminucion de 6% (2,24 y 2,15
gN kg™ suelo™; p=0,285) en la bonaerense (Figura 15).

El cambio en la cantidad de nitrégeno en la fraccidon asociada a minerales fue
opuesta entre regiones (p=0,014). En la regién litoral la cantidad de nitrdgeno no se
modificé significativamente (-4%, de 2,64 a 2,49 g N kg™ suelo™; p=0,694). En Buenos
Aires, por el contrario, la cantidad de nitrdgeno en esta fraccion aument6 34% (de
2,24 a 2,81 g N kg™ suelo™; p=0,014) en las promociones respecto a los pastizales
naturales control. Como consecuencia de este aumento, el contenido de nitrégeno en
la materia orgénica total para el suelo de 0-5 cm, aumenté en promedio 13%

(p=0,050) respecto al pastizal control.
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Figura 15: Contenido de nitrogeno (g N/ kg suelo) de la materia orgénica de
0-5 cm del suelo de pastizal natural control y promocion, correspondiente a las
fracciones separadas por tamafo: (a) particulada gruesa (MOP yp053) Y (b)
asociada a minerales (MOAM), para cada sitio muestreado.

5.5.3 Relacion entre nitrdgeno potencialmente mineralizable y la cantidad de carbono
y nitrégeno en la materia orgénica particulada

La magnitud del nitrégeno potencialmente mineralizable estuvo fuertemente

correlacionada con la cantidad de carbono y nitrégeno presente en la fraccion

particulada, tanto en promociones como en pastizales control. No obstante, no hubo

correlacion entre el nitrdgeno potencialmente mineralizable y la cantidad de carbono o

nitrégeno presente en la fraccion asociada a minerales (Figura 16).
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Figura 16: nitrégeno potencialmente mineralizable (NPM) en funcién de la
cantidad de carbono (a y c) o cantidad de nitrégeno (b y d) para materia
organica de 0-5 cm fraccionada en particulada (MOPs3,000) Y asociada a
minerales (MOAM). En cada caso se trazd una regresion potencial sobre el
total de los puntos (a: p<0,001, R*=0,62 b: p<0,001, R*=0,64; c: p=0,3979,
R°=0,018; d: p=0,0496, R°=0,093). Cada punto corresponde a un lote
muestreado, diferenciado por situaciéon de manejo (promocion o control) y
region (litoral o bonaerense).
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Figura 17: Cambio relativo de nitrégeno potencialmente mineralizable (%R
NPM) en funcion de la diferencia relativa en la cantidad de a) carbono (%R g
Carbono kg™ suelo™) y b) nitrégeno (%R g Nitrégeno kg™ suelo™) de las
promociones respecto al pastizal control, para materia organica de 0-5 cm
fraccionada en particulada (MOPs3.,000) Y @sociada a minerales (MOAM).

(R = (promocion - control)/ control. Valores negativos indican menor nitrdgeno
potencialmente mineralizable, cantidad de carbono o nitrégeno en promocion).
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En la mayoria de las promociones donde el nitrdgeno potencialmente
mineralizable disminuy0d, esto estuvo asociado a una simultanea disminucion del
contenido de carbono en la fraccién particulada y un aumento en la fraccion asociada
a minerales (Figura 4). Como resultado, el contenido de carbono total en el suelo de 0-
5 cm se modific6 menos de 12% en 8 de estos 9 casos. De manera coherente con
este patron, en uno de los sitios, el nitrégeno potencialmente mineralizable aument6
en la promocién y también lo hizo el contenido de carbono en la materia organica
particulada. Una sola promocion se apartd de este comportamiento, ya que aumento
el nitrégeno potencialmente mineralizable pero disminuyé el contenido de carbono en
todas las fracciones.

Es importante destacar que si bien el sentido de los cambios en promocién
respecto al control siguié el patron descrito anteriormente, no existi6 una clara
correlacion en la magnitud de los cambios entre las variables analizadas (i.e. las
promociones con mayores diferencias en contenidos de carbono no se

correspondieron con los menores valores de NPM).
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6. DISCUSION

Este trabajo presenta cuatro resultados principales, resumidos en la figura 18.

