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RESUMEN

El proceso de intensificacion agricola de la pampa himeda, ocurrido en las ultimas décadas,
se ha caracterizado por un creciente predominio de soja en monocultivo. El efecto de este manejo
por mas de tres décadas derivo en la pérdida de la fertilidad de los suelos. Sumado a esto, la pobre
ejecucion de rotaciones afectd los procesos bioldgicos edaficos e impactd negativamente en los
costos econémicos y ambientales de los sistemas agricolas. La productividad de estos sistemas se
encuentra fuertemente ligada a las actividades metabdlicas de las diferentes comunidades
microbianas que habitan en el suelo. Sus interacciones son responsables de la regulacion de
fendmenos ambientales clave. Por lo tanto, la informacion referida a las comunidades microbianas,
sus actividades y participacion en los procesos que determinan el funcionamiento del suelo, puede
proporcionar datos necesarios para estudiar el impacto de técnicas agricolas alternativas como la
inclusién de cultivos de cobertura (CC). En este sentido, poco se conoce sobre los efectos de la
diversificacion agricola mediante CC sobre la estructura y funcionalidad de las comunidades
microbianas edaficas. El objetivo de esta tesis fue cuantificar el efecto la diversidad microbiana del
suelo en respuesta a la inclusion de cultivos de cobertura (vicia, avena y nabo forrajero sembrados
en combinaciones distintas) y sus interacciones con variables quimicas y fisicas, y con la sanidad del
cultivo de soja, en la intensificacion sustentable de sistemas productivos de la pampa humeda. Se
tomaron muestras de suelo a 10 cm de profundidad durante los afios 2013, 2014 y 2015 de un ensayo
de CC ubicado en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA Pergamino, Buenos Aires,
Argentina. Se estudiaron distintos parametros bioldgicos, quimicos y fisicos, junto a la incidencia
del sindrome de muerte subita en soja y el rendimiento del cultivo. Se observ6 una modificacion en
la estructura de las comunidades microbiana de suelo ante la diversificacion del sistema agricola,
caracterizada por un aumento de biomarcadores, particularmente de bacterias Gram-negativas. El
incremento en la diversidad microbiana estuvo ademas, asociado a una mayor actividad enzimatica
edafica y una mayor eficiencia en el uso de fuentes carbonadas. Las parcelas bajo CC presentaron
una mejora de la mayoria de los pardmetros microbiolégicos, quimicos y fisicos, sin afectar
negativamente el rendimiento del cultivo de soja. En este sentido, una consociacion de CC que
incluya avena-nabo forrajero-vicia es altamente recomendable no solo para mejorar los procesos
microbiolégicos, sino también para proveer N adicional al cultivo. Los resultados indican que la
inclusion de CC es una herramienta Gtil para mejorar la fertilidad del suelo y contribuir a la

sustentabilidad de los sistemas agricolas de la regién pampeana.

Palabras clave: Microbiologia, diversidad estructural, funcionalidad de suelo, sustentabilidad,
sindrome de muerte subita en soja.



ABSTRACT

The process of agricultural intensification of the humid pampas, occurred in the last decades,
has been characterized by an increasing predominance of soybean monoculture. The prevalence of
monoculture for more than three decades resulted in the loss of soil fertility. In addition, a poor
execution of rotations affected soil biological processes and had a negative impact on the economic
and environmental costs of agricultural systems. System productivity is strongly linked to the
metabolic activities of different microbial communities inhabiting the soil, since microbial
interactions are responsible for the regulation of key environmental phenomena. Therefore,
information on microbial communities, their functioning and participation in processes that
determine soil functioning, can provide necessary data to study the impact of alternative agricultural
techniques such as the inclusion of cover crops (CC). In this sense, little is known about the effects
of agricultural diversification through CC on the structure and functionality of edaphic microbial
communities. The objective of this thesis was to quantify the effect of soil microbial diversity in
response to the inclusion of cover crops (vetch, oats and radish, sown as different mixtures of species)
and their interactions with chemical and physical variables, and crop health of soybean, in the
sustainable intensification of productive systems of the humid pampas. Soil samples were taken at
10 cm depth during 2013, 2014 and 2015 in a CC field trial located at the Experimental Agricultural
Station INTA Pergamino, Buenos Aires, Argentina. Different biological, chemical and physical
parameters were studied, together with the incidence of sudden death syndrome of soybean and crop
yield. An alteration in soil microbial structure was observed in plots under CC management, being
this effect characterized by an increase of bacterial biomarkers, particularly Gram-negative bacteria.
The increase in microbial diversity was also associated to a higher edaphic enzymatic activity and
greater efficiency in the use of carbon sources. The CC plots presented an improvement of most of
the microbiological, chemical and physical parameters, without negatively affecting soybean crop
yield. In this sense, a CC consociation that includes vetch-oats-radish is highly recommended not
only to improve the microbiological processes, but also to provide additional N to the cash crop. The
results indicate that the inclusion of CC is a useful tool to improve soil fertility and contribute to the

sustainability of agricultural systems in the Pampas region.

Key words: Microbiology, structural diversity, soil functionality, sustainability, soybean sudden
death syndrome.
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-CAPITULO 1-

INTRODUCCION GENERAL



1.1. Situacion agricola actual de la regién pampeana

La region pampeana de Argentina es una de las areas con mayor capacidad para la
generacién de alimentos del mundo, debido a sus climas templados, adecuado régimen de
precipitaciones y suelos de alto potencial agricola (Martinez et al., 2013; Barbieri et al.,
2015). Nuestro pais contribuye actualmente con el 20% de la produccién de soja (Glycine
max L. Merr.) a nivel mundial, y aporta ademas el 2% de la produccion global de maiz (Zea
mayz L.) y trigo (Triticum aestivum L.), siendo estos tres cultivos sembrados principalmente
en la llanura pampeana (http://www.fao.org). A partir de la década de los ‘90 se registrd un
importante incremento del cultivo de cereales y oleaginosas en esta region y el area agricola
se expandid de 20 a 35 millones de hectareas cultivadas desde ese entonces. Particularmente,
el area sembrada con soja cubre actualmente méas de 20 millones de hectareas, representando
aproximadamente el 60% del total del area sembrada del pais (SAGPyA, 2015). Esta gran
expansion del cultivo de soja fue incentivada en gran medida por la adopcion de nuevas
tecnologias como la siembra directa y el uso de agroquimicos y de nuevas variedades de
cultivos transgénicos (Satorre, 2012).Este proceso de “agriculturizacion” ha generado una
simplificacion de los sistemas productivos actuales de la region pampeana, caracterizados
por una deficiente planificacion de rotaciones y preponderancia del monocultivo de soja
(Botta et al., 2013). El incremento de estos sistemas simplificados origind un serio deterioro
de las propiedades biologicas, quimicas y fisicas de los suelos de la region (Martinez et al.,
2013). Estos sistemas presentan poca cobertura, baja estabilidad estructural, tendencia a la
compactacion y a una reducida infiltracion (Sasal et al., 2006), pérdidas de fertilidad v,
diminucion del rendimiento de soja (Li et al., 2010). Estudios recientes mostraron que por
lo general hay tres causas principales que originan dichos problemas relacionados con este
tipo de sistemas agricolas: el desequilibrio de los nutrientes del suelo, la auto-toxicidad de
los exudados de las raices y los cambios en la comunidad microbiana (Wu et al., 2011; Li et
al., 2012). Con respecto a esta ultima, la pérdida de biodiversidad en los agroecosistemas de
la pampa humeda ha generado preocupacion acerca de las posibles consecuencias en la

funcionalidad y en los servicios ecosistémicos de los suelos de la region (Sala et al., 2000).



Teniendo en cuenta la importancia econdémica de la produccion agricola para nuestro
pais, y mas aun con la ampliacion de la frontera agricola, el disefio de sistemas productivos
sostenibles basados en técnicas de cultivo alternativas es una necesidad urgente (Klein et al.,
2012). En este escenario, surge la necesidad de preservar la salud de los suelos para sostener
la productividad de los sistemas agricolas a través de su diversificacion y el empleo de

practicas culturales apropiadas.

1.2. Inclusion de cultivos de cobertura como alternativa de diversificacion

Una alternativa promisoria para la produccion sustentable de los sistemas agricolas
de la region pampeana, es la diversificacion de especies mediante la inclusion de cultivos de
cobertura (CC). Los CC son especies vegetales de ciclo invernal que se incorporan a la
rotacion entre dos cultivos de verano y no son pastoreados, cortados, ni incorporados al
suelo, quedando los residuos en superficie luego de interrumpir su crecimiento mediante la
aplicacion de un herbicida (secado). Se diferencian de una pastura o de un verdeo invernal
porque no son de renta directa y se desarrollan dentro de un sistema de siembra de cultivos
anuales, entre el periodo de cosecha y siembra de los cultivos de verano. La biomasa
producida, luego de la suspension del crecimiento con herbicidas, queda sobre la superficie
brindando proteccion al suelo, impactando directamente sobre variables relacionadas a los
procesos de pérdida del suelo. Durante el periodo de crecimiento de los CC, su sistema
radical interactia con procesos del suelo, generando agregacion estable, proteccion del
Carbono (C) labil en macroagregados y porosidad estructural. Ademas, en estos sistemas se
minimiza la lixiviacién de nutrientes moéviles disminuyendo los riesgos de contaminacion de
cursos de agua superficiales y subterraneos (Gabriel y Quemada, 2012). Los CC dejan
abundantes residuos en superficie, liberando los nutrientes contenidos en la biomasa vegetal
al descomponerse, favoreciendo asi al cultivo principal y reconstituyendo las propiedades
del suelo. Estos cultivos invernales, también llamados “cultivos reconstituyentes de la
fertilidad del suelo” son conocidos por ser multifuncionales, no solo por mejorar el balance
de C, sino también por reducir la compactacion, favorecer la agregacidon, aumentar la
infiltracion, minimizar la lixiviacion de nutrientes méviles, entre otros efectos (Restovich et

al., 2011). Mas aun, los CC pueden alterar sustancialmente la comunidad posterior de



malezas, el carbono labil y la humedad del suelo, lo cual puede tener efectos determinantes
en la estructura de las comunidades microbianas edaficas (Buyer et al., 2010). Las
caracteristicas de estos cultivos (por ejemplo, profundidad de la raiz, demanda de agua,
liberacion de nutrientes en la rizésfera, adaptacion a las condiciones climaticas) son factores
clave relacionados con la mejora de la eficiencia de uso de Nitrogeno (N) en el sistema
(Gabriel y Quemada, 2012). Por lo tanto, el uso de CC y sus residuos se ha convertido en
una préactica interesante, no sélo entre los productores organicos, sino también entre los

convencionales (Campiglia et al., 2012).

Los beneficios de los CC varian de acuerdo a las especies que se empleen, debido a
la composicion de sus residuos, exudados radiculares, caracteristicas de crecimiento, etc. Por
ejemplo, las leguminosas tienen capacidad para utilizar N atmosférico a través de relaciones
mutualistas, de manera que manejados correctamente, los CC pueden reducir la necesidad
de fertilizantes nitrogenados de los cultivos siguientes (Burket et al., 1997). Las gramineas
dejan abundantes residuos en superficie con alta relacion C/N, por lo que su descomposicion
es mas lenta, lo que permite una mejor regulacion de la temperatura y agua del suelo,
brindandole ademas proteccion. Por otra parte, las brassicaceas también incluyen especies
muy utilizadas por su capacidad para reducir la compactacion del suelo, debido a que sus
raices penetran hasta las capas mas profundas (Welch et al., 2016). La rotacion en la que se
incluyen los CC, la recarga de humedad del perfil, como asi también la sincronizacion entre
la mineralizacion de N acumulado en la biomasa de los CC, con los requerimientos del
cultivo de verano son factores fundamentales que influyen en la eleccion de especies como
CC (Quiroga et al., 2007). En aquellas secuencias agricolas donde las gramineas son
predominantes, la inclusion de una especie leguminosa como CC generaria una mayor
provision de N mineral disponible, incrementando asi el contenido proteico de los granos.
Entre las especies mas utilizadas pertenecientes a dicha familia botanica se encuentran la
Vicia villosa (resistente al frio), la Vicia sativa, y los tréboles, como el trébol blanco, de olor,
de Alejandria y encarnado (Rufo, 2003). Entre las gramineas mas empleadas como CC se
encuentran el centeno, por su gran resistencia al frio, tolerancia a sequia y produccion de
abundante volumen de residuo, la avena, la cebada, el triticale y el raigras. Una graminea
invernal sembrada luego de la cosecha de cultivos de verano absorbe nitratos residuales,

genera una mayor provision de C y compite con las malezas invernales (Ding et al., 2006).



Por lo tanto, conociendo los efectos diferenciales segln las especies que se empleen, resulta
conveniente evaluar la utilizacion de mezclas de especies o consociaciones, para lograr
mayor eficiencia. Es necesario explorar el estudio de nuevas mezclas para evaluar posibles
efectos sinérgicos de las diferentes familias/especies sobre algunas propiedades del suelo.
De hecho, el empleo de sistemas multi-especies podria ser una opcién viable para
incrementar la estabilidad ecolégica y resiliencia de las comunidades de CC. Ello podria
contribuir a una mayor y mas consistente productividad del sistema, restableciendo, al

menos, algunos servicios ecosistémicos.

La mayor limitante de los CC es el consumo de agua, por lo que el momento de
secado deberia ser anterior a su maxima demanda, periodo correspondiente a la floracion, en
el caso de leguminosas, ya que en este periodo generalmente producen la maxima fijacion
de N y a la encafiazon en el caso de gramineas (Alvarez et al., 2013). Ademas, esto se
encuentra fuertemente determinado por las condiciones ambientales del sitio en estudio. Sin
embargo, un suelo con CC es mas eficiente en capturar el agua de lluvia de la primavera, por
lo que enrelacion al barbecho desnudo se minimizan diferencias en la disponibilidad de agua
a la siembra de los cultivos estivales (Sa Pereira et al., 2013). Los CC en la region pampeana
himeda no deberian afectar la disponibilidad hidrica debido a que en la mayoria de los afios
las precipitaciones son suficientes para el normal desarrollo de los cultivos estivales. En este
sentido, Restovich y Andriulo (2013) reportaron en la Pampa Ondulada, que el uso de CC
no provoco estrés hidrico en los cultivos principales (excepto en un afio particularmente
seco) debido a que la mayor utilizacidn del agua se concentro en el espesor 0-30 cm el cual,

generalmente, se recarga con las lluvias primaverales.

Teniendo en cuenta todas las caracteristicas mencionadas, los CC podrian cumplir
un rol fundamental en la rotacién agricola en sistemas de la region pampeana y representar
la inclusion de una diversidad de especies vegetales en el paisaje rural argentino que

contribuya a mitigar los efectos negativos del monocultivo.



1.3. Importancia de los microorganismos en el funcionamiento del suelo

Las practicas de manejo agricola pueden tener grandes impactos en el tamafio, la
actividad, la composicion y diversidad de las comunidades microbianas del suelo (Ge et al.,
2011; Tian et al., 2012). Debido a que los microorganismos afectan la mayoria de las
transformaciones de nutrientes, la presencia de comunidades microbianas diversas en el
suelo es esencial para la sustentabilidad de los agroecosistemas (Romaniuk et al., 2011).
Por ende, el uso inapropiado del suelo puede alterar estas comunidades y disminuir sus
interacciones benéficas (Shen et al., 2010). Es decir que, dado que los microorganismos
contribuyen a la nutricion y salud de las plantas, sus propiedades son de gran importancia
para determinar la sostenibilidad de los sistemas agricolas. Los microorganismos son cada
vez mas utilizados para evaluar la influencia de las practicas agricolas en la calidad y
fertilidad del suelo. Ello se debe a su répida respuesta, alta sensibilidad, importancia
ecoldgica y capacidad de presentar informacion que integra muchos factores ambientales
(Azeez et al., 2010; Epelde et al., 2014), siendo esenciales en la descomposicion de la
materia organica, el ciclado de nutrientes y en la formacién y mantenimiento de la estructura
del suelo (\VVan der Heijden et al., 2008). La actividad enzimatica total de suelo, derivada de
microorganismos activos y del pool estabilizado en complejos hiumicos (Burns et al., 2013),
juega un papel importante en la despolimerizacion de macromoléculas poliméricas
estructuralmente diversas, que se considera el paso limitante de la velocidad en la
descomposicion y el potencial de mineralizacion de los nutrientes del suelo (Schimel y
Bennett, 2004). A través de la biodiversidad microbiana y gracias a la presencia de diferentes
grupos funcionales y de las interacciones entre ellos, el suelo proporciona servicios
ecosistémicos clave para el desarrollo de los cultivos. Esta red de interacciones bioldgicas
que tiene lugar en la matriz del suelo genera coalescencia entre comunidades microbianas y
es determinante para la fertilidad edafica (Rillig et al., 2016). Las modificaciones
ambientales producidas por diferentes practicas agricolas alteran las interacciones entre las
comunidades microbianas (inhibiendo o promoviendo diferentes procesos), afectando
inevitablemente las funciones bioldgicas resultantes (Rillig et al., 2015). Debido a esto, la
diversificacion de los sistemas agricolas podria generar cambios en las comunidades
microbianas, aportando nuevas vias de interaccion que beneficien la provisidn de servicios

ecosistémicos edéaficos.



La degradacion de suelo registrada en la region pampeana luego de décadas de
manejo sostenido de monocultivo tuvo como consecuencia una disminucion de la biomasa
y la actividad microbiana edéfica (Vargas-Gil et al., 2011). Esto repercute negativamente en
el crecimiento vegetal ya que los microorganismos estan involucrados en multiples procesos
que influyen sobre él (Grobelak et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que las plantas bajo
monocultivo presentan sistemas radicales poco saludables debido a la mayor presencia de
microorganismos fitopatdgenos en su rizésfera (Li et al., 2006; Vargas-Gil et al., 2011).
Estos efectos negativos podrian ser revertidos mediante la diversificacion de los sistemas
agricolas, modificando el ambiente edafico que determina la funcionalidad del suelo. Se ha
demostrado recientemente que la diversidad y estructura de la comunidad de plantas del
sistema puede afectar la composicion y abundancia de las comunidades microbianas como
asi también su actividad enzimatica (Legay et al., 2016). Debido a que la actividad de los
microorganismos depende parcialmente de la disponibilidad de nutrientes, principalmente
de Ny C, la inclusién de diferentes especies vegetales podria influir en la funcionalidad del
suelo debido a sus variaciones en la cantidad y calidad de esos nutrientes. Por lo tanto, las
plantas pueden tener un efecto directo sobre la microbiota del suelo a través de sus
caracteristicas intrinsecas como ser sus rasgos morfoldgicos, fisiologicos y fenologicos, pero
ademas pueden influir indirectamente modificando las condiciones ambientales de la matriz
del suelo (Cantarel et al., 2015). Los mecanismos subyacentes ain no se comprenden del
todo, particularmente existe incertidumbre sobre cuales son los rasgos de plantas
(especificos de las especies de plantas o mediados por las condiciones ambientales)
involucrados en la respuesta de los microorganismos del suelo a las especies vegetales (Paul,
2014).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, el estudio de la funcionalidad del suelo mediada
por las comunidades microbianas que alli habitan permitiria explicar de manera eficiente el
impacto de las diferentes practicas agricolas necesarias para asegurar la sustentabilidad de
los sistemas agricolas. Las relaciones que se establecen entre las diferentes comunidades
microbianas conforman una extensa red de interacciones clave que desencadenan los

procesos biolégicos que permiten el crecimiento de los cultivos. Dado que existen ain



falencias en el conocimiento de estas relaciones, resulta necesario investigar el

comportamiento microbiano en el suelo y su conexion con las diferentes especies vegetales.

