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RESUMEN

En las dltimas décadas, los sistemas agricolas de la pampa hdmeda
experimentaron un proceso de simplificacion de las rotaciones, con predominio de
soja en monocultivo y largos periodos de barbecho otofio-invernal, causando la
degradacion del suelo y disminuyendo su biodiversidad. En consecuencia, las
comunidades microbianas del suelo sufren cambios en su estructura, y se alteran
las funciones y procesos bioldgicos en los que estan involucradas. Como resultado,
se ha incrementado la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo
en el cultivo de soja. Para contrarrestar estos efectos, una estrategia de manejo
promisoria es la intensificacion sustentable de los sistemas agricolas, mediante la
rotacion de cultivos y el uso de cultivos de cobertura invernal. Esta diversificacion
del estrato superficial crea condiciones que favorecen el incremento de la
diversidad de las comunidades microbianas de suelo, que determinan la capacidad
de recuperacion del sistema edafico, aportando efectos benéficos a las plantas, al
suelo y al ecosistema. El objetivo del estudio fue identificar el nivel de
intensificacion sustentable de un agroecosistema que contribuya a incrementar la
diversidad microbiana del suelo, en sintonia con las variables quimicas y fisicas
asociadas y la productividad del cultivo de soja, contrarrestando la incidencia de
enfermedades causadas por hongos de suelo que afectan al cultivo. El trabajo de
investigacion se llevd a cabo en un ensayo de larga duracion, perteneciente a la
Estacion Experimental Agropecuaria INTA Oliveros, Santa Fe. Los tratamientos
resultaron de la combinacion de los cultivos de soja (S), maiz (M) y trigo (T), y la
inclusidon de un cultivo de cobertura invernal (CC): S-S; CC-S; M-S-T/S; M-CC-S-T/S;
M-T/S y M-T/S-CC. El muestreo de suelo se realizd durante tres campafas
consecutivas, y se llevo a cabo conjuntamente con el periodo de manifestacion del
sindrome de muerte subita (SMS) de la soja. Se estudié la diversidad microbiana
del suelo a partir de la estructura de la comunidad y sus funciones, junto a
parametros quimicos y fisicos edaficos, la incidencia del SMS y la productividad el
cultivo de soja. Como resultados, se observaron cambios en la estructura de la
comunidad microbiana que permitieron la diferenciacion de las secuencias con
rotacion e inclusion del CC respecto de S-S (monocultivo), explicada
principalmente por incrementos en la biomasa microbiana total. En cuanto a las

funciones de los microorganismos, las secuencias agricolas mas diversificadas



influyeron positivamente en el aumento de la actividad enzimatica del diacetato de
fluoresceina y fosfatasa acida, y en la disminucién del coeficiente metabdlico.
Ademas, parametros quimicos como el contenido de carbono organico, nitratos y
conductividad eléctrica, y fisicos como la infiltracion basica, incrementaron para las
secuencias con mayor diversificacion agricola, las cuales a su vez mostraron una
marcada acidificacion edéafica. Con respecto al SMS de la soja, se observé un
aumento de la incidencia e intensidad de la enfermedad para las secuencias con
inclusiéon del CC, principalmente CC-S y M-CC-S-T/S, acompafiado de menores
niveles de productividad del cultivo. En general, la diversidad microbiana del suelo
se incrementd en respuesta a la intensificacion sustentable de los sistemas
agricolas, pero no logré contrarrestar la incidencia del SMS de la soja y promover

la productividad del cultivo.