Primero, aumentos en la proporcion de especies Cs; se asociaron con caidas en
la relacion C/N del material vegetal que se incorpora a la materia organica del suelo.
Sin embargo, la magnitud de esta caida no se relacioné con el nivel de fertilizante
nitrogenado agregado. Asi, los resultados corroboran la primera hipotesis planteada,
que proponia que el aumento de la proporcién de especies C3 en un pastizal mixto Cs-
C, reduce la relacion C/N de las fracciones mas jovenes de materia organica del
suelo, pero no la segunda que predecia que dicha reduccion se acentla cuando se
fertiliza con nitrogeno.

Segundo, aumentos en la proporcion de especies C3; no se asociaron con una
mayor cantidad de Nitrogeno potencialmente de mineralizable. Este pardmetro estuvo
mas asociado con cambios en la cantidad total de carbono de la fraccion particulada
gue con la relacion C/N de ese material. Esto refuta la tercera hipétesis, que preveia
que, al reducir la relacibn C/N de la materia organica del suelo, el aumento en la
proporcion de especies C; estaria asociado a una mayor capacidad de mineralizar
nitrégeno.

Tercero, aumentos en la proporcion de especies C3 se asociaron con aumentos
en 3N, y en consecuencia, posiblemente con incrementos en la proporcién de
nitrégeno perdido via volatilizacion. Este hecho es contra intuitivo con la nocién de un
menor potencial para mineralizar nitrégeno lo cual determinaria menores
concentraciones de nitrégeno inorganico en la soluciéon del suelo. En la interpretacion
de estos resultados, tanto al inferir sus causas como al compararlos con estudios
previos, aparece con influencia determinante la presencia de rumiantes pastoreando
estos pastizales.

Cuarto, los resultados mostraron las mismas tendencias generales en pastizales
de la regién bonaerense, con clima templado y vegetacion dominada por especies Cs,
y en pastizales del Litoral, con condiciones mas subtropicales y vegetacion con mayor
proporcion de especies C,4. Esto sustancia la cuarta hipotesis, que preveia que las
respuestas a cambios en vegetacion C3/C, se mantendrian para un amplio rango de

condiciones climaticas y tipos de suelo.
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Figura 18: Cambios relativos promedio (R) * error estandar para 5'°C, C/IN,
NPM y 5N, para materia organica total (MO total) de 0-5 cm y fraccionada
por tamafo en particulada (MOP,p053) ¥ asociada a minerales (MOAM), para
la region a) litoral y b) bonaerense. (R = (promocién - control)/ control. Un
valor negativo indica menor valor de la variable en promocion).

6.1 Aumentos en la proporcién de especies C; estan asociados a mejoras en la
calidad del material vegetal que entra al suelo.

El aumento en la proporcion de especies Cj trajo aparejado una menor relacion
C/N (Figura 9), mayormente en la fraccion particulada, de alta tasa de ciclado, y en
menor medida en la fraccion asociada a minerales, de mas lento recambio (Figura 8,
Hassink et al., 1997; Henderson et al., 2004). Al contrario, no hubo evidencias que
indiquen que la fertilizacion con nitrdgeno acentud este cambio, ya que la disminucion
en la relacion C/N por cada unidad porcentual de incremento en la proporcion de
carbono C; en las promociones no fertilizadas, fueron similares a las fertilizadas
(Figura 10). Este resultado podria ser producto de las bajas dosis utilizadas en
promociones y de la dilucion del N a medida que se acumula forraje (Greenwood et
al., 1990).
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Mientras que el incremento en la proporcidon de especies Cs; fue similar en la
region bonaerense y en el litoral, la disminucion de la relaciéon C/N en la fraccién
particulada gruesa fue mayor en esta Ultima. Asi, un aumento de 10 unidades
porcentuales en la proporcion de carbono de especies C; se asocié a una caidade 1y
2,5 de unidades en la relacion C/N en Buenos Aires y en el litoral, respectivamente.
Asumiendo que la relacion C/N de promociones no difiri6 mucho entre regiones, y
considerando la menor variabilidad en la relacién C/N entre especies Cs; que C4 (e.g.
Murphy et al., 2002), esto indicaria una mayor relacion C/N de la vegetacion natural
reemplazada en el Litoral que aquella reemplazada en la region Bonaerense.