1.4. Estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas

El suelo es un recurso irremplazable que cumple un rol fundamental en la
productividad agricola y mantiene los ciclos biogeoquimicos del ecosistema terrestre, ya que
los microorganismos de suelo degradan, tarde o temprano, todos los compuestos organicos.
De hecho, entre un 80 y un 90% de los procesos bioldgicos que ocurren en el suelo son
reacciones mediadas por microorganismos (Nannipieri y Badalucco, 2003). Las funciones
que cumplen los microorganismos son fundamentales para el crecimiento de los cultivos.
Entre ellas se incluyen la descomposicion de la materia organica en todas sus fracciones, el
reciclado de material vegetal, la movilizacion e inmovilizacién de minerales y sustancias
contaminantes, la mejora en la aireacion del suelo, la inhibicion de patdgenos, el incremento
de la resistencia en plantas, la estructuracion fisica del suelo, el aumento de la nutricion
vegetal promoviendo su crecimiento, etc. (Pérez Brandan, 2014). Por otro lado, no
solamente las funciones microbianas son fundamentales para entender los procesos que se
desarrollan en el suelo, también es importante considerar que los microorganismos
constituyen un enorme reservorio de diversidad genética (Fierer et al., 2007). La evaluacion
de las formas de vida taxonomicas (abundancia y riqueza) contribuye a la generacion de
conocimientos basicos acerca de la identificacion de las principales especies microbianas
que habitan el ambiente rizosférico. Sin embargo, lo méas valioso de esa informacion, es
poder establecer la interrelacion entre la diversidad estructural (grupos microbianos
presentes) y funcional de las comunidades microbianas del suelo. Para entender estas
relaciones se necesita tanto de técnicas que estudien la diversidad taxondmica como de
aquellas que expliguen los procesos biologicos que realizan los diferentes grupos de especies

en la matriz del suelo (Paul, 2014).

La diversidad microbiana describe la complejidad y variabilidad a diferentes niveles
de organizacién biologica. Incluye la variabilidad genética dentro de los taxones
microbianos (especies) y el namero (riqueza) y abundancia relativa (equidad) de taxones

(Torsvik y @vreas, 2002). Dentro de la biodiversidad puede estudiarse la estructura genética
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de las comunidades y la funcidn de estas complejas comunidades existentes en el ambiente
edafico. Ello brinda informacion sobre el funcionamiento del suelo, ya que este puede
presentar poblaciones muy variadas en cuanto a taxones presentes, pero estar funcionalmente
inactivos y viceversa. Entonces, es valioso determinar el nivel de diversidad microbiana, la
composicidn de especies y su distribucién en el suelo permitiendo conocer la resiliencia y la

resistencia a diferentes tipos de estrés de un sistema.

Las técnicas utilizadas para describir la composicién de las comunidades
microbianas, su diversidad y cambios a través del espacio, el tiempo o modificaciones en el
ambiente no pueden revelar las interacciones entre los miembros de la comunidad, lo cual
podria ser mas importante para entender el funcionamiento del ecosistema que conocer
solamente la abundancia y la diversidad, (Deng et al., 2012). Por esto, consideramos
necesario complementar las determinaciones de la constitucion de la biota con aspectos de
su funcionalidad. La capacidad de los microorganismos para desarrollar una gran variedad
de funciones se debe a su gran versatilidad bioquimica, basada en la posibilidad de llevar a
cabo una enorme cantidad de tipos de reacciones: oxidaciones, reducciones vy
precipitaciones, sobre los elementos componentes del suelo, que de manera directa o
indirecta gobiernan todos los procesos edaficos. En este sentido, se ha demostrado que las
actividades enzimaticas del suelo funcionan como indicadores potenciales de las condiciones
en las que se encuentra el suelo como respuesta al manejo agricola (Floch et al., 2011). Estas
actividades estan asociadas a los ciclos biogeoquimicos, la degradacion de la materia
organica y los procesos de recuperacion de suelos determinando, junto con otras propiedades
quimicas y fisicas, la calidad de un suelo (Gelsomino et al., 2006). Asi también, métodos
como el estudio de los perfiles fisioldgicos, la respiracion microbiana, el C de la biomasa
microbiana, entre otros, podrian proveer herramientas fundamentales para describir la

funcionalidad del suelo ante sus diferentes usos.

Existen numerosas herramientas para cuantificar la constitucion de la estructura de
las comunidades microbianas y las funciones o procesos en los que estan involucradas,
siendo ideal realizarlo desde un enfoque holistico, incorporando ambos aspectos. Entre estas
herramientas se encuentran técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

a partir de extracciones de ADN de suelo. Dentro de ellas, las llamadas metodologias de



“huella genética” tales como electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE),
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccién terminal (RFLP-T) y analisis
espaciador intergénico ribosomal (RISA), entre otras, proporcionan informacién sobre la
composicidn de las especies, y se pueden utilizar para comparar especies comunes presentes
en las muestras. Ademas, el estudio de perfiles fosfolipidicos de suelo (PLFA) podria
demostrar el efecto de tratamientos agricolas sobre los grandes taxones microbianos y
proveer herramientas para caracterizar el impacto del manejo agricola en los suelos (Hebel
et al., 2009). Para caracterizar comunidades microbianas, se podria utilizar PLFA en un
primer momento para detectar diferencias entre tratamientos y subsecuentemente (si se
detectan diferencias) se podria emplear algin método basado en PCR para identificar
poblaciones especificas relacionadas a la respuesta detectada (Philip et al., 2006).

1.5. La diversidad microbiana como herramienta de manejo de enfermedades
causadas por hongos de suelo

Como consecuencia de la pérdida de biodiversidad de los agroecosistemas de la
region pampeana, entre otros factores, en los Ultimos afios se ha registrado un incremento de
la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en el cultivo de soja, siendo
una de las principales limitantes para su ejecucion (Reis et al., 2002). En efecto, desde hace
tiempo se reconoce que la disminucion del rendimiento bajo monocultivos prolongados se
asocia a patogenos del suelo, muchos de los cuales son hongos (Fiers et al., 2012; Pérez
Brandan et al., 2013). Estos patogenos son dificiles de controlar debido a su persistencia en
el suelo a través de la formacion de estructuras de supervivencia, la amplia gama de
huéspedes susceptibles y la ineficiencia de los controles quimicos (De Coninck et al.,
2015).Con respecto a esto, la baja efectividad del uso de fungicidas se debe principalmente
a la dificultad de penetracion del producto en la canopia del cultivo para llegar al suelo y
lograr proteger la raiz (Augusto et al., 2010). Sumado a ello, las aplicaciones de fungicidas
pueden tener efectos negativos sobre el ambiente y los consumidores, ademas de no ser
econdmicamente viables en el largo plazo, debido a que dejan residuos nocivos y pueden
conducir al desarrollo de cepas resistentes con el uso reiterado (Vinale et al., 2008). Se prevé

que en los préximos afios la tendencia al monocultivo sera mayor que la actual, razon por lo
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que se advierte una pérdida de materia organica y de fertilidad natural del suelo que beneficia
ademas el desarrollo de enfermedades de fin de ciclo en el cultivo de soja (Sa Pereira et al.,
2013). Por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias de manejo de enfermedades causadas
por hongos de suelo que complementen los tratamientos tradicionales y ayuden a
incrementar la eficiencia de manejo y disminuir los efectos adversos de los productos

quimicos.

La sanidad de los cultivos se ve afectada por la riqueza microbiana del suelo debido
a que en la matriz edafica se dan complejas interacciones entre los microorganismos, los que
compiten por fuentes nutricionales, especialmente N, Fésforo (P) y Hierro (Fe), o bien
actuan mediante mecanismos de antibiosis, predacion, entre otras funciones (Johansson et
al., 2004). Esto determina cambios en las poblaciones de patdgenos y de antagonistas, las
cuales comparten un mismo nicho ecoldgico en la rizésfera (Mazzola, 2004). Las practicas
de manejo agricola pueden influir en la biomasa microbiana, sus actividades y diversidad,
afectando la capacidad de inhibir a los patdgenos que habitan el suelo. En general, esta
capacidad de inhibicidn se asocia con mayores niveles de C y una mayor actividad biologica
(Stirling et al., 2012). Los suelos entonces poseen capacidad biologica natural para restringir
la progresion de una enfermedad, especialmente las causadas por hongos de suelo, siendo
este fendmeno otorgado por la actividad de la diversa comunidad microbiana residente en el
suelo. En condiciones naturales los microorganismos estan en un equilibrio dinamico en la
superficie del suelo, existiendo una interaccidn continua entre los patdgenos potenciales y
sus antagonistas, de forma tal que estos ultimos contribuyen a que, en la mayoria de los
casos, no se desarrolle la enfermedad (Stocco et al., 2016). Desde hace algunos afios se
investiga la forma de incorporar estos agentes de biocontrol al suelo de manera mas eficiente
(Dias et al., 2015; Rodriguez and Sanders, 2015). Sin embargo, un enfoque en auge apunta
a promover el establecimiento de microorganismos benéficos mediante el uso de estrategias
de manejo que incrementen estas poblaciones naturalmente. Practicas como el uso de
enmiendas organicas, junto con la rotacién de cultivo, y la inclusion de cultivos de cobertura
que favorecen la diversificacion del sistema, entre otras, podrian ser capaces de aumentar la
diversidad y abundancia de poblaciones microbianas benéficas (Séle et al., 2015). No
obstante, bajo una mirada holistica del sistema, se podria promover el aumento no solamente

de poblaciones puntuales como los biocontroladores sino también la diversidad microbiana
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edafica general. Esto contribuiria a lograr un cultivo con mejor desarrollo, lo cual restringiria

las posibilidades de ser afectado por un patégeno que habita en el suelo.

La diversificacion de los sistemas agricolas genera una variedad de beneficios en
la matriz del suelo que repercuten en el desarrollo del cultivo. Entre estos beneficios, el
incremento de la diversidad y la funcionalidad microbiana podria representar una estrategia
de manejo de enfermedades causadas por hongos de suelo. Esto se sustenta en el hecho de
que los microorganismos asociados con las raices de las diferentes especies vegetales tienen
un importancia sustancial en su crecimiento, debido a que pueden cumplir el rol de patdégenos
asi como también actuar como antagonistas o promover el vigor de las plantas mediante la
deposicion de nutrientes, antibioticos y hormonas vegetales alrededor de las raices (De
Vrieze, 2015). La comunidad microbiana asociada a las diferentes especies vegetales se
conforma en respuesta al estado nutricional y las etapas de desarrollo de los diferentes
genotipos de plantas, ademas de la presencia y el tipo de patdgenos, predadores, y
organismos beneficiosos de la rizosfera (Giagnoni et al., 2016), como también dependiendo
del tipo de suelo y fundamentalmente, de las practicas agricolas que se realicen. Por lo tanto,
diversificar el sistema agricola incluyendo diferentes especies vegetales podria alterar el
establecimiento de las comunidades de manera distinta y a su vez afectar el estado sanitario

del cultivo.

La agricultura actual enfrenta una crisis de gran magnitud relacionada al uso
incorrecto de plaguicidas. El uso indiscriminado, inadecuada manipulacién y aplicacion de
estos productos, sin proteccion, trajo aparejado un creciente nimero de problemas sanitarios
y ambientales en zonas rurales de Argentina (Barri, 2010; Lucero, 2015). Sumado a esto, las
exigencias cada vez mas estrictas en cuanto a presencia de residuos sintéticos en productos
de exportacion, obligan a plantear alternativas complementarias al uso de plaguicidas. La
inclusion de CC invernal se presenta entonces, como una alternativa de produccion orientada
a mitigar los efectos perjudiciales del monocultivo y contribuir a la mejora de la calidad de
los suelos de la region pampeana y la sanidad del cultivo de soja, a través de un posible
aumento de la diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo.
Ademas, este aumento podria representar una estrategia de control biolégico de

enfermedades en el cultivo causadas por hongos de suelo. Por lo tanto, el presente trabajo
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representa una contribucion importante al conocimiento de los efectos de la diversificacion
agricola sobre los procesos biolégicos de los suelos en la regién pampeana. Esta informacion
es necesaria para explorar una alternativa agricola como la inclusion de CC orientada a
promover la sustentabilidad de los sistemas productivos, aportando multiples beneficios al

sistema sin comprometer su productividad.

HIPOTESIS

El incremento de la diversidad microbiana del suelo, en interrelacion con variables
quimicas y fisicas edaficas, esta asociado a la diversificacion de los agroecosistemas,
mediante la inclusion de cultivos de cobertura (vicia, avena y nabo forrajero), promoviendo

la sanidad del cultivo de soja y su productividad.

OBJETIVOS

Objetivo general

Cuantificar el efecto de la diversidad microbiana del suelo en respuesta a la inclusion
de cultivos de cobertura (vicia, avena y nabo forrajero sembrados en combinaciones
distintas) y sus interacciones con variables quimicas y fisicas, y con la sanidad del cultivo

de soja, en la intensificacion sustentable de sistemas productivos de la pampa hiumeda.
Objetivos especificos
1- Evaluar la respuesta de la diversidad microbiana del suelo (estructura y funciones
de las comunidades de microorganismos) en cuanto a la introduccion de diferentes especies

de cultivos de cobertura sembrados en distintas consociaciones, en rotacion con soja/maiz y

soja en monocultivo.
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2- Analizar la respuesta de pardmetros quimicos y fisicos del suelo en cuanto a la
introduccién de diferentes especies de cultivos de cobertura sembrados en distintas

consociaciones, en rotacion con soja/maiz y soja en monocultivo.

3- Establecer interrelaciones entre las variables microbiolégicas, quimicas y fisicas
edéaficas en respuesta a la introduccion de cultivos de cobertura al sistema, en correlacion

con la productividad de los cultivos principales (soja y maiz).

4- Relacionar la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja

con la diversidad microbiana edéfica y la productividad del cultivo.
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-CAPITULO 2 -

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Sitio de estudio

Este estudio se llevo a cabo a partir de un ensayo a campo localizado en la Estacion
Experimental Agropecuaria EEA INTA Pergamino (33°51'S, 60°40'W), provincia de
Buenos Aires, Argentina. En esta zona, el suelo predominante es Argiudol Tipico (USDA
Soil Taxonomy) de la serie Pergamino con un horizonte A franco limoso sin fase erosionada
(pendiente <0,3%). El clima es templado himedo sin estacidn seca, con una temperatura
media anual de 16,5°C (Soriano et al., 1991; Hall et al., 1992) y la media anual de
precipitaciones de 971 mm para el periodo 1910-2010 (base de datos de red
agroclimatoldgicos, INTA). Las precipitaciones se producen principalmente en otofio y
primavera, Yy los meses de verano por lo general presentan déficit hidrico de diversa

intensidad.

La zona se encuentra incluida dentro de la subregion de la pampa ondulada (Fig. 1),
recibe esta denominacion por la suave ondulacion del terreno resultante de la reactivacion
de la erosion fluvial como consecuencia de la elevacion del basamento. Las condiciones
edaficas y climaticas dan a esta subregion un caracter eminentemente agricola. Las areas
utilizadas para la ganaderia se encuentran adyacentes a los cursos de agua y en zonas
céncavas anegables. Con la intensa presion que la agricultura y la ganaderia han ejercido
sobre la vegetacion nativa, se han producido grandes cambios en la cobertura del suelo, asi

como en la estructura y la composicion de los remanentes de pastizales (Hall et al., 1992).
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Fig. 1. Subdivisién de la Regién Pampeana. [A. Pampa Ondulada; B. Pampa Interior (B1. Plana, B2.
Occidental); C. Pampa Austral; D. Pampa Inundable; E. Pampa Mesopotamica]. Limites regional (- .
-.), subregional (. .. .) e interprovincial (- - -). Precipitaciones medias anuales (-..-). Localidades (*):
Ang, Anguil; BA, Buenos Aires; Bal, Balcarce; BB, Bahia Blanca; N, Necochea; Per, Pergamino
[Sitio de estudio]; Raf, Rafaela; R, Rosario. Fuente: Hall et al. (1992).

2.2. Disefo experimental

El ensayo cuenta con un disefio experimental en parcelas divididas (2 factores) con
un arreglo en bloques completos aleatorizados, donde la parcela principal (1° factor) es la
secuencia del cultivo comercial (soja/soja y soja/maiz) y la sub-parcela (2° factor)
corresponde a los cultivos de cobertura (CC) (Fig. 2). Cada uno de los tres bloques cuenta
con dos parcelas principales (secuencia soja /soja y secuencia soja/maiz), dentro de las cuales
se ubican tres sub-parcelas (dos consociaciones de CC y el Testigo). Cada sub-parcela del
ensayo tiene un tamafio de 30 m de largo x 5 m de ancho. Las especies utilizadas como CC
fueron: avena (Avena sativa L.), vicia (Vicia sativa L.) y nabo forrajero (Raphanus sativus
L.), siendo sembradas en dos consociaciones diferentes: avena, nabo forrajero y vicia (CC2)
y avena y nabo forrajero (CC1). También se incluye un Testigo sin CC. Las especies
utilizadas como CC fueron evaluadas previamente en la misma zona de estudio (Restovich

et al., 2011) y fueron seleccionadas en este proyecto debido a sus respuestas positivas a
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parametros fisicos edaficos, como estabilidad de agregados, porosidad y densidad aparente.
El ensayo consta de seis tratamientos, con tres repeticiones, totalizando 18 sub-parcelas. Los
tratamientos son los siguientes: 1) soja/soja CC1; 2) soja/soja CC2; 3) soja/soja Testigo; 4)
soja/maiz CC1; 5) soja/maiz CC2; y 6) soja/maiz Testigo.

Este trabajo de tesis se llevd a cabo durante tres campafias agricolas: 2013, 2014 y
2015. Tanto los cultivos comerciales como los CC fueron sembrados mediante siembra
directa. Los CC se sembraron en linea inmediatamente después de la cosecha de los cultivos
de soja (abril) y maiz (marzo), de cada campafa agricola en la que se realizé el trabajo,
momento en que se fertilizaron los CC con 14,7 Kg P.Os ha? (esta fertilizacion también
incluye al Testigo). Vicia fue inoculada con Rhizobium leguminosarum biovar. Viceae
inmediatamente antes de la siembra. La siembra de soja y maiz, de cada ciclo agricola, se
realizé en noviembre y septiembre, respectivamente. EI maiz fue fertilizado a la siembra con
superfosfato de calcio (150 kg hat) y entre VV5-6 con 32 kg N ha™™. Las fechas de siembra y
cosecha de los cultivos comerciales durante cada camparia, y el patrén de distribucion de las
lluvias de primavera-verano de la region, imponen el limite de crecimiento de los CC. Por
lo tanto, para la cosecha de maiz, sembrado en septiembre de cada afio, el crecimiento de los
CC fue interrumpido en invierno (estado vegetativo). Para la cosecha de soja, sembrada en
noviembre de cada camparfia, el secado fue realizado en primavera (etapa reproductiva). El
secado del CC se realizd con glifosato a razén de 3 | ha® de producto comercial (p.a.48%).

En el Testigo siempre se realizé control de malezas.

B1 oc2 T c1 c1 T acz
B2 oc1 T oc2 T o2 oc1
B3 T Cc1 oc2 ac2 T ac1
|:| maiz/soja
|:| sojafsoja

Fig. 2. Esquema representativo de ensayo de cultivos de cobertura (CC).
Blogue (B) avena/nabo forrajero/vicia (CC2), avena/nabo forrajero
(CC1) y Testigo (T).
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2.3. Muestreo de suelos

El muestreo de suelo se llevo a cabo en dos momentos diferentes del afio agricola,
durante las tres campafias en las que se realiz6 el estudio (Fig. 3). EIl primer muestreo se
realizd previo a la cosecha del cultivo comercial, en el mes de marzo, mientras que el
segundo se llevo a cabo previo al secado de los CC en el mes de agosto, repitiéndose el
procedimiento durante los tres afios en los que se realiz6 el trabajo, totalizando 6 muestreos

de suelo.

