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Resumen

El uso creciente de la siembra directa (SD), adoptado en muchas partes del
mundo como una alternativa a la labranza convencional, puede contribuir a mejorar la
eficiencia del uso del agua y la fertilidad del suelo, reduciendo la erosion de los mismos,
estando Argentina ubicada entre los primeros paises del mundo en utilizar este sistema
agricola. Los hongos micorricico arbusculares (HMA) representan un grupo funcional
clave de la comunidad microbiana del suelo, siendo de particular importancia para las
plantas en la absorcidn de nutrientes, en especial el fésforo (P). Sin embargo, estudios

del efecto de la SD sobre los HMA son escasos.

Se definieron tres situaciones de usos de suelo (tratamientos): 1) ambiente
natural (AN), 2) buenas préacticas agricolas (BPA) y 3) précticas agricolas no
sustentables (PANS) ambas bajo SD. Estas situaciones se replicaron en 4 sitios en una
transecta regional del centro-este de nuestro pais: Bengolea y Monte Buey (Cordoba),

Pergamino (Buenos Aires) y Viale (Entre Rios).

En este trabajo se evaluo la variacion estacional de la densidad de esporas, la
riqueza de morfoespecies, la diversidad y la equitatividad de las comunidades nativas de
HMA en los diferentes usos de suelo. Asimismo, se evalto la infectividad micorricica
de los diferentes suelos, empleando diferentes diluciones de los mismos y utilizando
como planta trampa a vicia (Vicia villosa Roth), una especie utilizada como cultivo de
cobertura en los campos bajo estudio. Por ultimo, se evalu6 el efecto de las
comunidades nativas de HMA provenientes de los diferentes usos de suelo sobre el
crecimiento de plantas de soja [Glycine max (L.) Merril] y se cuantificé el porcentaje de
colonizacion micorricico arbuscular, identificando las diferentes estructuras que forman
estos hongos (hifas, arbasculos, vesiculas, circunvoluciones y puntos de entrada), en las

raices de éstas plantas.

Se identificaron 46 morfoespecies de HMA, lo que representa un numero
elevado comparado con otros estudios en agroecosistemas en el pais y en otras partes
del mundo. La densidad de esporas y la riqueza de morfoespecies de HMA fueron
afectadas negativamente por los usos de suelo manejados con fines agricolas (BPA y
PANS) comparadas con los del AN. EI nimero de esporas y la riqueza de especies de
HMA podrian ser utilizados como indicadores de los diferentes usos del suelo, ya que la
tendencia mostré que estas variables decrecen siguiendo el patrén AN>BPA>PANS.



En cuanto a la infectividad de los diferentes suelos, los HMA de PANS
mostraron la capacidad de colonizar las plantas utilizadas como prueba en este estudio
mas rapidamente que los suelos de AN y BPA. Los suelos de BPA mostraron la misma
tendencia que el AN, por lo que podriamos concluir que el manejo que reciben estos
suelos se asemejan mas a un AN que a las PANS, en términos de la infectividad de las
comunidades de HMA.

Las plantas de soja crecidas en suelos provenientes del AN mostraron los
mayores porcentajes de colonizacion total y por arbdsculos, las crecidas en suelos
provenientes de PANS valores intermedios y los valores mas bajos para esas dos
variables fangicas se observaron en BPA. Las comunidades de HMA provenientes del
AN y de BPA causaron un efecto positivo sobre el crecimiento (mayor peso seco total)
de las plantas comparados con sus respectivos controles (SM). En tanto que las
provenientes de PANS no mostraron diferencias para esa variable entre las plantas
crecidas CM y SM.

De acuerdo a nuestra hipotesis general de trabajo, las practicas agricolas en
siembra directa en este estudio promovieron cambios en la comunidad de HMA (en la
composicion de la comunidad y en la infectividad de los diferentes suelos), y esos

cambios influyeron de manera diferente en el crecimiento de las plantas de soja



Abstract

The increasing use of no-tillage agriculture (NT), adopted in many areas of the world
as an alternative management to conventional tillage, may contribute to fertility and
water conservation and the reduction of soil erosion. Argentina is located among the
first countries in the world to use this agricultural system. Arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) represent a functionally important component of soil microbial communities,
being of particular significance for plant mineral nutrition, specially for phosphorous
(P). However, studies on the effect of NT systems on AMF are scarce.

Three treatments were defined according to land use: 1) natural environment (NE), 2)
good agricultural practices (GAP) and 3) poor agricultural practices (PAP) non-
sustainable, both under no-tillage management. These treatments were replied at four
sites across a west-east transect of our country: Bengolea and Monte Buey (Cérdoba),

Pergamino (Buenos Aires) and Viale (Entre Rios).

In this study, we evaluated seasonal variation of spore density, morphospecies
richness, diversity and evenness of the native AMF community under different land
uses. Also mycorrhizal infectivity of the different soils was evaluated with different
dilutions using “vicia” (Vicia villosa Roth) as trap plant, a species used as a cover crop
in the fields under study. Finally, the effect of native AMF community on soybean plant
growth [Glycine max (L.) Merril] was evaluated under different land uses. Percentage of
AMF colonization was quantified, considering the different structures formed by these

fungi (hypha, arbuscules, vesicles, coils and entry points) in the roots of these plants.

Forty six morphospecies of AMF were identified, being a high number as compared
with other agroecosystems in our country and in other places of the world. Spore
density and morphospecies richness were negatively affected by agricultural land use
(GAP and PAP) compared with the NE. Spore number and evenness of AMF species
could be used as indicators of land use due to the tendency observed considering that

both variables decreased following the pattern NE>GAP>PAP.

Regarding different infectivity of soils, trap plants used in this study were primarily
colonized by AMF present in PAP followed by NE and GAP. Soils from GAP showed
the same tendency as NE. Thus, regarding AMF community infectivity we can conclude

that GAP managed soils are more similar to NE than to PAP.



Soy plants grown with AMF (WF) had more biomass (dry weight) than those grown
without AMF (NF) in NE and GAP. Mean values of total mycorhizal colonization by
vesicles, arbuscules and entry points showed the same pattern of variation, following the
sequence NE>PAP>GAP.

Good agricultural practices promote AMF communities, denser and richer in
morphospecies, while infectivity patterns show a similar response to the natural

environment and soy plants growth is promoted with respect to PAP.
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I.1. El suelo y las précticas agricolas

El suelo es uno de los principales reservorios de biodiversidad de la Tierra, y en
particular el de las comunidades microbianas (Jansa et al., 2003) debido a la gran
heterogeneidad fisica, quimica y microcliméatica que implica la existencia de un gran
namero de nichos (Ettema y Wardle, 2002; Tiedje et al., 2001). A su vez, posibilita el
cumplimiento de diversas funciones ecologicas cruciales, forma parte del ciclo
hidrolégico e interviene en la regulacién de las caracteristicas de la atmoésfera. Las
plantas dependen del suelo para obtener el agua y los nutrientes que necesitan para
vivir. Por lo que los animales también dependen directa e indirectamente del suelo. Su
delgado manto poroso actia como reservorio de agua y de carbono; filtra y regula los
flujos de numerosas sustancias; constituye el habitat de una vasta diversidad de
organismos Yy, por ello, un reservorio de genes en su mayor parte desconocidos. Dada su
funcién ambiental, como base de la sostenibilidad de los ecosistemas, los suelos
constituyen también un componente fundamental de la actividad econdmica
posibilitando la produccién de alimentos. Ademas constituye un componente central del
paisaje y del patrimonio de las sociedades.

Las actividades humanas ponen en riesgo a este recurso dificilmente renovable, ya
que promueven procesos de degradacion o erosion que implican una disminucion de la
calidad de los suelos, e incluso su pérdida completa. Las practicas agricolas (tipo de
labranza, rotacion de cultivos, control de malezas y enfermedades) y el manejo de
nutrientes provocan la degradacion de los suelos (Acevedo y Martinez, 2003; Ellies,
2000) causando enormes perdidas de carbono organico del suelo hacia la atmosfera
(Blanco-Canqui y Lal, 2008; Brito-Vega et al., 2009). Una aplicacién excesiva de
fertilizantes quimicos contamina los cuerpos de agua causando eutrofizacion de los
mismos; ademas produce un desbalance ionico en el suelo ocasionando problemas para
las plantas y los microorganismos asociados (Herrera-Peraza et al., 1984). Por lo tanto,
la incorporacion de técnicas de manejo de suelo y de cultivos que permitan una

agricultura sustentable se considera de suma importancia (Jeffries y Barea, 2001).

I.1.1. Tipos de labranzas. Rotacion de cultivos

Las labranzas, a largo plazo, degradan el suelo y contaminan el medioambiente.
Existen dos tipos principales de sistemas de labranza: la labranza convencional (LC) y
la de conservacion (que deja al menos el 30 % de los rastrojos en el suelo)
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(Conservation Technology Information Center, 1995). La LC, modelo agricola que la
humanidad aplicé desde sus inicios, incluye practicas como arar, rastrear y quemar los
residuos (Pereira, 2002). El uso reiterado de la LC impacta negativamente sobre la
calidad del suelo, llevando a la pérdida de su estructura y su consecuente erosion
(Packer et al., 1992), reduciendo el porcentaje de materia organica y disminuyendo los
microorganismos del suelo (Gupta et al., 1994; Haines y Uren, 1990). La labranza de
conservacion se caracteriza por una reduccion en la intensidad o el nimero de
operaciones de labranza e incluye préacticas especificas tales como la labranza reducida,
la labranza en fajas, la labranza profunda y la siembra directa (SD) o labranza cero
(Kabir, 2005). Desde 1950 se ha incrementado en todo el mundo el interés por adoptar
varias formas de labranza de conservacién, incluyendo la SD. La SD contribuye a la
fertilidad y conservacion del agua. A su vez, permite superar el problema de la erosion y
degradacién de los suelos ya que se basa en la no remocién del mismo, utilizando
equipos especiales de siembra que cortan o desplazan la cobertura de los rastrojos,
quedando retenidos sobre la superficie y limitando el crecimiento de malezas (Kabir,
2005). Esta practica mejora las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo
incluyendo los microrganismos que en el habitan (Alvarez et al., 1998; Aon et al., 2001,
Diosma et al., 2003).

La superficie de tierra sembrada bajo SD se ha incrementado en los Gltimos afios
superando los 70 millones de hectareas en todo el mundo y la mitad corresponde a los
paises de América Latina. En Argentina, se calculan casi 20 millones de hectéreas, un
70% de la superficie cultivada (Asociacion Argentina de PRoductores En Slembra
Directa, AAPRESID).

Uno de los aspectos determinantes del funcionamiento de los agroecosistemas
consiste en las practicas de rotacion (Altieri, 1999), ya que pueden reducir pérdidas por
malezas, plagas y epidemias de enfermedades (Baliddawa, 1985; Finckh y Wolfe,
2006). El aumento de la diversidad de especies de cultivos a través de la rotacion,
genera cambios ecologicamente favorables en el reciclaje de nutrientes, el control y
regulacion del microclima, en los procesos hidroldgicos locales y en la supresion de
organismos indeseables (Altieri, 1999). Por lo tanto, se la considera una préactica de

manejo que contribuye a la sustentabilidad de los sistemas agricolas (Bullock, 1992).
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1.1.2. Caracteristicas de la expansion agropecuaria en Argentina

Sin duda fue el arado quien produjo las alteraciones estructurales y funcionales de
mayor escala en el paisaje de la pradera pampeana (Timm, 2004). El reemplazo de
tierras naturales y ganaderas por tierras agricolas fue el cambio mas notorio que
experimento la agricultura a lo largo del siglo 20 (Timm, 2004). En la primera mitad del
siglo, hubo una coexistencia entre ganaderia y agricultura, bajo condiciones extensivas
0 semi-intensivas, que consolido el clasico y efectivo modelo de rotacion de cultivos
con pasturas y forrajeras anuales. Pero la intensificacion agricola de la pradera
pampeana durante los afios de la década 1990 y comienzos del nuevo siglo, estuvo
acompariada por una notoria intensificacion de los planteos ganaderos. Este nuevo
planteo impuso, en superficies reducidas, una alta densidad de animales sometidos a un
engorde intensivo a corral (feed-lot) con granos y forrajes procesados (heno, silaje, etc.).
La agricultura aporta la mayor parte de los insumos que requiere ese planteo ganadero
intensivo, y ambas actividades (agricultura y ganaderia), que antes se articulaban en
esquemas extensivos de rotacion de cultivos, ahora aparecen desacopladas y
especializadas, inclusive con administraciones independientes.

Este cambio, introdujo una modificacion adicional en la funcionalidad de estos
ecosistemas que, para sostener una mayor productividad, reciben mas insumos y
generan mas residuos y desechos que afectan al ambiente (nutrientes, aguas residuales,
plaguicidas, antibiodticos, etc.). Los patrones de expansion agricola en la region
Pampeana han sido marcadamente asimétricos y heterogéneos. Aunque declinantes, los
cultivos de invierno aun dominan en el sur; en cambio los de verano lo hacen en el norte
de la region. En general ha ocurrido un creciente reemplazo de cultivos de invierno por
cultivos de verano, dominado ampliamente por el cultivo de soja (Carrefio y Viglizzo,
2007).

La asimetria observada en la expansion de los cultivos estd modulada por las
limitaciones biofisicas particulares de cada Zona Agrondomica Homogénea (INTA-
UNDP, 1990), y esta peculiaridad tiende a desmitificar la creencia popular de que la
agricultura se expandid homogéneamente y sin altibajos en todas las direcciones.
Solamente la Pampa Ondulada ha experimentado un aumento persistente del area
cultivada entre fines de la década del 70 y comienzos del siglo 21, seguida en
importancia por la Pampa Austral. En otras regiones esa expansion sufrié avances y

retrocesos visibles debido a la incidencia de limitaciones ambientales como lluvias,
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calidad edéafica, profundidad de suelos, altura de napas freaticas, capacidad de drenaje,

etc.

1.1.3. El avance de la frontera agropecuariay las reservas de nutrientes (C, Ny P)

Es un hecho aceptado globalmente que los nutrientes provistos como fertilizantes
han contribuido decisivamente a incrementar los rendimientos agropecuarios en el siglo
20. Cada afio, grandes productores agropecuarios como China, Estados Unidos y otros
paises aplican millones de toneladas de nutrientes esenciales para sostener la
productividad de sus suelos. Algunos nutrientes son relativamente abundantes en la
naturaleza y no plantean grandes problemas de disponibilidad y uso. Pero otros
nutrientes, como el fésforo (P), si son causa de preocupacion creciente. Sus depdsitos
naturales son finitos y pueden agotarse en el siglo 21. Aungue no hay coincidencia entre
los expertos, muchos argumentan que hay signos de agotamiento de las reservas de P y
esto plantea serios interrogantes acerca del futuro de la agricultura. Predicen asimismo
que su disponibilidad sera en los paises agricolas un activo estratégico y que su precio
inevitablemente subira en los mercados (Gilbert, 2009).

Las reservas de nitrogeno (N) y P disponible en los suelos cultivables de
Argentina muestran un comportamiento dispar. Mientras la reserva de N esta en buena
parte asociada a los niveles de carbono (C), es inmediato que toda pérdida de C en
biomasa y en suelo genera una pérdida proporcional de N. En cambio, la reserva de P
resulta poco afectada por las variaciones de C. Si bien hay una relacion de
proporcionalidad entre C y P en biomasa, esa relacion no se mantiene en el suelo. Aun
cuando la reserva de C organico en suelo se mantenga estable, los niveles de P pueden
variar drasticamente. Esto se aprecia en campos agricolas donde la extracciéon de
nutrientes por parte de los cultivos no es compensada por una incorporacion equivalente
de P mediante fertilizacion (Galantini y Sufier, 2008; Gutiérrez Boem et al., 2008; Sufier
et al., 2005).

Mientras las reservas de C y N pueden considerarse activos renovables a través de
usos de la tierra y tecnologias que permiten su recuperacién, no ocurre lo mismo con el
P. Muchas décadas de expansion agricola en Argentina se han sostenido a través de una
extraccion de la dotacion natural de P de los suelos. Pero es necesario tomar conciencia
gue no es éste un recurso renovable, y que la via casi excluyente de incorporaciéon o

ganancia sigue siendo la de los fertilizantes fosforados. Siendo entonces el P un mineral

11



CAPITULO |

de costosa reposicion a través de los fertilizantes (cuyo valor seguramente aumentara en
funcidn de su escasez), es esperable que los capitales aplicados a importantes proyectos
de siembra (pools y fondos de inversion) tiendan a trasladarse hacia regiones cuyos
suelos presentan todavia una reserva no limitada de este mineral. En la region
pampeana, por su parte, el sostenimiento de altos rendimientos agricolas demandara
cantidades crecientes de fertilizantes que compensen muchas décadas acumuladas de
extraccion. En la medida que declinen en el tiempo las reservas de P disponible en el
suelo, es posible inferir que este mineral se convertird también, en pocos afios, en un

activo de valor estratégico para la agricultura de Argentina.

1.2. El rol de los microorganismos en agroecosistemas

En los Ultimos afios ha crecido el interés por aprovechar los beneficios de los
microorganismos del suelo sobre la produccion de los cultivos, para lograr una
agricultura sustentable, reduciendo insumos costosos y nocivos. El caso mas conocido
en soja es la simbiosis entre las bacterias fijadoras de N del género Bradyrhizobium (el
primer inoculante en base a Bradyrhizobium japonicum data del afio 1905, en EE.UU.)
las cuales contribuyen a la nutricién nitrogenada del cultivo. Recientemente se ha
incorporado otro tipo de bacterias vinculadas a la promocion del crecimiento de la
planta y otros beneficios, por ejemplo, Azospirillum (las primeras investigaciones sobre
Azospirillum brasilense datan del afio 1976 en Brasil). Si bien hoy estos
microorganismos se comercializan masivamente, han sido resultado de una minuciosa
seleccion dentro del gran espectro de organismos que habitan el suelo. Pero su pequefio
tamafo y complicadas metodologias han dificultado su estudio en relacién a la
busqueda de alternativas sustentables de manejo del suelo (Prosser, 2002). Esta
seleccion de organismos, que contribuyen a la produccion agropecuaria, hoy en dia
cobra méas valor debido al creciente interés por el uso racional de recursos no
renovables, como los fertilizantes, en especial los fosfatados.

La produccién continua de cultivos para fines alimentarios o de biocombustibles
implica la continua remocion de nutrientes del suelo. Para que el proceso agricola
resulte sustentable, es decir que la productividad y calidad del suelo y el ambiente se
mantengan en sus niveles de calidad en el tiempo, o ain se mejoren con el tiempo, el
agua debe ser manejada racionalmente y los nutrientes deben ser repuestos 0 manejados

de modo que los mismos se repongan por procesos naturales. En estos procesos de los
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ciclos de los elementos, la biologia del suelo juega un rol central, fundamentalmente en
la catalisis de dichos procesos. Los microorganismos del suelo son esenciales en el
ciclado de nutrientes y en la formacidén y mantenimiento de la estructura del suelo (van
der Heijden et al., 2008; Wardle, 2006). A su vez, son marcadores biologicos de alta
sensibilidad y capaces de evidenciar cambios sutiles en el suelo mucho antes de que
estos puedan ser medidos con precision en las variaciones de la materia organica
(Powlson et al., 1987). Uno de los grupos de microorganismos importantes por su
ubicuidad, su directa implicancia en los procesos esenciales planta-suelo y por su
capacidad para asociarse con la mayoria de las plantas cultivables, son los hongos
micorricicos arbusculares (HMA), pertenecientes al Phylum Glomeromycota (Schiipler
et al.,, 2001), que forman el tipo de micorrizas mas ampliamente distribuido, las

micorrizas arbusculares (MA).

1.2.1. Los Hongos Micorricicos Arbusculares
I.2.1.a.Generalidades

En la actualidad, los HMA son los principales determinantes de las interacciones
en los ecosistemas y tienen diversos roles en ecosistemas naturales y agricolas. Se
estima que estos hongos tuvieron sus origenes alrededor de 1000 millones de afios atras
y fueron probablemente importantes en la colonizacion de la tierra por las plantas
(Heckman et al., 2001; Redecker et al., 2000; Remy et al., 1994).

En un sistema radical micorricico arbuscular hay tres componentes principales: la
raiz, el micelio intrarradical (MIR -dentro del apoplasto de la raiz-) y el micelio
extrarradical (MER -en el suelo circundante-). EI MIR de los HMA esté involucrado en
la transferencia de nutrientes entre los simbiontes y se diferencia en: arblisculos
intracelulares, vesiculas intra o intercelulares y circunvoluciones (Fig. 1.2), cada una de
estas estructura con una funcion particular (Bonfante-Fasolo, 1988; Morton et al.,
1996).

La formacion de arblsculos constituye la caracteristica diagndstica de las
micorrizas arbusculares. Son estructuras formadas por hifas muy ramificadas que se
encuentran dentro de las células corticales del hospedante e incrementan la superficie de
contacto entre el hongo y la planta. En la zona de interfase o apoplasto se produce el
intercambio, los nutrientes inorganicos tales como el P y el zinc (Zn) fluyen hacia la
planta y los fotosintetatos hacia el hongo (Smith y Smith, 2011; Smith y Read, 2008).
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Las circunvoluciones son repliegues o enrollamientos de hifas intrarradicales cuya

funcién seria analoga a la de los arbasculos (Powell y Bagyaraj, 1984).

Punto de entrada

/ Hifa intercelular

Circunvolucién [ I Hipodermis

\ = ,

Hifas
intracelulares

Vesicula

Figura 1.2. Esquema mostrando las diferentes estructuras que forman los hongos micorricicos
arbusculares dentro de la raiz de su hospedador (modificado de Brundrett 2008 version 2 on line
http://mycorrhizas.info/resource.html)

Las vesiculas son estructuras globosas llenas de lipidos que se forman en la raiz
del hospedante inter o intracelularmente y su funcion principal es de reserva (Bonfante-
Fasolo, 1988) o como propagulos (Biermann y Linderman, 1983). En situaciones de
estrés y cuando disminuye el suministro de metabolitos desde la planta hospedante, el
hongo utiliza las reservas lipidicas de las vesiculas, que posteriormente degeneran
(Sieverding, 1991).

El micelio extrarradical (MER), influenciado por la heterogeneidad del suelo, esta
involucrado en la busqueda de nuevas plantas y en la exploracion del suelo para la
adquisicion de nutrientes minerales que utilizaran tanto el hongo como la planta. Las
hifas del MER pueden tener un crecimiento extenso (hasta 8 cm desde la raiz)
(Sieverding, 1991) y son capaces de conectar diferentes plantas hospedantes y
establecer simbiosis micorricica con las diversas especies de plantas con las cuales se
contactan (Giovannetti et al., 2004). Durante el crecimiento del MER se pueden
diferenciar esporas y células auxiliares. Las esporas de los HMA son estructuras que
contienen lipidos, citoplasma y hasta 2000-3000 nucleos y se forman asexualmente por
diferenciacion de hifas del MER en el suelo o las raices. Las esporas pueden estar
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agregadas en grupos denominados esporocarpos que funcionan como estructuras de
reserva y propagulos (Smith y Read, 2008).

Los propagulos de los HMA, las esporas, los fragmentos de raices colonizados y
los fragmentos de hifas o micelio del MER, son capaces de iniciar la colonizacion MA
en una planta. Las principales fuentes de propéagulos en ecosistemas naturales son los
fragmentos y el MER (Martins y Read, 1997). Mientras que las esporas son
consideradas propagulos a largo plazo (Kabir, 2005), ya que tardan mas tiempo en
germinar y hacer contacto con las raices que las hifas de un MER bien desarrollado
(Klironomos y Hart, 2002).

1.2.1.b. Efectos de las micorrizas arbusculares sobre las plantas y el ambiente

El estado micorricico es la regla en la naturaleza ya que mas del 80 % de las
plantas terrestres forman micorrizas arbusculares con los HMA. Los HMA poseen una
importancia econémica potencial dentro de la agricultura debido a su capacidad para
asociarse con la mayoria de las plantas cultivables (Smith y Read, 2008). El efecto mas
conocido de las MA es el de la nutricion con P, N y micronutrientes (Smith y Read,
2008). También se pueden mencionar numerosos beneficios no nutricionales de las MA:
incremento de la tolerancia al estrés (bajas temperaturas, sequia y salinidad) (Juniper y
Abbott 1993) y adversidades bidticas (nematodos y patogenos fangicos) (Azcon-
Aguilar y Barea, 1997); lo que puede estimular el desarrollo vegetal a través de la
produccidn de factores de crecimiento. Por otro lado, tienen un rol importante en la
estabilizacion del suelo promoviendo su agregacion mediante la union mecanica de las
particulas a través de las hifas y mediante el exudado de componentes tales como la
glomalina -una glicoproteina especifica recalcitrante- (Rillig, 2004; Rillig et al., 2001;
Wright et al., 1999; Wright y Upadhyaya, 1998). Todo estos beneficios se traducen en
una mejor captacion de nutrientes por las raices micorrizadas, ampliacion del volumen
de suelo explorado superando la zona de agotamiento de nutrientes y alcanzando zonas
donde aln estan disponibles (Sieverding, 1991). Como resultado, las plantas
micorrizadas son a menudo mas competitivas y mas capaces de tolerar adversidades

ambientales que las plantas no micorrizadas (Juniper y Abbott, 1993).
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1.2.1.c. El rol de los HMA en la absorcién de P

El P es requerido en relativamente grandes cantidades por las plantas, pero se
encuentra poco disponible en el suelo. Las células vegetales lo absorben como iones
ortofosfatos inorganicos (especificamente, H,PO4") de la solucion del suelo, donde se
encuentra a muy bajas concentraciones (tipicamente entre 0.5 — 10 uM), controlado
principalmente por reacciones quimicas y en menor medida por procesos bioldgicos
(Schachtman et al., 1998).