Desde el punto de vista de la velocidad de descomposicién, el aumento de
especies Cs; “mejor6 la calidad” de los residuos vegetales incorporados a la materia
orgénica del suelo. A pesar de la amplia literatura existente acerca de la influencia de
la relacion C/N sobre el ciclado de nitrégeno (Accoe et al.,, 2004), no fue posible
encontrar estudios previos que permitan comparar directamente estos resultados. Sin
embargo, el cambio observado es coherente con reportes del efecto de diferencias en
la proporcion de especies C3/C, sobre la relacion C/N de los detritos o de la materia
organica del suelo total. Asi, Wedin y Tilman (1996) muestran que diferencias de 40%
en la proporcion de biomasa C,4 entre pastizales naturales del centro-norte de EE.UU.,
implicaron una diferencia de aproximadamente 10 unidades en la relacion C/N de la
broza. Mahaney et al. (2008), al analizar la incorporacion de especies C, con minimo
disturbio del suelo en pastizales dominados por especies Cgs, registraron que
aumentos de 10% a 25% en la proporcién de carbono de origen C, en el estrato 0 - 10
cm de profundidad implicaron aumentos de entre 0,3 unidades y 0,9 unidades en la
relacion C/N de la materia orgénica total del suelo.

Las hojas verdes de especies Cz; poseen intrinsecamente una mayor
concentracion de nitrogeno que las hojas C4, y por ende una menor relacion C/N
(Greenwood et al., 1990). Sin embargo, dos factores en parte contrarrestan esta
diferencia. Por un lado, la extensiva movilizacion de nitrégeno durante el proceso de
senescencia hace que la diferencia sea mucho menor al comparar la broza que
especies C3 y C, producen (e.g. Anten et al., 1995). Por otro lado, a diferencia de lo
que ocurre con tejidos verdes foliares, no hay razén por la cual la relacion C/N de las
raices que mueren y se incorporan a la materia organica del suelo sea, a priori,
diferente entre especies C; y C4. La magnitud de la variacién en la relacion C/N
observada indicaria, entonces, que la contribucibn de material foliar verde fue

relativamente importante.
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En condiciones de no pastoreo, hay muy poca oportunidad para la incorporacion
directa de restos verdes a la materia orgénica del suelo. El animal en pastoreo cambia
radicalmente esta situacion: al haber una proporcién de hojas verdes que son
ingeridas, la calidad del material vegetal que se incorpora a la materia orgénica del
suelo, en particular para los estratos mas superficiales, depende no solo de la broza y
raices, sino también de las caracteristicas de las heces. La mayor cantidad de forraje
C; de alta calidad logrado mediante el manejo de promocién de especies invernales,
conlleva a incrementos en la carga animal invernal (Fernandez Grecco, comunicacion
personal), y probablemente a aumentos en la proporcion de nutrientes que regresa al
suelo en excreta (Thomas, 1992). La cantidad de nitrdgeno excretado en heces es
directamente proporcional a la cantidad de materia seca consumida (Mathews et al.,
1996), por esto, la relacion C/N de las heces disminuye a medida que aumenta la
calidad del forraje. Las diferencias en la calidad de la materia organica encontradas
entre promocion y control es probable que se deban, entonces, a la mayor calidad

intrinseca de las especies C; potenciada por la influencia del pastoreo.