La metodologia de muestreo fue al azar y se desarroll6 de acuerdo a literatura previa
(Meriles et al., 2009; Vargas Gil et al., 2011; Restovich et al, 2012;). Seis muestras
compuestas de suelo por parcela fueron tomadas desde el horizonte A, a una profundidad de
10 cm proximo a la raiz, a partir de seis estaciones de muestreo. El contenido fue colocado
en bolsas plasticas, conservado en frio y transportado inmediatamente al laboratorio. Las
muestras fueron divididas en tres partes para cada uno de los parametros estudiados
(microbioldgicos, quimicos y fisicos). Después de pasar a través de tamiz de 2 mm, las
muestras de suelo se almacenaron a 4°C y -20°C, segun las correspondientes tecnicas a

emplear, antes de su analisis en el laboratorio.
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Fig. 3. Muestreo de suelos y evaluacion de enfermedades en la Estacion Experimental INTA Pergamino. Campafias 2012-
2013, 2013-2014, 2014-2015. A y B) Ensayo de cultivos de cobertura durante el periodo invernal C) Muestras de suelo
dispuestas en bolsas plésticas listas para su refrigeracion D) Evaluacion de incidencia del Sindrome de muerte subita en
soja.
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2.4. Analisis de muestras de suelo

2.4.1. Evaluar la respuesta de la diversidad microbiana del suelo (estructura 'y
funciones de las comunidades de microorganismos) en cuanto a la introduccién de
diferentes especies de cultivos de cobertura, sembrados independientes o en

consociaciones, en rotacion con soja/maiz y soja en monocultivo.

Evaluacién de la estructura de las comunidades de microorganismos mediante el analisis
de la perfiles de fosfolipidos (PLFA)

La estructura de las comunidades microbianas de suelo fue analizada mediante sus
perfiles de fosfolipidos, de acuerdo con la metodologia utilizada por Meriles et al. (2009),
basada en Zelles (1999). Esta técnica se basa en la cuantificacion de fosfolipidos
constituyentes de las membranas celulares de los microorganismos, especificos de cada
taxon, es decir que estos biomarcadores permiten estimar los componentes de cada
comunidad microbiana. Debido a la sensibilidad, alta reproducibilidad y costo de la técnica,
es una herramienta conveniente para determinar los grupos de hongos y bacterias presentes
en el suelo, permitiéndonos conocer la estructura de la comunidad y como se modifica en

respuesta a los diferentes tratamientos que se plantearon en los ensayos a campo.

Los é&cidos grasos fosfolipidicos (PLFA) comUnmente utilizados como
biomarcadores de taxones microbianos se muestran en la Tabla 1. Se pesaron 8 g de cada
muestra de suelo y se agregé 20 mL de una mezcla de cloroformo:metanol:buffer fosfato
(1:2:0.8). Luego la muestra fue centrifugada (Cavour® VT3216) a 2500 rpm durante 10
minutos y el sobrenadante obtenido se filtrd. Al tubo con sobrenadante se agregé 10 mL de
cloroformo y 10 mL de buffer fosfato (pH: 7,4), se tapd y agito en el vortex. Se dejo reposar
hasta la completa separacion de las fases organica y acuosa. Se transfirié la fase organica a
un nuevo tubo falcon y el solvente se evapord utilizando N gaseoso. El residuo se
resuspendié en 4 mL de cloroformo. Los lipidos del suelo fueron separados en orden
creciente de polaridad mediante una cromatografia en columna rellena con 0,5 g de acido

silicico (100-200 Mesh, Sigma St Louis, MO). Los lipidos neutros y los glicolipidos se
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eluyeron con 5 mL de cloroformo y 10 mL de acetona, respectivamente. Los fraccion de
fosfolipidos se eluyo con el agregado de 5 mL de metanol, y la metilacion de los acidos
grasos se realizé con una solucion de 1 mL de metanol/tolueno (1:1) y 1 mL de KOH 0,2 M
incubados a 37°C durante 15 min. Los &cidos grasos metil esterificados fueron extraidos con
2 mL de hexano y la solucién fue posteriormente concentrada hasta sequedad. El residuo
obtenido se resuspendid en 150 puL de hexano y se midi6 en un cromatéografo gaseoso de
Perkin-Elmer Clarus 500 equipado con una columna Elite-5 (Crossbond 5% difenil — 95%
dimetil polisiloxano) y detector de llama (FID). Los acidos grasos fueron analizados con una
pendiente térmica de 180 a 240°C a 4°C/min y una velocidad de flujo de 0,8 mL/min. La
cuantificacion se realiz6 mediante el agregado de un estandar interno (19:0). Los &cidos
grasos fueron identificados mediante una corrida previa de un estandar de ésteres metilicos
de acidos grasos bacterianos (Bacterial Acid Methyl Esters mix, Supelco, Bellefonte, PA).
La concentracion total de PLFA fue estimada mediante la sumatoria de todos los acidos
grasos de fosfolipidos identificados, y utilizada como estimador de la biomasa microbiana
total (Bohme y Bohme, 2006). Una nomenclatura estandar fue utilizada para describir cada
PLFA: el nimero de atomos de C seguido por el nimero de dobles enlaces, separados por
dos puntos. Las conformaciones cis y trans son designadas con el sufijo “c” y “t”,
respectivamente. Otras notaciones son “Me” para el grupo metilo, “OH” para el hidroxilo,

“cy” para los grupos ciclopropanoicos, y el prefijo “i” y “a” para las ramificaciones iso- y

anteiso- de los acidos grasos.

Tablal. Grupos de biomarcadores de acidos grasos.

Biomarcador Acidos grados
Hongos C18:2w6,9
Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) 16:105
Actinobacterias 10-metil 16:0; 10-metil 18:0
Bacterias Gram-positivas Acidos grasos ramificados iso- y ante-iso:

i15:0, al15:0, i16:0, i17:0, al7:0

Bacteria Gram-negativas
Acidos grasos monoenoicos y
ciclopropanos: 16:109, 16:1011, cyl7:0,
18:1w9c, 18:1w9%, cy19:0
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Evaluacion de las funciones de las comunidades de microorganismos mediante el analisis
de:

-Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados

Una comunidad microbiana puede considerase como una unidad funcional que esta
caracterizada por la sumatoria de sus propiedades metabolicas. Como alternativa, la
caracterizacién de estas comunidades puede evaluarse mediante analisis a nivel de
comunidad de patrones de utilizacion de fuentes de C. En este analisis, se obtienen
impresiones fisiolégicas mediante la inoculacion de suspensiones de suelo, con las
comunidades microbianas asociadas, a microplacas que contienen diferentes fuentes de C.
Con el empleo de los adecuados indices de diversidad se podran referir los valores
encontrados con la diversidad catabdlica del suelo. Entonces, esta técnica implica un anélisis
a nivel de comunidad de patrones de utilizacion de fuentes de carbono por parte

microorganismos extraidos de una muestra natural (Chazarenc et al., 2010).

La diversidad funcional microbiana fue estimada mediante el analisis de perfiles
fisiologicos a nivel de comunidad (CLPP) segun Ruiz et al. (2008). A pesar de que CLPP
evidencia solo los cambios en los patrones de consumo de sustratos carbonados de
microorganismos cultivables, la técnica puede ser utilizada para analizar la actividad
fisiologica de las comunidades microbianas en su relacion con otras variables bioldgicas
(Huang et al., 2015). Las fuentes de C seleccionadas abarcaron un rango de calidad y
complejidad de sustratos consistentes en 6 monosacaridos (D-dextrosa, D-manosa, D-
fructosa, D-glucosa, D-galactosa, D-xilosa) un disacarido (D-lactosa), cuatro aminoacidos
(DL-triptofano, L-arginina, L-aspargina, L-lisina), y una vitamina (tiamina). Se prepar6 una
solucion stock con cada fuente de C en agua destilada (3 g/L), y se almaceno a 4°C en
oscuridad. Se utilizd un medio basal consistente de KoHPO4 (21 g/L), KH2PO4 (9 g/L),
MgSOs (0,3 g/L), (NH4)2SO4 (1,5 g/L), CaCl. (0,03 g/L), FeSO4 (0,015 g/L), MnSO4
(0,0075 g/L), NaMoOs (0,0075 g/L). Se pesaron 2 g de cada muestra de suelo y se
suspendieron en 10 mL de agua destilada, posteriormente se centrifugd la suspension de
suelo. En cada celda de la microplaca se adiciond 60 ul de medio basal, 60 ul de fuente de
C siguiendo el esquema presentado en la Tabla 2, y 60 ul del colorante (violeta de tretrazolio

0,0075%). Finalmente, se adicion6 60 pl de la suspension de suelo a cada celda y las
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microplacas fueron selladas con parafilm e incubadas a 25°C. Se obtuvieron lecturas
mediante espectrofotometria cada 24 h durante tres dias (tiempo suficiente para alcanzar el
punto maximo de absorbancia y estimar la diversidad catabdlica de fuentes carbonadas en
cada tratamiento) utilizando un lector de placa Elisa con un filtro de 590 nm (Wallac 1420
Victor2 multi-label counter, Perkin Elmer Life Sciences). Las lecturas en cada momento de
medicion (unidad de fluorescencia relativa, UFR) fueron representadas en funcién del
tiempo para obtener curvas de respiracion (Allegrini et al., 2015). Se calculé el desarrollo
de color de la celda (AWCD) para las 72 h de medicion, siendo esta determinacién una
funcién de la densidad de in6culo, promediando la absorbancia de las fuentes carbonadas y
restando el valor del blanco (Garland, 1996).

Tabla 2. Representacion de la distribucion de fuentes carbonadas en una microplaca correspondiente a una parcela del
ensayo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H20 - H20 - H20 - H20 - H20 - H20

DEXTROSA | GLUCCSA | DEXTROSA | GLUCCSA | DEXTROSA | GLUCOSA | DEXTROSA | GLUCOSA | DEXTROSA | GLUCOSA | DEXTROSA | GLUCOSA

MANOSA LACTOSA MANOSA LACTOSA MANOSA LACTOSA MANOSA LACTOSA MANOSA LACTOSA MANDOSA LACTOSA

TRIFTOF LISINA TRIFTOF LISINA TRIFTOF LISINA TRIFTOF LISINA TRIFTOF LISINA TRIFTOF LISINA

ARGININA | THIAMINA | ARGININA | THIAMINA | ARGININA | THIAMINA | ARGININA | THIAMINA | ARGININA | THIAMINA | ARGININA | THIAMINA

ASPARGINA] XILOSA | ASPARGINA]  XILOSA | ASPARGINA|  XILOSA | ASPARGINA|  XILOGA | ASPARGINA]  XILOSA | ASPARGINA]L  XILOSA

FRUCTOSA | GALACTOSA| FRUCTOSA | GALACTOSA| FRUCTOSA | GALACTOSA| FRUCTOSA | GALACTOSA| FRUCTOSA | GALACTOSA| FRUCTOSA | GALACTOSA
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MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5 MUESTRA 6

-Respiracion microbiana

La respiracion representa la oxidacion de la materia orgéanica hasta la formacion
deCO; mediada por organismos aerdbicos del suelo, que utilizan O2 como aceptor final de
electrones (Saviozzi et al., 2001). Desde el punto de vista ecoldgico, la respiracion basal es
una medida de la actividad microbiana, la tasa de descomposicidn de la materia organica y
de la calidad del carbono en el suelo. Esta resulta afectada por las condiciones ambientales,
el sustrato disponible y los sistemas de manejo del suelo. Por lo tanto, la medicion del CO;
respirado refleja la dindmica de la biota del suelo y de los procesos metabolicos edéaficos.
Estos procesos varian en funcion de factores biofisicos y del manejo, por lo que la respiracion

microbiana representa un reflejo de las condiciones biolégicas, quimicas y fisicas del suelo.
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Se determind la respiracién microbiana mediante la liberacion de CO» (Alef, 1995),
pesando 10 g de cada muestra de suelo, las cuales se llevaron a 60% de capacidad de campo
para posteriormente incubarlas con 15 mL de NaOH 0,2 N, durante un periodo de siete dias.
La liberacion de CO. se estimé mediante titulacion con HCI 0,2 N, fenolftaleina como
indicador y CL,Ba como precipitante del NaCOsz formado. Finalmente, el célculo del CO>

producido se efectué mediante la siguiente ecuacion:

mg CO2/7dias/g suelo = (Blanco-Tratado)*4,4/ Peso Seco

Se utilizaron blancos como Testigos con la finalidad de descontar el CO2 atmosférico
y las determinaciones se realizaron empleando un frasco por muestra de suelo, totalizando

seis réplicas por parcela.

-Actividades enzimaticas

Las enzimas en el suelo son fundamentales para la transformacion de energia y el
ciclo de nutrientes. Son responsables de la formacion de moléculas organicas y
particularmente tienen una participacion vital en el ciclo del N, P y C. Cumplen un papel
vital en procesos tales como la mineralizacion, inmovilizacion de nutrientes y fijacion
biologica de N, entre otros. Especificamente en relacion con la mineralizacion, las enzimas
participan en la transformacion de compuestos organicos complejos a sustancias asimilables
por las plantas que catalizan las etapas limitantes en la mineralizacion de nutrientes. Las
enzimas de suelo son producidas por plantas, animales y microorganismos y pueden estar
presentes en células muertas y restos celulares que son absorbidos por arcillas e incorporados
en sustancias htmicas. Entre las complejas reacciones bioguimicas del suelo, las enzimas
catalizan innumerables procesos, siendo consideradas como biosensores de los cambios que

puedan producirse en la calidad edafica en respuesta al manejo agricola.

La actividad proteasa-lipasa-esterasa evaluada mediante la hidrolisis de diacetato de
fluoresceina (FDA) es ampliamente aceptada como un método preciso y simple para medir
la actividad microbiana total en una amplia gama de muestras ambientales, incluyendo los

suelos. El diacetato de fluoresceina se hidroliza por enzimas extracelulares y de membrana
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permitiendo la liberacion de un producto final coloreado que puede medirse por
espectrofotometria. Las enzimas responsables de esta hidrolisis son abundantes en el
ambiente del suelo. Entre ellas se encuentran esterasas, proteasas y lipasas y estan
involucradas en la descomposicion de muchos tipos de tejido. Por otro lado, las enzimas del
tipo oxidorreductasas, como la deshidrogenasa, permiten tener una idea de los procesos
microbianos que ocurren en el suelo debido a que se encuentran presentes Unicamente en
sistemas vivos, que indican ademas, la tasa de oxidacion de la materia orgénica, de las
enzimas involucradas en el ciclo del C. La determinacion de la actividad deshidrogenasa se
considera un pardmetro clave para determinar la fertilidad del suelo. Por lo tanto, es un
indicador del sistema redox microbiano, por lo que se suele considerar un buen exponente
de las actividades oxidativas del suelo y un indicador general de la actividad microbiana del
mismo. Finalmente, la actividad fosfatasa acida es realizada por un grupo de enzimas
conocidas como fosfatasas o fosfohidrolasas que hacen disponible el P para las plantas,
catalizando la hidrélisis de ésteres y de anhidridos de acido fosforico. Una de las
transformaciones que producen es la mineralizacion de fésforo organico a fosforo
inorganico, son extensamente estudiadas debido a que una importante cantidad de los

compuestos de fosforo organico se encuentra en el suelo en forma de monoésteres.

e Actividad proteasa-lipasa-esterasa. Hidrolisis de diacetato de fluoresceina
(FDA)
Se cuantifico la actividad microbiana mediante la determinacion de la hidrolisis de
FDA, empleando la técnica de Adam y Duncan (2001). Se colocaron 2 g de suelo y 15 mL
de buffer fosfato de potasio 60 mM pH 7,6 en erlenmeyers de 50 mL. Se agregé a los
erlenmeyers el sustrato (FDA, 1,000 pg/mL) para comenzar la reaccion. Luego se agito la
suspension durante 20 min a 30°C y 100 rpm. Inmediatamente se agregé 15 mL de
cloroformo/metanol (2:1 v/v) para finalizar la reaccion. El contenido de los frascos fue luego
transferido a tubos de centrifuga (50 mL) y centrifugados a 4000 rpm por 4 min. El

sobrenadante de cada muestra se midié en espectrofotometro UV-Vis a 490 nm.
e Actividad deshidrogenasa

La actividad deshidrogenasa se determind de acuerdo a la técnica citada por Garcia

et al. (1997). Se coloco 1 g de suelo (60% de su capacidad de campo) en erlenmeyers de 50
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mL adicionando 0,2 mL de una solucion INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-cloruro de
feniltetrazolio) al 0,4%. La suspension fue incubada durante 24 h a 28°C en oscuridad. El
INTF formado (iodo-nitrotetrazolio formazan) fue extraido con 10 mL de metanol mediante
agitacion rapida durante 1 min. Lugo se trasvaso la suspensién a tubos de centrifuga,
centrifugado a 4000 rpm por 4 min. Inmediatamente después, el INTF fue cuantificado en

espectrofotometro UV-Vis a 490 nm.

e Actividad fosfatasa acida

La actividad fosfatasa acida se determin6 pesando 1 g de suelo, el cual fue disuelto
en 4 mL de solucién de buffer acida (solucion de buffer llevada a pH 6,5 con HCI) y 1 mL
de solucidn de p-nitrofenilfosfato 0,05 M, mezclandose el contenido durante unos segundos
(Tabatabai y Bremner, 1969). La suspension fue incubada durante 1 hora a 37°C en
erlenmeyers tapados de 50 mL. Luego, la reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicion
de 1 mL de NaOH 0,5 My 4 mL de CaCl, 0,5 M, para evitar la dispersion de las sustancias
hamicas. La suspension fue filtrada en tubos de ensayo de 20 mL, para finalmente determinar

la absorbancia del sobrenadante a 410 nm.

Evaluacion de otros parametros microbianos de caracter general:

-Carbono de la biomasa microbiana

La biomasa microbiana constituye el componente vivo de la materia organica del
suelo y representa la fraccion labil, y por lo tanto responde rapidamente al efecto de
perturbacion o recuperacion del suelo. Este parametro puede ser estimado mediante el
método de fumigacidn-extraccion. En el mismo, los microorganismos mueren por la
fumigacion con cloroformo. Si se remueve el cloroformo, habra un flujo grande de CO2 ya
que las células microbianas muertas seran mineralizadas por los microorganismos
provenientes de la inoculacién, y contribuirdn a la cantidad de CO; liberado. La diferencia
entre el suelo sin fumigar y la cantidad de CO> emitido luego del tratamiento con cloroformo
(suelo fumigado) se debera a la cantidad de biomasa microbiana que se encontraba

originalmente en el sistema.
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Para determinar el C de la biomasa microbiana (CBM) se utilizd la técnica propuesta
por Vance et al. (1987). Una alicuota de 7,5 g de suelo himedo, previamente incubado
durante 15 h a 30°C, fue fumigado con cloroformo como biosida y luego sometido a
extraccion con K>SO4 0.5 M. La solucion fue centrifugada, filtrada y un extracto de 4 mL de
esta solucién fue afiadido a un tubo de ensayo con 1 mL de K>Cr.0-0,06 M y 4 mL de
H>SOa4.Esta solucion fue digerida utilizando un bafio seco a 140°C durante 30 min, y la
absorbancia fue medida a 590nm en espectrofotémetro. EI CBM fue estimado calculando la
diferencia entre muestras fumigadas y no-fumigadas, usando un factor de correccion (kc:
0.35).

-Proteinas de suelo relacionadas con glomalina

La glomalina es una glicoproteina producida por hongos formadores de micorrizas
arbusculares, relacionada directamente con el contenido de C del suelo y la estabilidad de
los agregados, presentando una gran adhesividad y resistencia a la degradacion. Esta
glicoproteina protege a las hifas durante el transporte de nutrientes desde la planta hasta el
extremo de la hifa, y desde el suelo hasta la planta. Una vez que las hifas dejan de transportar
nutrientes y senescen, la glomalina contenida en sus células se libera y se acumula en el
suelo, representando el 5% del contenido de C y N edafico (Treseder & Turner, 2006). Alli
esta glicoproteina acta como un aglutinante de minerales y materia organica, por lo que esta
en directa relacion con la estabilidad de agregados y la estructura del suelo. Dado que las
brassicaceas (una de las especies que se empleard como CC) no forman asociaciones
mutualistas con hongos micorricicos, sera de utilidad cuantificar el efecto de la presencia de
glomalina en parcelas con estos cultivos en comparacion con las especies que si establecen

la simbiosis.