El P en el suelo se encuentra como P orgéanico (Po), ya sea como fosfato de
inositol, fosfolipidos y &cidos nucleicos; o como P inorganico (Pi), en formas insolubles
de fosfatos de aluminio (Al), calcio (Ca) e hierro (Fe), depositados en superficies de
minerales arcillosos (Smernik y Dougherty, 2007). De estas formas de Pi, una parte
comprende un pool I&bil disponible para las plantas. La conversion de todos los tipos de
Po a formas inorgénicas que quedan disponibles para las plantas depende de la hidrolisis
por microorganismos. Los HMA tienen la capacidad de hidrolizar algunas fuentes de Po
o influenciar la produccion de fosfatasas por las plantas. EI Pi que entra al suelo por
hidrolisis o aplicacion de fertilizantes incrementan por un plazo corto y en forma local,
la concentracion de ortofosfatos en la solucién del suelo. Sin embargo, una gran
proporcion de estos ortofosfatos son removidos por fijacion, adsorbiéndose como iones
sobre la superficie de particulas del suelo, precipitando como fosfato mineral, o
utilizado por organismos del suelo, inmovilizando el P en biomasa. Estos procesos de
fijacion tienen importantes efectos sobre la concentracion de ortofosfatos en la solucién
del suelo, y su movimiento y posterior absorcion por las raices es llevada a cabo en
parte por los microorganismos, incluyendo a los HMA. El ortofosfato difunde muy
lentamente en la solucién del suelo, y aquel que queda disponible es rapidamente
absorbido por las raices de las plantas, dando lugar al desarrollo de zonas de deplecién
de P alrededor de las mismas. La absorcion del ortofosfato esta limitada por la taza del
movimiento de difusion dentro de la zona de deplecién, mas que por la taza de
transporte a través de las membranas celulares dentro de las raices (por ej. la capacidad
de absorcidn). Los pelos radicales extienden efectivamente el diametro de la superficie
de absorcion de las raices mas alld de la zona de deplecion y tienen efectos
significativos sobre la absorcion de P, especialmente si son largos (Caassen y Barber,
1976; Clarkson, 1985; Jakobsen et al., 2005; Schweiger y Jakobsen, 1999). Las hifas de
los HMA se extienden dentro del suelo mas lejos de la superficie radical o de la zona de

16



CAPITULO |

los pelos radicales (alcanzando méas de 25 cm). Su pequefio diametro (similar o menor al
de los pelos radicales) no dan lugar a que se forme la zona de deplecion alrededor de
ellos, siendo capaces de acceder a poros del suelo que son inaccesibles para las raices,
incrementando efectivamente el volumen de solucion de suelo disponible para la

absorcion.

1.2.1.d. HMA en suelos agricolas

Los HMA son probablemente los hongos mas ubicuos en suelos agricolas,
alcanzando entre un 5-36% de la biomasa total en el suelo y un 9-55 % del total de la
biomasa microbiana (Olsson et al., 1999).

Para establecer y mantener una alta infectividad de HMA en suelos agricolas u
horticolas es necesario una:

1) inoculacién (y subsecuente manejo) de HMA previamente
seleccionados;

2) adopcion de précticas de manejo que conserven o incrementen la
infectividad de los HMA nativos (Brundrett et al., 1996; Gianinazzi et al., 1990;
Larsen et al., 2007; Ryan y Graham, 2002; Sieverding, 1991).

Para ello se deben tener en cuenta diferentes factores clave: la respuesta de los
cultivos al crecimiento, la comunidad de HMA nativos presentes (infectividad y
efectividad) y las practicas de manejo del suelo (tipo de labranza, aplicacién de P y N)
ya que todos afectan la disponibilidad de nutrientes, la respuesta del cultivo y la
supervivencia de los hongos.

Las préacticas agricolas influyen de distintas maneras en la relacion simbidtica
planta-HMA (Brito et al., 2006). Los efectos directos de estas practicas agricolas sobre
las comunidades de HMA estén relacionados con la disrupcion fisica de la red hifal y la
mezcla de residuos vegetales superficiales dentro del perfil del suelo, afectando la
efectividad de la simbiosis MA (Kabir, 2005). Entre los efectos indirectos se destacan el
pasaje de una comunidad vegetal compleja a un monocultivo y los cambios en la
quimica del suelo pasando de un sistema pobre en nutrientes a un sistema fertilizado
(Johnson et al., 1992; Oehl et al., 2003; Oehl et al., 2005). Los HMA son afectados por
los cambios en las especies de plantas hospedantes y poblaciones de microorganismos
del suelo. Se ha observado que el desarrollo de las comunidades de HMA 'y sus efectos

sobre el crecimiento de las plantas son mayores en suelo con bajo contenido de
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nutrientes, especialmente el P (Oehl et al., 2005), por lo que la aplicacién de
fertilizantes en el suelo afectaria la diversidad y el numero de esporas (Egerton-
Warburton y Allen, 2000).

Numerosos estudios han demostrado que las practicas agricolas (por ej. tipo de
labranza) y la intensidad en el uso de suelo (por ej. monocultivos) afectan la densidad de
propagulos, la colonizacién micorricica y la composicion de especies de HMA (Douds
et al.,, 1995; Kabir et al., 1998; Kurle y Pfleger, 1994; McGonigle y Miller, 2000;
Mozafar et al., 2000; Schalamuk et al., 2006). También, las caracteristicas del suelo,
dependiendo de su uso, pueden influenciar (Oehl et al., 2010) o no (Stiirmer y Siqueira,
2011) las comunidades de HMA. Sin embargo, los efectos de los usos de suelo y las
propiedades en cada uno de ellos varian de acuerdo a la escala de estudio (Gonzélez-
Cortés et al., 2012). La mayoria de los estudios que examinan las relaciones entre usos
agricolas del suelo y las comunidades de HMA lo hacen a escala local. Debido que se
ha observado que las respuestas a diferentes escalas son muy variables, los gradientes
ambientales regionales constituyen escenarios mas apropiados para indagar acerca de
las relaciones entre tipos de labranza y comunidades de HMA.

Los sistemas denominados “buenas practicas agricolas” o de bajo input, que
incluyen labranza del suelo reducida, rotacion de cultivo y reduccion de fertilizantes
minerales, mantienen una elevada cantidad de propagulos fungicos estimulando de esta
forma la actividad micorricica en el suelo (Vestberg et al., 2005), la densidad de esporas
(Karasawa et al., 2002) y la colonizacidn de los cultivos en la rotacion (Gavito y Miller,
1998; Miller, 2000). La rotacion de cultivos, a diferencia de los monocultivos, permite
un aumento en la diversidad de HMA posiblemente debido a la dependencia micorricica
de los cultivos (Miranda et al., 2005) y a la estabilidad de las comunidades bidticas del
suelo (Cavagnaro et al., 2006). Diferentes especies hospedadoras y cultivares de la
misma especie varian en el grado de dependencia micorricica (Azcon y Ocampo, 1981).
Alta dependencia para maiz (Zea mayz L.) y sorgo (Sorghum bicolor L.) Moench, baja
dependencia en trigo (Triticum aestivum L.), avena (Avena sativa L.) y cebada
(Hordeum vulgare L.) (Coyne, 1999) e intermedia para la soja (Glycine max (L.) Merril)
(Plenchette et al., 1983).

Se ha comprobado que la presencia de cultivos MA, como el maiz, el trigo y los
cultivos de cobertura como el trigo de invierno, mantienen un indculo MA potencial en
el suelo causando mayor absorcion de P y crecimiento vegetal, lo que incrementaria

finalmente el rendimiento de los cultivos subsiguientes (Kabir y Koide, 2000). A su vez,
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largos periodos de rastrojo en el suelo reducen la densidad de propagulos fungicos, por
lo que la ausencia de las plantas hospedadoras declinaria la viabilidad de los HMA
(Kabir et al., 1998). En monocultivo de soja se ha observado una menor abundancia de
esporas en comparacion con cultivos de rotacion soja-maiz-sorgo (An et al., 1993). A su
vez, un aumento en el uso de pesticidas para reducir las malezas, las enfermedades en
las plantas y los insectos plagas en agroecosistemas, no solo afectan a los HMA (Vyas y
Vyas, 2000), sino que provocan una disminucion de los beneficios de los pesticidas para
controlar las enfermedades de los cultivos. Esto resulta en seleccion de variedades de
cultivos hospedadores menos dependientes de las asociaciones micorricicas. Zhu et al.
(2001) mostraron que los cultivares de trigo con altos niveles de aplicacion de pesticidas
responden menos a la colonizacion micorricica que aquellos con bajos niveles de
aplicacion. La seleccion de maiz resistente a patdgenos fungicos ha producido
variedades que son menos micotroficas que variedades previas (Toth et al., 1990).

1.3. Fundamentos de la eleccion del tema de investigacion

Esta Tesis Doctoral forma parte del proyecto multidisciplinario BIOSPAS

(http://www.biospas.org), en el cual se aborda el estudio de la biologia del suelo por

medio de una descripcion multidisciplinaria con el fin de encontrar indicadores
microbioldgicos de agricultura sustentable en el marco de la agricultura en SD (Wall,
2011).

Las comunidades de HMA ejercen una gran influencia en diversos procesos
ecologicos y tienen importancia actual y potencial en la agricultura. La mayoria de las
investigaciones a campo sobre HMA realizadas en Argentina se han desarrollado en
ecosistemas naturales (Becerra et al., 2009; Cofré et al., 2012; Grilli et al., 2012; Grilli
et al., 2013; Longo et al., 2014; Lugo y Cabello, 2002; Soteras et al., 2012; Soteras et
al.,, 2013; Urcelay et al., 2009), siendo escasa la informacion en nuestros
agroecosistemas (Covacevich et al, 2012; Faggioli y Cabello, 2013; Imaz et al., 2014;
Menéndez et al., 2001; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006). Aunque
Argentina es uno de los paises del mundo con mayor extension de éareas cultivadas bajo
SD (AAPRESID), los estudios acerca del efecto de la SD sobre la comunidad de
Glomeromycota son escasos y generalmente abordados a escala local (Faggioli y
Cabello, 2013; Menéndez et al., 2001; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al.,
2006). Mas aun, dichos estudios no suelen incluir un ambiente natural a partir del cual
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contrastar los efectos promovidos por los usos de la tierra. En este sentido, uno de los
aspectos mas relevantes de esta Tesis es que compara practicas agricolas en siembra
directa con un ambiente natural de referencia, abarcando un amplio gradiente ambiental
a escala regional. Los resultados que emanen de esta Tesis permitirdn avanzar en el
conocimiento de los HMA en nuestros agroecosistemas especialmente en suelos en SD

y de que manera podrian repercutir en la productividad del cultivo.

En situaciones de campo, la evaluacién de la composicion de las comunidades
fangicas requiere identificacion de las especies presentes y cuantificacion de la densidad
de propagulos fungicos presentes y la infectividad. La composicion de las comunidades
de HMA, en término de morfoespecies y densidad de propagulos fangicos en
agroecosistemas, ha sido poco estudiada, y no esta claro como la diferencia en la
composicion de morfoespecies afecta la productividad de un cultivo. Como
consecuencia de los cambios promovidos por distintos tipos de practicas agricolas sobre
la estructura de las comunidades de HMA, se espera que dichos cambios influyan en el

crecimiento de los cultivos (Fig. 1. 3) (van der Heijden et al., 1998).

1.4. Hipotesis y predicciones

1. Las diferentes practicas agricolas afectan la composicion de las comunidades de
HMA (densidad, riqueza, diversidad, equitatividad) y se predice que la abundancia y
riqgueza de esporas decrecera en el siguiente orden: ambiente natural > rotacién de

cultivos > monocultivo.

2. Las diferentes préacticas agricolas afectan la cantidad de propagulos fangicos,
por lo que la infectividad de los diferentes suelos disminuira de ambiente natural a

monocultivo.

3. Las diferentes practicas agricolas afectan el porcentaje de colonizacion de
HMA y se predice que decrecerd en el siguiente orden: ambiente natural > rotacion de

cultivos > monocultivo.

4. El efecto de los HMA sobre el crecimiento de las plantas de soja varia al
comparar diferentes usos de suelo y se predice que el crecimiento de las plantas sera

mayor en ambiente natural, intermedio en rotacion de cultivos y menor en monocultivo.
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

Evaluar la composicion de las comunidades de hongos micorricico arbusculares
(HMA) en suelos con diferentes usos (ambiente natural, monocultivo y rotacion en
siembra directa) a lo largo de un gradiente de sitios en la region central de Argentina.
Ademas, mediante una aproximacion experimental, evaluar el efecto de las
comunidades micorricicas provenientes de esos diferentes suelos sobre el crecimiento

de plantas de soja (Glycine max) (Fig. 1.3).

Practicas Agricolas

Comunidad de esporas

4 Crecimiento de 6. x

Infectividad

s
i

“.“1

Figura 1.3. Mapa conceptual esquematizando el objetivo general de la presente Tesis doctoral.

1.5.2. Objetivos Especificos

1) Evaluar la composicion de las comunidades nativas de HMA en suelos bajo
diferentes usos, comparando dos sistemas de siembra directa [buenas practicas agricolas
(BPA) y practicas agricolas no sustentables (PANS) con ambientes naturales (AN) con

vegetacion nativa)] , durante dos estaciones del afio (febrero y septiembre).
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2) Estimar la infectividad de los diferentes suelos mediante bioensayos en

invernadero.

3) Evaluar el efecto de las comunidades nativas de HMA provenientes de los
suelos bajo diferentes usos sobre el crecimiento de plantas de Glycine max mediante

bioensayos en invernadero.

4) Evaluar la colonizacion micorricico arbuscular del cultivo de soja en los suelos

de los diferentes tratamientos en el bioensayo del objetivo anterior.
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CAPITULO I

I1.1. Area de estudio
I1.1.1. Ubicacién geografica y caracteristicas del rea central de Argentina

El area de estudio se localizo en la region centro-Este de Argentina, en 4 sitios
cercanos a las localidades de Bengolea y Monte Buey (provincia de Cordoba);
Pergamino (provincia de Buenos Aires) y Viale (provincia de Entre Rios) (Fig. 11.1).

Figura I1.1. Localizacion de los 4 sitios de estudio y los diferentes usos de suelo, en el centro—Este de
Argentina.

Cada una de estas localidades se encuentra ubicada en 4 Zonas Agronémicas
Homogéneas (ZAHs) diferentes (SAGYP-INTA, 1989), entendiendo por ZAHs a

unidades territoriales que mantienen cierta homogeneidad en sus caracteristicas
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ambientales, estructurales, socio-econdémicas, productivas e institucionales,

caracterizadas a continuacion:

- Zona 1) Bengolea (B) se encuentra dentro de la ZAHs de Laboulaye, ubicada al Sur de
la provincia de Cérdoba. Esta ZAH comprende la totalidad de los departamentos Juarez
Celman y Roque Séenz Pefia y la pedania La Cautiva del departamento Rio Cuarto,
abarcando una superficie de 20.404 km?. Esta zona pertenece a la region fitogeografica
Pampeana y la comunidad climax de este distrito es la estepa o pseudoestepa de
gramineas, denominada localmente “flechillar”. Los principales taxones de gramineas
son: Stipa speciosa Trin. & Rupr. comosa F.A. Roig, Panicum urvilleanum Kunth, Poa
ligularis Nees ex Steud. ligularis, Setaria vaginata Spreng. var. vaginata, Eragrostis
lugens Nees, Andropogon ternatus (Spreng.) Nees, Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze.
Entre las no gramineas acompafiantes se encuentran: Glandularia peruviana (L.) Small,
Eryngium paniculatum Cav. & Dombey ex F. Delaroche, Bromus auleticus Trin. ex
Nees, Oenothera longiflora L. ssp. longiflora. Entre los caméfitos, sufrutices y arbustos
se destacan Thelesperma megapotamicum (Spreng.) Kuntze, Baccharis coridifolia DC.,
Discaria americana Gillies& Hook (Cabrera, 1976). Tradicionalmente la actividad
preponderante fue la ganaderia extensiva seguida por la agricultura; actualmente la
tendencia en el uso de la tierra es de una fuerte agriculturizacién. Como ejemplo de esto
se evidencia la evolucion en el cultivo de soja, el cual ha tenido un crecimiento en la
superficie sembrada entre las décadas de 1980 al 2000 de un 464 %. El relieve alcanza
ambientes diversos y diferenciados. Por un lado, en la pedania Cautiva Rio Cuarto se
reconoce un relieve medanoso esculpido en materiales franco arenosos; por el otro, en el
Norte de Juarez Celman, predomina un ambiente de llanuras loessicas con muy bajas
pendientes (entre 1 y 4 %o). Un tercer ambiente correspondiente a la llamada Pampa
Anegable (centro Oeste del departamento Presidente Roque Saenz Pefia) constituye la
concavidad receptora final de los sistemas hidricos del Sur de las sierras. Aqui las
condiciones de inundacion y sedimentacion, estdn asociadas a la salinizacion y
sodificacion de los suelos (RIAN Regional Cérdoba, 2006). Forma parte de la cuenca de
aguas superficiales del Parana y de la cuenca de aguas subterraneas de Salinas Grandes.
Los suelos de drenaje libre son Haplustolesenticos y udorthenticos (58 %) y Hapludoles
en menor proporciéon (2 %). En los bajos son dominantes los Natralboles (14 %) y
Natracualfes (7 %), mientras que Fragiacualfes y Natracuoles ocurren en menor

proporcion. En las crestas de medanos hay Ustipsammentes y Ustorthentes (3 %)
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(RIAN Regional Cérdoba, 2006). Los suelos de la zona presentan ligera susceptibilidad
a erosion edlica. La temperatura media anual es de 16 °C con una amplitud térmica de
15 °C y un periodo libre de heladas de 250 dias. La pluviometria regional posee una
distribucion con un rango de 700 mm al Oeste y que supera los 900 mm al Este, con una
distribucion estacional de tipo monzonico. El déficit hidrico presenta una variacion de
200 mm al Este y 280 mm al Oeste (Capitanelli, 1979).

- Zona 2) Monte Buey (MB) se encuentra dentro de la ZAH Marcos Juarez, la que
abarca una superficie de 11.913 km? representando el 7,2 % del total de la superficie de
la provincia. Ocupa el sudeste de la provincia de Coérdoba y comprende las pedanias
Espinillos, Saladillo, Cruz Alta, Liniers y Calderas del departamento Marcos Juarez y
las pedanias Ballesteros, Bell Ville y Ascasubi del departamento Uniédn. El relieve de
esta zona se corresponde con la Pampa Ondulada, una llanura entre moderada y
suavemente ondulada, con gradientes de pendientes que oscilan entre 3 % y 0,5 %. Su
caracter general esta impuesto por la naturaleza de los materiales (loess ricos en limos)
y por su posicién, resultante de un ascenso del basamento cristalino. Tiene un relieve de
lomas altas, planas, con marcadas pendientes hacia los arroyos que, en general, se
suavizan hacia el Sur (RIAN Regional Cordoba, 2006). La Vegetacion natural
corresponde a la de la region fitogeografica pampeana (Cabrera, 1976). El origen y la
disponibilidad de recursos hidricos corresponden a la cuenca de aguas superficiales del
Parand y a la cuenca de aguas subterraneas de los rios Tercero, Cuarto y Quinto. Los
suelos estan desarrollados sobre sedimentos edlicos, francos limoso-finos. La
caracteristica sobresaliente es su importante grado de desarrollo, fertilidad y alta
productividad, consecuencia de sus caracteres fisico-quimicos intrinsecos y del régimen
de precipitaciones que los convierte en los suelos tradicionalmente de mayor
productividad de la provincia. Los suelos zonales son dominantemente Molisoles,
profundos, con un horizonte superior oscuro rico en materia organica y bien
estructurado que facilita el movimiento superficial del aire y el agua. Son Argiudoles
(44 %), Hapludoles (10 %) y Haplustoles (34 %) en las lomas; en los bajos son
Natracualfes (3 %) y Natralboles (5 %) (RIAN Regional Cordoba, 2006). Presenta muy
pocos problemas de erosién correspondiéndole menos del 1 % de la superficie
provincial con problemas graves de erosion hidrica y e6lica. La produccion de la ZAH
Marcos Juarez es mayoritariamente agricola, siendo ésta la principal zona productora
provincial de soja y trigo, y segunda de maiz. La temperatura media anual es de 17 °C y

la amplitud térmica de 14 °C, con un periodo libre de heladas que alcanza los 257 dias.
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La precipitacion media anual se distribuye en un rango de 850 mm al Oeste y supera los
900 mm al Este. EI mayor porcentaje de precipitaciones se observa durante la época
estival. Sin embargo, el balance hidrico s6lo presenta excesos durante parte de la
primavera, otofio y comienzos del invierno. El déficit hidrico presenta una variacion de
100 mm al Este y 160 mm al Oeste (Capitanelli, 1979).

- Zona 3) Pergamino (P) se encuentra dentro de la ZAH Rojas, al Norte de la provincia
de Buenos Aires. Abarca una superficie de 13.505 km? (4 % de la superficie total
provincial) y estd ubicada en el noreste de la provincia, abarcando la totalidad de los
partidos Rojas, Chivilcoy y Chacabuco; la casi totalidad de Colén y Salto; la parte
noreste de Gral. Arenales, Junin, Bagado y Alberti; sudeste de Pergamino y Carmen de
Areco y una minima porcion sur de Arrecifes y San Andrés de Giles.
Fitogeograficamente corresponde al del distrito Oriental de la Provincia Pampeana
(Cabrera, 1976), formando parte de la subregion conocida como Pampa Ondulada. El
paisaje es el de una planicie con pendientes que no superan el 1 %. La vegetacion
natural se encuentra totalmente modificada por la actividad antropogénica;
originariamente era un pastizal de gramineas, con las especies dominantes descriptas
anteriormente. Los suelos corresponden a Argiudoles tipicos con textura franca y alto
contenido de materia organica en superficie. Hasta hace unos afios no se observaron
graves problemas de erosién (SAGYP-INTA, 1989). El clima es templado-hiimedo con
temperaturas de valor promedio de 23,7 °C en enero y de 9,7 °C en julio y una media
anual de 16,6 °C. En cuanto a los valores extremos, los maximos absolutos son de 41 °C
y los minimos -7 °C, con un periodo libre de heladas de 254 dias en el Oeste. Las
precipitaciones medias son de 950 mm, con valores medios de 100 mm mensuales en la
estacion calida y 40 mm en invierno. El sistema de produccién agricola puro es
importante en el zona, siendo el predominante en el sector Este. Se caracteriza por un
uso intensivo del suelo y por la continuidad de cultivos agricolas que en los ultimos
afios se extendié al centro y Oeste de la region, desplazando en muchos casos a la
ganaderia y reduciendo la rotacion agricola ganadera a secuencias agricolas
permanentes.

- Zona 4) Viale (V) se encuentra dentro de la ZAH Parana, abarca una superficie de
8.634 km?, ubicada en el centro y suroeste de la provincia de Entre Rios. Se extiende
sobre el departamento Parand y la porcién de tierra firme de los departamentos
Diamante y Victoria. Ocupa el 11 % de la superficie total provincial. Esta zona se

encuentra dentro de la Region Neotropical, Dominio Chaquefio, Provincia del Espinal
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(Cabrera, 1976). La vegetacion se caracteriza por la dominancia de especies arbéreas de
los géneros Prosopis y Acacia acompafiados por otros géneros como Jodina, Celtis,
Schinus y Geoffroea. Aunque predominan los bosques xeréfilos hay también especies
de gramineas y arbustos. La comunidad climax de esta zona esta caracterizada por la
presencia del fiandubay (Prosopis affinis Spreng) y el algarrobo negro [Prosopis nigra
(Griseb.) Hieron]. Otras especies acompafantes son el espinillo [Acacia caven (Mol.)
Mol], chafiar [Geoffrea decorticans (Gill. ex Hook. Et Arn.) Burkart], palmera caranday
[Trithrinax campestris (Burm.) Drud. Et Griseb], entre otras. Las actividades
agropecuarias en la zona han determinado que gran parte de la vegetacion natural haya
desaparecido. Existen pocos relictos de bosques donde es factible encontrar especies
tipicas del Distrito del Nandubay (Cartas de suelos de Parana, 1998; Diamante, 1991; y
Victoria, 1995). El paisaje en su mayor parte es ondulado y muy dindmico donde los
procesos de degradacion de suelos, especialmente por erosion hidrica, son
potencialmente importantes. Posee ambientes agroecoldgicos similares a la region
pampeana con suelos predominantes pertenecientes al orden Molisol y en menor medida
a Vertisol. Esta ZAH comprende parte de dos cuencas hidrograficas: la cuenca “Aportes
menores al Rio Parana” y la cuenca “Arroyo Las Conchas” (Direccion de Hidraulica de
Entre Rios). El uso del suelo se distribuye en montes y pastizales naturales (30 %) y
superficie implantada (70 %). Es la zona mas agricola de la provincia siendo la
superficie implantada en la camparia 2007/08 de 599.430 ha. Del total de la superficie
agricola, el 65 % corresponde a oleaginosas (la soja participa con el 63 %) y 35 % a los
cereales (el trigo es el de mayor participacion con el 21 % y en segundo lugar el maiz
con el 10 %) (Proyecto SIBER, BCER. 2008). El clima es templado humedo. La
temperatura media anual es de 18,4 °C, con estaciones poco definidas desde el punto de
vista térmico, presentando una transicion imprecisa. Las heladas son microcliméticas
influenciadas por los cursos de agua. Las precipitaciones presentan una media anual de
alrededor de 1.100 a 1.200 mm, con marcada variabilidad interanual. Estas
caracteristicas se extienden a la region central de la zona, correspondiente al
departamento Diamante, se diferencia en las precipitaciones medias anuales que
alcanzan los 985 mm (RIAP Entre Rios, 2006).
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11.1.2. Eleccion de los sitios de estudio y definicion de los tratamientos

Los tratamientos (usos de suelo) dentro de cada sitio de estudio (Bengolea (B),
Monte Buey (MB), Pergamino (P) y Viale (V) (Fig. Il.1- Fig. 11.2) siguen la definicion
de uso de suelo en acuerdo con el conjunto de definiciones de Agricultura Certificada
por AAPRESID (www.ac.org.ar/descargas/PyC eng.pdf) y la FAO (Food and

Agricultural Organization de las Naciones Unidas

www.fao.org/prods/GAP/index en.htm).

A los fines de evaluar la composicién de la comunidad de esporas de hongos
micorricicos arbusculares como posibles indicadores de diferentes usos de suelo en un
gradiente ambiental de la pampa Argentina, se definieron tres tratamientos: 1)
‘‘ambiente natural” (AN), pastizales utilizados como sitios de referencia o controles,
cercanos a los sitios cultivados (menos de 5 km de distancia); 2) ‘‘buenas practicas
agricolas” (BPA): practicas agricolas sustentables bajo siembra directa, sujetas a
rotacion de cultivo [rotacion que consiste en trigo (Triticum aestivum L.) / soja (Glycine
max. L) / maiz (Zea mayz L.) y cultivos de cobertura como vicia (Vicia villosa Roth) /
triticale (Tritico secale Wittmack)], reemplazo de nutrientes y alto rendimiento de los
cultivos; y 3) “practicas agricolas no sustentables” (PANS), con predominio de
monocultivo de soja, bajo reemplazo de nutrientes y bajos rendimiento de los cultivos.

