Consumo de Carbono, Productividad Microbiana y Actividad Biolégica en Suelos
Suplementados con Glucosa: Efecto de la Cantidad de Sustrato Incorporada,
Tipo de Suelo, Temperatura y Humedad'

ABSTRACTS

Different soils were altered with glucose to study the ef-
fects of the addition of assimilable carbon on soil biological
aetivity and biomass. The rate of carbon utitization increased
with the quantity of substrate added and when solubie
glucose was exhausted, about 45% of the incorporated car-
bon still remained in the soil. The growth yield varied from
44 to 14% and carbon consumption for maintenance rose
from 1.5 to 17 mg Cg~*' C-biomassh~' as ghicose concen-
tration increased. Formed biomass died with time:apparently
the remaining carbon was utilized. This process was more
intense where higher doses of glucose were added. Soil
organic matter, temperature and water content affected sub-
strate metabolism during the initial days of incubation but
their effects disappeared atter four months.

INFRODUCCION

a utilizacidn microbiana de sustratos carbona-
dos en el suelo estd alectada poy ju cantidad de
carbono disponible para los microorganismos
Asi, la eliciencia aparenie de conversion de sustrato
en biomasa disminuye en suelos suplemeniados con
giucosa al aumentar la cantidad incerporada (17): se
ha observado una menor residualidad de grandes apor-
tes de la misma, respecto g pequeios agregados, fuego
de varios meses de incubacion {1) También, las pro-
piedades del suelo influyen sobre ella. La fertilidad ni-
trogenada tiene un efecto de sceleracion subre la velo-
cidad de utilizacion del carbono asimilable (5}, en
tanto que ias pasticulas finas ejercen una accidn pro-
teciora sobre este elemente, disminuyendo su ritmo
de consumeo {18, 21}

Como taciores de control de la sctividad biologica,
la temperatura y la humedsd juegan un papel impor-
tante en la regulacion del consumo del material ener-

1 Recibido para publicacién el 15 de diciembre 1988,
Apradecemos al Dr Noe Alishuler de la Comisién Nacio-
nal de Energia Atdmica por la donacidn de fa glucosa mar-
cada utilizada.
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COMPENDIOQ

Para determinar el efecto del agregado de carbono ficil-
mente asimilable sobre la microflora edafica, se suplementa-
ron varios suelos con glucosa y se siguid la netividad biologica
y Iz biomass microbiana durante cuatro meses. El ritmo de
consurmo aumentd con la cantidad de sustrato incorporada,
quedando en el suelo como remanente, al agotarse Ia glucosa
soluble, aproximadamentie un 45% del carbono agregado. El
rendimiento  en biomasy microbiuny decrecio del 44 al
149 al subir la dosis de glucosa, ¢l requerimiento de mante-
nimiento paso de 1.5 a 17 mg Cg~*' C-biomasa.h~'. Con el
transcurso de los meses se produjo I muerte gradual de 1a
biomasa formada y consumo del carbone remanente, siendo
este proceso mids intenso donde se agregd mis materit ener-
gético. El nivel de materin orginica del suelo, In temperatura
y la bumedad inflayeron sobre el praceso de utiizacion del
carbong durante los primeros dias de incubacién pero, a los
ctatro meses, desaparecieron sus efectos,

gético {9, 14, 20), existiendo un nivel optimo para
cadu una, en el cual el sustrato se utiliza mds rapida-
mente, dependiendo de la interaccion entre ambas va-
riables (4)

El objeto de este trabajo es determinar cdmo in-
ffuye la cantidad de glucosu que se agrega al suelo so-
bre el ritmo de consumo, el rendimiento del desarro-
ilo y el mantenimiento celular de la flora micrebiana
y qué efecto tienen algunas propiedades edsficas, 1
tempeiaturg ¥ fa humedad sobre [a actividad biolégica
de los suelos suplementados y sobie 1z residualidad
del aporte carbonado