SUMMARY

In the last decades, the agricultural systems of the humid Pampas underwent a
process of simplification of the crop rotation, with predominance of soybean in
monoculture and long periods of autumn-winter fallow, causing the degradation
of the soil and diminishing its biodiversity. Consequently, the microbial
communities of the soil undergo changes in their structure, functions and in the
biological processes in which they are involved. As a result, the incidence of
diseases caused by soil fungi in soybean has increased. To counteract these effects,
a promising management strategy is the sustainable intensification of agricultural
systems, through the rotation of crops and the use of winter cover crops. This
diversification of the surface layer creates conditions that favor the increase of the
diversity of soil microbial communities, which determine the recovery capacity of
the edaphic system, contributing beneficial effects to plants, soil and ecosystem.
The objective of the study was to identify the level of sustainable intensification of
an agroecosystem that contributes to increase soil microbial diversity, in relation
with the associated chemical and physical variables and soybean productivity,
counteracting the incidence of diseases caused by soilborne fungi. The research
work was carried out in a long-term trial, belonging to the INTA Oliveros
Experimental Agricultural Station, Santa Fe. The treatments resulted from the
combination of soybean (S), corn (M) and wheat (T) crops and the inclusion of a
winter cover crop (CC), being: SS; CC-S; M-S-T/S; M-CC-S-T/S; M-T/S and M-T/S-
CC. The soil sampling was carried out during three consecutive seasons, during the
period of manifestation of the Sudden Death Syndrome (SDS). The microbial
diversity of the soil was quantified by the determination of structure of the
community and its functions, along with chemical and physical edaphic
parameters, the incidence of SDS and soybean yield. The structure of the microbial
community allowed the differentiation of the sequences under rotation and
inclusion of the CC compared with S-S (monoculture), mainly explained by
increases in total microbial biomass. Considering microbial functions, the most
diversified crop sequences positively influenced the increase in enzymatic activity
of fluorescein diacetate and acid phosphatase, and the decrease in the metabolic
coefficient. In addition, chemical parameters such as total organic carbon content,

nitrates and electrical conductivity, together with physical parameters as basic
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infiltration were increased for the sequences with greater agricultural
diversification, which in turn showed a marked edaphic acidification. About SDS, an
increase in the incidence and intensity of the disease was observed for the
sequences including CC, mainly CC-S and M-CC-S-T/S, accompanied by lower
levels of crop productivity. In general, soil microbial diversity increased in response
to sustainable intensification of agricultural systems, but failed to counteract the

incidence of soybean SDS and promote crop productivity.



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Realidad de los sistemas agricolas de la region pampeana

Producto de una poblacién en rapido crecimiento, la expansion e
intensificacion de la agricultura ha sido uno de los principales objetivos de la
humanidad para satisfacer las demandas de alimentos (Huber et al., 2014;
Sakschewski et al., 2014). En las ultimas décadas, los notables incrementos en la
produccion global se debieron principalmente a la expansion de la superficie
cultivada hasta mediados del siglo XX y luego, al aumento de los rendimientos por
unidad de superficie basados en variedades de cultivos obtenidas a través del
mejoramiento genético convencional y el uso masivo de insumos externos
(Ceccon, 2008; Andrade, 2016). Actualmente, casi el 40% de la superficie terrestre
del planeta (libre de hielo) se esta utilizando para la agricultura, y gran parte de
esta ha reemplazado a los bosques, sabanas y pastizales (Foley et al., 2005;
FAOSTAT, 2016). Segun datos estadisticos de la FAO, un tercio de la misma (13%)
corresponde a tierras cultivadas, de las cuales el 18% estd ocupado con soja y
maiz, y el 14% con trigo (FAO-AMIS, 2016).

En este contexto, la agricultura argentina ha sido pionera en la adopcion de
nuevas tecnologias como la siembra directa (SD), el uso de agroquimicos y
variedades de cultivos transgénicos (Satorre, 2012). Actualmente, nuestro pais
posee el 3% de la superficie agricola mundial (40 millones de ha; FAOSTAT, 2016),
y contribuye con el 16% de la produccién global de soja, y aporta ademas un 4% vy
2,5% de la produccion de maiz y trigo, respectivamente (FAO-AMIS, 2016); siendo
estos cultivos sembrados principalmente en la regiéon pampeana. Esta llanura, con
una superficie productora de 32 millones de ha, es una de las regiones del mundo
con mayor capacidad para la produccién de alimentos, debido a sus climas
templados, adecuado régimen de precipitaciones y suelos de alto potencial
agricola (Barbieri et al, 2015). Actualmente, la regidn produce mas del 80% de
cada uno de los tres cultivos principales, destinando aproximadamente 17 millones
de ha a soja y 4,5 millones de ha tanto para maiz como trigo (BCR, 2017),
evidenciando una alta homogeneidad de cultivos y de paisaje (Rotolo vy