Estos tratamientos estuvieron replicados tres veces en cada uno de los sitios estudiados.

I1. 2. Recoleccion de las muestras de suelo

Los muestreos se realizaron dentro de campos naturales y agricolas privados,
pertenecientes a productores que financiaron parte del proyecto BIOSPAS: en Bengolea
y Monte Buey el propietario de los campos es Jorge Romagnoli, de La Lucia SA, en
Pergamino, los permisos para el ingreso a los campos se consiguieron por Gustavo
Gonzélez Anta, de Rizobacter Argentina SA, y en Viale los permisos se consiguieron
por Pedro Barbagelatta, miembro de AAPRESID.

11.2.1. Muestras de suelo para analisis de las variables de HMA

En junio del 2009 se realiz6 un muestreo preliminar para reconocimiento de los
sitios de muestreo y puesta a punto de las técnicas de recoleccion de muestras masivas

para todos los grupos pertenecientes al BIOSPAS (datos no analizados en esta Tesis).
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Para evaluar la composicion de la comunidad de HMA se recolectaron muestras
de suelo en febrero y septiembre de 2010 y 2011, meses que coinciden con los cultivos
de verano (soja, maiz - febrero) y con presencia de rastrojos o cultivos de invierno o de
cobertura (trigo / triticale / vicia - septiembre) dependiendo del sitio de muestreo. En la
Tabla I1.1 se detallan los puntos de muestreo (georeferenciados) en cada sitio de estudio

como asi también los cultivos o cobertura presentes en cada instancia de muestreo.

Ambiente natural (AN) Buenas practicas agricolas (BPA) Pricticas agricolas no sustentables(PANS)

>OmrroQzmw

m=Zox
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oz—zrommT

o »—g

Figura 11.2. Imagenes de los diferentes usos de suelo en cada sitio de estudio.

Se recolectaron 3 muestras de suelo (réplicas) en cada combinacion de uso de
suelof/sitio con barrenos de metal de 10 cm de diametro, a una profundidad de 0-10 cm,
contabilizando un total de 12 réplicas por uso de suelo. Cada réplica consistio de 20
subréplicas que fueron mezcladas para obtener una réplica compuesta, las que

30



CAPITULO I

estuvieron separadas, al menos, 50 m entre si, para cada campo estudiado. Las muestras
fueron homogeneizadas en el campo y transportadas al laboratorio para su posterior
analisis. De cada una de las muestras de suelo se analizaron las diferentes variables de la
comunidad de esporas de HMA (Objetivo 1): la densidad de esporas (n° de esporas /
100 g de peso seco de suelo) y la diversidad de morfoespecies de HMA a traves del
indice de diversidad Shannon (H), que combina la riqueza de especies (S) y la
equitatividad (E) (Magurran y McGill, 2011). Para abordar estos andlisis se separaron
las esporas de las muestras de suelo y se contaron bajo microscopio e identificaron
segun diferentes caracteres morfolégicos (color, tamafio, ornamentaciones, n° de
laminas de sus paredes) y se diferenciaron en morfoespecies. Los detalles de esta
metodologia son abordados en la seccidén de Materiales y Métodos del Capitulo I1I.

Para evaluar la infectividad de los diferentes suelos (Objetivo 2), se realizé un
ensayo en invernadero, utilizando una parte de las muestras de suelo colectadas en
septiembre de 2010 y como planta prueba a Vicia villosa, utilizada como cultivo de
cobertura en los campos bajo estudio. Los detalles de esta metodologia son abordados
en la seccion de Materiales y Métodos del Capitulo IV.

Para evaluar el efecto de las comunidades de HMA de cada una de las
situaciones planteadas (Objetivo 3y 4), se realizd un ensayo en invernadero con plantas
de G. max crecidas en suelos inoculados (CM) y no inoculados (SM) con HMA
provenientes de cada tratamiento y lugar. Se utilizaron muestras de suelo de febrero de
2011. Se midio la biomasa seca de las plantas de soja y la colonizacion MA de las
raices. Los detalles de esta metodologia son abordados en la seccion de Materiales y
Métodos del Capitulo V.
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Tabla 11.1. Puntos de muestreo (georeferenciados) correspondientes a cada réplica de suelo de cada tratamiento (AN: ambiente natural, BPA: buenas practicas agricolas y
PANS: précticas agricolas no sustentables) en cada sitio de estudio. Cultivos y/o coberturas al momento de la recoleccion de las muestras de suelo.

Sitio Usos de suelo

Puntos de muestreo

febrero 2010

septiembre 2010

febrero 2011

septiembre 2011

Bengolea AN1
AN 2
AN 3
BPA 1

BPA 2
BPA3
PANS 1
PANS 2
PANS 3

Monte AN 1
Buey
AN 2

AN 3
BPA 1

BPA 2
BPA 3
PANS 1
PANS 2
PANS 3

33°01°33,4”S
63°37° 36,57 O
33°01°33,9”S
63°37° 37,00
33°01° 34,2” S
63°37° 35,870
33°01°33,1”S
63°37°47,4° 0
33°01° 33,07 S
63°37°49,3” O
33°01°30,9” S
63°37° 52,270
33°01° 55,8” S
63°38° 05,570
33°01° 59,57 S
63°38°06,3” O
33°02°03,8” S
63°38° 08,00

32°58°17,0” S
62°27°2,02” 0
32°58° 15,87 S
62°27° 02,0 O
32°58°15,3” S
62°27°00,2” O
32°58 13,77 S
62°27° 04,57 0
32°58° 14,47 S
62°27° 05,770
32°58° 16,57 S
62°27° 09,47 O
33°03° 17,77 S
62°28° 03,170
33°03°19,7° S
62°28° 03,57 0
33°03°21,4” S

Pastizal de gramineas

Soja en estado reproductivo

Maiz en estado reproductivo

Pastizal de gramineas y
rastrojo de trigo

Soja en floracién

Soja en estado reproductivo

Pastizal de gramineas

Maiz y rastrojo de soja

Rastrojo de maiz.

Pastizal de gramineas

Vicia en estado vegetativo

Trigo en estado vegetativo

Pastizal de gramineas

Maiz en estado de
maduracion

Soja en estado
reproductivo

Pastizal de gramineas

Maiz en estado
reproductivo

Soja

Pastizal de gramineas

Trigo

Rastrojo de soja

Pastizal de gramineas

Vicia y Triticale

Rastrojo de soja
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Pergamino AN 1

Viale

AN 2
AN 3
BPA 1

BPA 2
BPA3
PANS 1
PANS 2
PANS 3

AN 1
AN 2
AN 3
BPA 1

BPA 2
BPA 3
PANS 1
PANS 2
PANS 3

62°28°04,0” O

33°56°41,8” S
60°33° 35,270
33°56° 41,7 S
60°33° 34,0” O
33°56°41,5” S
60°33° 32,170
33°56° 34,07 S
60°33° 59,970
33°56° 35,5” S
60°33° 59,6” O
33°56° 36,8” S
60°33°57,4”0
33°57°41,2” S
60°28° 08,8 O
33°57°37,8”S
60°28° 07,5° O
33°57° 34,9 S
60°29° 06,3” O

31°52° 41,9 S
59°41° 16,17 O
31°52° 41,1 S
59°41° 16,77 O
31°52°41,1” S
59°41° 17,370
31°52° 35,07 S
59°41°17,37 0
31°52°31,9”S
59°41° 11,970
31°52° 30,07 S
59°40° 06,8 O
31°52°06,3” S
59°40° 09,17 O
31°52°09,1” S
59°40° 05,97 O
31°52° 11,07 S
59°40° 04,8” O

Pastizal de gramineas

Rastrojo de maiz.

Soja en estado reproductivo

Pastizal y hojarasca del monte

Soja en estado vegetativo,
abundante rastrojo de trigo

Soja en estado reproductivo

Pastizal de gramineas

Maiz en estado
reproductivo

Soja en estado
reproductivo

Pastizal y hojarasca del

monte

Rastrojo de soja y de trigo

Trigo en estado vegetativo

Pastizal de gramineas

Soja en estado
reproductivo

Rastrojo de soja

Pastizal y hojarasca del
monte

Maiz en estado
reproductivo

Soja en estado
reproductivo

Pastizal de gramineas

Trigo

Rastrojo de soja

Pastizal y hojarasca del
monte

Rastrojo de maiz

Rastrojo de soja
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11.2.2. Muestras de suelo para analisis quimicos y fisicos

Los suelos de cada sitio fueron clasificados siguiendo la Taxonomia de Suelos

(USDA, 1999) y mapas de suelo del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,

Argentina (INTA, www.inta.gov.ar/suelos).

Tabla Il. 2. Valores medios estacionales (n = 6) (+ E.E.) de las variables edaficas medidos en las
muestras de suelo de cada uso en cada sitio de estudio.

Variables BENGOLEA MONTE BUEY
edaficas Estacion AN BPA PANS AN BPA PANS
COT (%)  febrero 1.70 1.44 1.24 3.45(0.26) 2.10(0.13) 1.73
(0.10) (0.05) (0.11) (0.08)
septiembre  1.73 1.65 1.16 3.72 (0.24) 2.23(0.03) 1.83
(0.06) (0.04) (0.08) (0.03)
Nt (%0) febrero 0.13 0.12 0.11 0.30(0.02) 0.18 0.13
(0.004) (0.004) (0.10) (0.005) (0.003)
septiembre  0.15 0.13 0.12 0.31(0.02) 0.19(0.01) 0.15
(0.01) (0.01) (0.003) (0.01)
P (mgkg?) febrero 32.02 31.07 17.52 375.60 143.63 12.72
(5.27) (3.47) (4.65) (18.05) (24.55) (2.61)
septiembre  19.00 18.17 7.08 377.07 75.47 6.89
(2.90) (5.31) (1.47) (34.87) (8.08) (0.56)
pH febrero 6.40 6.07 6.33 5.97 (0.18) 6.02 (0.24) 6.38
(0.13) (0.19) (0.11) (0.10)
septiembre  6.20 5.88 5.92 5.47 (0.08) 5.70 (0.06) 6.08
(0.08) (0.05) (0.10) (0.02)
Variables PERGAMINO VIALE
edaficas Estacion AN BPA PANS AN BPA PANS
COT (%)  febrero 3.10 1.76 1.82 3.55 (0.40) 3.50(0.24) 2.57
(0.35) (0.15) (0.08) (0.11)
septiembre  2.90 1.86 1.84 3.48 (0.33) 3.68 (0.36) 2.59
(0.13) (0.08) (0.03) (0.04)
Nt (%0) febrero 0.25 0.15 0.14 0.24 (0.03) 0.27 (0.03) 0.18
(0.01) (0.01) (0.001) (0.01)
septiembre  0.25 0.16 0.15 0.28 (0.03) 0.29 (0.03) 0.20
(0.01) (0.01) (0.002) (0.003)
P (mgkg®) febrero 10.68 19.28 12.02 17.28 35.41 39.76
(2.92) (5.85) (4.62) (5.62) (7.10) (4.34)
septiembre  5.73 15.75 14.87 8.33(3.93) 21.50 27.32
(2.40) (4.77) (10.78) (3.78) (4.27)
pH febrero 6.22 6.03 6.27 6.58 (0.22) 6.68(0.19) 6.30
0.17) (0.18) (0.14) (0.17)
septiembre  5.83 5.60 6.03 6.43(0.31) 6.82(0.20) 5.82
(0.06) (0.03) (0.03) (0.10)

COT: carbono organico total, Nt: Nitrégeno total, P: Fosforo extraible; AN: ambiente natural, BPA:
buenas préacticas agricolas, PANS: préacticas agricolas no sustentables. Estos datos son propiedad del
Grupo de Juan Galantini (CERZOS-CONICET) y forman parte de la Tesis Doctoral de Matias Duval
(UNS), miembros del consorcio BIOSPAS.
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Las muestras de suelo fueron secadas al aire, quebradas y tamizadas en mallas de
2 mm para remocion de tejidos vegetales determinando las siguientes propiedades
fisico-quimicas: contenido de materia organica como porcentaje de C organico total
(COT %) medidos por combustion seca, usando un LECO CR12 Carbonanalyzer
(LECO, St. Joseph, MI, USA); N total (Nt %), por el método de Kjedhal; P extraible (P
mg kg™), determinado mediante el método de Bray-Kurtz (Jackson, 1964) y pH, que fue

determinado por una mezcla de 1:2,5 de muestra de tierra y agua (Tabla 11.2).

En la Tabla 11.3 se detallan los valores medios de micronutrientes de Ca, Mg, Na
y K, el porcentaje de humedad, la densidad aparente y los contenidos de arena, limo y

arcilla de las cuatro instancias de muestreo.
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Tabla Il. 3. Valores medios (n = 3) (£ E.E.) de los micronutrientes Ca, Mg, Nay K, la CIC, el PSI, la CE, el porcentaje de humedad, la densidad aparente y los contenidos
de arena, limo y arcilla medidos en las muestras de suelo de los diferentes usos en cada sitio de estudio.

BENGOLEA MONTE BUEY PERGAMINO VIALE
AN BPA PANS AN BPA PANS AN BPA PANS AN BPA PANS
Ca (meq %) 6.31(0.12) 75(0.9) 6.42 11.77 111 125 7.97 7.86 10.24 18.31 25.59 16 (3.75)
(0.36) (0.93) (0.23) (0.12) (1.14) (0.42) (0.12) (2.91) (5.68)
Mg (meq %) 2.31(0.04) 2(0.06) 219 3.3(0.12) 3.1(0.17) 3.15 3.38 2.57 2.11(0.1) 6.59 4.33 5.68
(0.08) (0.03) (0.13) (0.22) (0.93) (0.37) (0.71)
Na (meq %) 0.86 (0.02) 0.76 0.77 0.37 0.33 0.3 0.77 0.65 0.73 1.17 1.09 1.04
(0.01) (0.03) (0.03) (0.03) (0.06) (0.03) (0.04) (0.36) (0.12) (0.11)
K (meqg %) 1.86 (0.29) 2.08 2.06 3 22(03) 1.1 1.68 1.18 1.32 0.97 (0.1) 1.19 1.27
(0.16) (0.27) (0.09) (0.14) (0.04) (0.21) (0.19)
CIC (meqg %) 12.71(0.22) 14.08 13.37 26.83 23.3 21.15 18.92 17.15 18.01 39.15 41.13 31.73
(0.48) (0.39) (1.62) (1.41) (0.9 (0.96) (0.73) (12.93) (1.22) (1.79)
PSI (%) 6.8(0.25) 543 5.77 1.4 (0.17) 1.43 1.47 4.1(0.44) 3.8(0.1) 4.07 2.97 2.67 3.27
(0.17) (0.28) (0.03) (0.35) (0.93) (0.35) (0.18)
CE (mS/cm) 0.32(0.09) 0.38 0.34 0.54 0.63 0.22 0.36 0.39 0.26 0.9 (0.02) 0.7 (0.03) 0.71
(0.03) (0.02) (0.07) (0.15) (0.03) (0.03) (0.02) (0.04) (0.04)
Humedad del 12.26 (5.56) 14.01 11.05 28.13 22.72 19.28 34.99 28.08 25.42 42.60 38.53 27.39
suelo % (0.41) (0.38) (2.63) (2.15) (1.63) (2.14) (1.07) (0.58) (0.66) (2.23) (1.62)
Densidad aparente 1.20 (0.01) 1.35 1.12 1.22 1.34 1.24 1.20 1.40 1.36 1.07 1.10 1.26
(g/cm®) (0.03) (0.02) (0.02) (0.06) (0.02) (0.05) (0.11) (0.07) (0.05) (0.03) (0.08)
Arcilla (%) 13.77 (3.09) 11.83 11.57 22.63 24.6 20.23 21.8 22.83 21.07 41.63 47.3 40.23
(0.09) (0.12) (0.81) (2.33) (0.99) (0.57) (2.47) (1.55) (0.79) (1.18) (1.59)
Limo (%) 29.33(2.19) 32 32 (0) 61 (0.58) 58.33 62.33 62 60.33 64.33 56.67 51.33 57.67
(3.28) (0.88) (1.45) (0.88) (0.88) (1.33) (1.76)
Arena (mg/kg) 56.67 (1.2) 56 56.67 16.33 17 (1.53) 17.67 15.67 17 (0.58) 14.67 2 2 2
(0.33) (0.33) (0.33) (0.33) (0.67)
Tipo de suelo Haplustoléntico Argiudol tipico Argiudol tipico Peludert argilico
Textura Franco arenoso Franco limoso Franco limoso Arcillo limoso / Franco arcillo
limoso

Cationes intercambiables Ca: Calcio, Mg: Magnesio, Na: Sodio, K: Potasio, CIC: Capacidad de Intercambio Cationico, PSI: Porcentaje de Sodio Intercambiable, CE:
Conductividad eléctrica. AN: ambiente natural, BPA: buenas practicas agricolas, PANS: practicas agricolas no sustentables. Datos pertenecientes al grupo de Fisica y
Micromorfologia de suelos (CIRN-INTA) y la Catedra de manejo y conservacién de suelos de la Facultad de Agronomia, UBA; miembros del consorcio BIOSPAS.
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[11. Evaluacion de la composicion de las
comunidades nativas de hongos
micorricicos arbusculares en diferentes
usos de suelo. Efecto de las practicas

agricolas



CAPITULO Il

111 .1. Introduccién

El impacto generado por la agricultura y otras actividades humanas sobre el
recurso suelo (como por ej. la aplicacion de pesticidas y fertilizantes, los cambios
promovidos por su uso, la compactacion del mismo debido a la cria de ganado) ha
llevado a la sociedad a promover estrategias de manejo que conserven o mejoren su
calidad (Wardle et al., 2004).

En agroecosistemas, los sistemas de siembra directa (SD) estan caracterizados
por una reduccion en la intensidad y/o el namero de operaciones de labranza (Kabir,
2005), incrementando la diversidad de cultivos, mejorando la fertilidad el uso del agua,
disminuyendo la erosion de los suelos y reduciendo el aporte quimico, comparados con
la labranza convencional (LC) (Hamel, 1996). En Argentina la LC ha sido
tradicionalmente muy extendida, pero en las Ultimas tres décadas se ha incrementado el
uso de la SD como uno de los modelos de agricultura sustentable (Viglizzo et al., 2011).
Actualmente la SD cubre unos 20 millones de hectareas que representan el 70 % del
area cultivada total de Argentina (Derpsch et al., 2010). De este porcentaje, alrededor
del 60 % (mas de 15 millones de hectareas) estd dedicada al monocultivo de soja
[Glicine max (L.) Merr.], mientras que otros cultivos como el maiz (Zea mays L.) y el
trigo (Triticum aestivum L.) cubren 5 millones de hectareas (Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Pesca).

La biodiversidad microbiana es un factor clave que regula los procesos del suelo
en sistemas agricolas sustentables (Copley, 2000). Los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) son un grupo funcional importante de dicha biodiversidad porque
contribuyen en gran medida a la productividad de los cultivos (van der Heijden et al.,
2008). De hecho, pueden tener efectos beneficiosos sobre la performance vegetal y la
calidad del suelo, los cuales son esenciales en los agroecosistemas (Barrios, 2007;
Jeffries et al., 2003). Por estas razones, la evaluacion integral de la calidad del suelo
debe incluir el estudio de las comunidades de HMA.

Los HMA forman estructuras intrarradicales (arbusculos, vesiculas,
circunvoluciones e hifas intercelulares) y estructuras extrarradicales (micelio, esporas y
células auxiliares). Las esporas son células individuales multinucleadas formadas
principalmente en la parte apical de la hifa espordgena del micelio extrarradical. El
numero de esporas producidas depende de la especie fangica (Blaszkowski, 1993), de

las especies de plantas hospedadoras (Blaszkowski, 1993; Hetrick y Bloom, 1986), de la
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fertilidad del suelo (Hayman, 1970), la fenologia del hospedador (Giovannetti, 1985) y
las capacidades competitivas de las diferentes especies de co-ocurrir con otras especies
de HMA (Gemma et al., 1989). La reproduccion de los HMA es clonal (Morton, 2000)
y el papel de las esporas es el de almacenar la informacion genética de una especie
particular, dispersar esta informacion a nuevos habitats e iniciar nuevos individuos
temporal y/o espacialmente separados de los organismos parentales (Morton et al.,
1993). Debido a que muchos componentes de la estructura subcelular de las esporas
(como la de las laminas de la pared) son estables en condiciones ambientales diferentes,
son consideradas como las estructuras mas importantes para la identificacion
morfoldgica de los HMA. Algunas estructuras diagndsticas de las esporas son: tamafio,
color, forma, formacién de agrupamientos (“esporocarpos’), caracteristicas de la pared
(numero y grosor de capas, reaccion con iodo, ornamentaciones) y caracteristicas de la
hifa sustentora o del saculo esporifero, entre otras. A pesar de que el reconocimiento de
las especies es fundamental para entender como la diversidad afecta los procesos
ecosistémicos (Zak et al. 2003), la clasificacion taxondmica de los HMA es objeto de
continuo debate debido a las dificultades de la extraccion de esporas de las muestras de
suelo y del mantenimiento de los hongos en medios de cultivos (Btaszkowski, 2012). A
su vez, la definicion de especie en el phylum Glomeromycota es controvertida
(Rosendahl, 2008), por lo que se utiliza el término “morfoespecie” (Robinson-Boyer et
al., 2009) cuando estd basado en las caracteristicas morfoldgicas y ontogenia de las
esporas. En esta Tesis se utilizaron las clasificaciones propuestas por Redecker et al.
(2013) y SchiaBler y Walker (2010), quienes reconocen dentro de este phylum una Unica
clase Glomeromycetes, formada por 4 Ordenes (Glomerales, Diversisporales,
Paraglomerales y Archaeosporales) y 11 familias.

Las esporas aisladas de las muestras de suelo rizosférico colectadas a campo dan
una idea de la abundancia y de la diversidad de especies HMA que esporulan en esas
condiciones ambientales (Btaszkowski, 2012). Dado que una alta proporcion de HMA
produce esporas estacionalmente o no producen esporas (Brundrett et al., 1999), la
determinacion de la diversidad de especies de HMA que ocurren en un determinado
lugar necesita de un muestreo sistematico, regular a largo plazo y complementariamente
de la induccidn a esporular en cultivos trampa. La estacionalidad de los HMA ha sido
estudiada en diferentes ambientes y muchos de estos estudios sugieren que los HMA
son estacionalmente dinamicos (Becerra et al., 2009; Guadarrama y Alvarez-Sanchez,

1999; Lugo et al., 2003; Soteras et al., 2012). Sin embargo, hay estudios en los que no
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se encontraron patrones estacionales (Mandyam y Jumpponen, 2008; Ruotsalainen et
al., 2007).

Se ha estudiado el efecto de las practicas agricolas sobre las comunidades de
HMA comparando labranza convencional versus sistemas en siembra directa o
agricultura organica (Boddington y Dodd, 2000; Hijri et al., 2006; Menéndez et al.,
2001; Oehl et al., 2003; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006). En
general, tanto la abundancia y la diversidad de HMA como la efectividad en términos de
colonizacion de raices y el crecimiento de la planta declinan bajo intensificacion
agricola; aunque hay excepciones como fue observado por Franke-Snyder et al. (2001).
En general los usos de suelo con fines agricolas impactan en forma directa sobre los
HMA, dafiando fisicamente las redes de micelio y mezclando los primeros centimetros
de suelos ricos en propagulos dentro del perfil del suelo (Kabir, 2005), o indirectamente
creando condiciones favorables o desfavorables para los HMA (pasaje de una
comunidad vegetal compleja a un monocultivo y de sistemas pobres en nutrientes a
sistemas fertilizados) (Gosling et al., 2006; Oehl et al., 2003; Oehl et al., 2005). En
suelos agricolas, el nimero de especies y la riqueza de los HMA es bajo (Daniell et al.,
2001; Helgason et al., 1998; Menéndez et al., 2001; Oehl et al., 2003; Oehl et al., 2005)
debido principalmente a la presion de seleccion ejercida por la fertilizacion, la
aplicacion de fungicidas, el frecuente disturbio del suelo y la baja diversidad de
hospedantes (Smith y Read, 2008).

Los estudios de los efectos de la SD sobre la comunidad de HMA son escasos en
Argentina (Faggioli y Cabello, 2013), por esta razon, en este capitulo se propuso evaluar
la estructura de la comunidad de HMA bajo diferentes usos de suelo comparando dos
sistemas de siembra directa [buenas practicas agricolas (BPA) y practicas agricolas no
sustentables (PANS) con ambientes naturales (AN) con vegetacion nativa)] a lo largo de
un gradiente de sitios en la pampa Argentina. Se hipotetiza que los usos de suelo bajo
siembra directa afectaran la comunidad de HMA y se predice que la densidad, la riqueza

de especies y la diversidad decrecerdn en el orden AN>BPA>PANS.

111.2. Materiales y métodos
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111.2.1. Area de estudio

Este estudio se realizo en el area centro-Este de Argentina (Fig. 11.1, Capitulo
I1). Se definieron tres usos de suelo: 1) ‘‘ambiente natural” (AN), 2) ‘‘buenas practicas
agricolas” (BPA) y 3) “practicas agricolas no sustentables” (PANS) los que fueron
replicados en 4 sitios agricolas siguiendo una transecta regional centro-este de la region

pampeana Argentina.

111.2.2. Disefio del muestreo

Se recolectaron 144 muestras de suelo, distribuidas en 4 muestreos, febrero y
septiembre de 2010 y 2011, segin el uso agricola. Los puntos de muestreo
(georeferenciados) correspondientes a cada réplica en cada combinacion de uso de
suelo/sitio se detallan en la Tabla Il.1 (Capitulo I1). Se recolectaron 3 muestras de suelo
(réplicas) separada por, al menos unos 50 metros, en cada combinacién de uso de suelo /
sitio con barrenos de metal de 10 cm de didmetro a una profundidad de 10 cm; en total
se tomaron 12 réplicas por uso de suelo. Cada réplica consistié en 20 subréplicas que
fueron mezcladas para obtener una muestra compuesta. Las muestras de suelo (de 500 g
cada una) fueron colocadas en bolsas de polietileno, etiquetadas, y conservadas en

heladera a 4 °C, para su posterior analisis en el laboratorio.