6.2 Aumentos en la proporciéon de especies Cz; no estan asociados con
aumentos en Nitrogeno potencialmente de mineralizable

A pesar de la generalizada disminucion en la relacion C/N de los detritos
incorporados a la materia organica del suelo en los pastizales manejados con
promocién de especies invernales, el nitrégeno potencialmente mineralizable aumento
solo en dos de las 12 situaciones muestreadas. En las 10 restantes fue similar o
inclusive disminuyd, entre un 2,8% y un 24,8%, tanto en la regiébn bonaerense como
en el litoral (Figura 11).

Este resultado es aparentemente discordante respecto a la bibliografia existente
sobre descomposicion de restos vegetales, que indica que una mayor disponibilidad
de nitrégeno en el material degradado implica menos limitantes para el crecimiento y
actividad de los microorganismos del suelo, y por lo tanto una mayor mineralizacion
(Swift et al., 1979; Hoobie, 1992). Una posible explicacion es que, en la mayoria de los
sitios analizados, los valores de C/N de la MOP fueron siempre menores a 25, valor
considerado como el limite inferior del rango a partir del cual ocurre mineralizacion
neta en muchos trabajos (Paul; Clark, 1996). Esto no significa necesariamente que el
NPM aumente, sino solamente que habra mas mineralizacion que inmovilizacion de
ese NPM.
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También pareceria contradictorio respecto a humerosos trabajos que muestran
gue suelos bajo predominio de vegetacion C; tienen mayor mineralizacion in vitro
(Wedin; Pastor, 1993; Dijkstra et al., 2006) o disponibilidad de nitrégeno inorganico in
situ (Wedin; Tilman, 1990; 1996) respecto a aquellos bajo dominancia de especies Cy,.
Como contrapartida, los escasos trabajos realizados en condiciones similares a las del
presente estudio coinciden en indicar una falta de respuesta en mineralizacién ante
cambios en la calidad de los residuos incorporados. Mahaney et al. (2008), por
ejemplo, encuentran que 11 afios después de incorporar con minimo disturbio
especies C4 en un pastizal dominado por especies C; (i.e. un proceso de sentido
inverso al de las promociones de especies invernales), incrementos del carbono de
origen C,4 estuvieron correlacionados con aumentos significativos en la relacion C/N
de la materia orgénica total del suelo, pero no implicaron diferencias significativas en
la tasa de mineralizacién de nitrégeno medida in situ. Similarmente, forestaciones de
35 afios con arboles de hoja caduca sobre pastizales C3 indujeron una mayor relacion
C/N en la fraccion particulada gruesa de la materia organica, pero tampoco cambiaron
significativamente el nitrdgeno potencialmente mineralizable medido en incubaciones
aerdbicas de largo plazo (Billings, 2006).

El factor mas fuertemente correlacionado con la magnitud de nitrégeno
potencialmente mineralizable en todos los pastizales y promociones analizadas fue la
cantidad absoluta de carbono en la fraccion particulada (Figura 16). No se encontrd
evidencia de que esta correlacién sea diferente para promociones que para pastizales
naturales control, a pesar de que para una misma cantidad de carbono, la promocién
tuvo mas cantidad de nitrégeno asociado. Tampoco hubo correlacion entre nitrégeno
potencialmente mineralizable y la cantidad de carbono en la fraccion asociada a
minerales, a pesar de que esta fraccién es el pool mas grande de carbono en la
mayoria de los casos. Asi, la buena correlacion entre nitrdgeno potencialmente
mineralizable y cantidad de carbono en la materia organica total se debe Unicamente a
variaciones en la fraccién particulada.

Congruentemente, los cambios observados en nitrdgeno potencialmente
mineralizable en cada sitio estuvieron correlacionados con cambios en la cantidad
carbono particulado (Figura 16). Notablemente, la correlacion entre cambios en
nitrégeno potencialmente mineralizable vs. cambios en MOP¢, aunque con bastante
variabilidad (probablemente debido a la cantidad de factores no controlados en las
promociones muestreadas), fue mas alta que aquella vs. cambios en MOPy. Esto fue

debido a que, dependiendo de la magnitud del cambio en la relacibn C/N, la



41

disminucion generalizada en MOP. se asocié con aumento, disminucién o falta de
variacion en MOPy. Estos resultados reafirman las dudas sobre una relacion causal
entre nitrégeno potencialmente mineralizable y la relacion C/N. En cambio, indicarian
gue cambios en nitrégeno potencialmente mineralizable estarian determinados por
variaciones en la cantidad de carbono en la fraccion particulada.