MATERIALES ¥ METODOS

Los suelos utilizados, cuyo origen v principales
propiedades se indican en el Cuadro 1, fueron tomua-
dos del horizonte superficial, secados al aire, molidos
y tamizados por malla de 2 mm Diez dias antes de
comenzar las incubaciones se les humedecio a capaci-
dad de campo y se fes mantuvo a temperatura am-
biente hasta ei inicio de las experiencias. Porciones
equivalentes a 50 g de suelo seco se pesaron en frascos
de vidrio de 250 ml de capacidad y se les agregé glu-
cosg en solucion en dosis de 0 a 4000 ug Cg™ sue-
lo En algunos casos, las soluciones de glucosa se mar-
caron con D41 "% C)glucosa de una actividad especi-
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fica de 6.66 GBq.mMol™ para lograr una actividad
final de 1.33 MBq.g™ suelo. La humedad de los sue-
los se llevod al 50% de la CRH vy la temperatura de in-
cubacién fue de 30°C a menos que se indique otra
cosa.

La presencia de glucosa libre en la solucién del sue-
lo se determind por el método del fenol (7) sobre ex-
tractos obtenidos por agitacién de 3 g de suelo hiime-
do con (OH),Ca al 0.2% en relacion 1:5, agitados du-
rante 10 minutos y clarificados por centrifugacion.
Esta técnica permitié obtener una recuperacién cuan-
titativa en ensayos previos de adicién de glucosa al
suelo. La respiracion microbiana se midié por el mé-
todo de absorcién en dlcali empleando OHK vy titu-
lando el exceso del hidroxido con HCI, usando fenof-
talefna como indicador. Para determinar la cantidad
de carbono generado a partir del sustrato marcado, se
realizé la absorcién del '*C-CO, en OHK 1 N. En el
momento de la medicion se diluyé el dlcali en una re-
lacién 1:4 y se contd 0.5 ml de esta solucidén en cazo-
letas metdlicas con un tubo Geiger-Miiller de ventana
de 2-3 mg.cm™ con una eficiencia de conteo del
4%. Con este sistema se produjo una pérdida de acti-
vidad por autoabsorcién del 7% por lo que las medi-
ciones se corrigieron por este factor. El contenido de
carbono en la biomasa microbiana se analiz6 por la
técnica de la fumigacion con cloroformo (9). En algu-
nos casos, este método no pudo ser aplicado sobre
muestras recientemente suplementadas con glucosa
por razones que se indican mds adelante, debido a lo
cual el carbono microbiano se estimé con base en la
produccion de C-CO; del suelo fumigado sobre un
factor de mineralizacion de 0.7 (2).

Se establecieron cinco repeticiones para cada trata-
miento y el andlisis de los datos se efectué por ANVA
y el test de Duncan. La comparacién de las pendien-
tes de los modelos de regresion se hizo mediante la
prueba de t.

RESULTADOS Y DISCUSION
Utilizacion del sustrato y desarrollo celular

El ritmo de consumo de glucosa, en el suelo 4 de
textura franco-limosa, vari6 de 100 a 500 ug C.g™*
suelo.d™ al incrementarse la cantidad suplementada
de 200 a 4 000 ug C-glucosa.g™ suelo, lo que deter-
mind que el tiempo necesario para que desapareciera
la misma de la solucidén eddfica, aumentarse a tasa de-
creciente (Fig. 1a). También se ha observado mayores
velocidades de utilizacién en suelos arenosos (6), al
incrementarse la dosis aplicada de glucosa. Este fené-
meno podria ser el resultado de dos procesos distin-
tos; por un lado, la mayor concentracion del sustrato
generada con mayores aportes, favoreceria una mds
rdpida difusién y absorcién de las moléculas de gluco-
sa por las células microbianas y por el otro, la mayor

cantidad de biomasa formada consumiria el carbono
remanente mds rdpido.

La utilizacién de la técnica de Jenkinson y Powlson
(9) para determinar la biomasa microbiana en los sue-
los suplementados dio valores andémalos e inclusive
negativos, pocos dias luego del agregado de la glucosa,
donde se incorpord grandes cantidades de sustrato
(Cuadro 2). Esto se debe a que el método ha sido
ideado para aplicarse en suelos que no han recibido
recientemente aportes energéticos y donde, en conse-
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Fig. 1. Relacién entre (a dosis de glucosa incorporada
al suelo y el consumo de carbono (a), el rendi-
miento del desarrollo (b) y el mantenimiento celular
(¢). Las lineas de puntos corresponden al eje izquier-
do.

y = Rendimiento aparente del desarrollo, C-Glucosa
= carbono incorporado dc-Biomasa = Aumento del
C-Biomasa del tratamiento suplementado respecto al
testigo.