Se determino la forma facilmente extraible de la glomalina, de acuerdo con Wright
y Upadhyaya (1996). Se pes6 1 g de suelo y se coloco en 8 mL de citrato de sodio 20 mM
(pH 7,0), esterilizando luego la solucién por autoclave (121°C) durante 30 minutos. Los
extractos se centrifugaron a 5000 rpm por 7 min, de donde luego se extrajo una alicuota de
1 mL la cual fue nuevamente centrifugada a 10000 rpm por 3 min. La proteina en el

sobrenadante se determiné utilizando microplacas mediante el empleo de la coloracion de
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Bradford con albumina de suero de bovino como estandar. Este método permite estimar el
contenido de proteinas de suelo relacionadas con la glomalina (PSRG). Se midio la
absorbancia mediante espectrofotometria utilizando un lector de placa Elisa con un filtro de
595 nm (Wallac 1420 Victor2 multi-label counter, Perkin Elmer Life Sciences).

2.4.2. Analizar la respuesta de parametros quimicos y fisicos del suelo en
cuanto a la introduccion de diferentes especies de cultivos de cobertura, sembrados
independientes o en distintas consociaciones, en rotacion con soja/maiz y soja en

monocultivo.

Determinacion de parametros quimicos

Las determinaciones quimicas fueron realizadas en el Instituto Multidisciplinario de
Biologia Vegetal (IMBIV — CONICET), Cordoba, y en la Estacion Experimental INTA
Pergamino, Buenos Aires. Se estudio la dinamica de macronutrientes fundamentales para el
desarrollo del cultivo ante la inclusion de CC vy la respuesta del pH debido a su fuerte
influencia en la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas. Para el analisis

de estos parametros se utilizaron las siguientes metodologias:

Carbono orgéanico de suelo (COS)

El COS esta compuesto por materiales frescos sin descomponer y cadenas
carbonadas muy trasformadas y estables. Es uno de los principales indicadores de la calidad
del suelo y esta relacionado con gran cantidad de propiedades fisicas, quimicas y biolégicas
edéaficas. La determinacién de COS (porcentaje) se realizd por combustién hiimeda con el
método de Walkley-Black (Page, 1982). Como controles de la técnica se utilizaron muestras
patrén proveniente del mismo suelo previamente calibradas, bajo inter-laboratorios de nivel

nacional.
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Nitrogeno total (NT)

Alrededor del 90-95 % del N de suelo pertenece a la fraccion organica. Uno de los
métodos mas difundidos para el anélisis de este elemento es el de Kjeldahl modificado. Su
determinacion se basa esencialmente en una oxidacion humeda (Norma IRAM, 2009). Se
advierte que una pequefia proporcion de compuestos organicos que contienen enlaces N-N
y N-O, y otros inorgénicos, como nitritos y nitratos, se determinan parcialmente. La
digestion se realiza por calentamiento de la muestra con &cido sulfarico y catalizadores que
promueven la oxidacion de la materia organica y la conversién del N organico a amonio. El
digesto se alcaliniza y el amoniaco que se desprende se recoge en acido borico y se titula
con acido valorado para cuantificar el contenido de N (Bremner, 1996).

Fosforo extraible (Pe)

Se realiz6é por medio de una solucion de fluoruro de amonio y acido clorhidrico, que
remueve del suelo las formas de P facilmente solubles en &cidos (principalmente fosfatos de
calcio y algunos fosfatos de hierro y aluminio) (Método Bray Kurtz 1 modificado, Norma
IRAM, 2010). El &cido clorhidrico disuelve los fosfatos calcicos. El fluoruro de amonio
disuelve el fosfato ligado al Fe y aluminio, por formacién de complejos con estos iones
metalicos en una solucién acida. Los iones fosfatos, presentes en el extracto de suelo, al
reaccionar con una solucion acida que contiene iones molibdato y antimonio forman una
molécula compleja acida de fosfato-molibdato-antimonio. En presencia de acido ascorbico
dicha molécula se reduce y desarrolla un color azul de intensidad proporcional a la
concentracion de iones fosfato y adecuado para mediciones espectrométricas, las cuales se

realizan a 882 nm para cuantificar el Pe (Bray y Kurtz, 1945).
pH de suelo

Se determind por el método potenciométrico en agua destilada (Norma IRAM 2009)

en una relacion 1:2.5 v/v suelo: agua con un periodo de equilibrio de una hora.
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Determinacién de Parametros fisicos

Las determinaciones fisicas fueron realizadas en la Estacion Experimental INTA
Pergamino, Buenos Aires. Se analizd la densidad aparente de suelo y la estabilidad
estructural ante la inclusion de cultivos de cobertura, parametros relacionados con la
capacidad del suelo de brindar condiciones estructurales adecuadas para el sostén y
crecimiento de los cultivos. Para el analisis de estos pardmetros se utilizaron las siguientes

metodologias:

Estabilidad estructural (EE)

Fue determinada mediante el método de Douglas y Goss (1982).Se pesaron 10 g de
agregados de 1-2 mm de didmetro a capacidad de campo que fueron puestos en tamiz de 0,5
mm y sumergidos mecanicamente en agua durante 5 min. El indice de estabilidad fue

calculado segun el procedimiento de Kemper’s (1965):
EE= (Peso seco agregados sobre tamiz (<0.5mm) / Peso seco agregados (1-2mm)) * 100
Densidad aparente (Dap)
Fue cuantificada siguiendo metodologia de Burke et al. (1986). Se evalu6 por medio

de un cilindro metalico de 281cm?, el cual fue previamente enterrado en la cara horizontal

de un pequefio perfil de suelo (0-10cm) realizado en cada estacion de muestreo.

2.4.3. Establecer interrelaciones entre las variables microbioldgicas, quimicas
y fisicas edaficas en respuesta a la introduccién de cultivos de cobertura al sistema, en

correlacion con la productividad de los cultivos principales (soja y maiz).

Rendimiento del grano de soja

Se cuantifico el rendimiento total (kg/ha) del cultivo de soja luego de la cosecha de los sitios,

para relacionarlo con los parametros de fertilidad del suelo.
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Las interrelaciones entre las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas edaficas en
respuesta a la introduccion de cultivos de cobertura al sistema y la productividad de los
cultivos principales (soja y maiz) se realizaron mediante los correspondientes analisis

estadisticos que se describirdn mas adelante.

2.4.4. Relacionar la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja con
la diversidad microbiana edéafica y la productividad del cultivo.

Sindrome de muerte stbita (SMS) en soja

Se evalud la presencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en el cultivo
de soja en el estadio fenologico R4-5, periodo determinante para el futuro rendimiento del
cultivo. Se detecto la presencia del sindrome de muerte subita (SMS) en los afios de
evaluacion del ensayo, por lo que se enfocaron las evaluaciones de enfermedades en la
incidencia de este sindrome. EI SMS es causado por un complejo de hongos de suelo
pertenecientes al género Fusarium. En Argentina, de un total de 187 aislamientos causantes
de SMS, el 87% fue identificado como F. tucumaniae, el 8% como F. virguliforme, el 4%
como F. crassistipitatum y el 0,5% como F. brasiliense (O"Donnell et al., 2010).Estos
hongos son habitantes del suelo e infectan s6lo las raices, pero generan toxinas que son
traslocadas al follaje y pueden causar clorosis y necrosis internerval, defoliacién prematura
y muerte de las plantas. Temperaturas menores que las normales (cerca de 15° C) y alta
humedad edafica, proximas a floracibn o comienzos de fructificacion, favorecen el
desarrollo de esta enfermedad, por mayor severidad de la podredumbre radicular. A su vez,
para un optimo desarrollo de sintomas foliares, se mencionan temperaturas del aire de 22 a
24° C. Si bien la infeccion se produce generalmente durante las primeras etapas del cultivo,
los primeros sintomas se manifiestan a partir de floracion (estadio R4-R5). La sintomatologia
se expresa mostrando “manchoneo” de plantas cloréticas dispersas en el lote. Los sintomas
foliares tipicos consisten en clorosis internerval y posterior necrosis. Se observa un menor
desarrollo de la planta y podredumbre radical, por lo cual las plantas afectadas puedan ser
facilmente extraidas del suelo. En ocasiones se pueden observar signos sobre las raices,

representados por masa de conidios y manchado rojizo en el cuello de las plantas, las cuales
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mueren prematuramente. La distribucion en manchones de la enfermedad y la ausencia de
fungicidas para su control, dificultan la estimacion del efecto del SMS sobre el rendimiento
en condiciones de campo con infestacion natural del patégeno. Durante ciclo del cultivo de
soja, el patogeno del SMS sobrevive como clamidosporas en el rastrojo o libres en el suelo.
En primavera, a medida que la temperatura del suelo se eleva, las clamidosporas cercanas a
las raices de soja reciben el estimulo para germinar e infectarlas. Aunque durante el verano
el patdgeno puede producir esporas (macroconidios) sobre la superficie de la raiz principal,
estas esporas sélo se dispersan a distancias cortas y dentro de la misma estacion de
crecimiento (Westphal et al., 2008).

La determinacion de incidencia del SMS se realizo evaluando al azar 4 estaciones de
muestreo de 25 plantas cada una por sub-parcela (Lenzi et al., 2010). Se contabilizaron las
plantas de soja con sintomas de SMS y se asigno un grado de severidad siguiendo el
esquema de la Fig. 4. Una sub-muestra de plantas con sintomas fue transportada al

laboratorio para la posterior confirmacion del agente causal.
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Fig. 4. Escala diagramatica de severidad en grados para el sindrome de muerte subita en soja.
Fuente: Lenzi et al. (2010).
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2.4.5. Analisis estadistico

Los parametros bioldgicos, quimicos y fisicos se estudiaron mediante andlisis de
modelos lineales a dos factores (secuencia y cobertura) utilizando el software InfoStat-
profesional (Di Rienzo et al., 2013). Los datos obtenidos de las tres camparias evaluadas
fueron promediados con el fin de estudiar el efecto de los tratamientos sobre las variables.
Los efectos fijos fueron cobertura (CC1, CC2 y Testigo), secuencia (soja/soja y soja/maiz)
y su interaccidn (cobertura*secuencia), mientras que los efectos aleatorios del modelo fueron
campafia y bloque. Todos los supuestos requeridos para el analisis de la varianza (ANOVA)
fueron verificados. Al confirmar un valor de p estadisticamente significativo, se utilizé el
test de Fisher (p <0,05) para comparacion de medias. Siendo alguno de los efectos fijos de
cobertura, secuencia o interaccion no significativos estadisticamente (p>0,05), no se realizd
la comparacion de medias para dicho efecto. Para el analisis de PLFA, se llevo a cabo un
analisis de componentes principales (ACP) y un analisis de conglomerados basado en
distancia euclidea para caracterizar la composicion de las comunidades microbianas. Se
realiz6 ACP para analizar los datos CLPP y estudiar el efecto de los tratamientos sobre
microbiana del suelo y las propiedades fisicas. Las correlaciones entre variables
microbioldgicas, fisicas y quimicas se estimaron utilizando el coeficiente de Pearson con un
nivel de significancia de p <0,001 y también se estudio el consenso entre grupos de variables

realizando analisis multivariado de Procrustes.
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-CAPITULO 3 -

RESULTADOS

36



1- Evaluar la respuesta de la diversidad microbiana del suelo (estructura y funciones
de las comunidades de microorganismos) en cuanto a la introduccion de diferentes
especies de cultivos de cobertura sembrados en distintas consociaciones, en rotacion

con soja/maiz y soja en monocultivo.

-Evaluacién de la estructura de las comunidades de microorganismos mediante el andlisis
de la perfiles de fosfolipidos (PLFA)

La estructura de las comunidades microbianas de suelo estimadas mediante perfiles
fosfolipidicos se muestra en la Tabla 3. En los tres afios durante los cuales se realizo el
trabajo no se observo interaccion significativa entre secuencia y CC ni tampoco efecto
significativo de la secuencia de cultivo para este analisis. La biomasa total, representada
mediante los PLFA totales, fue significativamente mayor en el tratamiento CC2 que en CC1
(10,3%) y que en el Testigo (21,9%). Los biomarcadores fosfolipidicos correspondientes a
bacterias totales, bacterias Gram-negativas y HMA fueron significativamente mayores ante

la inclusién de CC en relacion con los tratamientos Testigo.

Los datos de perfiles fosfolipidicos fueron sujetos a un analisis de componentes
principales (ACP) (Fig. 5-A). Las primeras componentes principales CP1 y CP2
representaron 48,7% y 21,3% de la variacion total, respectivamente. En las parcelas bajo
monocultivo de soja, se observd una clara separacion entre el tratamiento Testigo y los
tratamientos bajo CC a lo largo del CP1. En las parcelas bajo rotacion soja/maiz, el
tratamiento Testigo se separ0 de los tratamientos CC1 y CC2 también a lo largo del CP1. La
mayor variabilidad en este andlisis fue explicada por los biomarcadores fosfolipidicos
correspondientes a comunidades bacterianas (bacterias totales, Gram-positivas, Gram-
negativas). Estos resultados fueron confirmados por el analisis de conglomerados (Fig. 5-
B). El dendrograma de perfiles fosfolipidicos mostro que los tratamientos Testigo tanto de
parcelas bajo monocultivo de soja como de rotacidn soja/maiz se agruparon juntos
constituyendo un grupo separado del resto de los tratamientos. Los tratamientos de CC
correspondientes a rotacion soja/maiz se separaron de los tratamientos de CC
correspondientes a parcelas bajo monocultivo de soja, estos dos grupos se vincularon juntos

a una mayor distancia Euclidea.
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CP 2 (21,3%)

Tabla 3. Perfiles fosfolipidicos de suelo (nmol PLFA g*) en pre-cosecha del cultivo comercial y en secado de cultivos de
cobertura (CC), bajo diferentes consociaciones de CC, CC1 (avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y
Testigo (T) y diferentes secuencias de cultivo (soja/soja y soja/maiz); en cada columna diferentes letras son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05)

Biomasa Bacterias ) - Hongos N
Cobertura total totales Gram+ Gram HMA totales Actino
cc2 58,02 a 29,47 a 18,90 a 10,57 a 7,96a 344a 5,38a
CcC1 52,41 b 29,24 a 18,92 a 10,31 a 7,69 3,45a 518a
T 47,57 b 27,50 b 17,88 a 9,60 b 6,63 b 3,97a 6,16 a
P
Cobertura 0,0126 0,0075 0,1816 0,0018 0,0003 0,154 0,2275
Secuencia 0,728 0,1995 0,3439 0,1464 0,7993 0,5216 0,4796
*
Cobertura 0,4143 0,3701 0,1304 06111  0,2998 0,9048 0,4153
secuencia
* HMA, Hongos micorricicos arbusculares; Actino, Actinobacterias
O soja/maiz: T [J soja/soja: T
@ soja/maiz:CC1 M soja/soja:CC1
@ soja/maiz:CC2 W soja/soja:CC2
5,00 Distancia: Euclidea
A B
Actimz' T:sojal/soja
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Fig. 5. Andlisis de componentes principales (A) y andlisis de conglomerados (B) de los perfiles de fosfolipidos de suelo
(nmol PLFA g?) en pre-cosecha del cultivo comercial y en secado de cultivos de cobertura (CC), bajo diferentes
consociaciones de CC, CC1 (avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T) y diferentes secuencias
de cultivo (soja/soja y soja/maiz), cuantificados en los afios 2013,2014 y 2015. Las barras de error indican la desviacion

estandar.

Abreviaciones: HMA, Hongos Micorricicos Arbusculares; Actino, Actinobacterias
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Evaluacion de las funciones de las comunidades de microorganismos mediante el analisis
de:

- Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados

Los resultados obtenidos de la utilizacion de sustratos carbonados con una incubacion de
72 h se sometieron a un ACP. CLPP mostré un alto consumo general de los sustratos de C
en los tratamientos de CC. Al momento de la cosecha de cultivos comerciales, los CP1 y
CP2 representaron 47,9 y 21,8% de la varianza, respectivamente (Fig. 6-A). El tratamiento
CC2 se separ6 de CC1 y del tratamiento Testigo a lo largo del CP1 tanto en monocultivo y
parcelas bajo rotacién soja /maiz. Se observé un efecto ain mas marcado de la inclusion de
CC en la diversidad catabdlica al momento del secado de los mismos (Fig. 6-B), ya que en
este momento de muestreo el CP1y CP2 explicaron 54,9y 10,1% de la varianza de datos,
respectivamente. Al momento de secado de los CC, el tratamiento Testigo de la rotacion
soja/maiz fue separado de ambos tratamientos bajo CC. ElI mismo comportamiento se
observé al momento de cosecha de cultivos comerciales en parcelas de monocultivo de soja,

donde CC2 se separé de los restantes tratamientos a lo largo del CP1.

Los datos de absorbancia obtenidos de CLPP a las 72 h se utilizaron para calcular el
desarrollo promedio de color de la celda (AWCD), como se muestra en la Fig. 7. El efecto
de la secuencia y la interaccion entre la secuencia y CC no fueron significativos para esta
variable en cada momento de muestreo analizado. Al momento de cosecha de cultivos
comerciales, el tratamiento CC2 (0,58) fue significativamente mayor queCC1 (0,55) y el
Testigo (0,53), siendo CC1 mayor significativamente que el Testigo. La misma tendencia se
observé al momento del secado de los CC, siendo el tratamiento CC2 (0,52)
significativamente mayor que el CC1 (0,48) y el Testigo (0,44), ademas con diferencia

significativa entre ellos.
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CP 2 (21,8%)
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Fig. 6. Biplot de la diversidad de consumo de fuentes carbonadas cuantificado en 2013/14/15 en pre-cosecha del cultivo
comercial (A) y en secado de cultivos de cobertura (B), bajo diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1
(avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T) y diferentes secuencias de cultivo (soja/soja y

soja/maiz)
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Fig. 7. Promedio de desarrollo de color de celda (AWCD) cuantificado en 2013/14/15en pre-cosecha del cultivo comercial
y en secado de cultivos de cobertura (CC), bajo diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (avena/nabo
forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T)y diferentes secuencias de cultivo (soja/soja y soja/maiz); Barras
de mismocolor y letra diferente son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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- Actividades enziméticas

Durante los afios de estudio se registré un incremento significativo de las actividades
enzimaticas analizadas ante la inclusién de los CC (Tabla 4). La hidrdlisis de FDA fue
significativamente mayor en virtud de la inclusion de CC en los dos momentos de muestreo
del ciclo agricola para las tres campafias evaluadas. Al momento de pre-cosecha de cultivos
comerciales, FDA fue 20,3 y 14,1% mayor en los tratamientos CC2 y CC1, respectivamente,
que en el Testigo, siendo CC2 5,2% mayor que CC1. Al momento de secado de los CC, FDA
fue 21,7 y 11,6% mayor en CC2 y CC1que en el Testigo, respectivamente, y un 9,0% mayor
en tratamiento CC2 en comparacion con el CCL. En este muestreo se registré interaccion
significativa entre la cobertura y secuencia (Fig. 8-A) para esta variable, donde el tratamiento
maiz/soja-CC2 y los tratamientos soja/soja-CC2 y soja/soja-CC1 presentaron los mayores
valores de hidrdlisis de FDA.

La actividad deshidrogenasa (ADH) mostré una tendencia similar a FDA. Al
momento de pre-cosecha, se registré un incremento de 45,0 y 26,5%, en CC2 y CC1,
respectivamente, con respecto al tratamiento Testigo, siendo CC2 14.6% mayor que CC1.
En este muestreo se observd interaccion significativa entre la cobertura y secuencia (Fig. 8-
B) siendo el tratamiento soja/soja-CC2 el que presenté mayores valores de ADH. Al
momento de secado de los CC se observé la misma tendencia, con ADH siendo 27,9y 14,2%
mayor en CC2 y CC1 que en el Testigo, respectivamente, siendo CC2 un 11,9% mayor que
CC1.