La falta de respuesta del nitrogeno potencialmente mineralizable a la
disminucion de la relacion C/N en los detritos incorporados al suelo en las
promociones, podria deberse a que en la mayoria de los pastizales naturales control
ésta relacion era menor de 30, y por lo tanto, la calidad no era un factor limitante. Esta
suposicion se basa en el hecho de que la concentracion de carbono en la fraccion
particulada gruesa fue similar en ambos casos, lo que indicaria un similar grado de
degradacion (Gregorich et al., 2006). Si por el contrario, la calidad hubiera sido
limitante, la concentracién de carbono en la fraccion particulada gruesa deberia haber

sido menor en los pastizales control que en la promocion.

6.2.1 Posibles causas de disminucién de MOP¢

Disminuciones en la cantidad carbono en la fraccién particulada implican una
variacion en el balance entre entradas y salidas de carbono de esta fraccion. En
pastizales naturales, la entrada de carbono a la materia organica del suelo se sustenta
en la senescencia de partes aéreas y subterrdneas de la vegetacion, y en la excreta
del carbono no digerido por los animales en pastoreo (Dubeux et al., 2007). Al estar el
carbono de la materia orgénica particulada compuesto en gran medida por restos
vegetales (Christensen, 1992; Magid; Kjeergaard, 2001), variaciones en el flujo de
carbono que ingresa al suelo afectarian directamente su tamafio (Christensen, 2000).
La salida de carbono de la fraccion particulada es determinada por la tasa de
degradacion microbiana de la misma (Six et al., 2001), que implica pérdidas de
carbono por respiracion (i.e. la conversion de material vegetal a CO,) y por el pasaje
hacia fracciones més humificadas y recalcitrantes por sintesis microbiana y bioquimica
de los compuestos mas dificiles de degradar, asi como inmovilizacién en la biomasa
microbiana (Ganjegunte et al., 2005). El presente trabajo no evalué ninguno de estos
procesos, y por ende no cuenta con datos que permitan cuantificar su importancia
relativa en las variaciones observadas. Por esto, la presente seccion simplemente

resume posibles mecanismos y brevemente conjetura sobre su probable relevancia.
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Menores entradas de carbono a la fraccion particulada pueden deberse a uno o
varios de los siguientes factores: menor productividad anual, menor senescencia (i.e.
mayor consumo animal), menor excreta animal por unidad consumida (i.e. mayor
digestibilidad del forraje). Ademés, de ser valido que las partes subterraneas
representan en los pastizales la principal entrada de materia organica al suelo (con
respecto a Organos aéreos, Rice et al.,, 1998), disminuciones en la particibn de
carbono hacia raices harian, también, caer la entrada de carbono a la fraccion
particulada. Notablemente, ninguna de estas posibilidades es contraria a los efectos
gue el manejo de promocion de especies invernales tendria sobre los flujos de
carbono del pastizal natural. La repetida aplicacion de herbicidas totales y eliminacion
de especies C, reduciria las tasas de crecimiento primavero-estivales (Oyhamburu et
al., 2000). Ademas, el reemplazo de especies perennes por otras de ciclo anual
privilegiaria el crecimiento aéreo a expensas del subterraneo (Kuzyakov; Domanski,
2000).