111.2.3. Comunidad de hongos micorricicos arbusculares

De cada muestra de suelo se tomaron 100 g que fueron tamizados empleando
mallas de distinto tamafio de apertura (125 y 38 um) siguiendo la metodologia
propuesta por Gerdemann y Nicolson (1963). Posteriormente, los materiales retenidos
en los tamices de 125 y 38 um fueron transferidos a tubos de centrifuga de 50 mL y
centrifugados en sacarosa al 80 % (Walker et al., 1982). Las esporas obtenidas en la
interfase entre la solucién de sacarosa y agua fueron lavadas y colocadas en capsulas de
Petri de 9 cm de diametro con base cuadriculada de 1 cm de lado. Las esporas y
esporocarpos aparentemente saludables y sin ningun tipo de sefial de dafio fueron
diferenciados segun tamafio, color, ornamentaciones, nimero de paredes, numero de
laminas en cada pared y forma de la hifa sustentora. Luego fueron cuantificadas bajo
lupa estereoscopica Nikon SMZ745T. Para cada tipo morfologico se realizaron
preparados permanentes usando Polivinil-alcohol (PVA) y PVA + Melzer (Morton,
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1988; Omar et al., 1979), como medios de montaje. Las esporas en reactivo de Melzer
fueron aplastadas para poder observar la tincién de las diferentes paredes. Las
morfoespecies fueron identificadas bajo microscopio Optico Nikon Eclipse E200,
fotografiadas y comparadas con las descripciones de las especies originales y
aislamientos de referencia descriptos en INVAM
(http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm), Blaszkowski

(http://www.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/index.html), Schenck y Perez (1990) y

Redecker et al. (2013). Las especies fueron asignadas a cada tipo de espora siguiendo
las nominaciones taxondmicas de SchiBler y Walker (2010) y Redecker et al. (2013).
Los especimenes fueron depositados en el Herbario del Museo Botanico de la
Universidad Nacional de Cérdoba.

Estas observaciones se reconfirmaron a través de la comparacion con esporas
obtenidas a partir de cultivos trampa (seccion 111.2.4).

De cada una de las muestras de suelo se analizaron las diferentes variables de la
comunidad de esporas de HMA: (1) densidad de esporas (nimero total de esporas en
100 g de peso seco de suelo); (2) frecuencia de ocurrencia (nimero de esporas de una
morfoespecie particular en una muestra); (3) riqueza de morfoespecies (S) (nimero total
de morfoespecies diferentes en 100 g de peso seco de suelo); (4) equitatividad (E); (5)
indice de diversidad (H- Shannon-Weaver) calculado como una medida de la diversidad
de morfoespecies de HMA, combinando los dos componentes de diversidad, la riqueza

de especies y la equitatividad (Magurran y McGill, 2011).

111.2.4. Cultivos de plantas trampa

A fin de realizar una correcta identificacion taxondémica de los HMA, se tomaron
200 g de las muestras de febrero del 2010 y se realizaron cultivos de plantas trampa. Se
utilizaron como plantas hospedadoras las especies de Sorghum bicolor (L.) Moench
(sorgo) y Medicago sativa L. (alfalfa), debido a su alta respuesta micorricica (Cabello,
1997). Las semillas de ambas plantas hospedantes se esterilizaron superficialmente en
NaClO al 10 % por agitacion durante 10 minutos. Luego, las semillas se hicieron crecer
en una mezcla de arena / suelo estéril (1:1, V/V) y transplantadas a macetas de 400 cm®.
Se establecieron 2 macetas por cada uso de suelo en cada sitio (una por cada especie de
planta) con una mezcla de suelo nativo utilizado como indculo y arena esterilizada en

proporciones 1:1 (V/V). Se transplantaron 10 plantas a cada maceta y se mantuvieron en
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invernadero a 24 °C durante el dia y a 19 °C durante la noche, con un fotoperiodo de
16/8 hs dia/noche, regadas por aspersion durante 1 minuto dos veces al dia durante un
periodo de 6 meses. Posteriormente, se sometieron a estrés hidrico durante 10 dias. La
parte aérea fue descartada y el suelo con las raices se almacend en heladera a 4 °C por
dos meses con el objetivo de romper la latencia de las esporas. Las esporas fueron
extraidas por el método de tamizado himedo, decantacién y centrifugado en sacarosa

(solucién de sacarosa al 80 %) e identificadas al nivel de morfoespecie.

111.2.5. Andlisis de datos

Se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (MMLG). Las réplicas
dentro de cada uso de suelo fueron anidadas y utilizadas como término aleatorio dentro
de cada sitio para controlar la pseudo-replicacion. Los factores fueron “uso de suelo”
con tres niveles [ambiente natural (AN), buenas practicas agricolas (BAP) y practicas
agricolas no sustentables (PANS)] y “estaciones” con dos niveles (febrero y septiembre)
y la interaccion entre ambos factores.

Para examinar posibles diferencias entre los usos de suelo y los sitios de estudio,
en cada una de las estaciones de muestreo, se realizd un segundo analisis utilizando en
este caso como factores fijos del modelo el “uso de suelo” (con sus tres niveles) y el
“area de estudio” con 4 niveles: Bengolea (B), Monte Buey (MB), Pergamino (P) y
Viale (V), incluyendo la interaccién entre los factores, particionado por estacion.

Se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza de los
residuos de todas las variables analizadas: densidad de esporas, riqueza de
morfoespecies, equitatividad y el indice de diversidad mediante el Q-Q plot normal y el
Level Plot, respectivamente. Las variables que no cumplieron con los supuestos de
fueron transformadas a Log;o previo al analisis estadistico.

Las diferencias significativas entre los niveles de cada factor se evaluaron con la

prueba a posteriori de LSD Fisher (p < 0,05).

Los coeficientes de correlacion de Pearson fueron calculados para evaluar la
relacion entre las variables micorricicas (densidad, riqueza, equitatividad y diversidad) y
las variables quimicas edaficas (COT, Nt, P y pH).

Con la finalidad de interpretar espacialmente relaciones conjuntas entre las

variables medidas (densidad, riqueza, equitatividad y diversidad) y los usos de suelo
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(ambiente natural, buenas practicas agricolas y practicas agricolas no sustentables), y
los usos de suelo en cada sitio de estudio (Bengolea, Monte Buey Pergamino y Viale),
se realizd un analisis de componentes principales (ACP) con los usos de suelo y los
sitios de estudio como variables de clasificacion.

El analisis estadistico de los datos fue realizado usando el software estadistico

InfoStat Plus version 2011 (http://www.infostat.com.ar).

111.3. Resultados
111.3.1. Caracterizacion del suelo

Las propiedades quimicas y fisicas de los diferentes usos de suelo dentro de cada
sitio de estudio se detallaron en las Tablas 11.2 y 11.3 (Capitulo I1). En la Tabla I11.1 se
muestra la variacion de las variables edaficas (COT, Nt, P y pH) para los meses de
febrero y septiembre en los diferentes usos de suelo (AN, BPA y PANS). De las 4
variables edaficas analizadas, el COT, el Nty el P presentaron diferencias significativas
entre los usos de suelo, pero no entre las estaciones de febrero y septiembre. Los valores
promedios para estas tres variables decrecieron en el orden AN>BPA>PANS. El pH
solo presento diferencias significativas entre estaciones, siendo los suelos de los tres

usos levemente mas acidos en septiembre que en febrero.
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Tabla I11.1. Media (z E.E.) de las variables edaficas medidas en las muestras de suelo: carbono
organico total (COT) (%), nitrégeno total (Nt) (%), fosforo extraible (P) (mg kg™) y el pH en febrero y
septiembre en los diferentes usos de suelo (AN: ambiente natural; BPA: buenas préacticas agricolas,
PANS: practicas agricolas no sustentables). Resultados del MMLG (modelos mixtos lineales
generalizados) entre estaciones de muestreo, usos de suelo y su interaccion. Letras diferentes indican
diferencias significativas segln el test a posteriori LSD Fisher (p < 0,05) para la interaccién de la
estacion de muestreo y usos de suelo.

CoT Nt
Uso de suelo [febrero] [septiembre] [febrero] [septiembre]
AN 2,95+ 0,37a 2,96+0,37a 0,23+0,03a 0,25+0,03a
BPA 2,20+0,37b 2,35+0,37b 0,18+0,03b 0,19+0,03b
PANS 184,%0,37c 1,85+0,37c 0,14+0,03c 0,15+0,03c
MMLG F p F p
Estacion 0,48 0,49 3,40 0,07
Usos de suelo 53,68 <0,001 52,67 <0,001
E*U 0,29 0,75 0,08 0,92

P pH
Uso de suelo [febrero] [septiembre] [febrero] [septiembre]
AN 108,90+39,07a 102,53+39,07a 6,29+0,14a 5,98+0,14bc
BPA 57,35+39,07b 32,72+39,07bc 6,20+0,14ab 6+0,14bc
PANS 20,50+39,07bc 14,04+39,07¢ 6,32+0,14a 5,96+0,14c
MMLG F p F p
Estacion 1,00 0,32 17,49 <0,001
Usos de suelo 17,47 <0,001 0,15 0,86
E*U 0,24 0,79 0,46 0,63

I11. 3.2. Caracterizacion de la comunidad de HMA

Se identificaron 46 morfoespecies en base a caracteres morfologicos de las
cuales 40 se atribuyeron a morfoespecies conocidas distribuidas en 8 familias:
Acaulosporaceae Morton & Benny, Ambisporaceae Walker, Vestberg & Schufler,
Archaeosporaceae Morton & Redecker, Claroideoglomeraceae Walker & Schif3ler,
Entrophosporaceae Oehl & Sieverd, Gigasporaceae Morton & Benny, Glomeraceae
Piroz. & Dalpé y Pacisporaceae Walker, Btaszk., SchiiBler & Schwarzott (Ver Anexo,
Figuras 1-8). La mayoria de las morfoespecies identificadas pertenecieron a las familias
Glomeraceae (16 morfoespecies), Gigasporaceae (12 morfoespecies) y Acaulosporaceae
(10 morfoespecies), y de estas familias 10 morfoespecies fueron las mas ubicuas entre
los tres usos de suelo: Acaulospora scrobiculata (9 %), A. bireticulata (3,9 %),
Archaeospora trappei (3,4 %), Claroideoglomus claroideum (3,7 %), Funneliformis
geosporum (16 %), F. mosseae (5 %), Gigaspora margarita (5 %), Glomus brohultii
(18 %), Rhizophagus clarus (5 %) y R. intraradices (6,3 %).
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En la Tabla I111.2 se muestran las diferentes morfoespecies identificadas en cada
uso de suelo con su frecuencia relativa. Para los tres usos de suelo, tanto en febrero
como en septiembre, Funneliformis geosporum y Glomus brohultii fueron las
morfoespecies mas frecuentes (Tabla 111.2). A. denticulata fue Unica de febrero (solo en
PANS) y A. alpina (en los tres usos de suelo), A. excavata (en los tres usos de suelo) y
S. dipapillosa (solo en AN y PANS) fueron Unicas de septiembre. En AN sélo
Sclerocystis sp.1 estuvo presente tanto en febrero como en septiembre, mientras que A.
denticulata solo estuvo presente en las muestras de PANS de febrero. Varias especies
estuvieron presentes en el AN y en las BPA en febrero y septiembre: A. leavis, C.
pellucida, G. decipiens, R. fulgida, G. aggregatum, Glomus sp.2, Glomus sp. 3 y
Pacispora sp. 1. En febrero y septiembre el nimero de morfoespecies decrecio en el
siguiente orden AN>BPA>PANS (Tabla I11.2).

Las familias més abundantes en todos los usos de suelo fueron Glomeraceae,
Acaulosporaceae, Gigasporaceae Yy Claroideoglomeraceae. Acaulosporaceae Yy
Entrophosporaceae fueron mas frecuentes en PANS que en AN y BPA; a su vez
Ambisporaceae fue méas frecuente en BPA que en los otros dos usos de suelo (Tabla
111.2).

111.3.3. Plantas trampa

Los cultivos de planta trampa permitieron aislar solo 29 de las 46 especies
identificadas en las muestras de campo. No se registrd ninguna morfoespecie diferente

de las encontradas en las muestras provenientes del campo (Tabla 111.3).
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Tabla I11.2. Lista de especies identificadas de los morfotipos de esporas en los diferentes usos de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas practicas agricolas) y PANS
(précticas agricolas no sustentables) en los meses de febrero y septiembre. Los valores corresponden a las medias de las frecuencias de cada morfoespecie (%) en cada uso de
suelo por estacion.

febrero septiembre
Morfoespecies de HMA AN BPA PANS AN BPA PANS
Acaulosporaceae
Acaulospora alpina Oehl, Sykorova & Sieverd. 0 0 0 0,05 0,15 1,89
A. bireticulata Rothwell & Trappe 1,58 1,43 6,18 3,05 3,23 7,6
A. excavata Ingleby & Walker 0 0 0 0,12 0,31 1,04
A. delicata Walker, Pfeiff. &Bloss 0 0,49 0,6 0 0,09 0
A. denticulata Sieverd. & Toro 0 0 0,33 0 0 0
A. laevis Gerd. & Trappe 0,2 1,26 0 0,37 0 0
A. mellea Spain & Schenck 0,09 0 0 1,49 0,96 0,7
A.rehmii Sieverd. & Toro 0,3 0,23 0,56 0,64 0,36 1,55
A. scrobiculata Trappe 7,63 8,01 12,65 53 9,51 12,6
A. spinosa Walker & Trappe 0,41 0,04 0,68 1,14 0,25 1,19
Ambisporaceae
Ambispora leptoticha (Schenck & Sm.) Walker, Vestberg & SchiBler 0,07 0 0 0 1,12 0,08
Archaeosporaceae
Archaeospora trappei ( Ames & Linderman) Morton & Redecker 6,75 4,32 4,08 0,95 1,68 4,66
Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus claroideum (Schenck & Sm.) Walker & Schil3ler 2,98 5,53 2,29 2,04 3,27 6,2
C. etunicatum (Becker & Gerd.) Walker & SchiRler 0,77 0,48 1,47 3,99 4,95 4,57
C.luteum (Kenn.,Stutz & Morton) Walker & SchiiBler 3,21 0,69 0,95 1,31 3,87 0
Entrophosporaceae
Entrophospora infrequens (Hall) Ames & Schneid. 0,94 0,26 1,29 0,58 0,56 0,73
Gigasporaceae
Cetraspora pellucida (Nicolson & Schenck) Oehl, Souza & Sieverd 0,76 0,13 0 0,21 0,1 0
Dentiscutata heterogama (Nicolson & Gerd.) Sieverd.,Souza & Oehl 2,39 2,31 0,63 1,26 0 0,23
Gigaspora decipiens Hall & Abbot 0,16 0,23 0 0,28 0,35 0
G. gigantea (Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe 2,2 1,1 1,68 0,1 0,49 0,45
G. margarita Becker & Hall 2,73 3,26 6,92 4,48 5,07 6,46
G. rosea Nicolson & Schenck 0,15 0,51 0,43 0,34 1,66 1,13
Racocetra fulgida (Koske & Walker) Oehl, Souza & Sieverd 0,15 0 0 0,24 1,41 0
Scutellospora biornata Sieverd. & Toro 2,42 0,98 2,45 3,91 3,33 1,13
S. calospora (Nicolson & Gerd.) Walker & Sanders 0,72 0,62 0 2,18 1,22 0,38
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S. dipapillosa (Walker & Koske) Walker & Sanders

S. rubra Stirmer & Morton

Scutellospora sp.1

Glomeraceae

Funneliformis coronatum (Giovann.) Walker & SchuBler
F. geosporum (Nicolson & Gerd.) Walker & SchuRler

F. mosseae (Nicolson & Gerd.) Walker & SchuBler
Glomus aggregatum Schenck & Sm.

G. brohultii, Sieverd.& Herrera

G. fuegianum (Speg.) Trappe & Gerd.

G. microaggregatum Koske, Gemma & Olexia

Glomus sp.1

Glomus sp.2

Glomus sp.3

Rhizophagus clarus (Nicolson & Schenck) Walker & SchiBler
R. fasciculatus (Thaxt.) Walker & SchuRler

R. intraradices (Schenck & Sm.) Walker & SchiiRler
Sclerocystis sinuosa (Gerd. & Bakshi) Almeida & Schenck
Sclerocystis sp.1

Septoglomus constrictum (Trappe) Sieverd., Silva & Oehl
Pacisporaceae

Pacispora boliviana Sieverd. & Oehl

Pacispora sp.1

Total de morfoespecies por uso de suelo en cada estacion
Total de morfoespecies por uso de suelo
Morfoespecies Unicas para cada uso de suelo
Porcentaje de cada familia para cada uso de suelo
Acaulosporaceae

Ambisporaceae

Archaeosporaceae

Claroideoglomeraceae

Entrophosporaceae

Gigasporaceae

Glomeraceae

Pacisporaceae

0 0 0
0,78 0,11 0,73
0,34 0,67 1,27
0,19 2,17 1,82
27,07 21,99 17,7
2,88 7,66 7,31
0,32 0,55 0
13,93 13,15 12,1
2,38 0 0
1,44 0 0,27
0,03 0 0,28
0,05 0 0
0,03 0,3 0
8,05 9,78 8,24
0,29 0 0
416 10,18 6,85
0,77 0,43 0,09
0,19 0 0
0,35 0,56 0,18
0,03 0,04 0
0,07 0,47 0
41(89%) 33(72%) 28(61%)
AN: 44; BPA: 43; PANS: 37

AN: 1; BPA: 0; PANS: 1

AN: 11,18; BPA: 13,18; PANS: 23,79
AN: 0,04; BPA: 0,56; PANS: 0,04
AN: 3,85; BPA: 3,00; PANS: 4,37
AN: 7,15; BPA: 9,39; PANS:7,74
AN: 0,76; BPA: 0,41; PANS: 1,01
AN: 14,23; BPA: 11,83; PANS: 13,15
AN: 59,4; BPA; 60,5; PANS: 49
AN: 0,24; BPA: 0,33; PANS: 0,41

0,74
1,26
0,61

0,56
9,52
6,12
1,56
25,69
1,23
1,75
0
0,24
0
1,72
1,1
3,3
0,51
0,24
3,09

0,26
0,12

41(89%)

0,17
0

1,18
13,02
5,07
0
21,74
0,17
0,37
0,23
0,23
0,66
2,57
0,11
8,39
0,1

0
0,41

0
0,15

38(83%)

0,59
1,04
0,78

0,14
7,19
2,71
0
21,03
0,29
2,35
0,1
0

0
2,19
0,75
5,05
0

0
1,44

0,82
0

33(72%)
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Tabla I11.3. Morfoespecies identificadas en las muestras de suelo de las plantas trampa Sorghum bicolor
(L.) Moench y Medicago sativa (L.). Se nombran todas las morfoespecies identificadas en las muestras de
suelo del campo y con la X se destacan las asiladas de las muestras de suelo de las plantas trampa.

Usos de suelo
AN BPA PANS

Morfoespecies de HMA S.bicolor M. sativa S. bicolor M. sativa S. bicolor M. sativa

Acaulosporaceae

A. bireticulata

A. excavata

A. mellea

A. rehmii

A. scrobiculata
Archaeosporaceae
Archaeospora trappei
Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus claroideum
Cl. etunicatum

Cl. luteum
Entrophosporaceae
Entrophospora infrequens
Gigasporaceae
Dentiscutata heterogama
G. gigantea

G. margarita
Scutellospora biornata

S. calospora

S. rubra

Glomeraceae
Funneliformis coronatum
F. geosporum

F. mosseae

G. brohultii

G. fuegianum
Rhizophagus clarus

R. fasciculatus

R. intraradices
Sclerocystis sinuosa
Septoglomus constrictum
Pacisporaceae
Pacispora boliviana X

X
X

X
XX X XXXXX

XXX X XX

XX X X XXX X XXXXX
X
X

XX X X XXX X X
X X

X X X X
XX XXX XX
XX XX XXXX

XXX X X XX XXXXXX
X X

X X
X
X

Pacispora sp.1 X

111.3.4.Variables micorricicas, estacionalidad y usos de suelo

De las 4 variables micorricicas analizadas en este estudio (densidad de esporas,
rigueza de morfoespecies, equitatividad y diversidad) sélo la equitatividad presentd
diferencias significativas entre los meses de muestreo, mientras que la riqueza, la
equitatividad y la densidad de esporas difirieron significativamente entre los diferentes
usos de suelo (Tabla I11.4). La diversidad no presentd diferencias significativas entre

febrero y septiembre ni entre los diferentes usos de suelo.
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Tabla I11.4. Media (+ E.E.) de las variables micorricicas analizadas en las muestras de suelo: densidad
(n° de esporas/100 g PS de suelo), riqueza (n° de especies/100 g PS de suelo), diversidad, equitatividad de
HMA en febrero y septiembre. Resultados del MMLG entre estaciones de muestreo, usos de suelo (AN:
ambiente natural, BPA: buenas préacticas agricolas, PANS: practicas agricolas no sustentables) y su
interaccion. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test a posteriori LSD Fisher (p <
0,05) para la interaccion de la estacion de muestreo y usos de suelo.

Densidad Riqueza
Uso de suelo [febrero] [septiembre] [febrero] [septiembre]
AN 137,67+36,30a 101,65+82,43a 9,92+1,34ab 10,5045,18a
BPA 69,38+10,83ab 41,36+6,58bc 8,38+0,85hc 7,38+0,50c
PANS 32,97+4,46¢ 25,67+3,45¢ 6,71+0,65c 6,96+0,47c
MMLG F p F p
Estacion (E) 1,3 0,26 0,01 0,93
Usos de suelo (U) 12,13 <0,001 10,74 <0,001
ExU 1,02 0,36 0,63 0,54
Diversidad Equitatividad
Uso de suelo [febrero] [septiembre] [febrero] [septiembre]
AN 2,14+0,20b 2,5040,74a 0,66+0,08c 0,75+0,05bc
BPA 2,23+0,14ab 2,32+0,08ab 0,79+0,02bc 0,84+0,02ab
PANS 2,250,16ab 2,39+0,09ab 0,81+0,05a 0,88+0,02a
MMLG F p F p
Estacion (E) 3,59 0,06 4,99 <0,05
Usos de suelo (U) 0,07 0,94 11,45 <0,001
ExU 0,65 0,52 0,63 0,57

La densidad de esporas (nimero de esporas/100 g de peso seco de suelo) vario
de 3,33 a 848,87 esporas/100g de peso seco de suelo para los tres usos de suelo (para
febrero en el AN 3,33 - 848,87; en BPA 5,85 - 162,36 y en PANS 5,16 - 80,02 y en
septiembre en el AN 7,44 - 273,31; en BPA 3,69 - 126,67 y en PANS 3,48 - 69,99). En
febrero y septiembre la densidad de esporas y la riqueza de especies decrecio en el
orden AN>BPA>PANS, observando una mayor densidad de esporas en febrero, para los

tres usos de suelo.

I11.3.5.Variables micorricicas, usos de suelo y sitios de estudio.

En la Tabla I11.5 se muestran las variables micorricicas analizadas (densidad de
esporas, riqueza de morfoespecies, equitatividad y diversidad) para los usos de suelo,
los sitios de estudio y los meses de muestreo. La riqueza y la densidad de esporas
mostraron diferencias significativas para los usos de suelo y los sitios de estudio en
ambas estaciones. Para esas dos variables, la interaccion entre ambos factores (usos de

suelo y sitios de estudio) también fue significativa en ambas estaciones.
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Tabla I11.5. Resultados del MMLG para las variables micorricicas analizadas en las muestras de suelo:
densidad (n° de esporas/100 g PS de suelo), riqueza (n° de especies/100 g PS de suelo), diversidad,
equitatividad de HMA en febrero y septiembre, entre usos de suelo (AN: ambiente natural, BPA: buenas
practicas agricolas, PANS: practicas agricolas no sustentables), sitios de estudio (Bengolea, Monte Buey,
Pergamino y Viale) y su interaccién.

febrero

Uso de suelo (U) Sitio (S) UxS
Variables micorricicas F p F p F p
Diversidad 0,24 0,79 11,19 <0,001 3,19 <0,05
Riqueza 6,06 <0,01 20,03 <0,001 6,66 <0,001
Equitatividad 5,94 <0,01 4,53 <0,05 0,84 0,55
Densidad 511 <0,05 13,08 <0,001 5,28 <0,01

septiembre

Uso de suelo (U) Sitio (S) UxS
Variables micorricicas F p F p F p
Diversidad 0,72 0,49 3,79 <0,05 1,59 0,19
Riqueza 8,52 <0,01 5,32 <0,01 3,12 <0,05
Equitatividad 4,87 <0,05 2,66 0,07 2,21 0,08
Densidad 16,7 <0,001 7,94 <0,001 7,43 <0,001

Por otro lado, la equitatividad present6 diferencias significativas entre los usos
de suelo en ambas estaciones (Tabla I11.5), mientras que para los sitios de estudio la
equitatividad solo fue diferente en septiembre. La interaccién entre ambos factores no
fue significativa entre estaciones. Se observaron diferencias significativas en la
diversidad entre sitios de estudio dentro de cada estacion. A su vez, se observo

interaccion significativa entre usos de suelo y sitios de estudio (Tabla I11.5).

La densidad de esporas, la riqueza de morfoespecies, la equitatividad y la
diversidad presentaron diferentes patrones de variacion entre los usos de suelo en cada
sitio de estudio (Figuras I11.1, I11.2). La densidad de esporas decrecié en ambas
estaciones en el siguiente orden AN>BPA>PANS en todos los sitios, excepto en Monte
Buey que mostréo un patron inverso (PANS>BPA>AN), ademéas de presentar los
menores valores para esta variable en ambas estaciones (Fig. I11.1. a y b). La riqueza de
especies de HMA disminuyo en direccion Oeste-Este de la transecta regional y el AN
presentd los mayores valores comparado con las préacticas agricolas (BAP y PANS).
Monte Buey fue el sitio con menor riqueza de especies para el AN como asi también

para los suelos usados con fines agricolas (Fig.I11.1. c y d).

Bengolea fue el sitio con mayor diversidad de HMA en ambas estaciones (Fig.

I11.2. ay b), siendo el AN el més diverso. Los suelos manejados para agricultura (BPA y
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PANS) presentaron igual diversidad que los ambientes naturales en Monte Buey,

Pergamino y Viale (Fig. 111.2. ay b).

La equitatividad mostré los menores valores para los AN en todos los sitios
siguiendo el patron PANS>BPA>AN para ambas estaciones, excepto para Monte Buey
que con los mayores valores para esta variable, no mostro diferencias entre los usos de

suelo (Fig. l11.2. c y d).