La actividad de la enzima fosfatasa acida (FA), presento resultados similares al resto
de las enzimas. En pre-cosecha, los tratamientos CC1 y CC2 fueron estadisticamente
mayores que el Testigo en 23,4 y 13,4%, respectivamente para esta actividad enzimatica,
siendo CC2 8,8% significativamente mayor que CC1. Al secado de los CC se evidencié la
misma tendencia, siendo CC2 y CC1 31,3 y 23,6% estadisticamente mayores que el Testigo,

respectivamente, pero sin diferencias significativas entre CC2 y CC1.
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Tabla 4. Hidrdlisis de diacetato de fluoresceina (FDA) Actividad deshidrogenasa (DHA) y Actividad fosfatasa acida (FA)
en pre-cosecha del cultivo comercial y en secado de cultivos de cobertura (CC), bajo diferentes consociaciones de CC, CC1
(avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T)y diferentes secuencias de cultivo (soja/soja y
soja/maiz); en cada columna diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05)

Pre-cosecha

Secado de CC

Cobertura FDA ADH FA FDA ADH FA
(ugg) (99" (ugg) (ugg) (99" (ugg)
cc2 128,19 a 59,42 a 1190,72 a 153,62 a 61,55 a 1011,56 a
cci 121,59 b 51,82 b 1094,29 b 140,91 b 54,98 b 9522 a
T 106,54 ¢ 40,96 ¢ 964,87 ¢ 126,21 ¢ 48,12 ¢ 770,02 b
P
Cobertura <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Secuencia 0,4916 0,2631 0,0581 0,4015 0,0596 0,0759
Cobertura* 0,2033 0,0022 0,7718 <0,0001 0,401 0,4583
secuencia
P: Nivel de significancia observado a P <0,05
200 100
A p<0,0001 B p=0.0022
a a a
a
160+ il
b " b 80 b ab
'Tc) 1204 rg d
=2 o
< L
il =)
o & <
40
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CC2 GGI T ©662 661 T
soja/maiz soja/soja CC2 ,CC1, T CcC2 cc1 il
soja/maiz soja/soja

Fig. 8. Efecto de la interaccion cobertura*secuencia para la hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA)en secado de los
cultivos de cobertura (CC) (A) y de la actividad deshidrogenasa (ADH) en pre-cosecha de cultivos comerciales (B)
cuantificada en los afios 2013/14/15,bajo diferentes consociaciones de CC, CC1 (avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo
forrajero/vicia) y Testigo (T) y diferentes secuencias de cultivo (soja/soja y soja/maiz); letras distintas son

significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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-Respiracion microbiana

La respiracion microbiana de suelo se comporté de manera similar en los dos
momentos de muestreo (Fig. 9.) para los tres afios en los que se realiz6 el estudio,
presentando interaccion significativa entre la secuencia y los CC. Al momento de pre-
cosecha de los cultivos comerciales, se observo un incremento en la respiracion microbiana
de 45,1% y 48,3% en CC2 y CC1 con respecto al Testigo en parcelas bajo rotacion soja/maiz.
Por otro lado, en parcelas bajo monocultivo de soja se registré un aumento significativo del
85,2% y 55,8% en CC2 y CC1 con respecto al Testigo, siendo CC2 superior a CC1 en un
18,8%. El tratamiento soja/soja-CC2 presento los mayores valores de respiracion microbiana
en esta epoca de muestreo. Al momento de secado de los CC, se observé un efecto evidente
de la inclusion de la secuencia CC2 en el ensayo. En parcelas bajo rotacion soja/maiz, CC2
fue 19,7% y 60,3% estadisticamente mayor que CC1 y el Testigo, respectivamente, mientras
que en las parcelas bajo monocultivo de soja CC2 fue 23,1% y 105,3% mayor que CCl y el
Testigo, respectivamente. En esta época de muestreo, el tratamiento soja/maiz-CC2 presento

los mayores valores de respiracidn microbiana.

1,0
a W Pre-cosecha
J_ a [[JSecado CC
0,8 b J—
= l b
: N
[@)]
Cc
E s i b
. c :
'.g d
€ 04 d
o
he]
(&}
o
2 0,21
(0]
o
0,0 - . . - -
CC2 cet T cc2 CC1 T
soja/maiz soja/soja

Fig. 9. Efecto de la interaccion cobertura*secuencia para respiracion microbiana en pre-cosecha de cultivos comerciales
yen secado de los cultivos de cobertura (CC) cuantificada en los afios 2013/14/15, en parcelas bajo rotaciéon soja/maiz y
parcelas bajo monocultivo de soja con diferentes consociaciones de CC, CC1 (Avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo
forrajero/vicia) y Testigo (T)y diferentes secuencias de cultivo (soja/maiz y soja/soja); Barras del mismo color y letra
diferente son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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-Carbono de la biomasa microbiana (CBM)

La cantidad de CBM fue claramente afectada por la inclusién de CC (Fig. 10). No
se observo interaccion significativa entre la secuencia y los CC, o efecto significativo de la
secuencia para este analisis. Los resultados mostraron un aumento evidente en el contenido
de CBM bajo la inclusion de tratamientos con CC, presentando la consociacion CC2 los
valores mas altos para esta variable. CC2 fue 26,4% y 43,2% estadisticamente mayor que
CC1 y el Testigo, respectivamente, en el momento de pre-cosecha de cultivos comerciales.
Al momento de secado de CC tanto CC2 como CC1 fueron 32,8% y 25,5% estadisticamente
mayores que el Testigo, respectivamente.
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Fig. 10. Carbono de la biomasa microbiana (CBM) cuantificado en 2013/14/15 en pre-cosecha del cultivo comercial y en
secado de cultivos de cobertura (CC), bajo diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (Avena/nabo
forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T); Barras de mismo color y letra diferente son significativamente
diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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-Proteinas de suelo relacionadas con glomalina (PSRG)

Los resultados de PSRG presentaron interaccion significativa entre secuencia y CC
(Fig. 11). Al momento de pre-cosecha de los cultivos comerciales, se registraron valores
entre 1,55 y 1,65 mg g de suelo en los tratamientos bajo CC siendo superiores
estadisticamente a los Testigos que no superaron 1,50 mg g*. Los tratamientos CC2
mostraron los mayores valores con respecto a CC1 para ambas secuencias de cultivo
comercial en esta época, siendo el tratamiento soja/maiz-CC1 el que presentd menor valor
(1,50 mg g*), con respecto a los otros tratamientos con CC. Al momento de secado de los
CC, se observé la misma tendencia presentando los tratamientos con CC valores entre 1,43
y 1,59 mg gy los Testigos valores hasta 1,30 mg g*. Se observé un menor contenido de
PSRG (1,26 mg g*) en el tratamiento maiz/soja-CC1 con respecto a los demas tratamientos

con CC y el mayor fue el tratamiento soja/soja-CC2 (1,59 mg g™2).
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Fig. 11. Efecto de la interaccidn cobertura*secuencia para el contenido de proteinas de suelo relacionadas con glomalina
(PSRG) en pre-cosecha de cultivos comerciales yen secado de los cultivos de cobertura (CC) medida en los afios
2013/14/15, en parcelas bajo rotacion soja/maiz y parcelas bajo monocultivo de soja con diferentes consociaciones de CC,
CC1 (avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T); Barras del mismo color y letra diferente son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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2- Analizar la respuesta de pardmetros quimicos y fisicos del suelo en cuanto a la
introduccion de diferentes especies de cultivos de cobertura sembrados en distintas

consociaciones, en rotacion con soja/maiz y soja en monocultivo.

e Determinacion de parametros quimicos

Carbono orgéanico de suelo (COS)

El C organico de suelo (COS) mostr6 un marcado incremento en respuesta a la
inclusion de CC (Tabla 5); no se observé interaccion significativa entre la secuencia y los
CC, o efecto significativo de la secuencia para este analisis. Al momento de cosecha de los
cultivos comerciales, se observé un efecto significativo de la inclusion CC, siendo el COS
estadisticamente mayor en CC2 (22,57 mg g*) y en CC1 (22,67 mg g*) en comparacion
con el tratamiento Testigo (21,18 mg g). Al momento de secado de los CC se registro esta
misma tendencia, siendo estadisticamente mayor el contenido de COS en CC2 (26,06 mg g
1)y CC1 (25,99 mg g*) en comparacion con el Testigo (20,89 mg g?). No se observaron
diferencias significativas entre las dos mezclas de especies utilizadas como CC para esta

variable.

Nitrégeno Total (NT) y Fésforo extraible (Pe)

No se observo interaccion significativa entre la secuencia y los CC o influencia
significativa de la secuencia en los valores de NT y Pe, no obstante, se registré un efecto
significativo de la inclusion CC para el NT en el muestreo de pre-cosecha en la consociacion
mas diversificada (Tabla 5). Al momento de pre-cosecha de los cultivos comerciales, los
valores de NT aumentaron en respuesta a la inclusién de CC2 (2,78 mg g?), siendo
estadisticamente mayor que CC1 (2,06 mg g?), y el Testigo (1,96 mg g ). No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos para los valores de Pe, que oscilaron entre
1,57y 1,90 mg g*. Al momento de secado de los CC, se volvid a observar la misma tendencia

siendo el tratamiento CC2 (1,40 mg g*) mayor estadisticamente a CC1 (1,19 mg g) y el
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Testigo (0,99 mg g?) para la variable NT. Los valores de Pe no registraron diferencias

estadisticas significativas y variaron entre 1,98y 1,72 mg g*.

Tabla 5. Carbono organico de suelo (COS), Nitrogeno Total (NT), Fosforo extraible (Pe), pH, en pre-cosecha del cultivo
comercial bajo diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia), CCl
(avena/nabo forrajero), y Testigo (T); en cada columna diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con
la prueba LSD (P <0.05).

Pre-cosecha Secado CC

Cobertura COS NT Pe COS NT Pe
(mgg"Y)  (mgg!)  (mgg?) (mggY)  (mgg?!)  (mgg?)
Ccc2 22,93 a 2,78 a 1,90 a 26,06 a 1,40 a 2,72 a
CC1 22,90 a 2,06 b 1,88 a 25,99 a 1,19 b 225 a
T 20,57 b 1,96 b 1,57 a 20,89 b 0,99 b 1,98 a

P

Cobertura <0,0001 0,0106 0,3425 <0,0001 0,0044 0,3084
Secuencia 0,0716 0,1853 0,5515 0,5808 0,6578 0,724
Cobertura*secuencia 0,0715 0,0970 0,3419 0,1216 0,4379 0,4932

P: Nivel de significancia observado a P <0.05

Relacion C:N y pH

Los valores de larelacion C:N presentaron una leve disminucion frente a la inclusion
de CC (Tabla 6). El tratamiento soja/maiz-T presentd el mayor valor de esta relacién (13,43)
seguido del tratamiento soja/soja-CC1 (12,51), siendo el tratamiento soja/soja-CC2 el de
menor valor de C:N (8,87).

Se registraron valores levemente acidos de pH en los suelos estudiados (Tabla 6).
Los tratamientos Testigo de ambas secuencias de cultivo comercial (soja/soja y soja/maiz)
presentaron los valores mas bajos de pH (5,52) siendo estadisticamente menores a los
valores registrados bajo CC en la secuencia soja/soja. Los tratamientos bajo CC valores entre
5,56 y 6,00.
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Tabla 6.Relacion C:N y pH cuantificados en pre-cosecha del cultivo comercial bajo
diferentes consociaciones de CC, CC2 (avena/nabo forrajero/vicia),CC1 (avena/nabo
forrajero), y Testigo (T); en cada columna diferentes letras son significativamente
diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05).

Tratamiento C:N pH
soja/maiz-CC2 10,93 b 5.56 ¢
soja/maiz-CC1 119 a 5.64 bc
soja/maiz-T 13,43 a 552 ¢
soja/soja-CC2 8,87 b 6.00 a
soja/soja-CC1 12,51 a 5.85 ab
soja/soja-T 987 b 552 ¢

e Determinacion de parametros fisicos

No se observo diferencia significativa con respecto a la Dap en las tres campafas
estudiadas (datos no mostrados). Por otro lado, la EE, evaluada al momento de pre-cosecha
del cultivo comercial, registro una respuesta positiva a la inclusion de los CC. No se observo
interaccion significativa entre la secuencia de cultivo y los CC (datos no mostrados). Ambos
tratamientos bajo CC generaron un incremento significativo en la estabilidad de agregados
(Fig. 12-A), siendo CC1 y CC2 62,3 y 27,3%, respectivamente, mayores en relacion al
tratamiento Testigo. En cuanto al efecto de la secuencia agricola, las parcelas bajo rotacion
soja/maiz presentaron valores 26,4% estadisticamente mayores para la EE en comparacion

con las parcelas bajo soja/soja (Fig. 12-B).
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Fig. 12. Efecto de la inclusion de cultivos de cobertura (CC) (A) y de la secuencia soja/maiz y soja/soja (B) sobre la
estabilidad estructural (EE) en pre-cosecha de cultivos comerciales cuantificada en los afios 2013/14/15, bajo diferentes
consociaciones de CC, CC2 (avena/nabo forrajero/vicia), CC1 (Avena/nabo forrajero), y Testigo (T); Barras de letra
diferente son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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3- Establecer interrelaciones entre las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas
edéaficas en respuesta a la introduccion de cultivos de cobertura al sistema, en

correlacion con la productividad de los cultivos principales (soja y maiz).

Rendimiento de grano de soja

No se observaron diferencias estadisticas en el rendimiento del grano de soja entre
los tratamientos bajo CC (Fig. 13) durante el periodo de estudio. EI rendimiento promedio
en parcelas bajo CC2 cuantificado en los tres afios de evaluacion fue de 3873,17 Kg h', en
parcelas bajo CC1 fue de 4113,17 Kg h, mientras que el Testigo presenté un promedio de
4096,78Kg h. La produccion de materia seca de los CC (Tabla 7) fue estadisticamente
mayor en CC2 en un 25,2% con respecto a CC1, sin efecto significativo de la secuencia de
cultivo comercial (p = 0,423)
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Fig. 13. Rendimiento (Kg ha) del grano de soja en parcelas bajo diferentes
consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia),
CC1 (avena/nabo forrajero) y Testigo (T); Barras de diferente letra son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0.05).
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Tabla 7. Rendimiento del grano de soja y produccion de materia
seca de los cultivos de cobertura (CC) cuantificado durante
2013/14/15; CC2 (avena/nabo forrajero/vicia), CCl (avena/nabo
forrajero) y Testigo (T);

Rendimiento  Materia seca
Cobertura de soja cc
(Kgh?) (Kgh")
Ccc2 3873,17 a 93325 a
CC1 411317 a 7453,67 b

T 4096,78 a -

Relacion entre funcionalidad microbiana y parametros quimicos y fisicos edaficos

Las relaciones entre variables correspondientes al andlisis de funcionalidad
microbiana y el analisis quimico y fisico edafico fueron estudiadas mediante analisis
multivariados (Fig. 14 — A y B) y analisis de correlacion (Tabla 8). EI ACP (Fig. 14-A)
mostré una clara separacion entre los tratamientos Testigo y los tratamientos bajo CC a lo
largo de la CP1, la cual explico 54,0% de la variabilidad, mientras que la CP2 explico 26,0%.
Ademas, el tratamiento soja/soja-CC2 registrd0 una clara separacion del resto de los
tratamientos a lo largo de la CP1. En este analisis se puede observar que las variables COS,
EE, FDA vy respiracion microbiana se correlacionaron positivamente entre si y mostraron
una correlacion negativa con la Dap, mientras que las variables FA y Pe estuvieron
correlacionadas positivamente entre si. EI agrupamiento de tratamientos observado en el
ACP fue verificado mediante un analisis de conglomerados (Fig. 14-B.) donde los
tratamientos Testigo conformaron un grupo separado del resto de los tratamientos. Ademas,
el tratamiento soja/soja-CC2 conformd un grupo distinto del resto para unirse a una distancia

euclidea mayor a los tratamientos bajo CC.

Las relaciones entre variables observadas en el ACP fueron verificadas por el analisis
de correlacién (Tabla 8), donde se registraron valores del coeficiente de Pearson de 0,67;
0,57 y 0,56 entre COS y FDA, ADH vy respiracion, respectivamente. También, la variable
PSRG se correlacion6 positivamente con ADH, respiracién microbiana, NT, COS y EE
presentando valores de coeficiente entre 0,20 y 0,74. Las variables FA y Pe también

presentaron una correlacion positiva con un coeficiente de 0,58. Considerando los valores
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CP 2 (26,0%)

5,00

2,50

de los coeficientes de Pearson registrados, se realizaron analisis de regresion lineal entre
COS vy respiracion microbiana (Fig. 15-A), FDA (Fig. 15-B) y ADH (Fig. 15-C), siendo los
valores R% de 0,75; 0,79 y 0,72, respectivamente.
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Fig. 14. Andlisis de componentes principales (CP) (A) y anélisis de conglomerados (B) correspondientes a variables de
funcionalidad microbiana, variables quimicas y fisicas, cuantificadas en 2013/14/15 en parcelas bajo rotacion soja/maiz
y monocultivo de soja (soja/soja) con diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (avena/nabo

forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T).
Siglas: Fluoresceina de diacetato (FDA), actividad deshidrogenasa (ADH), fosfatasa acida (FA), proteinas de suelo

relacionadas con glomalina (PSRG), Nitrogeno total (NT), Fosforo extraible (Pe), Carbono orgénico de suelo (COS),
estabilidad estructural (EE), densidad aparente (Dap).

Relacion entre estructura y funcionalidad microbiana

Se determind la relacion entre los principales grupos microbianos (Bacterias y
Hongos) y la actividad enzimatica de suelo de las tres enzimas analizadas con el objetivo de
conocer la proporcién de enzimas asociadas al incremento microbiano y enzimas
extracelulares estabilizadas en los compuestos hdmicos del suelo. La relacion entre
actividades enzimaticas y PLFA de bacterias totales (Fig. 16-A) registrd un incremento

significativo en las parcelas con tratamiento CC2 particularmente, siendo 14,2; 19,2y 15,3%

51

6,00



Ito que el tratamiento Testigo para la hidrolisis FDA, ADH y FA, respectivamente. La

mas a

relacion entre actividades enzimaticas y PLFA de hongos totales (Fig. 16-B) fue

significativamente mayor para ambos tratamientos bajo CC, siendo en promedio 47,5; 59,0
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Fig. 16. Relaciones entre actividades enzimaticas de suelo y PLFA bacteriano (A) y PLFA fangico (B),
medidas en 2013/14/15 en parcelas bajo rotacion soja/maiz y parcelas bajo monocultivo de soja con
diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (Avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo
forrajero/vicia) y Testigo (T); Barras condiferente letra son significativamente diferentes de acuerdo con la
prueba LSD (P <0,05).
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Cociente metabdlico y cociente microbiano

El cociente metabdlico (qCO2) se determind mediante la relacion entre el CO>
emitido durante la respiracion basal y el CBM Yy el cociente microbiano (CBM/COS) se
determind, mediante la relacién entre el C de la biomasa microbiana, sobre el C orgénico
por cien (Anderson y Domsch, 1993). Ambos cocientes registraron un efecto significativo
ante la inclusién de CC (Fig. 17), sin presentar efecto de la secuencia de cultivo comercial
ni efecto de la interaccion cobertura*secuencia (datos no mostrados). EI qCO, fue
estadisticamente mayor en el tratamiento Testigo (3,21) que en CC2 (2,04) y CC1 (2,52), sin
presentar estos Ultimos diferencia significativa. El efecto inverso fue observado en el
CBMI/COS siendo estadisticamente mayor en CC2 (1,43) que en CC1 (1,14) y el Testigo

(1,21), sin presentar los Gltimos diferencia significativa.

A B
4 a 4
b »
31 O 31
O b o
¢ :
2 O 24 a
b b
11 11
0 0
CC2 CE1 T CC2 CC1

Fig. 17. Cociente metabdlico (qCO2) (A) y cociente microbiano (CBM/COS) (B) cuantificados en pre-cosecha en
los afios 2013/14/15 en parcelas bajo rotacion soja/maiz y parcelas bajo monocultivo de soja con diferentes
consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (avena/nabo forrajero), CC2 (avena/nabo forrajero/vicia) y
Testigo (T); Barras con diferente letra son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).

Correlacion pH y taxones microbianos
Se realiz6 un andlisis de correlacion con el objetivo de estudiar las relaciones entre

los principales grupos microbianos y el pH (Tabla 9). Todos los taxones microbianos

estudiados mostraron correlacion significativa con el pH con un nivel de significancia de
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p<0,001. Los biomarcadores correspondientes a grupos bacterianos y los HMA registraron
una correlacion positiva con el pH tomando valores de coeficiente de Pearson entre 0,17 y
0,37. Por otro lado, los biomarcadores correspondientes a hongos totales y actinobacterias
tuvieron una correlacion negativa con el pH con valores de coeficiente de Pearson de -0,13
y -0,14, respectivamente. Finalmente, los PLFA totales tomados como media de biomasa
total presento una correlacion positiva con el pH (0,22).