C-Remanente = Cantidad del carbono agregado re-
manente calculada asumiendo que la diferencia entre
el C-CO, producido por el suelo suplementado y el
testigo proviene del sustrato.
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Cuadro 1. Principales propiedades de los suelos.

Suelo Origen Clasificacién Textura % arc. % limo % are. % Corg. pH
1 La Carlota (Cérdoba Hapludol entico Franco-arenosa 5.2 38.7 56.1 1.25 6.3
2 Los Toldos (Buenos Aires) Hapludol tipico Franco-limoso 10.2 50.9 38.9 2.69 6.0
3 Rojas (Buenos Aires) Argiudol tipico Franco-limosa 15.9 69.0 15.1 3.04 6.3
4  Fac. Agron. (Buenos Aires)  Argiudol tipico Franco-limosa 15.2 75.0 9.8 1.56 5.8

cuencia, la respiracién del suelo testigo es baja. Aqui,
durante los primeros dias de incubacion, la actividad
bioldgica del suelo no fumigado, (atn luego del con-
sumo total de la glucosa) llegd a ser 11 veces superior
a la de las muestras que no fueron suplementadas. Por
ello, el carbono microbiano se estimé en forma
aproximada utilizando solamente la produccion de
C-CO, del suelo fumigado.

Luego de que la glucosa soluble desaparecié del
suelo, la cantidad de carbono agregado remanente, de-
terminada por el método diferencial, oscilé entre el
40 y el 49%, manteniéndose independiente del volu-
men de sustrato agregado; sin embargo, el rendimien-
to en biomasa decrecié al aumentar la dosis de gluco-
sa (Fig. 1b). Debido a ello, con el suplemento de
200 ug C-glucosa.g™! suelo, casi todo el carbono no
respirado formaba parte de cuerpos microbianos vi-
vos, en tanto que, al aumentar la cantidad de sustrato,
menor era la fraccién que constituia a éstos y mds
carbono se encontraba como productos del metabo-
lismo. El agotamiento de algin elemento esencial para
el crecimiento de la flora parecerfa ser la causa de
este fendmeno, determinando que los microorganis-
mos que no estaban limitados en carbono, pero si en
otro factor de desarrollo, derivasen el exceso de sus-
trato asimilable hacia la sintesis de polisacdridos (2).

Para estimar el requerimiento energético de man-
tenimiento de la biomasa microbiana se midio la pro-
duccién de C-CO, de los suelos suplementados duran-
te las 24 horas siguientes al momento en que se con-
sumid totalmente la glucosa;en base a la masa celular
presente en ese momento se calculd el coeficiente de
mantenimiento. Este procedimiento se sustenta en el
supuesto de que, cuando el sustrato asimilable se ter-
mina, la biomasa deja de crecer y todo el carbono que
utiliza lo deriva para cumplir las funciones de sostén
del metabolismo, no incorporando por lo tanto al ele-
mento y liberdndolo como C-CO,. Este supuesto,
aparentemente, se cumplié a los fines del cdlculo ya
que la biomasa disminuyd durante el perfodo consi-
derado entre el 1 y el 3% segun el tratamiento. En el
caso del suelo testigo, donde la misma no vari6 en la
primera semana de incubacidn, se determind el man-

tenimiento como la produccién diaria media de
C-CO, sobre la biomasa presente. E] consumo de car-
bono por unidad de carbono asi calculado, aumenté
con la dosis de glucosa aplicada, llegando a ser hasta
11 veces mayor al del testigo (Fig. 1¢). Dicho consu-
mo siguio la misma tendencia cuando se calculd com-
putando el carbono en la biomasa mds el carbono
agregado remanente. La multiplicacién de organismos
adaptados a crecer en medios con alta concentracién
de carbono disponible y con un intenso metabolismo
celular podria explicar este hecho. En el suelo, el sus-
trato energético suele ser un factor limitante para el
desarrollo por lo que es de esperar que su flora origi-
nal esté compuesta por formas de bajo requerimiento
carbonado. De esta manera, cuanto mds glucosa se
agrega se produce mds nueva biomasa, disminuyendo
la proporcion de la poblacién microbiana representa-
da por los organismos presentes al inicio de la incuba-
cién y aumentando en consecuencia el mantenimien-
to celular.