111.3.6.Analisis de correlacion entre las variables micorricicas y las variables edaficas

En la Tabla 111.6 se muestra el andlisis de correlacion de Pearson entre las
variables micorricicas y las variables edaficas medidas en cada estacion de febrero y
septiembre. La diversidad, la riqueza y la equitatividad mostraron correlaciones
negativas significativas con el COT, con el Nty el P en la estacion de febrero. Solo la
riqueza mostré una correlacion positiva y significativa con el pH y la equitatividad con
el P. La densidad de esporas no mostro correlaciones significativas con ninguna de las
variables edaficas. Con respecto a la estacion de septiembre, la diversidad mostro
correlaciones significativas con las cuatro variables edaficas, negativas con el COT, el
Nt y el P, y positiva con el pH. La riqueza y la densidad mostraron correlaciones
significativas negativas con el P y positivas con el pH. La equitatividad mostro
correlaciones significativas y negativas con el COT y el Nt.

Tabla 111.6. Analisis de correlacion de Pearson entre las variables micorricicas

(diversidad, riqueza de morfoespecies, equitatividad y densidad de esporas) y las variables

quimicas edéficas (COT, Nt, P y pH) medidas en cada estacion (febrero y septiembre).
Estacién febrero

Diversidad Riqueza Equitatividad Densidad

COoT -0,45*** -024* -0,35** 0,09
Nt -0,53*** -0,36** -0,25* 0,01

P -0,32** -0,36** 0,23* -0,22
pH 0,18 0,24* -0,11 0,23
Estacion septiembre

CoT -0,33** -0,16 -0,35** 0,13
Nt -0,36** -0,16 -0,37** 0,14

P -0,32%* -0,30* -0,06 -0,25*
pH 0,29* 0,36** -0,03 0,25*

* p<0,05; ** p<0,01; ***p < 0,001
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Figura I11.1. Patrones de variacién de los valores medios(n = 6) (+ EE) de la densidad de febrero (a) y septiembre (b) y la riqueza de especies de
febrero (c) y septiembre (d) de HMA en los diferentes usos de suelo (AN: ambiente natural, BPA: buenas practicas agricolas, PANS: précticas agricolas
no sustentables) para cada uno de los sitios de estudio. Letras diferentes representan diferencias significativas [Test a posteriori LSD Fisher (p < 0,05)].
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111.3.7. Analisis de componentes principales
I11.3.7.a. Analisis de componentes principales entre los diferentes usos de suelo

En la Fig. 111.3 se presentan los resultados del Analisis de Componentes
Principales (ACP) de las variables micorricicas (densidad de esporas, riqueza de
especies, diversidad y equitatividad) y las variables edaficas (COT: carbono organico
total, Nt: nitrogeno total, P: fésforo extraible, pH) para febrero y septiembre en los
diferentes usos de suelo (AN, BPA y PANS). El primer componente principal (CP1)
explico el 72 % de la variabilidad total de los datos de ambas variables (micorricicas y
edéaficas) mostrando una clara separacion entre los diferentes usos de suelo, y estuvo
representado principalmente por la riqueza (autovectorl: 0,41; autovector2: -0,12), la
densidad (autovectorl: 0,41; autovector2: 0,11), el P (autovectorl: 0,41; autovector2: -
0,01), el COT (autovectorl: 0,40; autovector2: -0,13) y la equitatividad (autovectorl: -
0,41; autovector2: -0,08). La riqueza, la densidad, el P y el COT mostraron asociacion
con los ambientes naturales, tanto en febrero como en septiembre, y la equitatividad se
asociod con las préacticas agricolas no sustentables en ambos meses de muestreo.

Los AN poseen los valores méas altos en densidad de esporas, riqueza de
especies, como asi también las mayores concentraciones de COT, P y Nt en sus suelos
(Tabla I11.1). Por el contrario las PANS se asociaron a la equitatividad, por lo que estos
usos de suelo poseen los valores mas bajos para las variables anteriormente
mencionadas, pero presentan los valores més altos de equitatividad. El segundo
componente principal (CP2) explico el 25 % de la variabilidad de los datos,
representado principalmente por el pH (autovectorl: 0,06; autovector2: 0,68) y la

diversidad (autovectorl: -0,11; autovector2: -0,66).

111.3.7.b. Analisis de componentes principales entre usos de suelo y sitios de estudio.

En la Fig. I11.4 se presentan los resultados del Anélisis de Componentes
Principales (ACP) de las variable micorricicas y las variables edéaficas para febrero y
septiembre en los diferentes usos de suelo dentro de cada sitio de estudio. El primer
componente principal (CP1) explicé el 41 % de la variabilidad total de los datos de las
variables micorricicas y edaficas analizadas y estuvo representado principalmente por la
diversidad (autovectorl: 0,49; autovector2: 0,03), el Nt (autovectorl: -0,45;
autovector2: -0,29), el COT (autovectorl: -0,43; autovector2: -0,34), el P (autovectorl: -
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Fig. 111.3. Andlisis de componentes principales (ACP) de las variables micorricicas: densidad, riqueza,
diversidad y equitatividad, y las variables quimicas edéaficas: pH, P (fésforo extraible), COT (carbono
orgénico total) y Nt (nitrégeno total) para febrero (F) y septiembre (S) en los diferentes usos de suelo: AN
(ambiente natural), BPA (buenas practicas agricolas) y PANS (practicas agricolas no sustentables).

0,41; autovector2: 0,13) y la riqueza (autovectorl: 0,41; autovector2: 0,31). El segundo
componente principal (CP2) explico el 36 % de la variabilidad de los datos,
representado principalmente por la equitatividad (autovectorl: 0,05; autovector 2: 0,55)
y la densidad (autovectorl: 0,16; autovector2: -0,52). El segundo componente es el que
separa los AN de las précticas agricolas en siembra directa (BPA y PANS), explicado
por los altos valores de densidad de esporas encontrados en los AN de Bengolea,
Pergamino y Viale y los mas bajos en equitatividad. Por el contrario, los suelos
cultivados poseen los valores mas bajos de densidad de esporas y los mas altos en

equitatividad.

El AN de Bengolea se asocio a los mayores valores de diversidad y riqueza de
especies y los AN de Pergamino y Viale y las BPA de Viale a los mayores valores de
densidad de esporas, como asi también de las concentraciones de Nt, COT y pH del
suelo. EI AN de Monte Buey se asoci6 claramente a los altos niveles de P presentes en
estos suelos. Por el contrario las practicas agricolas en siembra directa se agruparon y se

asociaron a los altos valores de equitatividad.
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Figura I11.4. Andlisis de componente principal (ACP) de las variables micorricicas: densidad, riqueza,
diversidad y equitatividad, y las variables edéaficas: pH, P (fésforo extraible), COT (carbono orgéanico
total) y Nt (nitrogeno total) para febrero (F) y septiembre (S) en los diferentes usos de suelo: AN
(ambiente natural), BPA (buenas préacticas agricolas) y PANS (préacticas agricolas no sustentables) y sitios
de estudio: B: Bengolea, MB: Monte Buey, P: Pergamino y V: Viale.

111.4. Discusion

Numerosos estudios han demostrado que el manejo agricola afecta las
comunidades de HMA (Douds et al., 1993; Jansa et al., 2003; Miller y Jastrow, 2002;
Oehl et al., 2003; Sieverding, 1990), mostrando resultados contradictorios, en un rango
que va desde efectos negativos a positivos e incluso neutros (Gosling et al., 2006; Jansa
et al., 2002; Lekberg et al., 2008; Wang et al., 2008). El analisis de los patrones de
variacion de las variables micorricicas entre los usos de suelo y entre sitios de estudio
mostré que estas variables estdn afectadas por ambos factores, ademas de las
significativas interacciones entre ambos términos. Estos resultados sugieren algin grado
de contexto de dependencia de las respuestas de los HMA (Hedlund et al., 2003), ya que
nuestros resultados consideran una escala regional, sugiriendo que los efectos de los
usos de suelo son sitio-dependientes, por lo que posiblemente otros factores, como la
historia en el uso de los suelos, las propiedades fisico-quimicas intrinsecas de cada sitio
y el “provincialismo” de los microorganismos del suelo estén influenciando estos

patrones de respuesta.
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El nimero de morfoespecies identificadas en este estudio (46) es alto comparado
con los resultados de estudios previos de zonas templadas (Franke-Snyder et al., 2001;
Menéndez et al., 2001; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006) donde se
reportan una riqueza de especies de 15, 17, 24 and 21 en sitios agricolas de Estados
Unidos y Argentina, respectivamente. No obstante, es similar a los reportados por Oehl
et al. (2003) y Faggioli y Cabello (2013) para suelos agricolas de Europa Central y de la
provincia de Cordoba (Argentina).

Los cultivos de plantas trampa no permitieron aislar nuevas morfoespecies con
respecto a las muestras de suelo del campo, incluso se identificaron 17 morfoespecies
menos en estos cultivos, confirmando los resultados obtenidos por Blaszkowsky (2012)
y Brundrett et al. (1999) quienes indicaron que algunas especies que esporulan en
campo no lo hacen en cultivos trampa.

Se ha documentado en estudios previos que el manejo de cultivos y la excesiva
aplicacion de fertilizantes y pesticidas, afectan la comunidad de HMA en
agroecosistemas de zonas templadas y tropicales (Druille et al., 2013a; Druille et al.,
2013b; Jansa et al., 2002; Oehl et al., 2003; Sieverding, 1990). En general, los suelos
usados para produccion agricola tienen una menor densidad de esporas y riqueza de
especies de HMA comparados con ecosistemas naturales (Menéndez et al., 2001) y
frecuentemente son dominados por especies del género Glomus (Daniell et al., 2001,
Jansa et al., 2003; Oehl et al., 2003; Troeh y Loynachan, 2003). En nuestro estudio,
aunque los suelos usados para agricultura (BPA y PANS) poseen menor numero de
morfoespecies de HMA que los ambientes naturales (AN), siguen siendo ricos en
especies comparado con los resultados de Menéndez et al. (2001) y Schalamuk et al.
(2006) en sistemas de labranza convencional y siembra directa en Argentina.

Entre los suelos usados para agricultura, las practicas agricolas no sustentables
(PANS) mostraron los valores mas bajos de especies en ambas estaciones. Esto es
consistente con la idea de que la intensificacion agricola afecta negativamente la riqueza
de especies de HMA, sobre todo cuando se compara rotacion de cultivos con
monocultivos (Gosling et al., 2006; Oehl et al., 2003). Esta menor riqueza de esporas de
HMA encontrada en PANS sugiere que estas practicas agricolas podrian promover una
pérdida de ciertas especies o grupos de especies dando lugar no solo a la pérdida de
material genético, sino también de diversidad funcional de los HMA, lo que podria

finalmente causar una disminucién en la fertilidad y calidad del suelo.
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En este estudio se evidenciaron claros cambios en la densidad de esporas y la
riqueza de especies, en las distintas situaciones de uso de suelo. En términos generales
los usos de suelo con fines agricolas bajo siembra directa (BPA y PANS) presentaron
valores méas bajos que los AN en ambas estaciones siguiendo el patron
AN>BPA>PANS. Esto posiblemente se deba al disturbio ocasionado por las practicas
agricolas, la aplicacion de fertilizantes y fungicidas, y la menor diversidad de
hospedadores en los suelos cultivados como se ha sugerido en estudios previos en
nuestro pais (Menéndez et al., 2001; Schalamuk y Cabello, 2010) y en otras regiones
geogréaficas del mundo (Bedini et al., 2007; Hijri et al., 2006; Jansa et al., 2003; Oehl et
al., 2003). Por otro lado, el indice de diversidad de Shannon en nuestro estudio, mostré
uniformidad entre los usos de suelo, una situacion similar a lo observado por Franke-
Snyder et al. (2001) en sitios agricolas del este de Pennsylvania, USA.

Un importante resultado fue que el andlisis de PCA mostré asociaciones
positivas entre la densidad de esporas, la riqueza de especies, el COT, el Nty el P con
los ambientes naturales de ambas estaciones, de acuerdo con los mayores valores
observados para esas variables en esos usos de suelo. Ademas mostré una clara
separacion entre los diferentes usos de suelo.

En el analisis de PCA se observd que los sitios manejados con fines agricolas
tienden a agruparse a diferencia de los AN de todos los sitios, que presentan una mayor
distribucion espacial, por lo que se podria sugerir una fuerte presion de seleccion
causada por la intervencion antropica, que tiende a homogeneizar los suelos cultivados,
a diferencia de los AN que presentan mayor diversidad de las diferentes variables fisico-
quimicas y biologicas.

Es importante resaltar que en Monte Buey, el AN y las BPA presentaron los
valores méas bajos de densidad de esporas y riqueza de especies, donde las
concentraciones de P en el suelo fueron notablemente mas altas que en cualquier otra
combinacion de uso de suelo y sitio. Esto apoya la idea de que la disponibilidad de P en
el suelo se relaciona negativamente con los HMA (Grilli et al., 2012; Treseder, 2004).

En relacion a la influencia de los cambios estacionales sobre las comunidades de
HMA se ha sugerido que la abundancia maxima de HMA ocurre en verano y declina en
invierno y en la primavera temprana (Bentivenga y Hetrick 1992; DeMars y Boerner
1995; Kabir et al. 1997; Lugo et al. 2003). Aunque en este estudio, solo la equitatividad

presento diferencias significativas entre estaciones, la densidad de esporas mostrd los
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mayores valores para los tres usos de suelo en febrero, que coincide con la estacion de

verano.

I11.5. Conclusiones

El analisis de la comunidad de HMA permitio diferenciar entre ambientes
naturales y suelos cultivados en la region central de Argentina. La densidad y la riqueza
de especies fueron mayores en el ambiente natural (AN) en comparacion con los suelos
manejados para agricultura (BPA y PANS). Mas aun, ambas variables decrecieron en el
orden predicho (AN>BPA>PANS) por lo que pueden ser sugeridas como indicadoras de
los diferentes usos de suelo.

Una caracteristica sobresaliente de este estudio es que las situaciones de uso de
la tierra se replicaron regionalmente incluyendo diversos tipos de suelos, climas y
secuencias de cultivos fueron tomados como bases para las réplicas. Los patrones de
variacion de las variables micorricias analizadas mostraron ser sitio-dependientes lo que
justifica la eleccion del disefio experimental Sin embargo, mas alla de las respuestas
dependientes del contexto, en términos generales los resultados sugieren que las
practicas que promueven la intensificacion agricola afectan negativamente las
comunidades de esporas de HMA, en particular empobreciendo y homogeneizando las

comunidades.
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CAPITULO IV

1V .1. Introduccidn

La cantidad de propagulos de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) tiene
un efecto importante en la colonizacién de las raices de las plantas de cualquier
ecosistema (Klironomos y Hart, 2002). Los HMA pueden utilizar diferentes fuentes de
indculo (Smith y Read, 2008) y tipicamente son componentes de la fase extrarradical,
que incluyen esporas e hifas del micelio (MER) (Friese y Allen, 1991). Este MER,
primero es responsable de la adquisicion de nutrientes, pero luego crece a lo largo y
entre los segmentos radicales formando nuevas unidades de infeccion. Las esporas se
desarrollan a partir del micelio extrarradical y son altamente infectivas. Los tubos
germinativos de las esporas, se extienden por varios centimetros en direccion a raices
activas para desarrollar una infeccién primaria. Los componentes de la fase intrarradical
también pueden ser infectivos. Las vesiculas han mostrado ser particularmente
infectivas, por lo que los fragmentos de raices colonizados vivos o muertos, pueden ser
fuente de in6culo para el desarrollo de nuevas raices (Smith y Read, 2008; Tommerup,
1984).

El in6culo de los HMA en los suelos puede ser llamado “banco de propagulos”
que permanece latente, hasta que las condiciones resulten favorables para germinar,
crecer y eventualmente colonizar las raices de nuevas plantas (Opik, 2004; Schalamuk y
Cabello, 2010).

Los diferentes propagulos de HMA en el suelo pueden medirse por varios
métodos cuantitativos. Mediante el conteo de esporas extraidas de una cierta cantidad de
suelo (Gerdemann y Nicolson, 1963; Tommerup, 1984), como asi también estimando
todos los propagulos en el suelo utilizando el método del numero mas probable (NMP)
(Adelman y Morton, 1986). Ambas técnicas consumen mucho tiempo y asumen una
aparente densidad de propagulos en el suelo y ninguno refleja la infectividad de un
suelo. El término “infectividad de un suelo” (Bouhot, 1980; Plenchette et al., 1989) hace
referencia a la capacidad de un suelo natural con HMA de iniciar una infeccion a una
planta hospedadora y puede ser medida por ensayos que determinan la colonizacion
micorricica en una planta prueba o trampa. La infectividad esta relacionada con el
namero de propagulos de HMA presentes en el suelo en forma de esporas, micelio
extrarradical y fragmentos de raices colonizados.

Las préacticas agricolas pueden afectar todos los tipos de propagulos en mayor o

menor medida mediante diferentes mecanismos: (1) disrupcion fisica de las redes
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miceliales, (2) dilucion de los primeros centimetros del suelo ricos en propagulos, a
partir de la mezcla del perfil superficial con perfiles mas profundos y (3) por la
descomposicion acelerada de las raices (Schalamuk, 2005). Numerosos estudios han
demostrado que la colonizacién micorricica es negativamente afectada por las practicas
agricolas (Kabir, 2005; Kabir et al., 1997; Kabir et al., 1998; McGonigle y Miller, 1996;
Mozafar et al., 2000; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2003, 2004). Por lo
tanto, las practicas agricolas pueden reducir la infectividad micorricica del suelo y de
ese modo afectar la colonizacion de las raices de las plantas. El principal efecto del
disturbio del suelo en la reduccion de la densidad de propagulos fungicos es observado
cuando se interrumpe la red de micelio extrarradical (McGonigle y Miller, 1996). En
suelos no disturbados (ambientes naturales), se espera que las nuevas unidades de
infeccion provengan principalmente de las hifas extrarradicales y que las esporas sean
menos importantes. En sistemas agricolas bajo siembra directa (SD) por lo general esa
red micelial permanece intacta, pero el disturbio del suelo resulta en hifas dafiadas no
infectivas (Jasper et al., 1989), decreciendo el potencial de infectividad micorricica del
suelo (Sylvia, 1990).

En situaciones de campo, la evaluacion de la composicion de las comunidades
fangicas requiere identificacion de las especies presentes y cuantificacion de la densidad
de propagulos fangicos y la infectividad. La infectividad en agroecosistemas ha sido
poco evaluada, en el mundo (Jansa et al., 2009) y ha sido particularmente poco
estudiada en nuestro pais (Irrazabal et al., 2004; Soteras et al., 2012). En este capitulo se
propuso evaluar la infectividad de HMA de los diferentes usos de suelo [ambiente
natural (AN), buenas précticas agricolas (BPA) y las practicas agricolas no sustentables
(PANS)] a lo largo de un gradiente de sitios en la pampa Argentina. La hipotesis de
trabajo fue que los usos de suelo bajo siembra directa afectan negativamentela cantidad
de propagulos fungicos, por lo que la infectividad de los diferentes suelos disminuira en
el orden AN>BPA>PANS.

IV.2. Materiales y métodos
IV.2.1. Principios del método de infectividad

La infectividad de un suelo puede ser estimada por un ensayo estandar de
relacion dosis-respuesta acorde a principios de analisis bioldgicos (Finney, 1971;

Plenchette et al., 1989). El método utilizado en este capitulo para la medicién de la
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infectividad incluye el cultivo de plantas de Vicia villosa Roth, susceptible de ser
colonizada por HMA, en condiciones medioambientales controladas, en un rango de

concentraciones de suelo original diluido en una mezcla de perlita/vermiculita estéril.

1V.2.2. Ensayo de infectividad

En este ensayo se utilizaron muestras de suelo colectadas en el muestreo de
septiembre de 2010 para estimar los propagulos viables como esporas, micelio
extrarradical y fragmentos de raices colonizados presentes en los diferentes suelos.
Estas formas de propéagulos se valoraron mediante la cuantificacion de la colonizacion
de las plantas utilizadas como hospedadoras (Vicia villosa) crecidas en invernadero.
Estos resultados fueron comparados con los datos de densidad de esporas obtenidos de

las mismas muestras descripto en Capitulo 111 (Capitulo I11- Seccion 111.2.3).

1V.2.3. In6culo utilizado

El suelo utilizado como indculo consisti6 de un homogeneizado de las tres
muestras de suelo recolectadas en cada uno de los usos de suelo de cada sitio (12
indculos diferentes, uno por cada uso de suelo, por sitio), previa tamizacion (apertura de
la malla 1 cm de diametro) a fin de remover hojarasca, restos de rastrojo, piedras y palos
pequefios.

Se realizaron tres diluciones de las muestras de suelo con perlita y vermiculita
esterilizadas (1h en autoclave a 100 °C y 1,5 atm. de presién) mostrando una relacién
1:2, 1:8 y 1:32; respectivamente (Diaz y Honrubia, 1995). La mezcla de suelo fue
transferida a macetas de 400 cm® y se realizaron 12 réplicas por dilucién por inéculo
que sumaron 576 macetas en total.

Se utilizé como planta hospedadora a Vicia villosa Roth (cultivo de cobertura en
campos de BPA). Las semillas (provistas por los productores de los campos
experimentales) fueron esterilizadas superficialmente por agitacion en NaClO al 10%, y
luego lavadas con agua estéril. Una vez crecidas en arena esterilizadas, se trasplantaron
2 plantulas a cada maceta.

El experimento se mantuvo en invernadero a 22 °C durante el dia y a 19 °C
durante la noche, un fotoperiodo de 16/8 hs dia/noche y las plantas fueron regadas por
aspersion durante 1 min dos veces al dia. Para evaluar el estado de micorrizacion, las

plantas se cosecharon a los 15, 30 y 60 dias posteriores al inicio del ensayo, levantando
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4 macetas al azar en cada tratamiento. Los sistemas radicales completos de ambas
plantas fueron lavados y las raices se separaron cuidadosamente. Se utiliz6 hidroxido de
potasio (KOH 10 %) para clarificarlas por aproximadamente 20 minutos a 90 °C.
Después, las raices fueron lavadas con agua y acidificadas en acido clorhidrico (HCL)
por 2 minutos para ser tefiidas con azul de anilina al 0,025 % durante 10 minutos a 90
°C (Brundrett et al., 1996; Grace y Stribley, 1991). Posteriormente, las raices tefiidas se
examinaron bajo lupa estereoscopica Nikon SMZ745T. Para evaluar los porcentajes de
colonizacidn se utilizd el método de interseccion en gradilla de Giovannetti y Mosse
(1980) (Ver Anexo, Figura 9).

1V.2.4. Anélisis estadisticos

Se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (MMLG). Las réplicas
dentro de cada uso de suelo fueron anidadas y utilizadas como término aleatorio dentro
de cada sitio para controlar la seudo-replicacion. El uso de suelo (con tres niveles:
ambiente natural, AN; buenas préacticas agricolas, BAP y practicas agricolas no
sustentables, PANS) fue el factor fijo del modelo.

La exploracion de los modelos estimados para comprobar los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos fueron chequeados
graficamente mediante el Q-Q plot normal y el Level Plot, respectivamente. El criterio
de Akaike (AIC) fue utilizado como medida de ajuste del modelo.

El andlisis estadistico de los datos fue realizado usando el software estadistico

InfoStat Plus version 2011 (http://www.infostat.com.ar).

1V.3. Resultados

Las raices de Vicia villosa mostraron las estructuras tipicas de los HMA: hifas,

vesiculas y arbusculos (Fig. 1V.1), como asi también puntos de entrada.
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Figura IV.1. Estructuras intrarradicales de los HMA identificadas en las raices de Vicia villosa.

1V.3.1. Infectividad de los diferentes suelos

Las raices de Vicia villosa mostraron una colonizacion micorricica arbuscular
que fue incrementando con el tiempo (Fig. IV.2).

Cuando se utilizé suelo menos diluido (1:2), las plantas inoculadas con suelo
de AN y BPA mostraron los valores maximos de colonizacion a los 30 dias de iniciado
el experimento (25 % y 15 % respectivamente). En cambio, las inoculadas con suelo de
las PANS, mostraron una colonizacién que siguié incrementando en el tiempo,
alcanzando valores mayores que los otros usos de suelo a los 60 dias (30 %).

En el caso de la dilucién intermedia de suelo (1:8), la colonizacion mostrd
patrones de variacion inversos con respecto al suelo menos diluido: para las PANS, la
colonizacion méxima (20 %) se alcanzé a los 30 dias de iniciado el experimento y para
los otros usos de suelo (AN y BPA) la colonizacion maxima (17 %) se alcanz6 a los 60

dias.
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Figura IV.2. Infectividad micorricica: colonizacion micorricica arbuscular de Vicia villosa para las tres
diluciones (1:2, 1:8 y 1:32) en los tres tipos de suelo utilizados como inéculo:(AN) ambiente natural

(BPA) buenas practicas agricolas y (PANS), durante tres fechas de cosecha (15, 30 y 60 dias a partir del
inicio del experimento). Los valores son la media + error estandar (n = 4).
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Con respecto al suelo diluido 32 veces, la colonizacién micorricica arbuscular
de las raices de vicia, incremento con el paso del tiempo en los tres usos de suelo. Sin
embargo, ya a partir de los 30 dias los valores de colonizacién incrementaron el doble
para las plantas inoculadas con suelos de PANS con respecto a los otros dos usos de
suelo, y ese patron se mantuvo en el tiempo.

Por lo tanto, de acuerdo a los patrones de variacién de la colonizacién
micorricica observados en las raices de vicia, los suelos de las practicas agricolas no
sustentables (PANS) mostraron ser mas infectivos que los de ambiente natural (AN) y
buenas préacticas agricolas (BPA). Para estos dos usos de suelo (AN y BPA) los patrones
de variacion fueron similares en todas las diluciones de suelo.

Comparando todas las diluciones de suelo, el porcentaje de colonizacion de las
plantas de vicia crecidas en suelos proveniente de AN y BPA tiende a estabilizarse en
un 10-20 % con el paso del tiempo, por el contrario en suelos de PANS la colonizacion

tiende a seguir incrementando superando el 20 %.