Tabla 9.Andlisis de correlacion entre pH y biomarcadores de taxones
microbianos cuantificados en pre-cosecha, durante los afios 2013/14/15.

Variables Coeficiente Pearson pH
Bacterias Totales 0,19
Hongo Totales -0,13
Gram-positivas 0,17
Gram-negativas 0,20
HMA* 0,37
Actinobacterias -0,14
Biomasa total 0,22

*Hongos micorrizicos arbusculares

Tabla 10. Analisis de correlacién entre el C de la biomasa microbiana
(CBM) y tres actividades enzimaticas medidas durante los afios 2013/14/15.

Coeficiente Pearson

Variables CBM
(FHZAF*DA g*h?) 0,46
?L%TIC\ITF gl h?) 0,57
FA* 0,50

(ug p-nitrofenil gt ht)

*FDA, Fluoresceina de di Acetato; ADH, Actividad deshidrogenasa; FA Fosfatasa 4cida
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Configuracion de consenso entre grupos de variables

Con el objetivo de analizar el grado de concordancia entre los grupos de variables
estudiadas y su influencia en la diferenciacién de tratamientos se realizaron andlisis de
Procrustes generalizados (APG). Se conformaron cuatro grupos de variables: Funcionalidad
microbiana (actividades enzimaticas-respiracion microbiana- PSRG-AWCD), estructura
microbiana (PLFA), variables quimicas (COS-NT-Pe) y variables fisicas (EE-Dap). Se
obtuvieron las coordenadas principales de cada grupo de variables y se realizaron tres APG
para representar la configuracién de consenso entre funcionalidad microbiana con estructura
microbiana (Fig. 18-A), variables quimicas (Fig. 18-B) y variables fisicas (Fig 18-C). Los
tres APG registraron una clara separacion de los tratamientos Testigo con respecto al resto
de los tratamientos a lo largo de la CP 1, que en todos los casos representé mas del 80% de
la variabilidad total. La funcionalidad microbiana tuvo un mayor grado de concordancia con
la estructura microbiana presentando un valor de consenso de 0,932. En dicha configuracion
se pudo observar ademas una clara separacion del tratamiento soja/soja-CC2 del resto de los
tratamientos. EI APG entre funcionalidad microbiana y variables quimicas presento también
un alto grado de concordancia con un valor de consenso de 0,864 y registro una separacion
de los tratamientos CC2 del resto de los tratamientos. Por otro lado, la funcionalidad
microbiana present6 el menor grado de concordancia con el grupo de variables fisicas con
un valor de consenso de 0,660, sin presentar esta configuracion separaciones evidentes entre

tratamientos bajo CC.
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Fig. 18. Andlisis de Procrustes generalizados entre variables de funcionalidad
microbiana y taxones microbianos (A), variables quimicas (B) y variables fisicas
(C), medidas en los afios 2013/14/15 en pre-cosecha en parcelas bajo rotacion
soja/maiz (S/M) y parcelas bajo monocultivo de soja (S/S) con diferentes
consociaciones de cultivos de cobertura, CC1 (avena/nabo forrajero), CC2
(avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T).
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4- Relacionar la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja con
la diversidad microbiana edéafica y la productividad del cultivo.

Incidencia del Sindrome de Muerte Subita (SMS) en soja

La incidencia del sindrome de muerte subita (SMS) fue cuantificada en la campafia
2014/2015 ya que durante las restantes campafias no se registré su presencia. La evaluacion
se realiz6 en el estadio fenolégico de R5 respetando las indicaciones del diagrama de
severidad (Fig. 4.). Para esta determinacion se registré interaccion entre secuencia y
cobertura tanto para la incidencia de la enfermedad como para el sintoma grado 3 (datos no
mostrados). Los mayores valores de incidencia del SMS se registraron en las parcelas bajo
monocultivo de soja siendo el tratamiento soja/soja-CC1 estadisticamente mayor al resto de
los tratamientos para esta variable, con un valor del 14,4% de incidencia (Fig. 19.). Este
mismo tratamiento fue ademas significativamente superior para la deteccion de plantas con
sintomas grado 3, seguido por el tratamiento soja/maiz-T, sin ser este tratamiento

estadisticamente diferente del resto de los tratamientos.
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Fig. 19. Efecto de la interaccidn cobertura*secuencia para la incidencia del sindrome de muerte subita en soja y la deteccion
de sintomas grado 3 en el estadio R5cuantificada en la campafia 2014/15, en parcelas bajo rotacion soja/maiz y monocultivo
de soja (soja/soja) con diferentes consociaciones de cultivos de cobertura (CC), CC1 (avena/nabo forrajero), CC2
(avena/nabo forrajero/vicia) y Testigo (T); Barras del mismo color y letra diferente son significativamente diferentes de
acuerdo con la prueba LSD (P < 0,05).
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Relacion entre variables microbianas y el sindrome de muerte stbita (SMS) en soja

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre las variables estudiadas y el SMS en soja
(Tabla 11) mediante el cual se registro correlacion significativa y negativa entre el SMS y
los PLFA correspondientes a comunidades bacterianas. El coeficiente de Pearson presentd
valores de -0,55, -0,19 y -0,53 para bacterias totales, Gram-positivas y Gram-negativas,
respectivamente, mientras que para hongos totales se registré una correlacion positiva con
un coeficiente de 0,21. Ademas, se observo una correlacién positiva entre el SMS y Dap de
0,32 y correlaciones negativas de -0,20 y -0,13 para las variables rendimiento y COS,
respectivamente.

Tabla 11.Andlisis de correlacion entre incidencia del sindrome de muerte
stbita (SMS) en soja cuantificado en el estadio fenoldgico R5 en la
campafia 2013-2014 y los taxones microbianos cuantificados en pre-

cosecha.
Variables Unidades Cc;?]fg%irrﬁ;gﬂsson

Bacterias Totales -0,55
Hongo Totales 0,21
Gram-positivas nmol PLFA g* 0,19
Gram-negativas -0,53
HMA* -0,24
Rendimiento Kg ht -0,2

COos* mg C g* -0,13
Dap* % 0,32

* HMA, Hongos micorricicos arbusculares; COS, C organico de suelo;
Dap, Densidad aparente.
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Fig. 20. Sintomas de clorosis internerval, tipicos del sindrome de muerte subita de la soja. Fotografias tomadas en parcelas
del ensayo.
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-CAPITULO 4 -

DISCUSION
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1-Evaluar la respuesta de la diversidad microbiana del suelo (estructura y
funciones de las comunidades de microorganismos) en cuanto a la introduccién de
diferentes especies de cultivos de cobertura sembrados en distintas consociaciones, en

rotacion con soja/maiz y soja en monocultivo.

Estructura y biomasa microbiana edafica

Mediante este estudio se registrd un incremento en la biomasa microbiana de suelo
ante la inclusion de CC, caracterizado por variaciones en la estructura de la comunidad
microbiana. En particular, los PLFA bacterianos fueron los que mas aumentaron en respuesta
a la inclusion CC, con la consociacion de CC incluyendo vicia (CC2) presentando la mayor
concentracion de PLFA. Esto impact6 positivamente en los procesos bioldgicos del suelo,
independientemente de la especie de CC empleada. Estos resultados se evidenciaron ademas
en el andlisis multivariado que separd los tratamientos Testigo del resto de los tratamientos
revelando una diferenciacion en la composicion PLFA cuando se incluyeron CC en la
rotacion. En relacion con ello, Las diferentes especies de plantas incluidas en la rotacion
agricola pueden liberar compuestos especificos a la rizosfera (Vargas Gil et al., 2009), lo
que puede conducir a cambios en la composicion de las comunidades microbianas asociadas
con el tipo de cultivo empleado. Los exudados de la raiz incluyen compuestos de bajo peso
molecular, como aminoéacidos, acidos organicos, azucares y otros metabolitos secundarios y
compuestos de alto peso molecular, como mucilago (polisacaridos) y proteinas (el Zahar
Haichar et al., 2014). Por lo tanto, el aporte de nutrientes al suelo generado por la inclusion
distintas especies de CC y la presencia continua de sistemas de raices vivas en el suelo puede
haber conducido a un aumento general de biomarcadores microbianos en las parcelas bajo
CC.

Los resultados sugieren que la diversificacion de los sistemas agricolas que utilizan
CC puede producir un aumento general en las poblaciones bacterianas del suelo, siendo las
bacterias Gram-negativas mas eficientes en el uso del suministro de nutrientes generados por
los residuos vegetales de los CC y sus exudados radicales. Los resultados de este trabajo son

consistentes con los de Heinze et al. (2010) y Liu et al. (2016), quienes registraron un
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aumento en las poblaciones de bacterias Gram-negativas en suelos sometidos a la aplicacion
de compost. También, Buyer et al. (2010) reportaron un marcado incremento de las bacterias
Gram-negativas ante la inclusion de CC en cultivo de tomate, mientras que las poblaciones
Gram-positivas tuvieron un aumento menor al resto de los grupos microbianos. Durante las
tres campafas analizadas en esta tesis, las comunidades fungicas no presentaron un
incremento significativo ante la inclusion de CC, si bien se registré mayor concentracién de
biomarcadores flngicos en parcelas bajo CC que en las parcelas Testigo. En relacion a ello,
se reportd anteriormente que los patrones de crecimiento de los hongos, junto con su
capacidad para degradar compuestos recalcitrantes como lignina y celulosa, demuestra que
los hongos tienen inferiores necesidades nutricionales en cuanto a calidad de alimento en
comparacion con las bacterias (Gusewell et al., 2009; Strickland et al., 2010). Por lo tanto,
estas diferencias fisiologicas entre los hongos y las bacterias y sus interacciones bioldgicas
resultantes pueden ser la razon del dominio de PLFA bacteriano en el suelo en los

tratamientos con CC, como se observa en este trabajo.

La falta de diferencia estadisticamente significativa para secuencia (Tabla 3) sugiere
que el efecto de la rotacion de soja con maiz no generé cambios importantes en la
composicion de las comunidades microbianas del suelo en el corto plazo. Por el contrario,
Zhang et al. (2012) informaron de efectos significativos en los perfiles de PLFA en el corto
plazo, a través de un aumento de la biomasa total y cambios en la estructura de las
comunidades microbianas mediante el empleo de siembra directa y de rotacion de soja con
maiz. Si bien el efecto positivo de la rotacién de cultivos no fue evidente en este trabajo
durante las campafias evaluadas, se pudo comprobar el efecto negativo del monocultivo
sobre la diversidad microbiana de suelo. Por lo tanto, la inclusion de CC es una herramienta

atil para incrementar la fertilidad biologica edéafica.

Por su parte, el incremento en la biomasa microbiana fue registrado también mediante
el estudio del CBM, siendo mayor el contenido de C microbiano en las parcelas bajo CC2.
El CBM en sistemas agricolas conservacionistas implica un aporte indispensable de carga
microbiana a los sistemas y un incremento de los stocks de C organico, contribuyendo al
aumento del secuestro de C y a una mejora en la calidad bioldgica del suelo. Resultados

similares fueron reportados por Gichangi et al. (2016) quienes encontraron un incremento
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en el contenido de CBM en relacion con un mayor aporte de nutrientes. Este efecto se
produjo en las parcelas mas diversificadas en esta tesis, debido al mayor aporte de materia
orgénica y fuentes de energia utilizables por las comunidades microbianas como se discutira

mas adelante.

Diversidad catabdlica ante la inclusion de CC

Los resultados del anélisis de la funcionalidad microbiana permitieron registrar un
marcado efecto ante la inclusion de CC en las parcelas agricolas. En este sentido, el estudio
de CLPP se realiz para evaluar las variaciones en la diversidad funcional y los perfiles
fisiologicos entre las comunidades microbianas. Los datos aqui obtenidos sobre la utilizacion
de sustratos reflejaron que la inclusion de CC aumentd la diversidad funcional de las
comunidades microbianas. Este efecto fue méas evidente cuando una tercera especie vegetal,
como vicia, se incluyd en la consociacion utilizada como cobertura. Por ende, los CC podrian
proporcionar las fuentes de C y energia necesarias para aumentar las capacidades
metabdlicas microbianas de la rizésfera. Estos resultados coinciden con los de Nivelle et al.
(2016), quienes encontraron que los suelos bajo inclusion de CC mostraron un potencial
metabolico mas alto que el sistema de barbecho tradicional en cultivos extensivos. La
capacidad de los microorganismos para utilizar una gama de sustratos de C es fundamental
para todas las funciones ecologicas de los suelos (Campbell et al., 2008). Por lo tanto, los
resultados de esta tesis evidencian el efecto positivo de los CC en la diversidad de consumo
de fuentes de C, posibilitando la caracterizacion de las comunidades microbianas del suelo

a través de sus propiedades metabdlicas.

De la misma forma que se observara en el ACP, el tratamiento CC2 produjo el mayor
aumento del AWCD, probablemente debido a la mayor cantidad y calidad de los exudados
de la raiz proporcionados por esta consociacion de CC. De acuerdo con esto, Lagomarsino
et al. (2012) encontraron, a través del analisis CLPP, mayor diversidad catabdlica en suelos
con mayor cantidad y calidad de la materia organica. Zhao et al. (2012) también registraron
que los valores de AWCD aumentaron con el incremento de los niveles totales de C organico,
lo que indica que la actividad metabdlica microbiana podria haber incrementado con el
aumento de contenido total de C organico. Este mismo efecto fue observado por Nair y

Ngouajio (2012), quienes encontraron que tanto el centeno como la consociacion de centeno-
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vicia pueden aumentar la actividad microbioldgica de suelo. En este trabajo, se observa un
aumento de la diversidad catabolica cuando una especie leguminosa, como vicia, es incluida
en la consociacion. Esto puede haber incrementado la provision de N en el suelo, lo cual
genera un aumento en las actividades microbianas (Garland et al., 2012).

Respiracion microbiana y actividad enzimatica

Los resultados de respiracion microbiana mostraron una tendencia clara en respuesta
a la inclusion de CC, presentando los tratamientos Testigo los valores mas bajos en los dos
momentos de muestreo, como se esperaba. Las raices vivas y sus exudados afectan a la
actividad microbioldgica, ya que proporcionan las fuentes de energia necesarias para
mantener una alta biomasa microbiana del suelo y estimular la mineralizacion de la materia
organica (Shahzad et al., 2015). Por lo tanto, es probable que este efecto rizosferico y la
materia organica adicional proporcionada por los CC puedan haber mejorado la
funcionalidad del suelo en parcelas con CC, incrementando la respiracion de los
microorganismos. Este efecto fue ain mas marcado en la consociacion mas diversificada,
probablemente debido al mayor aporte de nutrientes en estas parcelas. Xi et al. (2012)
hallaron que, en determinadas condiciones, en las que la entrada de C orgéanico se limito, un
mayor aporte de dicho nutriente condujo a una mayor respiracion. La respiracion del suelo
es considerada como un bioindicador de su calidad y su evaluacidn proporciona una medida
del potencial global de la actividad microbiana (Dutta et al., 2010). Pero se debe considerar
que este parametro no refleja la eficiencia en el uso del C por parte de las comunidades

microbioldgicas del suelo (Hund y Schenk, 1994).

En esta tesis, la hidrolisis de FDA, ADH y FA presentaron valores mas altos en los
suelos con CC en comparacion con los tratamientos Testigo, lo que sugiere un aumento de
la actividad microbioldgica del suelo generado por la diversificacion del sistema. En relacion
con esto, Reddy et al. (2003) informaron que después de tres afios con trébol escarlata
(Trifolium incarnatum L.) o centeno (Secale cereale L.) como CC, el suelo registré6 mayores
valores de FDA que el suelo sin CC. De hecho, las actividades enzimaticas del suelo reflejan
los efectos acumulativos de la disponibilidad de sustrato, la actividad microbiana y las

condiciones ambientales (Allison et al., 2011). En este sentido, Chu et al. (2016)
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demostraron que las actividades enziméticas, como ADH, son indicadores de la calidad del
suelo debido a su alta sensibilidad a los factores ambientales. Shahzad et al. (2015)
encontraron que los exudados de las raices son utilizados por los microorganismos en su
mayoria para sintetizar y liberar enzimas extracelulares, mineralizando asi la materia
organica del suelo. Por lo tanto, la presencia de vegetacion durante todo el afio en las parcelas
con CC junto con su extenso sistema de raices podria aumentar el efecto de la rizosfera,

estimulando asi la produccion de enzimas microbianas.

Siendo la actividad de la enzima FA fundamental en la hidr6lisis del P organico de
suelo (Marschner, 2008), los resultados de esta tesis sugieren un incremento en el potencial
de mineralizacidn de P ante una mayor diversificacion del sistema. En este sentido, Wei et
al. (2014) observaron un incremento significativo de las enzimas fosfatasa acida y fosfatasa
alcalina ante un mayor aporte de residuos de cultivo al suelo, demostrando que la actividad
de dichas enzimas se encuentra regulada fuertemente por el contenido de materia organica y
la disponibilidad de P edéafico. Los resultados reflejan un mayor incremento en la actividad
de FA ante la inclusion de vicia en la consociacion de CC. De acuerdo con esto, Maltais-
Landry (2015) observé que la inclusion de leguminosas como CC tenia un efecto mayor en
la actividad FA, comprobando que esto se debe a un mayor contenido de acidos organicos y
una reduccion de pH en la rizosfera de especies leguminosas. Sin embargo, esta relacion

entre el pH y la actividad FA no fue estadisticamente significativa en esta tesis.

La mayor cantidad de ADH observada sugiere un aumento en las poblaciones
microbianas del suelo interviniendo activamente en la degradacion de la materia organica,
ya que ADH es una medida de la presencia de microorganismos viables y su capacidad
oxidativa (Rao et al., 2014). Los resultados son consistentes con los de Balota et al. (2014),
quienes encontraron que la inclusion CC asociado con la siembra directa increment6 la
actividad enzimatica del suelo, especialmente cuando una leguminosa se utiliza como CC.
Las variaciones observadas entre los tratamientos de CC se deben probablemente a las
diferentes especies utilizadas como cobertura, ya que el tipo de CC puede modificar la
sintesis de enzimas producidas por las poblaciones microbianas, promover el crecimiento de
algunos microorganismos e inhibir otros (Elfstrand et al., 2007). En esta tesis, hubo una

diferenciacion en la actividad enzimatica del suelo en relacidon con las dos consociaciones
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de CC, ya que la consociacion de avena-nabo forrajero-vicia mostré los valores mas altos de
actividad enzimaética, en relacion a la consociacion de avena-nabo forrajero y al testigo.
Entonces, es posible que la inclusion de una especie leguminosa en la consociacién de CC
pueda tener un efecto de mejora en la funcionalidad del suelo. De acuerdo con esto,
Velmourougane et al. (2013) evaluaron el impacto de los diferentes sistemas de cultivo sobre
ADH y encontraron que los cultivos de leguminosas mostraron los valores mas altos de la
actividad de esta enzima. Por el contrario, Pérez-Brandan et al. (2016) observaron que la
ADH presentd una respuesta poco importante ante la diversificacion agricola en sistemas
productivos del norte argentino, sin relacionarse con una mayor calidad edéafica. Sin
embargo, los resultados de esta tesis sugieren que el uso de tres especies vegetales diferentes
como CC aumenta la capacidad oxidativa microbiana del suelo, revelando el beneficio de

una consociacion mas diversificada en la mineralizacion de la materia organica.

Por ultimo, los patrones de actividad enzimatica asociados a los dos momentos de
muestreo, en la cosecha de cultivos comerciales y en el secado de los CC, pueden estar
asociados tanto con el cultivo presente en ese momento (soja y maiz en pre-cosecha y CC
en secado), como también con las variaciones de temperatura y humedad. Steinweg et al.
(2012) demostraron que tanto la humedad y la temperatura pueden controlar fuertemente la
actividad enzimatica. Dichos autores encontraron que la temperatura fue el factor dominante
cuando la humedad del suelo no fue limitante. Sin embargo, los efectos de los factores

abidticos sobre propiedades bioldgicas del suelo estan mas alla del alcance de este estudio.