Guglielmone, 2018).
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De esta manera, el proceso de agriculturizacién se ha destacado por un
marcado incremento en el area sembrada de cultivos, el corrimiento de la frontera
agropecuaria, el dominio del cultivo de soja y de las tecnologias de insumos
(plaguicidas vy fertilizantes) y la no contemplacién de externalidades en cuanto a
aspectos ambientales y sociales (Viglizzo et al., 2006). Como consecuencia, los
sistemas productivos actuales de la region pampeana, se caracterizan por una
deficiente planificacién de rotaciones con predominio de cultivos de verano (soja y
maiz), principalmente soja en monocultivo (Botta et al., 2013), alternando con

largos periodos de barbecho otofio-invernal (Salado-Navarro y Sinclair, 2009).

El desbalance en las secuencias de cultivos afecta la sostenibilidad y
eficiencia de los agroecosistemas (Caviglia y Andrade, 2010), impactando
negativamente sobre la biodiversidad (Butchart et al., 2010), la calidad de los
suelos, y contribuyendo al cambio climatico global (Viglizzo et al., 1995; Viglizzo,
1997; Paruelo et al., 2006). La simplificacién del sistema, explicada por una alta
frecuencia del cultivo de soja en la secuencia, ocasiona un limitado aporte de
residuos de baja relacion carbono:nitrogeno (C:N) (Huggins et al, 2007),
originando un serio deterioro de las propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas de
los suelos de la region (Martinez et al, 2013). Uno de los aspectos mas
importantes es la disminucién del C organico del suelo (COS) (Novelli et al., 2011),
ya que promueve la erosion, la pérdida de agua, degrada el suelo y reduce su
biodiversidad. Con respecto a esta Ultima, la pérdida de biodiversidad en los
agroecosistemas de la pampa himeda ha generado preocupaciéon sobre las
consecuencias en la funcionalidad y servicios ecosistémicos de los suelos (Sala et
al., 2000). Ante esta realidad, deberian implementarse estrategias de manejo que
contribuyan a preservar nuestros recursos naturales, especialmente el suelo,

componente primordial en la produccion de cultivos (Vargas Gil et al., 2011).

Un enfoque que administra los ecosistemas agricolas para mejorar la
productividad y la sostenibilidad es la agricultura de conservacion, basada en un
conjunto de tres principios de manejo: (1) SD de cultivos con perturbacion minima
del suelo (sin labranza), (2) cobertura permanente del suelo por residuos de
cultivos o cultivos de cobertura, y (3) rotacion de cultivos (Pittelkow et al., 2014).
De esta manera, para contrarrestar la simplificacion de los agroecosistemas y

reducir asi la degradacién ambiental, la mejora de la produccion por unidad de
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area a través de la intensificacion agricola, ha sido identificada como una
estrategia promisoria (Lal, 2004; Caviglia y Andrade, 2010). Teniendo en cuenta la
importancia econdmica de la produccion agricola para nuestro pais, el disefio de
sistemas productivos sostenibles es una necesidad urgente (Klein et al., 2012). En
este escenario, es imprescindible 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. Elrol de la intensificacion agricola sustentable