I1V.3.2. Relacidn de la infectividad de los diferentes suelos con la densidad de esporas

En esta seccion se compararon los patrones de variacion de la colonizacion
micorricica arbuscular de Vicia villosa con la densidad de esporas obtenidas de las
muestras de campo del muestreo de septiembre de 2010, definida como la densidad
inicial de esporas: cantidad inicial de estos propagulos con que se contaron al inicio del
experimento de infectividad. Se utilizaron para esta comparacion los resultados de la
colonizacion micorricica arbuscular obtenidos con el suelo menos diluido (1:2) de las
plantas cosechadas a los 60 dias, ya que no se utiliz6 suelo sin diluir en nuestro ensayo.

Las raices de Vicia villosa presentaron valores promedios de colonizacion de
26,61 % para el AN (min. 2,74 — max. 64,22 %), de 16,34 % para las BPA (min. 5,11 —
max. 44,79 %) y de 34,64% para las PANS (min. 12,68 — max. 58,42 %), con
diferencias significativas entre los diferentes usos de suelo utilizados como inéculo (F =
3,48; p <0,05) (Fig. IV.3).

La densidad de esporas (n° de esporas/100 g de peso seco de suelo) presentd
valores promedios de 100,53 (min. 10,16 — max. 271-73) para el AN, de 38,60 para las
BPA (min. 3,69 — méx. 126,67) y de 30,73 (min. 7,51 — méx. 69,99) para las PANS, con
diferencias significativas entre los usos de suelo (F = 6,09; p < 0,01) (Fig. IV.3).
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La colonizacion micorricica y la densidad de esporas de los HMA mostraron
patrones de variacion diferentes (Fig. 1V.3). La colonizacion decrecié en el orden
PANS>AN>BPA, por el contrario la densidad siguié el orden AN>BPA>PANS. Sin
embargo, es importante destacar que a pesar de la menor densidad de esporas aisladas
de las muestras de PANS, una gran parte de ellas, si no todas, parecen ser infectivas,

comparado con los otros usos de suelo.
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Fig. 1V.3 Patrones de variacion de los valores medios (n =12) (+ EE) de los porcentajes de
colonizacion de las raices de Vicia villosa y de la densidad (n° de esporas/100g de PS de suelo)
entre los diferentes usos de suelo (AN: ambiente natural, BPA: buenas practicas agricolas, PANS:
practicas agricolas no sustentables). Letras diferentes representan diferencias significativas [Test a
posteriori LSD Fisher (p < 0,05)].

Cuando se comparo la infectividad entre los diferentes usos de suelo por sitio
(Fig. 1V.4), se observo que el patron de variacion sigue la misma tendencia que el
patron general en los 4 sitios de estudio PANS>AN>BPA. Asumiendo que la densidad
de esporas analizada para las muestras de septiembre de 2010, es la densidad inicial de
esta forma de propagulo, se podria afirmar que:

- las esporas de las practicas agricolas no sustentables (PANS) son mas
infectivas que en los otros usos de suelo y-que las esporas del AN y las BPA de
Bengolea parecen ser mas infectivas que en los otros sitios.

- la comunidad de HMA de Monte Buey en términos de colonizacion y densidad
de esporas se comporta diferente a los otros sitios, y ambas variables siguen el mismo
patrén PANS>BPA>AN.
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Figura 1V.4 Patrones de variacion de los valores medios (n =3) (+ EE) de los porcentajes de colonizacion de las raices de Vicia villosa y de
la densidad (n° de esporas/100g de PS de suelo) entre los diferentes usos de suelo (AN: ambiente natural, BPA: buenas practicas agricolas,
PANS: practicas agricolas no sustentables) para cada uno de los sitios de estudio.
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En términos generales se puede asumir que la infectividad es menos dependiente
del sitio, que la comunidad de esporas en sus patrones de respuesta, por lo que los usos

de suelo son més determinantes de esos patrones de respuesta.

1VV.4. Discusién

Contrario a lo esperado, los suelos utilizados como inéculo provenientes de las
practicas agricolas no sustentables (PANS) mostraron mayor habilidad de colonizar las
raices de Vicia villosa que los suelos provenientes de ambiente natural (AN) y buenas
précticas agricolas (BPA).

Aunque existen diferentes tipos de propagulos, ellos pueden no ser igualmente
infectivos para producir nuevas unidades de infeccion. Se espera que en suelos no
disturbados las nuevas unidades de infeccién provengan de hifas extrarradicales y que
las esporas sean menos importantes. Esto se debe principalmente a que las esporas
Ilevan mayor tiempo para germinar y hacer contacto con una nueva raiz a diferencia de
las hifas del micelio extrarradical que estan listas para infectar una nueva raiz. El
disturbio del suelo interrumpe la fase extrarradical, dafiando las hifas dejandolas no
infectivas (Jasper et al., 1989). En ese caso, las esporas son méas relevantes como
método de propagacion. En términos generales, las PANS presentaron la mayor
habilidad para colonizar las raices de Vicia en comparacion con los otros dos usos de
suelo (AN y BPA). Los suelos del ambiente natural (AN) y de las buenas précticas
agricolas (BPA) presentaron patrones de variacion similares para todas las diluciones de
suelo.

Una posible explicacion para estos resultados, es que las PANS, como uno de los
usos de suelo manejado més intensamente para fines agricolas (més disturbado) (Oehl et
al., 2003), presenta una comunidad de esporas que se encuentra rapidamente disponible
para colonizar las raices de las plantas, con cortos periodos de dormancia como una
respuesta adaptativa a las condiciones mas desfavorables, lo que podria explicar en
parte la alta infectividad de este indculo (Bever et al., 2001). Ademas de la cinética en el
tiempo de la colonizacidn micorricica, cuando se comparo la colonizacion de las raices
de Vicia con la densidad obtenida en las muestras de suelo de septiembre de 2010, se
observo que a pesar de la baja densidad de esporas aisladas de las PANS, una gran parte

las esporas parecen ser infectivas.
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En el ANy las BPA, como ecosistemas mas estables y mas diversos en plantas
hospedadoras micotroficas (pastizal de gramineas y presencia de maiz, soja y cultivos
de cobertura en la rotacion) con respecto a las PANS (alta frecuencia de monocultivo de
soja), los fragmentos colonizados y el micelio extrarradical serian los propagulos mas
infectivos y las esporas tendrian periodos de dormancia mas prolongados (Irrazabal et
al., 2004; Jasper et al., 1991; Sene et al., 2012; Zangaro et al., 2000). En nuestro estudio,
las muestras de suelo original fueron homogeneizadas por lo que la mayor parte de los
fragmentos radicales y el micelio externo pudo haberse dafiado (Evans y Miller, 1990;
Jasper et al., 1989). En este sentido, cobran mayor relevancia las esporas, como formas
de propéagulos en todos los usos de suelos.

En adicion, los sistemas agricolas pueden estar expuestos a una intensa presion
de seleccion a escalas de tiempo muy cortas. Diferentes estrategias 0 rasgos
microbianos pueden surgir por un manejo agricola intensivo, no encontrados en
ecosistemas naturales. Por ejemplo, las grandes extensiones de tierras sembradas con
trigo, centeno y cebada, probablemente hayan facilitado la recombinacion de dos royas
patdgenas del trigo y el centeno, dando lugar a la aparicion de una nueva plaga,
altamente patdgena para la cebada (Burdon y Thrall, 2008). Para los HMA, la estrategia
de esporulacion es un ejemplo de un fuerte rasgo afectado por la agricultura, los HMA
aislados de campos agricolas manejados intensamente (alto aporte de agroquimicos y
presencia de monocultivos) exhiben una esporulacion més temprana comparando las
mismas especies, pero provenientes de sistemas agricolas menos intensivos (bajo
rotacion de cultivos) y de pastizales (Oehl et al., 2003) sugiriendo una fuerte seleccion
para una rapida reproduccion. Del mismo modo, en ciertos agroecosistemas en los
cuales los HMA estan obligados a soportar largos periodos de rastrojos y en los cuales
sus plantas hospedadoras estan ausentes, existe una fuerte estacionalidad en la actividad
de los HMA (Daniell et al., 2001; Hijri et al., 2006). Para entender de qué manera la
presion selectiva de las practicas agricolas forman las comunidades de HMA, es de
suma utilidad incluir el concepto de estrategia-r (Pianka, 1970), en el marco de la
evolucion de historias de vida en ecologia microbiana (Verbruggen y Kiers, 2010). La
estrategia-r favorece a organismos adaptados a medioambientes que requieren una
répida dispersion y una reproduccion abundante. Debido a que las préacticas agricolas
intensivas pueden crear condiciones ambientales impredecibles, caracterizadas por
regimenes de labranza disruptivos, altas fluctuaciones de nutrientes y remocion a gran

escala de plantas hospedadoras anuales, hay menos ventajas en adaptaciones que

72



CAPITULO IV

permiten a los HMA competir por los recursos limitantes. Los ambientes que cambian
rapidamente, seguramente favoreceran a aquellos HMA que emplean estrategias-r,
como la capacidad de reproducirse rapidamente. Esto direccionaria a una menor
complementariedad de las funciones en las comunidades de HMA en agroecosistemas
con respecto a ambientes naturales, que son ecosistemas limitados en nutrientes. Se
podria especular entonces, que las PANS en nuestro estudio estarian favoreciendo a
aquellos HMA que tienen una alta capacidad de colonizar las raices de las plantas, como
una adaptacion a las practicas agricolas mas intensivas.

Cuando se comparo la infectividad entre los diferentes usos de suelo por sitio, en
términos generales se puede asumir que la infectividad es menos dependiente del sitio,
gue la comunidad de esporas en sus patrones de respuesta, por lo que los usos de suelo
son méas determinantes de esos patrones de respuesta. Para el caso de Monte Buey hay
un claro efecto de las altas concentraciones de P en los suelos de AN y BPA, como ya
ha sido demostrado por numerosos autores que alta disponibilidad de P en el suelo
reduce la colonizacion de las raices, la produccion de esporas y la respuesta de las
plantas a la inoculacién por HMA (Abbott y Robson, 1991; Bethlenfalvay, 1992;
Hamel, 1996).

1VV.5. Conclusiones

Las comunidades de HMA presentes en los suelos de PANS mostraron mayor
capacidad de colonizar las plantas de Vicia villosa, utilizadas como pruebas en este
estudio mas rapidamente que los suelos de AN y BPA. Esto puede atribuirse a que las
situaciones mas perturbadas seleccionan especies con estrategias-r (ruderales) de
crecimiento mas rapido, que los caracteristicos de AN y las BPA. Los suelos de BPA
mostraron los mismos patrones de variacion que el AN, por lo que se podria concluir
que el manejo que reciben estos suelos se asemejan mas a un AN gue a las PANS, en

términos de la infectividad de las comunidades de HMA.
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Efecto de las comunidades nativas de
hongos micorricicos arbusculares
provenientes de suelos con diferentes
usos sobre el crecimiento de plantas de

Glycine max (L.) Merril



CAPITULO V

V.1. Introduccién

La agricultura argentina en general —y la pampeana en particular— se ha
expandido en los ultimos 20 afios dentro de una matriz tecnoldgica moderna
conformada por cultivos transgénicos, siembra directa, mayor uso de fertilizantes y
plaguicidas y, en menor medida, por practicas asociadas a la agricultura de precision
(Satorre, 2005). EI monocultivo de soja lidero la incorporacion de tecnologia a través de
la expansion de variedades transgénicas (resistentes a glifosato) y del uso exponencial
del glifosato como herbicida basico. Este cambio se vio principalmente reflejado en un
aumento acelerado de la superficie cultivada y del rendimiento de los cultivos
(Martinez-Ghersa y Ghersa, 2005; Trigo, 2005). Los sistemas productivos se
concentraron en pocos cultivos de alta productividad y homogeneidad genética,
maximizando la produccion y la rentabilidad. Sin embargo, esta transformacion ademas
tuvo efectos ecoldgicos directos e indirectos como el impacto ocasionado por la
simplificacion del sistema de produccién (Viglizzo, 2007). Ademas se incrementd el
riesgo climatico, econdémico y bioldgico (plagas y enfermedades), la pérdida de materia
orgénica, y la sobre-extraccion de algunos macro- y micro-nutrientes (Casas, 2001). En
respuesta a los problemas de péerdida de materia organica, que aumenta el riesgo de
erosion del suelo, surgié la siembra directa y para compensar la extraccion de nutrientes
y la expansion de plagas, aumentd la fertilizacion y el uso de plaguicidas,
respectivamente (Viglizzo et al., 2011).

Las practicas agricolas junto con los cambios fisicos, quimicos y biologicos que
promueven, generan variaciones en la comunidad de microorganismos del suelo y, en
particular en la diversidad de hongos micorricicos arbusculares (HMA) (Jansa et al.,
2006).

Existe una amplia evidencia sobre las diferencias en la composicion de especies
y en la estructura de las comunidades de HMA entre suelos con distintos usos y
practicas agricolas (Gosling et al., 2006; Jansa et al., 2002; Kabir, 2005; Kabir et al.,
1998; Kurle y Pfleger, 1994; Menéndez et al., 2001; Schalamuk y Cabello, 2010). En
general, se postula que aquellos tipos de uso que implican un mayor disturbio del suelo
(por ej. incontrolado uso de agroquimicos, ausencia de rotaciones, etc.) generan un
mayor impacto sobre las comunidades de HMA. Sin embargo, estad escasamente
estudiado cémo dichos cambios en la biota del suelo afectan el crecimiento de las

plantas cultivadas, a pesar de que numerosos estudios han mostrado que variaciones en
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la composicion de HMA influyen sobre el crecimiento de las plantas y la productividad
de los ecosistemas (Klironomos y Hart, 2002; van der Heijden et al., 1998).

Las especies de plantas responden diferencialmente a la colonizacion por HMA.
Esta respuesta es conocida como “respuesta micorricica” y describe el efecto de los
HMA sobre el crecimiento de una especie en particular, comparando distintas variables
de crecimiento (altura, biomasa, relacién raiz/tallo) con la misma planta no colonizada
(control) (Janos, 2007). La respuesta micorricica puede ser positiva (Yao et al., 2001;
Yicel et al., 2009), neutra o negativa (Hao et al., 2008; Hetrick et al., 1992), y depende
de numerosos factores, como la disponibilidad de nutrientes del suelo y la identidad de
la planta y del hongo (Lehmann et al., 2012).

Los sistemas denominados “buenas practicas agricolas” incluyen labranza de
suelo reducida, rotacién de cultivo y reduccion de fertilizantes minerales. Estos sistemas
mantienen una elevada cantidad de propagulos flngicos, estimulando la actividad
micorricica del suelo (Kurle y Pfleger, 1994; Vestberg et al., 2005), la esporulacién de
HMA (Karasawa et al., 2002) y la colonizacién micorricica radical (Gavito y Miller,
1998; Miller, 2000). La rotacién de cultivos, que implica una mayor diversidad de
plantas hospedadoras, a diferencia de los monocultivos, esta relacionada con un
aumento en la diversidad de HMA, debido principalmente a la presencia de hospedantes
con diferente respuesta micorricica y preferencia en el ecosistema (Miranda et al.,
2005).

A pesar de que en general se ha descartado la existencia de especificidad en la
relacion planta-HMA, se han observado asociaciones preferenciales (Gollotte et al.,
2004; McGonigle y Fitter, 1990; Vandenkoornhuyse et al., 2002). Ademas, diferentes
especies hospedadoras, e incluso distintas variedades de la misma especie de cultivo,
varian en el grado de dependencia micorricica (Azcon y Ocampo, 1981). Se ha
observado una alta dependencia micorricica en el maiz (Zea mayz L.) y el sorgo
(Sorghum bicolor L.) Moench, una dependencia intermedia en la soja (Glycine max L.
Merril) (Plenchette et al., 1983) y una baja dependencia micorricica en el trigo (Triticum
aestivum L.), avena (Avena sativa L.) y cebada (Hordeum vulgare L.) (Coyne, 1999).
Como consecuencia de los cambios promovidos por las practicas agricolas sobre la
estructura de las comunidades de HMA, cabe esperar que dichos cambios influyan en el
crecimiento de los cultivos, tal como ha sido observado en plantas silvestres (van der
Heijden et al., 1998).
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La soja [Glycine max (L.) Merril] es una planta anual perteneciente a la familia
de las leguminosas, nativa del Este y sudeste asiatico que se ha adaptado y cultivado
comercialmente en numerosas regiones del mundo, debido a que sus granos poseen un
alto contenido de proteinas y aceite.

En la Republica Argentina la soja se la cultiva desde la década del 60, abarcando
desde los 23° hasta los 38° de latitud Sur aproximadamente (Distéfano de Vallone y
Giorda, 1997). Actualmente Argentina ocupa el cuarto lugar como productor de grano,
participando con un 10 % de la produccion mundial. Este pais, conjuntamente con
EE.UU., Brasil y China, representa aproximadamente el 90 % de la produccion de grano
total mundial. A su vez, Argentina es el principal exportador de aceite de soja del
mundo y el segundo proveedor de los subproductos proteicos del cultivo (harina de
soja) (Giorda, 1997).

A medida que el cultivo de soja se fue expandiendo en el territorio argentino,
remplazé a otros, convirtiéndose en un monocultivo. Su combinacion con préacticas de
labranza convencional aceler6 la degradacion fisica y quimica del suelo, llevando a la
pérdida numerosas areas cultivables. Como consecuencia, en la actualidad el desarrollo
del cultivo se ha visto acompafiado por el empleo de técnicas mas conservacionistas
(labranza bajo cubierta, labranza minima, siembra directa), junto con el uso de semillas
genéticamente modificadas y de herbicidas como el glifosato (Diamante y Izquierdo,
2004; Marelli, 1997). Estos factores son conocidos por afectar las comunidades
micorricicas en el suelo (ej. capitulo 3 y 4 de esta tesis) pero se desconoce como esos
cambios pueden repercutir en el crecimiento del cultivo.

El presente estudio experimental tuvo como objetivos 1) evaluar la colonizacion
micorricico-arbuscular de plantas de Glycine max (L.) Merril crecidas en suelos
provenientes de diferentes usos (comparando dos sistemas de siembra directa: buenas
practicas agricolas, BPA, y practicas agricolas no sustentables, PANS, con un ambiente
natural, AN, a lo largo de un gradiente de sitios de la pampa Argentina) y 2) evaluar el
efecto de las comunidades nativas de HMA provenientes de los diferentes usos de suelo
sobre el crecimiento de las mismas plantas de soja.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Capitulo 111, en donde se observaron
efectos negativos de las précticas agricolas en siembra directa sobre la densidad de
esporas y la riqueza de especies de HMA, siguiendo el patron AN>BPA>PANS; como
asi también los suelos de PANS en el Capitulo IV resultaron mas infectivos que los

suelos de AN y BPA, denotando presencia de morfoespecies de HMA con estrategias-r,
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se espera una mayor colonizacion micorricica arbuscular en raices de Glycine max
crecidas en PANS al igual que en las raices de Vicia, pero un efecto negativo de los
HMA en este uso de suelo.

Por lo tanto, se predice que el porcentaje de colonizacion de HMA de las raices
de Glycine max decrecerd en el siguiente orden: PANS>BPA>AN y que las
comunidades de HMA provenientes del AN y de BPA promoveran un efecto positivo
sobre el crecimiento de las plantas comparados con el control sin micorriza (SM) y no

promoveran diferencias entre las plantas crecidas con micorrizas (CM) y SM en PANS.

V.2. Materiales y métodos

Antes de comenzar con este ensayo, en diciembre de 2010, se confirmd que
plantas de soja crecidas desde semillas fueron colonizadas con los HMA presentes en el
suelo con diferentes usos. Se armaron 4 macetas con suelo original (inéculo) y
perlita/vermiculita estéril y se sembraron semillas de soja. Las raices presentaron
colonizacion por HMA, identificando las estructuras tipicas de los hongos micorricico-

arbusculares (hifas, vesiculas y arbusculos).

V.2.1. Ensayo experimental

Para llevar a cabo este experimento se utilizaron muestras de suelo,

correspondientes al muestreo de febrero de 2011 (Ver Tabla 11.1 - Capitulo I1).

V.2.2. Preparacion de las unidades experimentales

La semillas de Glycine max (LDC 4.7), utilizadas para este ensayo [las mismas
que se sembraron en los campos de buenas précticas agricolas (BPA) y practicas
agricolas no sustentables (PANS), cedidads por los productores] fueron esterilizadas
superficialmente por agitacion en NaClO al 10 %, y luego lavadas con agua estéril.
Posteriormente, se colocaron para su germinacion en bandejas de plastico con arena y
suelo esterilizados (1h en autoclave a 100 °C y 1,5 atm. de presion), en proporcion 3:1,
durante 15 dias. Luego de la germinacion, las plantulas fueron trasplantadas a cada
maceta para su inoculacion.

Se prepararon 96 unidades experimentales (macetas de 1000 cm® con una

mezcla de arena gruesa y suelo proveniente de cada combinacion de uso de suelo/sitio
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CAPITULO V

en proporcion 1:2 (V:V). El suelo utilizado para prepararar las unidades experimentales,
consistio de un homogeneizado de las 3 muestras de suelo recolectadas en cada
combinacion de uso de suelo/sitio, previa tamizacion (apertura de la malla 1 cm de
diametro) a fin de remover hojarasca, restos de rastrojo, piedras y palos pequefios. Cada
mezcla de arena y suelo fue esterilizada en autoclave (1h en autoclave a 100 °C y 1,5
atm. de presién) y se dejo reposar por 15 dias para reducir los potenciales efectos
fitotoxicos del autoclavado (Rovira y Bowen, 1966).

Para observar el efecto de los HMA de cada situacion, se realizaron 4 réplicas de
cada uso de suelo (AN, BPA, PANS) de cada sitio (Bengolea, Monte Buey, Pergamino
y Viale), (4 réplicas x 3 usos de suelo x 4 sitios = 48 macetas) utilizando como in6culo
50 g de suelo nativo, el cual fue colocado justo en el lugar donde se colocaria la plantula
de soja para asegurar la colonizacién por los HMA. Este es el tratamiento denominado
con micorrizas (CM). Se realizaron, paralelamente, los respectivos controles sin
micorrizas (SM). En este caso, a las macetas se les agregd 50 g de cada uso de suelo de
cada sitio previamente esterilizado (48 macetas mas, resultando en un total de 96
macetas) y se les adicioné 30 ml de una solucion de suelo nativo (50 g) previamente
filtrada por un tamiz de 25 pum a fin de excluir el indculo micorricico (esporas, micelio
extrarradical y fragmentos de raices colonizados) y recuperar la microbiota nativa
(Koide y Li, 1989; Pérez y Urcelay, 2009). Al tratamiento CM se le adiciond 30 mL de
agua esterilizada para homogeneizar los tratamientos.

El experimento se mantuvo en invernadero desde el 6 de mayo hasta el 20 de
julio de 2011 (22/19 °C dia/noche, fotoperiodo 16/8 h dia/noche), no se utilizé ningun
tipo de fertilizante y las plantas fueron regadas por aspersién durante 1 minuto dos
veces al dia. Las macetas dentro del invernadero fueron movidas periédicamente para
evitar diferencias espaciales (Ver Anexo, Figura 9).

Es importante aclarar que las plantas no tuvieron un crecimiento muy vigoroso,
los tallos no crecieron muy erguidos por lo que se les puso una varilla tutora, para

acompariar su crecimiento.

V.2.3. Cosecha de las plantas y variables medidas

Las plantas fueron cosechadas a los 75 dias de crecimiento, lavando las raices
cuidadosamente. Posteriormente, fueron cortadas por encima del sistema radical, y

divididas en dos partes (raiz y parte aérea) registrando los pesos frescos
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correspondientes a cada una. Luego, la altura de todas las plantas fue medida en el
laboratorio utilizando un calibre desde la base hasta el apice del tallo. La parte aérea y
las raices fueron secadas a 70 °C durante 72 hs y pesadas para obtener el peso seco de
raiz y tallo, y la relacion raiz/tallo (peso seco raiz/peso seco tallo). El area foliar
especifica expresada en mm? mg™ (AFE) fue calculada en todas las plantas de acuerdo a
Pérez-Harguindeguy et al. (2013). Para ello se seleccionaron 3 hojas trifoliadas por
planta (n = 288), las que fueron escaneadas sin sus peciolos para obtener el area foliar
utilizando el software Leafarea (Askew, University of Sheffield UK;
http://www.nucleodiversus.org), posteriormente fueron secadas en estufa y pesadas.
Finalmente también se obtuvo el peso seco total de la planta.

Se evaluaron como variables de crecimiento de las plantas de Glycine max: el
peso seco total (g), la altura de la planta (cm), la relacion raiz/tallo y el area foliar
especifica (mm? mg™).

Las raices fueron clarificadas y tefiidas siguiendo la técnica de Grace y Stribley
(1991) y Brundrett et al. (1996), ya descripta en el capitulo V. Las variables fangicas
evaluadas fueron el porcentaje de colonizacion micorricica arbuscular total y las
estructuras intrarradicales (arbusculos, vesiculas, puntos de entrada y circunvoluciones),
siguiendo la técnica propuesta por McGonigle et al. (1990) utilizando un microscopio
optico (Nikon, E200) a 400x de aumento. Los segmentos radicales colonizados fueron

fotografiados.

V.2.4. Anélisis estadisticos

Se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (MMLG). Las réplicas
dentro de cada uso de suelo fueron anidadas y utilizadas como término aleatorio dentro
de cada sitio para controlar la pseudo-replicacion. El uso de suelo (con tres niveles:
ambiente natural, AN; buenas préacticas agricolas, BAP y practicas agricolas no
sustentables, PANS) y la condicion micorricica (con dos niveles: con micorrizas, CM y
sin micorrizas, SM) fueron los factores fijos del modelo, incluyendo la interaccién entre
ambos factores.

Para observar el efecto de los HMA entre los usos de suelo y los sitios de
estudio, se realizd un segundo analisis, utilizando en este caso como factores fijos del

modelo, el uso de suelo (con sus tres niveles), la condicion micorricica (con sus dos
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CAPITULO V

niveles) y el sitio (con 4 niveles: B, Bengolea; MB, Monte Buey; P, Pergamino y V,
Viale), incluyendo la interaccion entre los tres factores.

La exploracion de los modelos estimados para comprobar los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos fueron chequeados
graficamente mediante el Q-Q plot normal y el Level Plot, respectivamente.

El criterio de Akaike (AIC) fue utilizado como medida de ajuste del modelo.

Las diferencias significativas entre los niveles de cada factor se evaluaron con la
prueba a posteriori LSD Fishery y DGC (p < 0,05).