Con el transcurso del tiempo disminuyé la biomasa
microbiana en todos los tratamientos y especialmente
en el caso de los suelos suplementados, tendiendo a
igualarse al testigo. Este proceso de muerte de la bio-
masa formada tras el agregado de materiales energéti-
cos, cuando éstos se agotan, es normal en el suelo (3,
11, 13,15, 19). El carbono remanente también dismi-

f1xa

Fig. 2. Variacién del Carbono Remanente y de la biomasa
microbiana en funcién de la dosis de glucosa y del
tiempo de incubacidn.
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nuy6 con el tiempo y se redujo proporcionalmente
mds con las mayores dosis de glucosa (Fig. 2). Si bien
el método diferencial no permite identificar el origen
del carbono respirado, el balance que se realiza me-
diante su aplicacién indica que las muestras que reci-
bieron mds glucosa respiraron una cantidad de carbo-
no equivalente a una mayor fraccion de ella.

Efecto de factores ambientales

El ritmo inicial de produccién de C-CO, estuvo
marcadamente influenciado por el tipo de suelo, la
temperatura y la humedad (Fig. 3). De los factores
edéficos, el contenido de materia orgdnica pareceria
ser la propiedad mds importante en determinar la ve-
locidad de utilizacién del sustrato ya que en el suelo
3, con alto tenor de este elemento, la actividad biol6-
gica fue significativamente mayor durante los dos pri-
meros dias de incubacién (P = 0.05) y la glucosa se
consumié mds rdpido. La mayor temperatura también
produjo una respiracién mds intensa durante el primer
dia (sig. P = 0.01) y un mds alto ritmo de utilizacién
del carbono agregado. Niveles crecientes de humedad
determinaron que se redujera el periodo de retraso
previo a la aparicién de un pico de generacion de
C-CO, y que este fuera mds importante, desaparecien-
do la glucosa de la solucién del suelo antes con ma-
yores tenores hidricos.

La produccién acumulada de C-CO, de los suelos
no suplementados se ajustd al modelo lineal (Fig. 4)

Cuadro 2. Determinacion del carbono en la biomasa micro-
biana usando como control la produccion de
C-CO, del suelo no fumigado y sin usar control.

Tratamiento

ug C-glucosa.g™''s- pg C-biomasa.g~! suelo

Fo_107NF10-20 Fo_10

0.45 6.7

CG 20d 118d CG 20d 118d

0 209 161 109 186 157 110
200 309 208 122 274 191 127
400 347 263 198 311 243 179

2000 720 432 157 683 384 157
4 000 220 -176 224 751 463 387

CG representa el dia en que desapareci6 la glucosa de la
solucion del suelo en cada tratamiento.

F = produccion de C-CO, del suelo fumigado con
cloroformo en el periodo 0—10 dias de incuba-
cion.

NF10 0= produccidén de C-CO, del suelo no fumigado en
- el periodo 1020 dias de incubacidn.

Hride CHH

wr L

DIAS DE INCUBACION.

Fig. 3. Ritmo respiratorio de suelos suplementados con

2000 pg C-glucosa * g~ gyelo. Las flechas indican el
dia en que ya no se detectd glucosa soluble. a. Los
nameros indican el suelo utilizado, b. Se usé el suelo
2, ¢. Se usd el suelo y

siendo en todos los casos el coeficiente de correlacién
> 0.99 (sig. P = 0.001). La pendiente de la recta de
regresion del suelo 3 fue significativamente mayor
(P = 0.001) que las de los suelos 1 y 4. El aumento
de la temperatura de 23°C a 35°C produjo un incre-
mento del 200% en la tasa de mineralizacién de la
materia orgdnica del suelo (sig. P = 0.001) y al subir
el tenor de agua también aumentan significativamente
las pendientes de las regresiones (P = 0.001).