En la vision tradicional de la intensificacién, a menudo se reconoce que,
implicita en el proceso, la especializacién o simplificacion en la produccién ha sido
cada vez mayor, lo que resulta en una reduccién del nUmero de cultivos tendientes
al monocultivo. Hay, sin embargo, otros puntos de vista como la intensificacién
agricola sustentable, que se define como el proceso que utiliza los recursos
ambientales (agua, radiacién solar, nutrientes) mas intensamente, manteniendo o
aumentando el rendimiento de los cultivos por unidad de area y utilizando fuentes
quimicas de manera racional (Caviglia y Andrade, 2010). Actualmente, este
concepto tiene implicitos principios ecoldégicos como el incremento del nivel de
biodiversidad vegetal y animal (Altieri, 1999), e incluye practicas de manejo
sostenibles, como labranza cero, fertilizacion balanceada, manejo integrado de

plagas, cultivos de cobertura, entre otras (Caviglia y Andrade, 2010).

Los sistemas agricolas de la region pampeana comenzaron su proceso de
intensificacion sustentable a partir de la adopcion de la SD en la década de los 90°s
(Buschiazzo et al., 1998; Diaz-Zorita et al., 2002). Actualmente, de las practicas de
manejo sustentables que pueden realizarse bajo SD, la rotacion de cultivos y/o la
utilizacion de cultivos de cobertura (CC) invernales son opciones practicas y
rentables para ser incorporadas a los sistemas agricolas pampeanos (Caviglia y
Andrade, 2010). Por su parte, la rotacion involucra la siembra secuencial de cultivos
en el mismo espacio a lo largo del tiempo. En este contexto, los sistemas agricolas
podrian beneficiarse de la intensificacion de la secuencia de cultivo mediante la
introduccion de mas de un cultivo por afo; ya sea un cultivo de cosecha o un CC

(Caviglia et al., 2004; Salado-Navarro y Sinclair, 2009). Los CC, son especies
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vegetales de ciclo invernal que se incorporan a la rotacion entre el periodo de
cosecha y siembra de los cultivos de verano. Se diferencian de una pastura o de un
verdeo invernal porque no son de renta directa, es decir, no son pastoreados,
cortados, ni incorporados al suelo. La biomasa producida por los CC, queda sobre
la superficie luego de la suspension del crecimiento (secado), realizada

generalmente con herbicidas (Wagger, 1989).

Estas practicas conservacionistas, aparecen como una oportunidad para
mitigar y/o revertir una serie de procesos que pueden condicionar la sostenibilidad
de los sistemas de produccion (Kruger y Quiroga, 2012). Cuando la SD, y la
cobertura permanente de residuos en la superficie, son combinados con la
rotacion de cultivos, muchos beneficios pueden ser obtenidos (Stirling et al., 2016).
Desde el punto de vista bioldgico, la agricultura de conservacion es el primer paso
para construir una activa, diversa y resistente comunidad microbiana del suelo. Por
ejemplo, la SD produce una mayor actividad y diversidad microbiana edafica e
incrementos en las densidades poblacionales de microorganismos benéficos en
comparacion con la labranza convencional (Vargas Gil et al., 2009a), debido
principalmente a una menor perturbacion fisica de la estructura del suelo. A su vez,
la rotacion de cultivos y/o el uso de cultivos de cobertura, pueden cambiar el
habitat del suelo al afectar el estado de los nutrientes, la profundidad de las raices,
la cantidad y calidad del residuo, la agregacién y el habitat microbiano
estimulando de esta manera, la diversidad y actividad microbiana del suelo. En
particular, los cultivos de cobertura invernales se utilizan para minimizar la erosion
del suelo, promover el reciclaje de nutrientes y generar cobertura al suelo, lo que
evita la pérdida de agua y aumenta el COS y la actividad biolégica (Balota et al.,
2014). Estos beneficios se deben a que las distintas especies de cultivos,
involucrados en la intensificacion sustentable del sistema, difieren en su
composicion bioquimica, ademas los cambios en la diversidad vegetal alteran la
cantidad y calidad de los recursos aportados al suelo, determinando la
composicion y funcionamiento de las comunidades microbianas (Nilsson et al.,
2008). Por este motivo, una de las principales consecuencias de la intensificacion
sustentable es el incremento de la diversidad a otros niveles tréficos, como el
estrato microbiano, ya que los microorganismos encuentran en este tipo de