Relaciones entre funcionalidad y estructura microbiana

Los resultados mostraron un incremento en el valor de las relaciones entre las
actividades enzimaticas y la estructura de las comunidades de los principales
descomponedores de materia organica (bacterias y hongos), en los tratamientos bajo CC
con respecto al Testigo. Los aumentos en dichas proporciones cuando PLFA aumenta o
permanece estable, indica una respuesta desincronizada de las actividades enzimaticas y los
PLFA de bacterias y hongos (Nannipieri et al., 2012; Zhang., 2014). Por lo tanto, los
resultados sugieren que la inclusion de CC promovié una mayor actividad tanto de enzimas

intra o pericelulares, asociadas con los microorganismos activos, como de enzimas
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extracelulares estabilizadas por particulas reactivas de la superficie edafica o atrapadas por
las sustancias humicas (McDaniel et al., 2014). El tratamiento CC2 mostré valores
superiores en las relaciones entre las actividades enzimaticas y PLFA de bacterias, con
respecto a CC1, lo que indica un aumento en las actividades de enzimas extracelulares
estabilizadas en el caso de la consociacion CC2 en relacion con los otros tratamientos. Con
respecto a esto, el Zahar Haichar et al. (2014) demostraron que diferentes especies de plantas
pueden liberar distintos exudados radicales al suelo modificando las interacciones
microbianas de la rizosfera. Por lo tanto, la presencia de una leguminosa en la consociacién
CC2 puede haber mejorado la calidad y la cantidad de exudados radicales liberados al suelo,
en comparacion con la consociacion sin leguminosa. Del mismo modo, Shahzad et al. (2015)
reportaron que las plantas influyen fuertemente en la mineralizacion de la materia organica
del suelo a traves de sus exudados, como el resultado de afios de coevolucién planta-
microbio. Si bien una mayor diversidad en las comunidades microbianas no supone
necesariamente una mayor funcionalidad de suelo, los resultados de esta tesis muestran una

estrecha relacion entre ambos aspectos de la microbiologia edafica ante la inclusion de CC.

El alto valor de consenso registrado en el analisis de Procrustes realizado entre las
variables de estructura de las comunidades microbianas y las variables de funcionalidad
evidencia la estrecha relacion que existe entre ambos grupos de variables. En este analisis se
puede observar ademas la capacidad de las variables estructurales en conjunto con la
funcionalidad edéafica para diferenciar los tratamientos bajo CC. Por lo tanto, los resultados
sugieren un incremento de la biomasa de suelo como respuesta a la diversificacion del
sistema mediante el uso de CC, lo cual a su vez genera un aumento de la funcionalidad
edafica. En relacion con esto, en este estudio también se registré una correlacion positiva
entre el CBM vy las tres actividades enzimaticas analizadas (Tabla 10), las cuales registraron
valores significativamente mayores bajo CC. Dicho efecto es tan importante como el
aumento de la biomasa, ya que la capacidad de las comunidades microbioldgicas del suelo
de mantener su diversidad funcional puede ser mas importante para la productividad y

estabilidad del sistema agricola que la diversidad microbiana (Caldwell, 2005).
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2y 3- Analizar la respuesta de pardmetros quimicos y fisicos del suelo en cuanto a la
introduccion de diferentes especies de cultivos de coberturay establecer interrelaciones
entre las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas edéficas en respuesta a la
introduccion de cultivos de cobertura al sistema, en correlacién con la productividad

de los cultivos principales (soja y maiz).

Cociente metabolico y cociente microbiano

El aumento del cociente metabdlico registrado en los tratamientos Testigo en esta
tesis puede estar relacionado con un menor nivel de fertilidad de suelo que puede inhibir la
actividad de los microorganismos. La respiracion microbiana por unidad de biomasa o
cociente metabolico (qCO»), tiene una valiosa aplicacion como una medida relativa de cuan
eficazmente la biomasa microbiana esta utilizando los recursos de C (Anderson y Domsch,
1993). Este efecto fue observado también por Ferreras et al. (2015) quienes registraron una
mayor eficiencia metabdlica en parcelas bajo siembra directa y CC en relacion con parcelas
bajo labranza, siendo el valor de qCO. un 32% menor en siembra directa. En este sentido,
los valores de qCO- tienden a incrementarse por efecto del estrés originado por limitaciones
de nutrimentos o valores muy bajos o altos de pH. Entonces, valores més altos de qCO-
podrian indicar una menor calidad de los sustratos y una disminucion en la eficiencia de los
microorganismos en el uso del C. Los resultados sugieren un incremento de la eficiencia en
el uso de los residuos vegetales ante la inclusion de CC, asociado probablemente a la mejora
en las condiciones quimicas y fisicas del suelo registrada en esta tesis. En relacion con ello,
Cederlund et al. (2014) encontraron que la reduccién del gCO- estuvo asociada a una mayor
disponibilidad de N en el suelo, mas que a la disponibilidad de C incorporado mediante
enmiendas organicas. Probablemente, el mayor contenido de N aportado por la consociacién
CC2 en esta tesis contribuyd a la generacion de una comunidad microbiana energéticamente

mas eficiente.

Los altos valores de cociente microbiano registrados en el tratamiento CC2 sugieren
una mayor eficiencia en la utilizacidn del sustrato por parte de los microorganismos y una
menor pérdida de C en dichas parcelas. La relacion CBM/CQOS, conocida como cociente

microbiano que representa el C asociado a la fraccion viva de la materia organica, es un
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indicador sensible de los cambios en la materia orgénica del suelo como también el estado
de degradacion edéfico (Hart et al., 1989). Este efecto fue observado también por Prager et
al. (2006) al comparar sistemas de cultivo agroecoldgicos y convencionales, siendo los
primeros mas eficientes en el uso de C con mayores valores de la relacion CBM/COS. Los
resultados de esta tesis sugieren un mayor equilibrio dindmico en la degradacion de residuos
en los tratamientos bajo CC y una tendencia a la estabilizacion en la eficiencia metab6lica
microbiana ante la inclusion de CC, particularmente de la consociacién CC2. En resumen,
la construccion de la materia orgénica del suelo se ve favorecida por la asimilacion del C
orgénico por la biomasa microbiana, asociado a un bajo cociente metabdlico y un alto

cociente microbiano.

Contenido de proteinas de suelo relacionadas a Glomalina

Los resultados muestran un claro aumento de la concentracion de PSRG con la
inclusion de CC, lo que sugiere una mejora en los servicios ecosistémicos en este tipo de
sistema, ya que la glomalina constituye un reservorio importante de Cy N en el suelo (Driver
et al., 2005) y también es un parametro utilizado para evaluar la calidad edafica (He et al.,
2010). Por otra parte, se ha registrado que la glomalina esta altamente correlacionada con el
porcentaje de estabilidad de agregados en el suelo (Emran et al., 2012). Es importante sefialar
que la fraccion de Bradford-reactiva de PSRG descripta en este estudio no representa
exclusivamente el contenido de glomalina suelo. Sin embargo, existe una correlacién directa
entre los ensayos de Bradford-reactivas y ELISA que indican la eficacia del ensayo de
Bradford para proporcionar una estimacién relativa de glomalina (Rosier et al., 2006).
También, Koide y Peoples (2013) estudiaron el comportamiento del ensayo Bradford en
parcelas con soja y canola y encontraron que este método fue util en la deteccidon de

glomalina.

En este trabajo los valores de PSRG se vieron incrementados ante la inclusion de CC,
particularmente la consociacion CC2 presentd valores superiores al resto de los tratamientos
en ambos momentos de muestreo, en la rotacion soja/maiz. La presencia de sistemas
radicales durante todo el afio probablemente favoreci6 el establecimiento de hongos

micorrizicos y la consecuente produccion de glomalina en el suelo. El efecto mencionado
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fue levemente inferior en los tratamientos CC1 con respecto a CC2, debido probablemente
a que las raices de especies vegetales pertenecientes a la familia brasicaseas no tienen la
capacidad de micorrizar. De acuerdo con esto, Garcia-Gonzalez et al. (2016) registraron un
incremento de pardmetros relacionados con HMA, entre ellos PSRG, ante la inclusion de
CC en sistemas de cultivo de maiz y girasol, siendo cebada (Hordeum vulgare L.) el CC de
mejor respuesta para dicha variable. Los datos aqui obtenidos evidencian el importante
efecto de mantener el indculo potencial de HMA durante el periodo invernal para favorecer
el contenido de PSRG en el ciclo de cultivo comercial, con sus consecuentes efectos
beneficiosos en la fertilidad edafica. Los resultados no mostraron un efecto significativo de
la rotacion agricola sobre el contenido de PSRG. En relacién con esto, Preger et al. (2007)
reportaron que la inclusion de maiz en la rotacion a largo plazo incremento la variedad y
cantidad de los nutrientes del suelo, permitiendo un aumento en los niveles de PSRG. Por lo
tanto, es probable que este efecto se refleje en el ensayo estudiado en esta tesis en el largo
plazo. Sin embargo, la respuesta registrada ante la inclusién de CC sugiere que la fraccion
facilmente extraible de glomalina supone un parametro sensible y util para estudiar

variaciones en las condiciones edaficas ante cambios en el manejo agricola.

Relacion entre variables quimicas y variables microbiologicas

Los resultados de esta tesis sugieren que el uso de CC produce un aumento en el
contenido de COS, lo cual genera beneficios en la funcionalidad del suelo proporcionando
los recursos energeticos para el desarrollo de los cultivos. Este efecto fue observado tanto en
la cosecha de cultivos comerciales y como en el secado de los CC. De hecho, varios estudios
han informado que las practicas de manejo, como la rotacion de cultivos y la intensificacion
de las secuencias de cultivos mediante el uso de mezclas de CC, aumentan la retencion de
COS (Lépez-Fando y Pardo, 2011). Los datos de esta tesis concuerdan con los resultados
obtenidos por Nascente et al. (2013), quienes demostraron que el uso de especies de CC,
como el mijo, aumenta la concentracion de C en cultivos de arroz en Brasil. Mediante la
descomposicion de los residuos y el almacenamiento de C dentro de su propia biomasa o
mediante la reconstruccion de nuevas estructuras de C, la biota del suelo tiene una funcion
muy importante en los procesos de reciclaje de nutrientes y, por lo tanto, en la capacidad de

un suelo para proveer al cultivo con suficientes nutrientes. En este sentido, las reservas de
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COS han sido identificadas como buenos indicadores de la dinamica del C bajo diferentes
practicas de manejo agricola (Farage et al., 2007). En este sentido, Higashi et al. (2014)
también reportaron que el uso de centeno de invierno (Secale cereale) mostré mayor
contenido de COS que vicia vellosa (Vicia villosa Roth) utilizados como CC en comparacion
con barbecho. Estos resultados se deben probablemente a la diferente cantidad y calidad de
biomasa aérea y radical incorporada en el suelo. Sin embargo, en esta tesis, no se observaron
diferencias entre las dos mezclas de CC en relacién con el COS, probablemente debido a
que la vicia tiene una baja relacién C/N vy, por lo tanto, puede haber tenido un efecto no
significativo en la reserva de COS. En relacion con ello, Restovich et al. (2011) encontraron
que el uso de avena como CC aument6 significativamente el contenido de COS en
comparacion con otras especies vegetales como nabo, cebada y vicia utilizadas como CC.
En dicha investigacion se observan variaciones en el contenido de COS de acuerdo con el
momento de muestreo. Estas variaciones también fueron observadas en este estudio,
sugiriendo que las condiciones ambientales y el tipo de cultivo influyen marcadamente en el
contenido de COS.

Probablemente el mayor contenido de COS en parcelas bajo CC fue responsable de
la mayor produccion enzimatica por parte de los microorganismos de suelo y la mayor
respiracion microbiana, estando estas variables positivamente correlacionadas con el mayor
contenido de COS. Estos resultados demuestran el incremento en la funcionalidad edafica
generado mediante la inclusion de residuos organicos al suelo mediante el uso de CC. El
contenido de PSRG también se correlaciond de manera positiva con el COS, como se
esperaba, ya que la glomalina representa mas del 5% del C organico (Rillig et al., 2002).
Ademas, se estima que las hifas micorricicas junto con la glomalina contribuyen con mas
del 15% al C organico total del suelo (Miller y Jastrow 2000). Por lo tanto, técnicas como la
inclusion de CC que favorecen el contenido de HMA como se ha registrado en esta tesis
mediante el andlisis de PLFA, son utiles para incrementar también el contenido de
glomalinas y por ende de COS, con sus consecuentes efectos benéficos en la funcionalidad

edéafica.

Los resultados mostraron un aumento del NT bajo la consociacién CC2, la cual

incluye una especie leguminosa. En relacion a esto, Samarappuli et al. (2014) compararon
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diferentes especies de CC de diferentes familias y encontraron que el uso de CC que incluian
leguminosas eran los mas adecuados para generar un aporte adicional de N disponible para
los cultivos comerciales posteriores. Los datos de esta tesis indicaron que el NT se
correlaciond positivamente con FDA, lo que demuestra que la mayor actividad microbiana
general observada en parcelas bajo CC generd una mejora en la disponibilidad de N. Es decir
que, la consociacion avena-nabo forrajero-vicia es muy recomendable no sélo para aumentar
la biomasa y actividad microbiana, sino también para proporcionar N adicional, lo que
contribuiria al crecimiento de los cultivos. La relacién C:N registrada en todos los
tratamientos mostro valores cercanos a lo 6ptimo para una activa degradacion de materia
organica (C:N= 10). Sin embargo, el tratamiento soja/maiz-T present6é el mayor valor de
relacion C:N asociado a un bajo pH, lo cual sugiere una menor capacidad de nitrificacion en
estas parcelas en relacion al resto de los tratamientos. En este estudio, la capacidad de la
vicia para fijar N atmosférico y e incrementar su contenido en el suelo bajo CC2 influyé
probablemente en la relacion C:N, disminuyendo esta relacion en este tratamiento y

aumentando el proceso de nitrificacion.

Si bien el Pe se correlacion6 positivamente con la actividad de la FA, no se
encontraron diferencias en relacion con la inclusion de CC en el corto plazo. Los resultados
son consistentes con los hallazgos de Varela et al. (2014), quienes informaron que la
presencia de CC no afectd el contenido de P en un sistema de monocultivo de soja en
Argentina. Sin embargo, la correlacidn positiva entre la FA y Pe aqui observada sugiere que
el contenido de Pe podria ser incrementado por los CC en el largo plazo. De acuerdo con
esto, Neal et al. (2017) demostrd a través de un andlisis metagendmico que ante una baja
disponibilidad de P, las comunidades microbianas sintetizan exoenzimas como FA,
incrementando el contenido de este nutriente. Se registr0 ademas en esta tesis una
correlacién significativa (p<0,001) y negativa (-0,28) entre el contenido de Pe y los PLFA
correspondientes a HMA. Este mismo efecto fue reportado por Thougnon Islas et al. (2014)
quienes concluyeron que en parcelas con un mayor contenido de P la asociacién simbidtica
no resulta tan favorable para la planta como en el caso de parcelas donde el P es mas

limitante.
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Ademaés de la disponibilidad de macronutrientes, otra caracteristica intimamente
relacionada con las comunidades microbianas del suelo es el pH. Existen multiples factores
que afectan el pH edéfico, como ser el tipo de suelo, el estatus nutricional, el contenido de
arcillas y el uso del suelo entre otras (Rousk et al., 2010). Ademas, el pH edéafico afecta a su
vez el desarrollo de las comunidades microbianas del suelo y sus actividades. Los suelos
estudiados en esta tesis son ligeramente &cidos, siendo los tratamientos soja/maiz-T y
soja/soja-T los que presentaron valores de pH mas cercanos a la acidez. Estos bajos valores
de pH en los tratamientos Testigo pueden estar relacionados a la menor actividad microbiana
registrada en estas parcelas y su menor contenido de biomasa microbiana total. Los grupos
taxondmicos estudiados se correlacionaron con el pH de manera diferencial ya que, mientras
los PLFA bacterianos incrementaron ante el aumento de pH, los PLFA fangicos aumentaron
ante una mayor acidez de suelo. Estos mismos efectos fueron registrados por Baath y
Anderson (2003), quienes observaron un mayor contenido de biomasa total y PLFA
bacteriano relacionado a un mayor valor de pH. Se ha reportado que las comunidades
fungicas de suelo presentan mayor tolerancia a la acidez y son afectadas en menor medida
por las variaciones del pH en relacion con las comunidades bacterianas (Strickland y Rousk,
2010). Por lo tanto esto explicaria la correlacion negativa entre PLFA de hongos totales y

pH v las correlaciones significativas entre PLFA bacteriano y pH.

Relacion entre variables fisicas y variables microbioldgicas

Los valores de EE registrados en relacion con la inclusién de CC se condicen con el
incremento registrado en la funcionalidad y estructura de las comunidades microbianas del
suelo. En efecto, la EE del suelo juega un papel fundamental de la fertilidad fisica ya que
asegura el movimiento y almacenamiento de agua y nutrientes regula el flujo de gases,
promueve el desarrollo de las raices del cultivo y de las comunidades microbianas y protege
el suelo de la erosion hidrica (Luna et al., 2016). Por lo tanto, técnicas agricolas que
promueven la actividad bioldgica del suelo son empleadas para restaurar la EE de suelos
degradados, mediante el secuestro de C organico y la formacion de agregados de suelo de
compuestos estables (Ojeda et al., 2015). EI mayor aporte de materia organica generado por
los CC representa una fuente de energia para microorganismos como bacterias y hongos, los
cuales a su vez promueven la formacién de micro y macro agregados mediante la produccion

de mucilagos (Lehmann and Rillig, 2015). En este sentido, mecanismos de propagacion y
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adhesion de los microrganismos a las particulas de suelo y la produccién de polisacéridos
influyen en la agregacion del suelo y como productos intermedios de la degradacion de
residuos orgénicos (Tippkotter, 1989). Ademas, Las hifas de hongos pueden sujetar
mecénicamente particulas gruesas de suelo y las bacterias actGan como nucleos de
agregacion de arcillas. De todo esto se desprende la posibilidad de usar microorganismos
para mejorar la estabilidad del suelo. Los microorganismos eficientes en la degradacion de
almidones y lignina y produccion de polisacaridos pertenecen a los géneros Trichoderma y
Phoma. También los microrganismos capaces de producir exudados ricos en polisacéridos,
pueden ser las bacterias de los géneros Pseudomonas, Xanthomonas y Agrobacterium (Gisi
et al. 1990). Estos antecedentes reflejan el impacto positivo en la estabilidad fisica del suelo
generado a través de la inclusion de CC, como se refleja en esta tesis. Sin embargo, no se
detecto diferencia entre las dos consociaciones de CC. Probablemente, la lenta respuesta de
los parametros fisicos ante los cambios en el uso del suelo no logré diferenciar

estadisticamente el efecto de la inclusion de vicia en la consociacién de CC.

Se registr6 ademas un efecto mejorador de la EE en las parcelas bajo rotacion
soja/maiz en comparacion con las parcelas bajo monocultivo de soja. Dicho efecto
probablemente esta asociado a la capacidad del sistema radical del cultivo de maiz de generar
una mayor porosidad mediante la exploracion radical, ademas de representar un mayor nivel
de diversificacion del sistema agricola. De hecho, los sistemas radicales de diferentes
especies vegetales, interactian de manera disimil, generando estructuras y niveles de
agregacion variables, explorando de manera diferencial las porciones de suelo. (Greogory et
al., 2006). Esto evita la compactacion edafica ya que diferentes sistemas radicales pueden
crear poros estables, que al descomponerse las raices formen bioporos abiertos, los cuales
pueden ser empleados por las raices de cultivos posteriores. Esta perforacion bioldgica,
mediante la incorporacién de especies apropiadas en la rotacion, tiene efectos que pueden

beneficiar la estructura del suelo (Restovich et al., 2011), como se comprobo en este trabajo.