La materia orgdnica regula en gran medida la acti-
vidad bioldgica al actuar como fuente de energia y
nutrimentos para los microorganismos (16). Esto ex-
plica la mayor respiracién producida en el suelo mds
rico en carbono. Con respecto a la temperatura, se
cumplio la regla de van t’Hoff, segiin la cual la veloci-
dad de un proceso biolégico a (t + 10°C) es 2-3 veces
mayor que a t. La actividad microbiana en relacion al
contenido de humedad del suelo suele ser maxima en-
tre el 40 y 100% de la CRH siguiendo en general una

MESES DE INCURACION

Fig. 4. Produccién acumulada de C-CO, de suelos suple-
mentados con 2000 ug C-glucosa - g~ suelo a)
comparacion de suelos 1, 2 y 3, b) efecto de la tem-
peratura y c) efecto del nivel de humedad (% CRH).
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tendencia parabdlica (8). Aqui. Ia respivacion aumen-
t4 de manera casi lineal entye el 40 v 80% de la CRH
no llegando a observarse disminucion de la produc-
¢ion de C-CO, por exceso de humedad.

Luego de las primeras semanas de muy intensa ac-
tividad bioldgica, en los suelos suplementzdos el rit-
mo de produccion de -CO, tendid lentamente 4
igualarse al de Jos testigos. La vantidad de} carbono
agregado, remanente, determinads por el método dij-
ferencial, oscild entre el 39 y el 56% en el momento
de consumo total de ia giucoss A los siete dias de in-
cubacion, la diferencia entre la cantidad de CCO,
respirada por las muestras a las que se agrego carbono
y los testigos {fue significativamente muayor parz los
suelos 3 y 4 respecto al I (P = 001}, para 35°C res-
pecto a 23°C (P = 001} y para 80% de la CRH res-
pecto a 60% y de este vespecto a 40% (P = 0 05)
Estas diferencias desaparecieron ¢ los cuatro meses de
incubacion Por otro lado, ¢l contenide de carbono
microbianc disminuyo en todos los cusos, al {in de
las experiencias, en relacidn al tenor inicial (sig
P = 0.01}, no hahiendo, excepto en algunocs casos, di-
ferencias significativas entre la biomasa de las mues-
tras suplemeniadas y los testigos (ig. 5). kstos resul-
tados sugieren que las propiedades eddlicas y condi-
ciones de incubacién afectan fundamentalmente la
velocidad de utilizacion de la giucoss soluble y de Jos
materiales celulares recientemente formados, tendien-
do a estabilizarse la actividad biologica y la biomasa
microbizna en niveles semejantes para los distintos
tratamientos, luego de varios meses. Similares con-

clusiones se desprenden de los datos de Chahal ¥
Wagner (5) sobre el electo de a fertilidad y de Zuni-
no ¢t al (21} sobre la influencia de malerizles aléfa-
nos en lo referente a residualidad de los aportes de
plucosa al suelo

Dindmica del primer carbono

La dinamica del primer carbono siguié en general
unit tendencia semejante a lu del carbono total Luego
de una ripida caida inicial de la cantidad remanente,
la velovidad de disminucién de éste fue decreciendo
de manera gradual {(Fig 6) El proceso se ajusio a un
modeio potencial negativo (r 2 099; sig. P = 0 05},
no hisbiendo diferencias entre las pendientes de las
curvas coriespondientes a distintos tipos de suelos y
contenidos de humedad En el caso de la temperaturs,
a 23°C quedaba en el suelo, al consumirse totalmente
la glucosa, 55% del **C, incorporado y a 35°C
64% (Dif Sig P = 001} A partir de ese momento,
la tasa de pérdida de carbono fue semejante en ambos
tralamientos Esta diferencia, opuesta a lz observada
sobre el carbono total en base al método diferencial,
pareceria deberse a que el primer carbono siguid rutas
metabolicas, distintas segun la temperatura.

En resumen, el sgregado de carbono {dcilmente asi-
milable al suelo determina la protiferacion de mi-
croorganismoes con un alte ritmo de consumo energé-
tico, que, luego de utilizar el sustrato carbonado apro-
vechan el propio material cetular. Crecientes aportes
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Fig 6  Variacién del ' *¢C | -Glucosa Remanente.

de glucosa generan mayor produccion de esta bio-
masa metabdlicamente mds activa que la original del
suelo y en consecuencia, una cuntidad de carbono
equivalente a una mayor fraccién de la misma se des-
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