El anélisis estadistico de los datos fue realizado usando el software estadistico

InfoStat Plus version 2011 (http://www.infostat.com.ar).

V.3. Resultado
V.3.1 Colonizacién micorricica arbuscular en raices de “Glycine max”

Las raices de plantas crecidas con suelos con HMA (CM) mostraron las
estructuras caracteristicas de la colonizacion micorricica arbuscular: hifas, vesiculas,
arbasculos, puntos de entrada y circunvoluciones (Fig. V.1). En las plantas que
crecieron en suelos sin la presencia de HMA (SM), no se registro la presencia de estos

hongos en sus raices.

Figura V.1. Estructuras intrarradicales de los HMA identificadas en las raices de Glycine max.
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CAPITULO V

V.3.1.a. Colonizacion micorricica arbuscular y usos de suelo

Las raices de Glycine max crecidas en suelos CM, presentaron valores
promedios de colonizacién de 32,35 % para el AN (min. 17 — méx. 51 %), de 15,81 %
para las BPA (min. 3 — max. 36 %) y de 23, 69 % para las PANS (min. 7 — max. 55 %),
con diferencias significativas entre los diferentes usos de suelo (Tabla V.1).

El porcentaje de arbusculos present6 diferencias significativas entre los usos de
suelo, mientras que las vesiculas y los puntos de entrada no mostraron diferencias
(Tabla V.1). Las raices de soja del AN mostraron los mayores porcentajes de
colonizacion total y por arbusculos.

Las circunvoluciones se identificaron en solo 5 plantas con valores promedios
muy bajos, de 0,25 % en el AN (min. 0 — max. 1 %), 0,06 % en BPA (min. 0 — max. 1
%) y de 0,31 % en PANS (min. 0 — max. 5 %), por lo que no se consideraron en los
analisis estadisticos.

Los valores medios del porcentaje de colonizacion micorricica total, por
vesiculas, arbusculos y puntos de entrada mostraron los mismos patrones de variacion,
siguiendo el siguiente orden AN>PANS>BPA (Fig. V.2).

Tabla V.1. Media (+ E.E.) (n = 16) de las variables fungicas (porcentajes de colonizacion total, por
vesiculas, arbisculos y puntos de entrada) medidas en las raices de las plantas de Glycine max crecidas en
suelos con HMA (CM) provenientes de los diferentes usos: AN (ambiente natural), BPA (buenas
practicas agricolas) y PANS (practicas agricolas no sustentables). Resultados del MMLG entre los
diferentes usos de suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test a posteriori LSD

Fisher (p < 0,05).
Colonizacion Vesiculas (%) Arbusculos (%0) Puntos de entrada
micorricica (%) (%)
Uso de suelo
AN 32,25+ 2,85a 8,81+1,09a 12,75+1,59 2,94+0,59
BPA 15,81+2,15b 4,81+0,82b 4,44+0,71b 1,38+0,36a
PANS 23,69+3,59b 8,00+1,60ab 8,00+1,44b 2,94+0,76a
MMLG F p F p F p F p
Usos de 8,15 <0,001 3,03 0,06 10,44 <0,001 2,33 0,11
suelo
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Figura V.2. Valores medios (+ EE) (n = 16) de las variables fingicas (porcentajes de colonizacidn total,
por vesiculas, arblsculos y puntos de entrada) medidas en las raices de Glycine max entre los diferentes
usos de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas practicas agricolas) y PANS (practicas agricolas no
sustentables). Letras diferentes representan diferencias significativas de cada estructura intrarradical de
HMA (barra del mismo color) entre los usos de suelo [Test a posteriori LSD Fisher (p < 0,05)].

V.3.1.b. Colonizacion micorricica arbuscular, usos de suelo y sitios de estudio

El porcentaje de colonizacion micorricica total y por arbisculos presentaron
diferencias significativas entre los usos de suelo, pero no entre los sitios de estudio y la
interaccion entre ambos factores fue significativa para el porcentaje de colonizacién
total y por vesiculas. El porcentaje de puntos de entrada no presentd diferencias
significativas para ninguno de los dos factores (Tabla V.2).

Tabla V.2. Resultados del MMLG de los variables flingicas (porcentaje de colonizacion total, por
vesiculas, arbisculos y puntos de entrada) medidas en las raices de las plantas de Glycine max crecidas en
suelos con HMA (CM) provenientes de los diferentes usos, sitios de estudio y su interaccion.

MMLG Usos de suelo (U) Sitios (S) U*S

F p F p F p
Colonizacién micorricica (%) 9,38 <0,01 2,11 0,12 3,97 <0,01
Vesiculas (%) 3,58 0,07 0,73 0,54 2,49 <0,05
Arbusculos (%) 11,33 <0,01 1,46 0,25 1,60 0,19
Puntos de entrada (%) 2,66 0,12 0,71 0,55 2,20 0,07
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Cuando se compararon los patrones de variacion de los valores medios para las 4
variables fungicas medidas en las raices de Glycine max entre los diferentes usos de

suelo en cada sitio de estudio (Fig. V.3), en términos generales se pudo observar que:

-Bengolea mostr6 el mismo patrén de variacion que el observado en la Fig. V.2 para las
4 variables AN>PANS>BPA;

-Monte Buey y Viale mostraron patrones similares de variacion, con tendencias para las
4 variables en el siguiente orden AN>BPA>PANS y;

-Pergamino mostré el mismo patrén de variacion para las 4 variables, en el siguiente
orden PANS>AN>BPA.

V.3.2. Efecto de los HMA sobre el crecimiento de plantas de soja
V.3.2.a. Variables de crecimiento y usos de suelo

De las cuatro variables de crecimiento analizadas en las plantas de Glycine max
[peso seco total (g) altura de la planta (cm), relacion raiz/tallo, area foliar especifica
(mm? mg™)], solo el peso seco total presentd diferencias significativas entre las plantas
crecidas CM y SM (Tabla V.3). Las plantas CM crecidas en suelos provenientes de
ambiente natural (AN) mostraron mayor peso seco total que las SM crecidas en los
mismos usos de suelo. Las plantas crecidas en suelos de BPA y PANS no mostraron
diferencias en peso seco entre las plantas CM y SM, aunque las de BPA mostraron
valores mayores CM que SM (Fig. V.4). Por otro lado, esta variable no presento
diferencias significativas entre los usos de suelo; sin embargo, las plantas crecidas en
presencia de HMA (CM) mostraron valores decrecientes de AN>BPA>PANS vy el

patrén inverso en ausencia de ellos (Tabla V.3 'y Fig. V.4).

Por otro lado, el area foliar especifica (AFE) en las plantas de soja mostro
diferencias significativas entre los diferentes usos de suelo, con las plantas crecidas en

suelos provenientes de BPA presentando los valores més altos (Tabla V.3 y Fig. V.4).
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Figura V.3. Valores medios (+ EE) (n = 4) de las variables fungicas (porcentajes de colonizacion total, por vesiculas, arblsculos y puntos de entrada)
medidas en las raices de Glycine max crecidas en suelos con HMA (CM) provenientes de los diferentes usos de suelo [AN (ambiente natural), BPA

(buenas practicas agricolas) y PANS (practicas agricolas no sustentables)] en cada sitio de estudio. Letras diferentes representan diferencias significativas
[Test a posteriori LSD Fisher (p < 0,05)].
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Para la relacion raiz/tallo la interaccion entre los usos de suelo y sitios de estudio
fue significativa por lo que las plantas crecidas con suelos de AN-CM presentaron los
mayores valores de esta variable. Las plantas crecidas en suelos de PANS-SM
mostraron valores intermedios de esta variable; las crecidas en BPA CM y SM, como
asi tambien las de PANS-SM mostraron los valores mas bajos para esta variables.

Aunque la altura de las plantas no presento diferencias significativas para ambos
factores, los valores més altos fueron observados en las plantas crecidas CM para los

tres usos de suelo, con un patron que decrecio en el siguiente orden PANS>BPA>AN.

V.3.2.b. Variables de crecimiento, usos de suelo y sitios de estudio

Tabla V.3. Media (xE.E.) (n = 16) de las variables de crecimiento (peso seco total, altura, relacion
raiz/tallo y area foliar especifica) medidas en las plantas de Glycine max crecidas en suelos con HMA
(CM) y sin HMA (SM) provenientes de cada uso de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas practicas
agricolas) y PANS (précticas agricolas no sustentables). Resultados del MMLG entre micorrizas, usos de
suelo y su interaccion. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test a posteriori LSD
Fisher (p < 0,05) para la interaccion entre micorrizas y usos de suelo.

Peso seco total (g) Altura (cm)
Uso de suelo [CM] [SM] [CM] [SM]
AN 1,60 £0,14a 1,17 +£0,11b 100,36+4,59ab 93,61+5,78b
BPA 1,58+0,12a 1,34+0,11ab 103,18+3,37ab 100,11+2,43ab
PANS 1,40+0,09ab 1,37+0,10ab 105,81+3,22a 101,20+2,90ab
MMLG F p F p
Micorrizas 7,89 <0,01 2,35 0,13
Uso de suelo 0,35 0,71 1,53 0,22
M*U 2,01 0,14 0,12 0,89

Relacion raiz/tallo Area foliar especifica (mm? mg™)

Uso de suelo [CM] [SM] [CM] [SM]

AN 0,30 +0,03a 0,22+0,01b 13,95+0,77ab 13,40+0,70b
BPA 0,22+0,01b 0,23+0,01b 14,99+0,74a 14,96+0,56a
PANS 0,23+0,04b 0,26+0,02ab 14,19+0,48ab 14,18+0,49ab
MMLG F p F p

Micorrizas 0,58 0,45 0,21 0,65

Uso de suelo 1,83 0,17 3,04 0,053

M*U 5,07 <0,01 0,17 0,85

El peso seco total presento diferencias significativas entre las plantas crecidas en
suelos CM y SM, y entre los sitios de estudio, pero las diferencias entre los usos de
suelo no fueron significativas. EI AFE presento diferencias significativas entre los usos
de suelo y entre los sitios de estudio, pero no entre las plantas crecidas CM y SM (Tabla
V.4).
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Figura V.4. Valores medios (+ EE) (n = 16) de las variables de crecimiento (peso seco total, altura,
relacidn raiz/tallo y area foliar especifica) medidas en las plantas de Glycine max crecidas en suelos con
HMA (CM) y sin HMA (SM) provenientes de cada uso de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas
practicas agricolas) y PANS (précticas agricolas no sustentables). Letras diferentes representan
diferencias significativas [Test a posteriori LSD Fisher (p < 0,05)] para la interaccion entre micorrizas y
usos de suelo.

La altura de las plantas y la relacion raiz/tallo no presentaron diferencias
significativas para ninguno de los factores analizados

Cuando se compararon los patrones de variacion de los valores medios para las 4
variables de crecimiento medidas en las plantas de Glycine max entre los diferentes usos
de suelo en cada sitio de estudio (Fig. V.5), en términos generales se pudo observar que:
-el peso seco total, mostré mayores valores en las plantas crecidas CM en Monte Buey y
Viale para todos los usos de suelo, con patrones de variacién siguiendo el orden
BPA>PANS>AN y AN>PANS>BPA, respectivamente;
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Tabla V.4. Media (xE.E.) (n = 4) de las variables de crecimiento (peso seco total, altura, relacion raiz/tallo y area foliar especifica) medidas en las plantas de Glycine max
crecidas en suelos con HMA (CM) y sin HMA (SM) provenientes de cada uso de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas practicas agricolas) y PANS (précticas agricolas
no sustentables) y sitio de estudio. Resultados del MMLG entre micorrizas, usos de suelo, sitios y su interaccion. Letras mintsculas representan diferencias significativas
segun el test a posteriori DGC (p < 0,05) para la interaccion entre micorrizas, usos de suelo y sitios de estudio.

Peso seco total (g) Altura (cm) Relacion raiz/tallo Area foliar especifica (mm? mg™)
Sitio de Usodesuelo [CM] [SM] [CM] [SM] [CM] [SM] [CM] [SM]
estudio
Bengolea AN 1,63+0,17a  1,65+0,17a  105,80+6,68a 97,90+6,68a 0,38+0,04a 0,27+0,04b 16,16+0,85b 15,25+0,85b
BPA 1,99+0,17a  1,95+0,17a  106,33+6,68a 104,28+6,68a 0,24+,0,,04b  0,28+0,04b 15,25+0,85b 14,71+0,85b
PANS 1,54+0,17a  1,55+0,17a  103,69+6,68a 102,13+6,68a 0,25+0,04b 0,24+0,04b 12,79+0,85b 14,46+0,85b
Monte Buey AN 2,16+0,17a  1,11+0,17b  109,05+6,68a 102,57+ 6,68a  0,28+0,04b 0,20+0,04b 14,89+0,85b 13,38+0,85b
BPA 1,3740,17b  1,11+0,17b  104,63+6,68a 93,77+6,68a 0,19+0,04b 0,22+0,04b 18,52+0,85a 18,00+0,85a
PANS 1,51+0,17a  1,62+0,17a  104,80+6,68a 113,68+6,68a 0,23+0,04b 0,24+0,04b 14,81+0,85b 13,90+0,85b
Pergamino AN 1,55+0,17a  1,23+0,17b  108,50+6,68a 100,70+6,68a 0,24+0,04b 0,23+0,04b 14,93+0,85b 15,64+0,85b
BPA 1,09+0,17b  1,08+0,17b  86,78+6,68b 103,00+6,68a 0,20+0,04b 0,23+0,04b 14,69+0,85b 14,09+0,85b
PANS 0,97+0,17b  1,264+0,17b  96,33+6,68a 96,00+6,68a 0,21+0,04b 0,29+0,04b 15,90+0,85b 13,99+0,85b
Viale AN 1,0740,17b 0,70+ 0,17b  78,11+6,68b 73,27+6,68b 0,31+0,04b 0,20+0,04b 9,85+0,85¢ 9,35+0,85¢
BPA 1,85+0,17a  1,25+0,17b  114,98+6,68a 99,40+6,68a 0,24+0,04b 0,20+0,04b 11,53+0,85b 13,05+0,85b
PANS 1,60+0,17a  1,07+0,17b  118,43+6,68a 93,00+6,68a 0,23+0,04b 0,26+0,26b 13,27+0,85b 14,39+0,85b
MMLG F p F p F p F p
Micorrizas 12,58 <0,01 3,11 0,08 0,58 0,45 0,44 0,51
Uso de suelo 0,47 0,63 2,02 0,15 1,60 0,22 3,70 <0,05
Sitio 11,47 <0,001 2,16 0,11 2,00 0,13 17,12 <0,001
M*U*S 2,00 0,09 1,36 0,26 0,39 0,88 1,45 0,22
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Figura V.5. Valores medios (+ EE) (n = 4) de las variables de crecimiento (peso seco total, altura, relacion raiz/tallo y area foliar especifica) de las
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color en cada uso de suelo] provenientes de cada uso de suelo: AN (ambiente natural), BPA (buenas practicas agricolas) y PANS (préacticas agricolas no

sustentables) y sitio de estudio.
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- la altura de las plantas mostraron valores mas altos cuando crecieron CM, en las BPA
de Monte Buey y Viale, y las PANS de Viale, que sin ellas y lo contrario ocurrio en las

BPA de Pergamino;

-la relacion raiz/tallo mostrd los valores mas altos en presencia de HMA, en las plantas
crecidas con suelos provenientes de los AN de Bengolea, Monte Buey y Viale, y las

BPA de Viale; y las PANS de Pergamino mostraron un patron inverso;

-el area foliar especifica no mostré grandes variaciones entre las plantas crecidas CM o
SM, con el valor mé&s bajo para esta variable en el AN de Viale y el més alto en BPA de
Monte Buey.

V.4. Discusion
V.4.1. Colonizacion micorricica arbuscular en raices de “Glycine max”

Los porcentajes de colonizacion total por vesiculas, arbisculos y puntos de
entrada en las raices de plantas de soja, variaron dependiendo del origen del inéculo de
HMA. Las raices de las plantas de soja crecidas en suelos provenientes del ambiente
natural (AN) mostraron los mayores porcentajes de colonizacién total y por arbusculos,
Por otro lado, las que crecieron en suelos provenientes de précticas agricolas no
sustentables (PANS) mostraron valores intermedios y las de buenas practicas agricolas
(BPA), los valores mas bajos para esas dos variables fungicas. A pesar de que los
porcentajes de colonizacion por vesiculas y puntos de entrada no presentaron
diferencias significativas entre los usos de suelo, mostraron los mismos patrones de
variacion que los porcentajes de colonizacion total y por vesiculas, siguiendo el orden
AN>PANS>BPA.

Estos resultados podrian estar sustentados por los obtenidos en el Capitulo Il y
IV de esta Tesis Doctoral. En el Capitulo 111, la densidad de esporas y la riqueza de
especies mostraron un patron decreciente de AN>BPA>PANS, denotando el efecto
negativo de las practicas agricolas sobre la comunidad de HMA (Gosling et al., 2006;
Menéndez et al., 2001; Oehl et al., 2003; Schalamuk y Cabello, 2010). Pero por otro
lado, el ensayo de infectividad (Capitulo 1V) mostré que las comunidades de HMA
provenientes de PANS fueron capaces de colonizar las plantas de Vicia villosa mas
rdpidamente que las provenientes de AN y BPA. Por lo que este uso de suelo, producto
de un manejo agricola intensivo parece albergar comunidades de HMA con especies
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ruderales (estrategias-r), capaces de responder frente a fluctuaciones del ecosistema
original iniciando rapidamente la colonizacion radical de las plantas (Verbruggen y
Kiers, 2010).

Probablemente la diferencia en la capacidad infectiva de los distintos tipos de
suelo observada en los distintos Capitulos de esta Tesis esté dada por la identidad de la
planta hospedante utilizada en el experimento de infectividad (Vicia villosa) y en el del
presente ensayo (Glycine max). Posiblemente, los HMA presentes en el suelo del AN
tengan una mayor habilidad para iniciar la colonizacién micorricica de plantas de soja.
Es decir que estos resultados sustentarian la hipdtesis de la existencia de un grado de
preferencia o selectividad en la interaccion planta-HMA (Davison et al., 2011; Helgason
et al., 2002; Opik et al., 2009; Vandenkoornhuyse et al., 2003). De todas maneras, seria
interesante detectar, mediante técnicas moleculares, los HMA que se encuentran
colonizando las raices de las plantas de estudio (Davison et al., 2012; Redecker et al.,
2000), ya que las especies de la rizosfera no necesariamente reflejan los simbiontes
radicales (Clapp et al., 1995).

Es importante recordar en esta instancia la identidad de las plantas hospedadoras
presentes en cada uso de suelo, en cada sitio de estudio, en el momento de la
recoleccion del suelo utilizado para este ensayo (febrero de 2011-Ver Tabla I1.1 del
Capitulo ). En el AN de los cuatro sitios de estudio (Bengolea, Monte Buey,
Pergamino y Viale) predominaban los pastizales de gramineas, las BPA de Bengolea,
Monte Buey y Viale estaban sembradas con maiz (Zea mayz) y las de Pergamino con
soja. Las PANS de los cuatro sitios estaban sembradas con soja, lo que podria explicar
los valores intermedios en los porcentajes de colonizacion en nuestro ensayo para este
tipo de suelo. Es posible que en las muestras de suelo de las PANS utilizadas como
indculo hayan predominado fragmentos de raices colonizados de las plantas de soja,
fragmentos de hifas y esporas especificos de este cultivo, por lo que en el ensayo
experimental las plantas crecidas con este inoculo estarian promoviendo mayores
porcentajes de colonizacion que las BPA agricolas.

En resumen, la soja crecida en el suelo proveniente de PANS, donde se espera
que la comunidad de HMA rizosférica predominante sea especifica de la soja, favorecid
una mayor colonizacion por HMA, que la soja crecida en suelo proveniente de BPA,
donde la comunidad predominante fue especifica de las plantas de maiz. Por el contrario
los AN tuvieron una comunidad de HMA mas rica y diversa con respecto a los otros

usos de suelo. Si bien una importante evidencia sugiere que existe baja especificidad en
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la interaccion planta-HMA (Smith y Read, 2008), hay estudios que muestran que ciertas
especies de plantas muestran selectividad en sus interacciones con sus socios fungicos
(Helgason y Fitter, 2005; Vandenkoornhuyse et al., 2003).

V.4.2. Efecto de los HMA sobre el crecimiento de plantas de soja

En este ensayo experimental las comunidades de HMA, provenientes de los
diferentes usos de suelo mostraron diferentes efectos sobre el crecimiento de las plantas
de soja. De acuerdo a la prediccion planteada, las comunidades flngicas provenientes
del AN causaron un efecto positivo sobre el crecimiento (mayor peso seco total) de las
plantas comparados con los controles (SM). Las crecidas en suelos de BPA-CM
mostraron valores de peso seco total mayores que sus respectivos controles, pero sin
diferencias significativas entre ellas. En tanto que las provenientes de PANS no
causaron diferencias entre las plantas crecidas CM y SM.

El efecto de los HMA sobre el crecimiento de las plantas ha sido ampliamente
estudiado y varia desde beneficioso hasta antagonista (Jones y Smith, 2004),
dependiendo de numerosos factores como la especie de planta (Pérez y Urcelay, 2009),
las variedades de la misma, la disponibilidad de nutrientes del suelo y la identidad
planta-hongo (Lehmann et al., 2012). Los efectos beneficiosos de los HMA sobre el
crecimiento de las plantas son atribuidos principalmente a la facilitacion de la
adquisicién de nutrientes, especialmente de fosforo, a la resistencia frente a la
herbivoria, a hongos patégenos, a la sequia y al aumento de la tasa fotosintéetica (Smith
y Read, 2008) y frecuentemente se miden como produccion de biomasa. Los efectos
antagonistas estan relacionados con el balance entre los costos de carbono por parte de
la planta y el beneficio de la absorcion de P (Li et al., 2008), el gasto de carbohidratos
puede afectar negativamente el crecimiento de las planta (Johnson y Graham, 2013;
Urcelay et al., 2011). En particular, las especies con estrategias r de vida como es el
caso de la soja estudiada en este ensayo pueden verse afectadas negativamente por los
hongos micorricicos (Rinaudo et al., 2010; Veiga et al., 2011), aunque se ha sugerido
que la soja es intermedia en dependencia micorricica (Plenchette et al., 1983). En las
raices de las plantas crecidas CM de este estudio, se observaron los valores mas altos de
colonizacién micorricica en los suelos de AN y los mas bajos en los de BPA vy las
plantas en estos tratamientos presentaron mayor peso seco total. En las crecidas en

suelos provenientes de PANS, donde no hubo diferencia en el peso seco entre las
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plantas CM y SM, se observaron los valores intermedios de colonizacion micorricica.
Estos resultados pueden ser explicados en parte por la estrategia de vida ruderal de la
planta y su dependencia micorricica intermedia, por lo que en AN y BPA la soja se
estaria beneficiando de la asociaciéon con los HMA y en PANS, esta relacion se vuelve

redundante y sin beneficios para el hospedador.

Por otro lado, se observaron diferencias en la relacion raiz: tallo cuando la planta
de soja crecio6 CM y SM en suelos provenientes de AN y PANS, pero los resultados
fueron controvertidos. Las evidencias sugieren que la colonizacion micorricica
disminuye la relacion raiz/tallo, ya que las plantas destinan menos productos de la
fotosintesis al crecimiento radical al adquirir los nutrientes principalmente a través del
micelio extrarradical de los HMA asociados con sus raices (Veresoglou et al., 2011),
siendo este el caso para las plantas crecidas en los suelos de PANS. Pero cuando
crecieron en suelos provenientes de AN las plantas colonizadas por HMA mostraron
mayor relacion raiz/tallo. Esta diferencia podria deberse a la corta duracion del
experimento realizado, que es un factor que puede influir en la relacion raiz/tallo
(Veresoglou et al., 2011). Es decir, es posible que en el momento de levantarse el
experimento las plantas que presentaron una mayor colonizacién micorricica (AN)
estaban en la etapa de asignacién de carbohidratos para crecimiento radical y para
mantener la simbiosis con los HMA (Meddad-Hamza et al., 2010; Porras-Soriano et al.,
2009), por lo cual la relacion raiz/tallo fue mayor. En cambio, las plantas inoculadas con
suelo de PANS, que presentaban un menor porcentaje de colonizacién, probablemente
tenian mas fotosintetatos disponibles para asignar al desarrollo de biomasa aérea y por

ello la relacidn raiz/tallo fue menor en este tratamiento.

El &rea foliar especifica (AFE) es una de las variables usadas frecuentemente en
estudios de crecimiento de las plantas y se relaciona con un mayor crecimiento de las
mismas (Pérez-Harguindeguy et al., 2013), por lo que si las plantas se benefician en
crecimiento cuando estan colonizadas por HMA deberiamos esperar mayores valores de
AFE en las mismas plantas. Sin embargo, en este estudio el AFE no presentd diferencias
significativas entre las plantas crecidas CM y SM. Sin embargo, las plantas de BPA
presentaron mayores valores de AFE con respecto a los otros dos usos de suelos (AN y
PANS). En general, las especies de plantas que crecen en ecosistemas con alta
disponibilidad de recursos tienen mayor AFE que aquellas que crecen en ambientes con
baja disponibilidad de recursos (Pérez-Harguindeguy et al., 2013).
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A pesar de que no se encontraron diferencias significativas en la altura entre
las plantas CM y SM, las plantas colonizadas fueron levemente mas altas que las no
colonizadas en todos los usos de suelo. Tal vez estos resultados se deban a la falta de un
crecimiento vigoroso de las plantas en nuestro ensayo, debido por ejemplo a la época
del afio en que se realizd el ensayo experimental (otofio-invierno). A pesar de que las
condiciones de temperatura, fotoperiodo y humedad del invernadero fueron controladas,
posiblemente la estacion en la que se realizo el experimento influyd en el desarrollo de
las plantas de soja. Sin embargo, estos caracteres merecen un mayor nimero de estudios

para poder comprender la interaccion hongo-planta en distintos contextos.

En general, el porcentaje de colonizacion micorricica total y por arbusculos
presentaron diferencias significativas entre los usos de suelo, pero no entre los sitios de
estudio; y la interaccion entre ambos factores fue significativa para el porcentaje de
colonizacion total y por vesiculas. Con respecto a las variables de crecimiento de las
plantas de Glycine max, el peso seco total present6 diferencias significativas entre las
plantas crecidas en suelos CM y SM, y entre los sitios de estudio, pero las diferencias
entre los usos de suelo no fueron significativas. El &rea foliar especifica present6
diferencias significativas entre los usos de suelo y entre los sitios de estudio, pero no
entre las plantas crecidas CM y SM. Los patrones de variacion tanto de las variables
fangicas como las de crecimiento analizadas en Glycine max, no fueron consistente a
través de todos los sitios y mostraron ser sitio- dependientes justificando nuevamente la

eleccion del disefio experimental.