Las promociones tienen mejor calidad forrajera y reciben mas alta carga animal
que los pastizales naturales durante otofio, invierno y principios de primavera
(Fernandez Grecco, comunicacién personal). Los incrementos en la presion de
pastoreo y en la digestibilidad del material vegetal también contribuirian a reducir la
entrada de carbono al suelo, ya que llevarian a aumentos en la proporcion del
crecimiento que es consumido, y por ende una menor produccién de material muerto
aéreo (Lemaire; Agnusdei, 2000) y a disminuciones en la cantidad del material
excretado por unidad consumida (Dubeux et al., 2007). Es probable que también
induzcan una reduccién en el tamafio de los restos que ingresan al suelo como heces
ya que en el rumen especies C3 y C4 se degradan de forma diferente (Wilson et al.,
1989), y asi favorezcan un mayor pasaje de particulas a la fraccion MOAM. En este
sentido Ganjegunte et al. (2005) reportaron una mayor degradacion de lignina y
formacion de productos microbianos al incrementarse la presion de pastoreo, efecto
gue adjudicaron a la desintegracion parcial de material vegetal por los animales y
deposicion de heces, mas susceptible a descomponerse.

Todos estos efectos se harfan mas marcados en latitudes menores, donde la
ventaja productiva de las especies Cz; esta acotada por una estacion con bajas
temperaturas mas corta (Sage et al., 1999), y la presion de pastoreo y la calidad del
forraje invernal son muy bajas en el pastizal natural (Deregibus, 1988) y por ende el
cambio con la promocién mas marcado. En realidad, los cambios en la cantidad de

carbono en las distintas fracciones de la materia organica parecen diferir entre
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regiones. En la regién bonaerense, la disminucion del contenido de carbono en las
fracciones particuladas fue totalmente compensado por un aumento simultaneo en la
fraccidén asociada a minerales, lo que habria implicado una estabilizacion del carbono.
Por el contrario, en la region litoral la disminucion del contenido de carbono en la
fraccion particulada no fue compensada por un aumento en el carbono asociado a
minerales, y el carbono total tendié a disminuir. Las causas de este comportamiento
diferencial podrian estar relacionadas con la mayor tasa de cambio de carbono de las
fracciones particuladas y asociada a minerales observada en la region litoral (Figura
7), debido a al efecto favorable de la mayor precipitacion y temperatura (Cuadro 1)

sobre la actividad microbiana (Jarvis et al., 1996).

6.3 Aumentos en la proporcién de especies C; estan asociados a aumentos en
®N, y posiblemente a incrementos en la proporcién de nitrégeno
volatilizado

Aumentos en la proporcion de especies Cs, a pesar de que implicaron
disminucion del nitrégeno potencialmente mineralizable en las promociones, coincidio
con aumentos en 3N en la fraccion particulada. Una de las fuentes mas claras de
enriquecimiento de N en pastizales pastoreados es la volatilizacion de amoniaco
desde los parches de orina (Frank; Evans, 1997). Por esto, el generalizado aumento
en 5"°N observado en lotes manejados con promocion de especies invernales sugiere
que el cambio hacia vegetacion C; habria aumentado las pérdidas de nitrégeno por
volatilizacion.

Los aumentos en &5'°N observados podrian ser consecuencia de la mayor
calidad del tejido de la vegetacibn en los manejos de promocién de especies
invernales respecto al pastizal control, y de la mayor presion de pastoreo que se
realiza sobre ese recurso forrajero durante el invierno. Por un lado, el aumento en la
presion de pastoreo implica que una proporcion mayor del nitrégeno es ciclado a
través del animal en desmedro de la senescencia. Por otro lado, aumentos en el
contenido de nitrégeno y en la digestibilidad del forraje incrementan la proporcion de
nitrégeno que se excreta por orina, debido a que la cantidad de nitrdgeno en heces se
mantiene constante (Mathews et al.,, 1996). De esta manera, ambos factores
contribuirian a elevar la probabilidad de pérdidas de nitrégeno.