sistemas un mejor habitat (Altieri, 1999).
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El desafio de desarrollar sistemas agricolas sostenibles en el tiempo, esta en
la necesidad de considerar su utilidad para los humanos, su eficiencia en el uso de
los recursos y su capacidad para mantener un equilibrio con el medio ambiente
(Harwood, 1990; Doran y Zeiss, 2000). Basados en esto, varios autores consideran
que la evaluacion de la salud y/o calidad del suelo, se conceptualizan como el
principal vinculo entre las practicas de manejo agricola y el logro de los principales
objetivos de la agricultura sostenible (Papendick y Parr, 1992; Parr et al., 1992;
Pierzynski et al., 1994; Doran y Zeiss, 2000).

1.3. Elsueloy sus propiedades bioldgicas, quimicas vy fisicas

El suelo es uno de los biomateriales mas complejos de la tierra. Es el recurso
mas fundamental y basico, ya que es la base de toda la vida terrestre.
Tradicionalmente, su principal funcion ha sido servir de medio para el crecimiento
de las plantas (Blanco-Canqui y Lal, 2010). Actualmente, se reconoce al suelo como
un sistema regulador y dinamico con multiples funciones. Estas funciones apoyan
la prestacion de servicios ecosistémicos que dependen de las propiedades del
suelo y de su interaccion, y estan influenciados principalmente por su uso y
manejo. Entre las funciones del suelo se destacan el almacenar y liberar agua,
descomponer residuos de plantas y animales, transformar y reciclar nutrientes,
secuestrar y degradar compuestos toxicos y promover la salud de las plantas al
suprimir los microorganismos patégenos (Costanza et al, 1997). El interés en
evaluar la salud y la calidad de nuestro recurso suelo se ha estimulado al aumentar
la conciencia de que el suelo es un componente de importancia critica de la
biosfera de la tierra (Glanz, 1995; Doran y Zeiss, 2000). La salud del suelo esta
determinada principalmente por caracteristicas ecolégicas como la estabilidad y
resistencia en respuesta a una perturbacion o un factor de estrés para
proporcionar las condiciones saludables para las plantas, mientras que el término
calidad del suelo esta caracterizado por tres componentes basicos: las propiedades
bioldgicas, quimicas y fisicas (Doran y Zeiss, 2000). Por consiguiente, tanto la salud
como la calidad del suelo determinan la sostenibilidad de la agricultura (Papendick
y Parr, 1992; Rincon y Mufioz, 2005).
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Se sabe que las practicas culturales tienen una fuerte influencia en la salud y
calidad del suelo, y mas especificamente en los atributos bioldgicos del mismo
(Janvier et al.,, 2007). En los ecosistemas agricolas, la eliminacion de la vegetacion
natural para implementar la introduccion artificial de especies de plantas de alta
productividad, junto con los aportes de nutrientes, es responsable de cambios
significativos en las propiedades biolégicas, quimicas y fisicas de los suelos y, en
consecuencia, de su funcionamiento (Navarro-Noya et al., 2013; Massenssini et al.,
2015). Por ejemplo, la disminucién del CO y la biodiversidad conducen a la
degradacion del suelo, lo que constituye un serio desafio para la sostenibilidad de
los ecosistemas (Godfray et al., 2010). En la mayoria de las situaciones, el uso de
indicadores simples, se emplean para evaluar la calidad del suelo, constituyendo
alternativas promisorias para monitorear la sostenibilidad de la implementacion de

practicas de manejo (Epelde et al., 2014).