V/.5. Conclusiones

Estos resultados sugieren que la soja, una planta con estrategia de vida r- se
comporta como tal, cuando crece con las comunidades de HMA provenientes de PANS,
donde de acuerdo a nuestros resultados, parecen predominar morfoespecies con este
mismo estilo de vida, y se han co-adaptado por lo que relacion planta-hongo se vuelve
redundante. Por el contrario, cuando crece en suelos con comunidades mas densas en
esporas y ricas en especie (AN y BPA) se ve favorecida en téerminos de biomasa, por las

comunidades de HMA de estos ambientes.

En el ambiente natural la comunidad de HMA que se ha adaptado a largo plazo a

un ambiente estable, de nutrientes, con una gran diversidad de hospedadores, promueve
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un crecimiento positivo a la soja, en las BPA la comunidad de HMA presente en las
buenas préacticas agricolas ha sido modificada por la agricultura, pero la presencia de
mayor diversidad de plantas, dada por la rotacion de cultivos, y el controlado uso de
agroquimicos (un ambiente menos estable que el natural, pero intermedio entre este y
las PANS) también estaria favoreciendo el crecimiento de la plantas de soja, por el
contrario las PANS parecen seleccionar especies de HMA con estrategias r- que no

favorecen el crecimiento en biomasa de esta plantas, comparado con los controles.
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CAPITULO VI

VI.1. Discusion general

Los procesos que ocurren a gran escala geografica como el clima y el cambio en
el uso y cobertura de la tierra, pueden controlar los patrones de biodiversidad en el
mundo (Sala et al., 2000). Los cambios en el uso de la tierra producen importantes
modificaciones tanto en la estructura como en el funcionamiento de los ecosistemas
(Casas, 2001; Viglizzo et al., 2001). La agricultura, junto a la urbanizacion, la pérdida
de vegetacion y desertificacion, son ejemplos de actividades producidas por el hombre
que han modificado la superficie del planeta. Estos cambios, en consecuencia, estarian
alterando las comunidades de microorganismos que habitan el suelo (Rillig, 2004; van
der Heijden et al., 2008; Wardle et al., 2004).

Los agroecosistemas son ecosistemas artificiales simplificados en biodiversidad,
que requieren de la continua intervencion humana ya que carecen de capacidad para
realizar su propia regulacion. Estos modernos sistemas agricolas se han vuelto muy
productivos pero sélo porque son altamente dependientes de aportes externos. La
agricultura moderna implica la simplificacién de la estructura del ambiente en grandes
extensiones, remplazando la diversidad natural por un pequefio nimero de plantas
cultivadas y animales domésticos. La dominancia de una especie a escala geografica
determina la exclusién de otras, con la consecuencia de que la riqueza especifica
(nimero de especies) y el equilibrio en la abundancia (importancia relativa de las
distintas especies) decrecen tanto a nivel local como regional (Hillebrand et al., 2008).
Cuando la expansion de un cultivo se hace en detrimento de otras especies y variedades,
nos encontramos frente a una monopolizacién de los recursos, que es una consecuencia
dominante del monocultivo. La homogeneizacién del paisaje lleva a la pérdida de
numerosas especies silvestres que pueden vivir o subsistir en mosaicos agricolas o
mixtos (Tscharntke et al., 2005). Una menor diversidad agricola también es indicadora
de deterioro ambiental, donde tanto la diversidad de cultivos como la diversidad de
especies y procesos ecoldgicos asociados a paisajes heterogéneos se ven afectados
negativamente (Altieri, 1999).

La homogeneizacion del paisaje agricola argentino, asociado a la introduccion
desequilibrante de una especie cultivable, puede observarse en el aumento acelerado del
area sembrada con soja (Glycine max). Esta pérdida de heterogeneidad en el ambiente
rural trae aparejada una péerdida de diversidad a escala agro-ecosistémica. Ademas de la

expansion de la frontera agricola y de la pérdida de biodiversidad por destruccion de

97



CAPITULO VI

ambientes naturales, Aizen et al. (2009) advierten sobre la homogeneizacion del paisaje
agricola con los multiples costos ambientales, sociales y econémicos que trae aparejado
una menor diversidad de cultivos. Un creciente nimero de evidencias da cuenta de las
consecuencias de la expansion agricola sobre el clima, el balance de C y N, las
emisiones de gases invernadero, la biodiversidad y el balance hidrico. (Houghton,
2001). Las peérdidas de fdésforo son indicativas, por otro lado, de un deterioro de la
capacidad productiva de los suelos que, mas temprano que tarde, deberd compensarse
mediante una fertilizacion que elevara los costos de produccion.

Existen numerosas practicas agricolas que son citadas frecuentemente por su
impacto positivo sobre el habitat y la biodiversidad, como la reduccion del uso de
pesticidas y fertilizantes, el control mecanico de malezas, el uso de abono verdes y
animales, la siembra directa, el intercultivo, el manejo de bordes, espacios marginales o
areas no cultivadas, épocas de siembra, rotaciones de cultivos, planteos de produccién
mixta, etc. Tres practicas pueden ser resaltadas como benéficas para la biodiversidad: 1)
reducir a niveles estrictamente necesarios el uso de pesticidas quimicos y fertilizantes
inorgénicos, 2) manejar estratégicamente los sitios no cultivados o marginales que, al
convertirse en reservorios, permiten mantener e incrementar la diversidad bioldgica, y
3) adoptar practicas de control integrado de plagas y malezas, por ejemplo, tratando de
preservar los planteos mixtos y la rotacion de cultivos por su impacto positivo para
proveer habitats heterogéneos y variables en el espacio y tiempo (Hole et al., 2005).

Otro de los aspectos fundamentales que en general no se tienen en cuenta a la
hora de implementar practicas agricolas con miras a la sustentabilidad es la de integrar
en planes de manejo a los microorganismsos importantes para la calidad y la salud del
suelo. Si tenemos en cuenta que estos microrganismos influyen en numerosos procesos
relacionados con la dinamica de poblaciones de plantas y sus interacciones, es
fundamental incluir las comunidades nativas de microrganismos y en especial a los
HMA en cualquier estudio de manejo del suelo o procesos de restauracion de un
ecosistema. Para ello, en primer lugar es necesario conocer la identidad y ecologia de
las comunidades, tanto vegetales como flingicas, que se encuentran en cualquier
ecosistema (Dobson et al., 1997).

La mayoria de las investigaciones a campo sobre HMA realizadas en Argentina
se han desarrollado en ecosistemas naturales (Becerra et al., 2009; Cofré et al., 2012;
Grilli et al., 2012; Grilli et al., 2013; Longo et al., 2014; Lugo y Cabello, 2002; Soteras

et al., 2012; Soteras et al., 2013; Urcelay et al., 2009), siendo escasa la informacion en
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nuestros agroecosistemas (Faggioli y Cabello, 2013; Menéndez et al., 2001; Schalamuk
y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006). Aungue Argentina es uno de los paises del
mundo con mayor extension de areas cultivadas bajo SD (AAPRESID), los estudios
acerca del efecto de la SD sobre la comunidad de Glomeromycota son escasos y
generalmente abordados a escala local (Faggioli y Cabello, 2013; Menéndez et al.,
2001; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006). Mas aun, dichos estudios no
suelen incluir un ambiente natural a partir del cual contrastar los efectos promovidos por
los usos de la tierra. Por lo que el objetivo general de la presenta Tesis se enfocd
principalmente en tres temas identificados en la Introduccion general (Fig. 1.3, Capitulo
):

1) efecto de las practicas agricolas en siembra directa sobre la composicion de la
comunidad de HMA, para lo cual se evalud la composicion de las comunidades de
hongos micorricicos arbusculares (HMA) en suelos con diferentes usos (ambiente
natural, buenas practicas agricolas y practicas agricolas no sustentables) a lo largo de un
gradiente de sitios en la region central de Argentina (Capitulo I11) en dos meses del afio

(febrero y septiembre);

2) efecto de las practicas agricolas en siembra directa sobre la infectividad de los
diferentes suelos basada en todos los propagulos funcionales (esporas, fragmentos de
raices colonizados e hifas extrarradicales), para lo cual se realizd6 un ensayo en

invernadero utilizando como planta prueba a Vicia villosa (Capitulo 1V); y

3) efecto de los HMA sobre el crecimiento de plantas de Glycine max (L.)
Merril, mediante un ensayo en invernadero con plantas de soja crecidas en suelos
inoculados (CM) y no inoculados (SM) con HMA provenientes de cada situacion
(Capitulo V).

De acuerdo a nuestra hipotesis general de trabajo, las practicas agricolas en
siembra directa en este estudio promovieron cambios en la comunidad de HMA (en la
composiciéon de la comunidad y en la infectividad de los diferentes suelos), y esos
cambios influyeron de manera diferente en el crecimiento de las plantas de soja (Fig.
1.3, Capitulo I).
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VI1.1.1. Efecto de las précticas agricolas en siembra directa sobre la comunidad de
HMA

En general, las practicas agricolas afectaron negativamente a la comunidad de
esporas, principalmente la densidad de esporas y la riqueza de especies disminuyeron
siguiendo el orden AN>BPA>PANS de acuerdo a lo predicho (Capitulo I).

En la primera parte de esta Tesis se realiz6 una descripcién de la comunidad de
HMA y se evaluaron las diferentes variables de la comunidad de HMA (densidad de
esporas, riqueza de morfoespecies, diversidad y equitatividad) en los diferentes usos de
suelo: ambiente natural (AN), buenas préacticas agricolas (BPA) y préacticas agricolas no
sustentables (PANS). Por lo que con estos resultados se ampliaron los conocimientos de
las comunidades de HMA en agroecosistemas bajo siembra directa de Argentina, ya que
pocos estudios han sido abordados sobre el tema y en general han sido desarrollados a
escala local. En comparacion a los estudios realizados en agroecosistemas de Argentina
(Covacevich et al, 2012; Faggioli y Cabello, 2013; Imaz et al., 2014; Menéndez et al.,
2001; Schalamuk y Cabello, 2010; Schalamuk et al., 2006) y otros de diferentes areas
geogréficas (Douds y Millner, 1999; Jansa et al., 2003), estos resultados mostraron un
mayor nimero de morfoespecies.

Los agroecosistemas poseen caracteristicas particulares que influyen en la
actividad de los HMA. Mientras que en ecosistemas naturales existen plantas de
diversas especies con distintas edades y estacionalidad hospedando los HMA, en
sistemas agricolas con cultivos anuales, como es el caso de las BPA y PANS en este
estudio, se presentan dos periodos con diferencias muy marcadas: una parte del afio
donde se registra una gran densidad de plantas hospedantes coetaneas y pertenecientes a
la misma especie (febrero), y luego de la cosecha un periodo de rastrojos con ausencia
de hospedantes o en algunos casos con presencia de cultivos de cobertura o cultivos de
invierno (septiembre). La produccion de esporas depende del suministro de
fotoasimilados de la planta hospedante hacia el hongo, por lo que en los sistemas
agricolas suele concentrarse en el tiempo y la ausencia de plantas hospedantes en los
periodos de rastrojo, poscosecha, impacta sobre la comunidad de Glomeromycota
(Troeh y Loynachan, 2003). Variaciones estacionales con picos en la densidad de
esporas en verano-otofio fueron observados por Lugo y Cabello (2002) en pastizales de
altura en la provincia de Cordoba. En este estudio, la densidad de esporas mostrd los

valores mas altos para los tres usos de suelo en febrero, es decir la estacion estival,
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coincidiendo con los ciclos de los cultivos de verano (maiz/soja); sin embargo estas
diferencias no fueron significativas. Ademas, la densidad de esporas y la riqueza de
morfoespecies decrecieron siguiendo el patron AN>BPA>PANS, lo que indica que
tanto la intensidad de la practica agricola (rotacion de cultivos/monocultivo) como la

presencia del cultivo influyen sobre la composicién de la comunidad de HMA.

V1.1.2. Efecto de las préacticas agricolas en siembra directa sobre la infectividad de los
diferentes suelos, la colonizacion micorricicay el crecimiento de plantas de “Glycine

max”

Las practicas agricolas afectaron la infectividad de los diferentes suelos,
reflejado en la diferencia de los porcentajes de colonizacion micorricica arbuscular de
las raices de vicia y soja. Las précticas agricolas no sustentables (PANS) promovieron
mayor colonizacion en las raices de ambas plantas (vicia y soja), sugiriendo que los
suelos en monocultivo de soja son mas infectivos que los de buenas practicas agricolas,
sometidos a rotacion de cultivos. Por otro lado en el Capitulo 1V, los suelos de PANS
mostraron ser mas infectivos para las raices de vicia que los suelos de AN y BPA, por lo
que, contrario a lo esperado, la infectividad siguié el orden PANS>AN>BPA. Con
respecto al Capitulo V, estos mismos suelos, revelaron ser menos infectivos que los AN,
ya que los porcentajes de colonizacién en las raices de soja siguieron el orden
AN>PANS>BPA.

Probablemente, la diferencia en la capacidad infectiva de los distintos tipos de
suelo observada en los ensayos del Capitulo IV y V, esté dada por la identidad de la
planta hospedante utilizada en cada experimento (Vicia villosa y Glycine max
respectivamente). Posiblemente, los HMA presentes en el suelo del AN tengan una
mayor habilidad para iniciar la colonizacion micorricica de plantas de soja. Es decir que
estos resultados sustentarian la hipotesis de la existencia de un grado de preferencia o
selectividad en la interaccion planta-HMA (Davison et al., 2011; Helgason et al., 2002;
Opik et al., 2009; Vandenkoornhuyse et al., 2003). De todas maneras, seria interesante
detectar, mediante técnicas moleculares, los HMA que se encuentran colonizando las
raices de las plantas de estudio (Davison et al., 2012; Redecker et al., 2000), ya que las
especies de la rizosfera no necesariamente reflejan los simbiontes radicales (Clapp et al.,
1995).
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Las especies de plantas responden diferencialmente a la colonizacién por HMA.
Esta respuesta es conocida como “respuesta micorricica” y describe el efecto de los
HMA sobre el crecimiento de una especie en particular, comparando distintas variables
de crecimiento (altura, biomasa, relacion raiz/tallo) con la misma planta no colonizada
(control) (Janos, 2007). El efecto de los HMA sobre el crecimiento de las plantas ha
sido ampliamente estudiado y varia desde beneficioso hasta antagonista (Johnson et al.,
1997; Jones y Smith, 2004), dependiendo de numerosos factores como la especie de
planta (Pérez y Urcelay, 2009), las variedades de la misma, la disponibilidad de
nutrientes del suelo, la identidad planta-hongo (Lehmann et al., 2012) la combinacién
de taxones de HMA (Maherali y Klironomos, 2007) y la infectividad micorricica del
suelo (Cuenca et al., 2004). Los efectos beneficiosos de los HMA sobre el crecimiento
de las plantas son atribuidos principalmente a la facilitacion de la adquisicion de
nutrientes, especialmente de fosforo, a la resistencia frente a la herbivoria, a hongos
patogenos, a la sequia y al aumento de la tasa fotosintética (Smith y Read, 2008) y
frecuentemente se miden como produccién de biomasa. Los efectos antagonistas estan
relacionados con el balance entre los costos de carbono por parte de la planta y el
beneficio de la absorcion de P (Li et al., 2008), que generalmente afectan negativamente
el crecimiento de las plantas, dependiendo probablemente a las condiciones ambientales
del suelo, a la identidad o a la estrategia de vida del hospedador (Johnson et al., 1997,
Johnson y Graham, 2013; Rinaudo et al., 2010; Urcelay et al., 2011; Veiga et al., 2011).
En particular, las especies con estrategias r de vida como es el caso de la soja estudiada
en este ensayo pueden verse afectadas negativamente por los hongos micorricicos
(Rinaudo et al., 2010; Veiga et al., 2011), aunque se ha sugerido que la soja es

intermedia en dependencia micorricica (Plenchette et al., 1983).

Con respecto al efecto de los HMA sobre el crecimiento de las plantas de soja
(Capitulo V), los resultados revelaron en el ensayo experimental que las comunidades
de HMA, provenientes de los diferentes usos de suelo, mostraron diferentes efectos
sobre el crecimiento de las plantas de soja. De acuerdo a la prediccion planteada, las
comunidades fungicas provenientes del AN causaron un efecto positivo sobre el
crecimiento (mayor peso seco total) de las plantas comparados con los controles (SM).
Las crecidas en suelos de BPA-CM mostraron valores de peso seco total mayores que
sus respectivos controles, pero sin diferencias significativas entre ellas. En tanto que las

provenientes de PANS no causaron diferencias entre las plantas crecidas CM y SM.
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Con respecto a las otras variables de crecimiento analizadas (altura de las
plantas, relacién raiz/tallo, area foliar especifica) mostraron inconsistencias en las
respuestas.

Sin embargo, y como se sugirio anteriormente, los suelos de PANS promovieron
mayor colonizacién en las raices de vicia (Capitulo 1V) y soja (Capitulo V) comparado
con los suelos de BPA, resultando ser mas infectivo, pero esta mayor colonizacién
observada en las raices de soja en los suelos de PANS no fue reflejada en una mayor
biomasa seca total en las plantas de soja crecidas CM en esos mismos suelos (Capitulo
V). Se ha observado en estudios previos que la colonizacién micorricica en las raices de
las plantas no necesariamente se relaciona con el beneficio proporcionado por los HMA
hacia la planta (Gange y Ayres, 1999; Smith y Read, 2008), por lo que una especie de
planta puede tener altos porcentajes de colonizacion micorricica arbuscular en sus raices
sin que los HMA les brinden algun beneficio (Johnson et al., 1997).

El modelo continuo propuesto por Johnson et al. (1997) y revisado por Johnson
y Graham (2013) establece que la funcion micorricica es una manifestacion de la
interaccion de los genotipos hongo-planta entre ellos y con el medioambiente local. Las
combinaciones nativas de la planta y hongo micorricico que comparten una historia de
vida (co-adaptadas a un ambiente comun) se prevé que tengan resultados funcionales
diferentes comparados con combinaciones exoéticas sin historia de vida de co-
adaptacion. Un experimento reciente provee fuertes evidencias de que las comunidades
de pastizales intactos y HMA se han co-adaptado unos con otros y con su
medioambiente local, por lo que el mutualismo se maximiza en suelos deficientes en P y
el parasitismo se reduce al minimo en suelos con alta disponibilidad de P (Johnson et
al., 2010). Podriamos argumentar entonces que en estos agroecosistemas estudiados, la
soja en monocultivo (PANS), se ha adaptado a una comunidad de HMA que esta
seleccionada para colonizarla mas y mas rapido, pero sin efectos beneficiosos para su
crecimiento, y cuando crece en suelos bajo rotacion con otros cultivos como el maiz en
BPA, la soja se estaria beneficiando de la comunidad de HMA en la rotacion y ain més

en ambientes mas estables y diversos como los pastizales de gramineas.
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V1.2. Conclusiones generales

-Las practicas agricolas afectaron la comunidad de HMA como asi también la
infectividad de los diferentes suelos, por lo que estos efectos sobre estas variables de la
comunidad de HMA se vieron reflejados en el crecimiento de Glycine max.

-Se identificaron 46 morfoespecies, distribuidas en 8 familias, con 44
morfoespecies en el AN, 43 en las BPA y 37 en las PANS. El nimero de morfoespecies
identificadas para nuestros agroecosistemas fue alto comparado con otros
agroecosistemas del mundo y de Argentina por lo que es muy importante la proteccion
del suelo y la busqueda de alternativas sustentables para evitar su degradacion y la

pérdida de especies.

-Se comprob6 un efecto negativo de las précticas agricolas en siembra directa
sobre la comunidad de HMA y estos efectos fueron mas marcados en la densidad de
esporas y en la riqueza de especies.

- El analisis de la comunidad de HMA permitio diferenciar entre ambientes
naturales y suelos cultivados en la region central de Argentina. La densidad y la riqueza
de especies fueron mayores en el ambiente natural (AN) en comparacién con los suelos
manejados para agricultura (BPA y PANS). Méas aln, ambas variables decrecieron en el
orden predicho (AN>BPA>PANS) por lo que pueden ser sugeridas como indicadoras de

los diferentes usos de suelo.

-En cuanto a la infectividad de los diferentes suelos, el suelo de las PANS
mostro ser capaz de colonizar las plantas de Vicia villosa, utilizadas como pruebas en
este estudio mas rapidamente que los suelos de AN y BPA. Esto puede atribuirse a que
las situaciones mas disturbadas seleccionan especies ruderales, de crecimiento mas
rapido, que los caracteristicos de AN y BPA. Los suelos de BPA mostraron la misma
tendencia que el AN, por lo que podriamos concluir que el manejo que reciben estos
suelos se asemejan mas a un AN que a PANS, en términos de la infectividad de las
comunidades de HMA.

-Las plantas de Glycine max crecidas en suelo con inéculo micorricico
presentaron mayor biomasa (en peso seco), que las plantas crecidas sin el inéculo de
micorrizas en AN y BPA. Las comunidades fungicas provenientes del AN y de BPA

causaron un efecto positivo sobre el crecimiento (mayor peso seco total) de las plantas
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comparados con los controles (SM). En tanto que las provenientes de PANS no

causaron diferencias entre las plantas crecidas CM y SM.

Una caracteristica sobresaliente de este estudio es que las situaciones de uso de
la tierra se replicaron regionalmente incluyendo diversos tipos de suelos, climas y
secuencias de cultivos fueron tomados como bases para las réplicas. Los patrones de
variacion de las variables micorricias analizadas mostraron ser sitio-dependientes lo que

justifico la eleccion del disefio experimental.

Sin embargo, mas alla de las respuestas dependientes del contexto, en términos
generales los resultados sugieren que las practicas que promueven la intensificacion
agricola afectan negativamente las comunidades de HMA, en particular empobreciendo

y homogeneizando las comunidades.

Por lo que resulta imprescindible:

-conservar los ambientes naturales considerados reservorios, por la alta densidad

de esporas y riqueza de morfoespecies de HMA encontradas en los sitios estudiados;

-adoptar buenas practicas agricolas, con control integrado de plagas y malezas, y
rotacion de cultivos por su impacto positivo para proveer habitats heterogéneos y
variables en el espacio y tiempo. En esta Tesis pudimos comprobar que los suelos de
BPA de los sitios estudiados, albergan comunidades de HMA con densidades de esporas
y riqueza de morfoespecies, como asi también con capacidad de colonizar las plantas de
vicia y soja y de promover biomasa de las plantas de soja, similares a las comunidades

de HMA presentes en AN, que con respecto a las PANS.

Los resultados obtenidos en esta Tesis no solo aportan nuevos conocimientos a
la ecologia particular de los HMA en agroecosistemas bajo siembra directa en
Argentina, sino en general, junto con todos los resultados obtenidos en el proyecto
BIOSPAS aportan conocimiento a nivel local en relacién a la biologia del suelo ya que
el proyecto tuvo como objetivo identificar indicadores biol6gicos de calidad de suelo
contribuyendo a fortalecer y mejorar los conocimientos de las ventajas de la siembra

directa en Argentina.
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ANEXO

Figura 1. Morfoespecies pertenecientes a la Familia Acaulosporaceae identificadas en
este estudio: a) Acaulospora alpina, b) Acaulospora bireticulata, ¢) Acaulospora
delicata, d) Acaulospora excavata, e) Acaulospora laevis f) Acaulospora mellea.

—50 um
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ANEXO

Figura 2. Morfoespecies identificadas en este estudio a) Acaulospora rehmii, b)
Acaulospora scrobiculata, c¢) Acaulospora spinosa d) Ambispora leptoticha, e)
Archaeospora trappei, f) Entrophospora infrequens. — 50 um
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ANEXO

Figura 3. Morfoespecies identificadas en este estudio a) Claroideoglomus
claroideum, b) Claroideoglomus etunicatum, c) Claroideoglomus luteum, d) células
auxiliares tipicas de la Familia Gigasporaceae, e) Cetraspora pellucida, f) detalle de

la pared de C. pellucida. —50 um
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ANEXO

Figura 4. Morfoespecies pertenecientes a la familia Gigasporaceae identificadas en
este estudio a) Dentiscutata heterogama, b y c) detalle de la pared y del bulbo
suspensor de Gigaspora decipiens, d) Gigaspora gigantea, e) Gigaspora margarita, f)
Gigaspora rosea. —50 um
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ANEXO

Figura 5. Morfoespecies identificadas en este estudio a) Racocetra fulgida, b) detalle
de la pared y del bulbo suspensor de Scutellopora biornata, c) Scutellospora calospora,
d) Scutellospora dipapillosa, e) Scutellospora rubra, f) Pacispora boliviana. —50 um
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ANEXO

Figura 6. Morfoespecies pertenecientes a la familia Glomeraceae identificadas en
este estudio a) Funneliformis coronatum b) Funneliformis geosporum, c)
Funneliformis mosseae, d) esporocarpo de Glomus aggregatum, €) Glomus brohultii,
f) Glomus fuegianum. — 50 pum
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ANEXO

Figura 7. Morfoespecies identificadas en este estudio a) esporocarpo de Glomus
microaggregatum, b) Rhizophagus clarus, ¢) Rhizophagus fasciculatus, d) Rhizophagus
intraradices e) Sclerocystis sinuosa, f) Septoglomus constrictum. —50 um
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ANEXO

Figura 8. Morfoespecies identificadas en este estudio a) Glomus sp. 1, b) Glomus sp. 2,
¢) Glomus sp. 3, d) Pacispora sp. 1, e) Sclerocystis sp. 1 e) Scutellospora sp. 1.
—50 um
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Figura 9. Ensayo de Infectividad del Capitulo IV, utilizando a Vicia villosa como
planta hospedadora: a) plantas a los 15 dias de crecimiento, b) sistemas radicales
conservados en alcohol al 70 % después de la cosecha de las plantas, c) colonizacion
micorrica arbuscular en las raices de V. villosa. Ensayo de crecimiento del Capitulo V
utilizando a Glycine max como planta hospedadora: d) plantulas antes del transplante a
las macetas de 1000cm®, e) plantas a los 60 dias de crecimiento, f) colonizacién
micorricico-arbuscular en las raices de G. max. —20 um.
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