A pesar del indicio de incrementos en la proporcién de nitrégeno volatilizado que
proporciona el aumento de 5N, es necesario ser cauteloso en no extrapolar esta

inferencia a todo el perfil del suelo. La cantidad total de nitrégeno no varié o inclusive
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tendié a aumentar en el estrato analizado de 0-5 cm, sugiriendo que, o bien otras
rutas de pérdida de nitrégeno disminuyeron en importancia (e.g. lavado de nitrato), o
bien las pérdidas fueron compensadas por removilizacion de nitrégeno desde estratos
més profundos y/o a partir de la retencion del nitrégeno agregado en las promociones
fertilizadas.

Otro factor que podria haber contribuido a aumentar el 3°N en las promociones
es una cesacion de la fijacién bioldégica que realiza la poblacibn de Rhizobium
asociada a leguminosas, a partir del nitrégeno del aire. Este proceso disminuye el
5N, ya que incorpora nitrégeno con un 8N de cero al suelo (Hogberg, 1997). De
esta manera, la eliminacién de leguminosas por accién de herbicidas usados en las
promociones podria ser el causante del mayor 3°N observado. Sin embargo, por un
lado, la presencia de leguminosas no parece cambiar de manera importante con el
tratamiento de promocion: promociones de mas 8 afios en la regidn Bonaerense
mostraron una disminucién promedio menor al 30% en el numero de leguminosas
presentes (Fernandez et al., 2007), en otros casos no se registraron modificaciones
significativas (Berthold, 2005; Moltoni, 2006). Por otro lado, en uno de los sitios
analizados en el que la promocién consistié en la implantacion de leguminosas (sitio
3), se observé un aumento en 5"°N similar al registrado en promociones con raigrés
no fertilizadas con nitrégeno. Asi, es improbable que este mecanismo explique el

enriquecimiento en 5'°N observado.
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7. CONCLUSIONES

- Aumentos en la proporcion de especies C3 en pastizales mixtos C3;-C,4 se asociaron
con disminuciones en la relacion C/N de las fracciones mas jovenes de la materia
orgénica del suelo, pero contrario a lo esperado, no se asoci6 con una mayor
cantidad de nitrégeno potencialmente mineralizable, sino que este se mantuvo igual

o disminuyé

La magnitud de esta disminucion en la relacion C/N de la materia organica no
aumentd al agregar nitrégeno, para los niveles de fertilizante utilizado (menores a
45 kg N ha™ afio™)

El nitrégeno potencialmente mineralizable estuvo mas asociado con cambios en la

cantidad de carbono en las fracciones mas jovenes de la materia organica del suelo

gue con la relacién C/N de ese material

El aumento en la proporcién de especies Cs, a pesar de que implicé la disminucion
del nitrégeno potencialmente mineralizable, coincidié con aumentos en 3°N en las
fracciones mas jovenes de la materia organica del suelo, indicando cambios en

ciclado de nitrégeno

Las respuestas observadas a cambios en vegetacion C3/C, mostraron las mismas
tendencias generales en pastizales de la regidon bonaerense, con clima templado y
vegetacion dominada por especies Cs, y en pastizales del Litoral, con condiciones
mas subtropicales y vegetacion con mayor proporcion de especies C4

- En los cambios observados (en relacion C/N de la materia organica, nitrogeno

potencialmente mineralizable y '°N) influiria, no sélo a la mayor calidad intrinseca

del tejido verde que producen las especies Cs, sino también la proporcion de uso y

procesamiento de ese tejido por el animal en pastoreo, en relacion al que se

incorpora directamente por senescencia

Por ultimo, para progresar en el entendimiento de las respuestas a cambios en
la proporcion C3/C, de estos pastizales, se postula que seria necesario un estudio que
permita diferenciar el efecto de la cantidad de biomasa aportada del efecto de la
relacion C/N de dicha biomasa sobre el ciclado de nitr6geno y la dinamica de la
materia organica que se incorpora en las distintas fracciones. En este sentido, seria
también interesante complementar estos resultados con una mejor aproximacion a los
procesos comprendidos en la mineralizacion, y analizar el grado de descomposicion

de la materia orgénica en fracciones jovenes y viejas.
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