Un grupo microbiano fundamental en la formacion y mantencion de la estabilidad
estructural es el de los HMA mediante la produccion de glomalina. Varios trabajos
demuestran la fuerte relacién entre la concentracién de glomalina y el contenido de

agregados estables de suelo (Bedini et al., 2009; Gispert et al., 2013). Esta misma correlacion
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positiva fue observada en esta tesis, aunque con un bajo coeficiente de Pearson, evidenciando
el efecto mejorador de los CC en la fertilidad fisica. La fraccion facilmente extraible de
PSRG medida en este trabajo representa el crecimiento activo de las hifas del hongo. En
efecto, el papel especial de esta glicoproteina ha atraido la atencién de un nimero creciente
de investigadores (Wright y Upadhyaya, 1998; Rillig et al., 2002; Fokom et al., 2012) ya
que puede adherirse a las particulas del suelo, formando primero micro agregados (<0,25
mm) y luego macro agregados. Considerando que la glomalina es recalcitrante pudiendo
durar en los suelos de 7 a 42 afios segun las condiciones ambientales, el ecosistema y el
manejo agricola de los suelos (Wright y Upadhyaya, 1996), es probable que los efectos
benéficos de las PSRG observados en este trabajo continten contribuyendo con la EE
también a largo plazo.

Con respecto a los resultados obtenidos en relacion a la Dap, probablemente la
profundidad de 10 cm de muestreo utilizada en este estudio, en la que la variacion de Dap
de suelo esta sujeta a factores externos (maquinaria agricola, perturbaciones climaticas,
pisoteo, etc), no fue representativa del efecto de la inclusion de los CC. Esto impidid
evidenciar un efecto diferencial de la inclusion de CC sobre la Dap del suelo. Los valores
bajos de Dap son propios de suelos porosos, bien aireados, con buen drenaje y buena
penetracion de raices, lo que permite un buen desarrollo radical. Por otra parte, los valores
altos de Dap son propios de suelos compactos y poco porosos, con aireacion deficiente e
infiltracion lenta del agua, lo cual puede provocar anegamiento, anoxia, presentando
dificultades para las raices, para elongar y penetrar hasta alcanzar el agua y los nutrientes
necesarios. En estas condiciones, el desarrollo y crecimiento de las plantas es impedido o
retardado consistentemente (Donoso, 1992). En esta tesis, la Dap de suelo presento
correlacién negativa con las variables correspondientes a funcionalidad edéafica y la EE, lo
que sugiere un efecto depresivo de las actividades microbianas ante un aumento de la Dap.
Se ha informado que la materia organica disminuye la Dap del suelo (por tener una menor
densidad que la materia mineral). De hecho, las particulas de cortezas o corcho o las fibras
vegetales tienen células en su interior que contribuyen a aumentar la porosidad del suelo
(porcentaje de poros), es decir, aumenta el nimero de poros que son capaces de retener agua
0 aire sin aumentar el volumen total de suelo (Restovich et al., 2011). Los espacios vacios

que se forman en la interfase entre las particulas organicas y minerales pueden contribuir al
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aumento de la conductividad hidraulica del suelo. Debido al efecto fisico del tamafio de las
particulas, la materia organica aumenta la capacidad de retencidn de agua de suelos arenosos
y aumenta la capacidad de aireacién de suelos arcillosos. Por lo tanto, la inclusion de
residuos vegetales generado por los CC y su aporte de materia organica al suelo podria
disminuir la Dap de suelo, incrementando asi la actividad microbiana general y el desarrollo

de los cultivos.

Rendimiento de grano de soja ante la inclusion de CC

Los rendimientos en el cultivo de soja obtenidos en este estudio no presentaron
modificaciones ante la inclusion de CC durante el periodo evaluado. Si bien se registré una
alta produccion de materia seca de CC, particularmente en la consociacion mas diversificada
(CC2), lo que no afect6 negativamente el rendimiento del grano de soja. Aungue es aceptado
que los CC tienen el potencial de mejorar la calidad del suelo, existe informacion
contradictoria sobre el efecto sobre el rendimiento de esta técnica de manejo. No se ha
registrado reduccion del rendimiento de soja ante la inclusion de CC en la secuencia de
cultivo cuando existe disponibilidad de agua libre durante la época de produccion (Ruffo et
al., 2004; Capurro et al., 2010; Restovich et al., 2012). Sin embargo, Singer y Kohler (2005)
reportaron reducciones en el rendimiento de la soja y acumulacion de biomasa aérea como
respuesta al uso de centeno (Secale cereale L.) utilizado como CC en lowa. Los resultados
preliminares indican que, en la Pampa himeda, el impacto negativo de los CC en el agua
almacenada seria insignificante y no produciria una disminucion significativa en el
rendimiento del cultivo (Fernandez et al., 2010). Aunque las pérdidas de rendimiento pueden
ocurrir en afios con baja cantidad de precipitaciones, los beneficios netos que proporcionan
los CC al sistema en condiciones normales (sin estrés hidrico) justifican el empleo de esta

técnica agricola en regiones sin limitaciones hidricas.

El rendimiento de soja presentd correlaciones positivas con variables como FDA,
PSRG, EE, NT y COS en este trabajo, ademas de una correlacién negativa con la Dap. A
pesar de los bajos valores de coeficiente de Pearson de estas correlaciones significativas, las
mismas sugieren una relacion entre dichos parametros asociados a la fertilidad del suelo con
la productividad del cultivo. Probablemente, el incremento de la funcionalidad y diversidad

microbiana generados por la inclusion de los CC y sus consecuentes mejoras en el contenido
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de macronutrientes como N y C y en las condiciones fisicas del suelo, estén ligados a una
mayor productividad en soja. Estas relaciones podrian tener un efecto mas evidente en el
largo plazo, como fue reportado por Lardone et al. (2012) en el noroeste de Buenos Aires,
donde observaron que el CC de triticale secado en agosto y septiembre permitié rendimientos
de soja mayores respecto a un Testigo sin CC. Sin embargo, aquellos lotes secados
tardiamente (fines de octubre) afectaron negativamente los rendimientos de soja en un 12%.
Por lo tanto, estudios posteriores deberian analizar el impacto a largo plazo de la inclusion

de la técnica en los ambientes evaluados.

Interaccion entre grupos de parametros

En este trabajo se estudiaron las correlaciones existentes entre las diferentes variables
microbianas, quimicas y fisicas en relacion a la inclusion de CC y la relacion y grados de
consenso entre estos tres grandes grupos de variables. En este sentido, los parametros
relacionados a la funcionalidad fueron los més significativos al momento de diferenciar los
tratamientos estudiados y presentaron una correlacién positiva con el COS, como
respiracion, hidrolisis de FDA y ADH. A su vez, estos parametros de actividad
microbioldgica junto con los valores de diversidad estructural de las comunidades
microbianas estimados mediante PLFA mostraron el mayor valor de consenso. Esto
evidencia la fuerte relacion que existe entre las diferentes comunidades y las funciones que
estas desarrollan en la matriz del suelo. Es probable que la modificacion del ambiente edafico
generada por el aporte de residuos vegetales y exudados radicales aportados por los CC
suponga un incremento de la diversidad estructural. Este incremento se relacioné con una
mayor produccién enzimatica, respiracion y contenido de PSRG, lo cual a su vez se asocio
a una mejora en las condiciones quimicas y fisicas del suelo. También se registrd un alto
valor de consenso entre variables de funcionalidad y variables quimicas, probablemente
debido a que la materia organica provee a los microorganismos del suelo la energia necesaria

para su desarrollo (Campbell et al., 2008).

Es conocido que en suelos con abundante cobertura el aumento en la provision de
residuos vegetales ricos en C favorece un incremento en la sintesis de enzimas extracelulares
por parte de los microorganismos con el fin de descomponer la materia organica para obtener

C (Hargreaves y Hofmockel, 2014). Por ende, los bajos aportes de C y N registrados en los

78



tratamientos Testigo regularon los bajos valores de variables bioldgicas. Este mismo efecto
depresivo en la actividad bioldgica ante la escasa provision de C y N fue reportada por
Nivelle et al. (2016) en cultivos industriales con la incorporacion de CC. Dichos efectos
explican las correlaciones positivas observadas entre variables quimicas y de funcionalidad
microbiana. Sin embargo, estos efectos no se condicen con el contenido de Pe cuantificado
durante las tres campafas, ya que dicho nutriente presenté correlacion negativa con las
propiedades bioldgicas, con excepcion de la actividad FA. Ello probablemente tenga relacion
con la baja movilidad del P en el suelo y su facilidad para formar compuestos estables en la
matriz edéfica, como por ejemplo la formacién de fosfatos de calcio en suelos alcalinos y
los fosfatos de hierro y aluminio en suelos &cidos (Sanyal y De Data, 1991). No obstante,
segun los resultados de esta tesis, se registrd una correlacion positiva entre Pe y FA,
evidenciando la influencia de la actividad microbiana en la disponibilidad de nutrientes para

ser aprovechados por el cultivo.

En el caso del grupo de variables fisicas, el consenso no presento un alto valor con
variables de funcionalidad, probablemente debido al cambio gradual que sufren los
parametros de este primer grupo, en contraposicion con la rapida respuesta que presentan las
variables de actividad microbiana ante los cambios en el manejo agricola. En general, la EE
se correlaciono de forma positiva con los parametros microbioldgicos, al contrario de la Dap
que presento correlaciones negativas con dichos parametros, como era esperado. Este efecto,
podria indicar un incremento en la calidad del suelo debido a la relacion de la Dap con otras
propiedades como la porosidad, la humedad de suelo y conductividad hidraulica (Dam et al.,
2005). En relacién a esto, Larios-Gonzalez et al. (2016) reportaron un incremento en las
poblaciones bacterianas y fungicas de suelo en relacion con mejoras en la fertilidad fisica
del suelo, explicada a través de un mayor porcentaje de porosidad y retencion de humedad
y una disminucién de la Dap. Se observé ademas una importante correlacion entre EE y
PSRG, evidenciando una influencia directa de las poblaciones microbianas sobre un
parametro de fertilidad fisica. Es conocido que el revestimiento hidréfobo de la glomalina
protege a las hifas de los hongos y les permite sobrevivir en condiciones adversas,
impidiendo una disminucion de los macroagregados del suelo en los ciclos de

humedecimiento y secado durante el crecimiento del cultivo (Pérez-Brandan et al., 2014).
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Este mecanismo es un claro ejemplo de la importante influencia de las comunidades

microbianas en la estabilidad fisica de los suelos agricolas.

Mediante los analisis realizados sobre los diferentes grupos de variables estudiadas
se evidencid la compleja red de interacciones que operan en la matriz del suelo y afectan la
fertilidad de los sistemas agricolas. Se pudo observar una mayor influencia de variables de
funcionalidad microbiana en cuanto a la separacion de tratamientos con respecto al resto de

las variables.

4- Relacionar la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja con
la diversidad microbiana edafica y la productividad del cultivo.

Efecto de los cultivos de cobertura sobre el SMS en soja

Durante los afios de evaluacion se detecté la presencia del SMS subita en soja en el
sitio de estudio. La incidencia del SMS en soja registrada en este trabajo no mostro un efecto
claro ante la inclusion de CC, sin embargo se observaron mayores niveles de incidencia en
parcelas bajo monocultivo de soja con respecto a las parcelas con rotacion soja/maiz. En
parcelas bajo monocultivo particularmente, se registré un aumento significativo de la
incidencia de SMS ante la inclusion de la consociacion CC1.De acuerdo con estos resultados,
Pérez-Brandan et al. (2014) reportaron una menor incidencia del SMS en lotes bajo rotacion
agricola en comparacion con lotes bajo monocultivo de soja en el Noroeste Argentino. Si
bien cultivos como el maiz son hospedantes alternativos de Fusarium, probablemente una
mejora en la salud de las raices del cultivo y de la calidad del suelo de la rizosfera generado
mediante la diversificacion agricola este asociado con una reduccion en la presion de la
enfermedad. En el sitio de estudio se identificaron las especies F. tucumaniae y F.
virguliforme como agentes causales del SMS observado. Las pérdidas de rendimiento en
lotes de produccion asociadas con el SMS, en general son del orden del 5 al 15%, aunque en
casos puntuales se han informado pérdidas superiores al 80% (Roy et al., 1997; Westphal et
al., 2008) dependiendo de la especie de Fusarium, genotipo, edad de la planta al momento
de la infeccion, sitio de infeccion en la raiz, ambiente, condiciones edaficas, propiedades

fisico-quimicas del suelo y fecha de siembra. Si se presenta la enfermedad en estadios
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reproductivos tempranos, puede producir aborto de flores y de vainas, mientras que en
estadios mas tardios puede causar la disminucion del nimero de granos por vaina y el peso
de los granos. En cuanto a las recomendaciones para el manejo del SMS, algunos autores
recomiendan mejorar el drenaje de los lotes y disminuir la compactacion, ya que el manejo
con agroquimicos no muestra eficiencia en el manejo de esta enfermedad (Lenzi et al., 2010).
Por lo tanto, el incremento en la estabilidad estructural registrada en las parcelas bajo CC
que supone una mejora en la condicion fisica del suelo en estos tratamientos, probablemente
sea un factor importante para disminuir la incidencia de la enfermedad en afios de mayor

humedad edéafica, lo que se habria esperado encontrar en este trabajo

Los biomarcadores de los principales taxones microbianos mostraron correlaciones
significativas con la incidencia de este sindrome, tanto las comunidades bacterianas como
los HMA se correlacionaron negativamente con el SMS. En este sentido, se ha reportado
que los HMA protegen las raices del cultivo brindando a las plantas mayor resistencia contra
agentes patogenos de suelo (Li et al., 2013). Esto sugiere un efecto de bioproteccion de las
raices del cultivo de soja. En este sentido, la mejora registrada en la actividad y diversidad
microbiana en esta tesis podria generar un efecto de control de la enfermedad en el largo
plazo. Esto se debe a que el SMS presenta mayor severidad cuando las condiciones fisicas
del suelo son pobres (drenaje inadecuado, baja estabilidad estructural y alta compactacion).
De acuerdo con esto, Pérez-Brandan et al. (2014) registraron menor incidencia del SMS en
relacion con una mejor condicién fisica y funcional de suelos bajo rotacién agricola en
contraste con suelos bajo monocultivo de soja. Es posible que las especies utilizadas como
CC, al ser hospedantes de Fusarium, hayan incrementado el indculo de la enfermedad en los
primeros afios del ensayo. Sin embargo, técnicas como la inclusién de CC, que tienen un
impacto positivo sobre la calidad del suelo y la diversidad de la biomasa edafica,podrian
incrementar la salud del cultivo y reducir la incidencia de enfermedades en una manera

sustentable a largo plazo (Abawi y Widmer, 2000).

Se observo una correlacion negativa entre el SMS y el rendimiento del grano de soja
en la campafia analizada, lo que demuestra la problematica creciente con relacion a este
sindrome y la necesidad de desarrollar métodos de control eficientes. Los métodos

tradicionales utilizados para proteger los cultivos de las enfermedades causadas por hongos
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de suelo se han basado en gran medida en el uso de fungicidas. Sin embargo, estas
aplicaciones pueden tener fuertes efectos sobre el ambiente y los consumidores. A su vez,
no son econémicamente viables en el largo plazo bebido a que dejan residuos nocivos y
pueden conducir al desarrollo de cepas resistentes con el uso reiterado (Vinale et al., 2008).
Actualmente, el manejo del SMS se basa en la utilizacion de cultivares parcialmente
resistentes, ya que no hay genotipos con resistencia completa, ni fungicidas o practicas
culturales que sean siempre efectivas para su control (Lenzi et al., 2011). Resultados
obtenidos por Xing y Westphal (2009), demostraron que los sistemas de produccién actuales
basados en la rotacién anual de soja con maiz son muy vulnerables al desarrollo de complejos
de enfermedades transmitidas por el suelo. Por lo tanto, enfermedades como el SMS escapan
al control por metodos tradicionales, siendo necesario investigar técnicas agricolas
alternativas, como la diversificacion de los sistemas, que complementen el control quimico

y aporten al manejo sustentable de las enfermedades causadas por hongos de suelo.

82



-CAPITULO S -

CONCLUSIONES

83



Este estudio permite identificar y caracterizar las modificaciones de la estructuray la
funcionalidad de las comunidades microbianas generadas por la inclusién de dos
consociaciones diferentes de CC en un agroecosistema tipico de la pampa humeda

Argentina. Mediante este trabajo se concluyen los siguientes puntos:

e La inclusion de CC genera un incremento de la biomasa total de suelo y un aumento en
los biomarcadores bacterianos, particularmente en las poblaciones de bacterias Gram-

negativas.

e Se comprueba la relacion entre el incremento de la biomasa total y los biomarcadores
bacterianos con una mayor actividad microbiana, reflejada particularmente mediante la

produccidn enzimatica.

e EIl aumento en la actividad enzimatica se explica no solo mediante el incremento de
biomarcadores microbianos, sino también mediante el incremento de la actividad de

enzimas extracelulares estabilizadas en compuestos edaficos.

e La fertilidad fisica aumenta como resultado de la modificacion en la comunidad
microbiana mediante la diversificacion agricola, explicada a través del incremento en las
poblaciones de HMA ante la inclusion de CC, lo cual se relaciona con un mayor contenido

de PSRG y una mayor estabilidad estructural.

e EIl aporte de COS tiene un efecto fundamental en el aumento de las actividades
microbianas, al proveer los recursos energéticos necesarios para el desarrollo de los
procesos biologicos edaficos. Por ende, la inclusion de CC representa una estrategia
beneficiosa orientada al incremento de la actividad funcional edafica mediante el aporte

de sus residuos.
e La diversidad catabdlica de las comunidades microbianas del suelo aumenta como

consecuencia de la diversificacion agricola. Este efecto, sumado al incremento en la

respiracion microbiana y la produccién enzimaética revelan una mayor capacidad
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microbiana para degradar los residuos vegetales aportados por los CC, particularmente

en la consociacién mas diversificada.

La eficiencia en el uso de la materia organica por parte de los microorganismos aumenta
en la consociacion CC2, lo cual se explica mediante un menor cociente metabdlico y un

mayor cociente microbiano.

Una consociacion de CC que incluya avena-nabo forrajero-vicia es altamente
recomendable no solo para mejorar los procesos biolégicos, como fue descripto, sino

también para proveer N adicional al cultivo comercial.

Si bien no se observé un efecto mejorador sobre la incidencia del SMS en soja ante la
inclusion de CC, es posible que el aumento en la calidad de suelo registrada contribuya
al manejo de esta enfermedad en el largo plazo. Por lo tanto, es necesario continuar
analizando el desarrollo de esta enfermedad en relacion con las mejoras edaficas

registradas en este estudio.

Teniendo en cuenta que la inclusion de una consociacion de tres especies vegetales de
CC en la rotacion no tuvo efectos negativos sobre el rendimiento del grano de soja, el uso
de esta consociacion diversificada es altamente recomendable para mejorar la

funcionalidad del suelo en regiones sin limitaciones hidricas.

El incremento en la funcionalidad de suelo fue registrado tanto al momento de secado de
los CC como al momento de pre-cosecha del cultivo comercial, demostrando la

permanencia de estos efectos a lo largo del ciclo agricola.

Considerando la prevalencia del monocultivo de soja en Argentina durante las Gltimas
décadas y sus consecuentes efectos negativos en los suelos, la diversificacion agricola
mediante el uso de CC supone una alternativa de manejo viable y sus efectos deben
continuar siendo investigados, utilizando diferentes consociaciones y en distintas

regiones productivas del pais.
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Siendo la hipotesis de planificacion de este estudio:

El incremento de la diversidad microbiana del suelo, en interrelacion con variables
quimicas y fisicas edaficas, esta asociado a la diversificacion de los agroecosistemas,
mediante la inclusion de cultivos de cobertura (vicia, avena y nabo forrajero), promoviendo

la sanidad del cultivo de soja y su productividad.

Las conclusiones obtenidas permiten de esta manera aceptar que el incremento de la
diversidad microbiana del suelo, en interrelacion con variables quimicas y fisicas edéaficas,
esta asociado a la diversificacion de los agroecosistemas, mediante la inclusion de cultivos
de cobertura (vicia, avena y nabo forrajero). Sin embargo es necesario profundizar el estudio
para comprender la relacion entre dicho incremento con la sanidad y productividad del

cultivo de soja.
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