Cuando se piensa en el suelo, usualmente se consideran solamente sus
propiedades fisicas y quimicas. Sin embargo, en la busqueda de nuevos
indicadores, se descubrié que las propiedades biologicas del suelo actian como
indicadores precoces y sensibles en respuesta a la alteracién en los sistemas de
gestion (Kennedy y Papendick, 1995; Islam y Weil, 2000a). Generalmente, los
principales indicadores fisicos, que han sido utilizados y recomendados son
textura, espesor (horizonte A), densidad del suelo, resistencia a la penetracion,
porosidad, capacidad de retencién de agua, conductividad hidraulica y estabilidad
de agregados. Los indicadores quimicos normalmente son variables relacionadas
con el contenido de materia organica (MO), la acidez del suelo, el contenido de
nutrientes, elementos fitotdxicos y determinadas relaciones como la saturacion de
bases. Por su parte, los indicadores biolégicos, como la biomasa microbiana del
suelo, el nitrogeno mineralizable, la respiracién microbiana, la actividad enzimatica
y el cociente metabdlico, son importantes tanto en el ciclado de los nutrientes, asi
como en la estimacion de la capacidad del suelo para el crecimiento vegetal (de
Aradjo et al., 2012). Debido a su abundancia, diversidad estructural y funcional, y
que estan correlacionados con funciones beneficiosas del suelo y del ecosistema
(Pankhurst et al., 2003, Brussaard et al., 2007), los indicadores bioldgicos o
bioindicadores representan parametros ecologicos utiles para ser empleados en la

evaluacion de la sustentabilidad de los agroecosistemas.
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1.4. Diversidad microbiana: estructura y funcionalidad

Un ecosistema sostenible depende de los flujos de nutrientes a través de los
niveles tréficos, que estan llevados a cabo principalmente por los microorganismos
(Badiane et al., 2001; Singh et al, 2004; Chen et al., 2013). De hecho, entre un 80 y
un 90% de los procesos biolégicos que ocurren en el suelo son reacciones
mediadas por microorganismos (Nannipieri y Badalucco, 2003). 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
diversidad o cantidad de tipos de reacciones (oxidaciones, reducciones y
precipitaciones), sobre los elementos componentes del suelo, que de manera
directa o indirecta gobiernan todos los procesos edaficos (Floch et al., 2011). Entre
sus funciones se incluyen, la descomposicidon de la MO en todas sus fracciones, el
reciclado de material vegetal, la movilizacion e inmovilizacién de minerales y
contaminantes, la mejora en la aireacion del suelo, la inhibicién de patdgenos, el
incremento de la resistencia en plantas, la estructuracion fisica del suelo y el
aumento de la nutricién vegetal promoviendo su crecimiento, entre otras, las
cuales influyen sobre el normal desarrollo de un cultivo (Van der Heijden et al.,
2008; Pérez Brandan et al, 2014a). En este sentido, las poblaciones microbianas
tienen influencia sobre la nutricion de las plantas y su estado sanitario, como
también contribuyen con la estructura y fertilidad del suelo (O’'Donnell et al.,, 2001;
Rillig y Lehmann, 2016), siendo estos atributos parte de los servicios ecosistémicos
en los que estan involucradas. La sensibilidad de las comunidades microbianas y su
rapida respuesta a los cambios en el suelo, hacen que el monitoreo de su variacion
sea una herramienta muy valiosa para proveer sefiales tempranas de alteracion del
ambiente edafico. Dentro de la diversidad es importante estudiar tanto la
estructura genética como la funcion de las complejas comunidades microbianas

(Sydorenko et al., 2011), como se describe a continuacion.

Con respecto a la estructura de la comunidad de microorganismos se
define como el nimero y la abundancia de las poblaciones microbianas del suelo
en sus diferentes taxones (Kujur y Patel, 2014). En conjunto, estos organismos
constituyen la biomasa del suelo, siendo esta un enorme reservorio de diversidad

genética. Si bien se encuentran millones de bacterias y hongos en los suelos
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fértiles (Tiedje et al., 2001), solo se ha cultivado y comprendido la funcién
metabolica de alrededor del 0,1% de los taxones microbianos (Torsvik et al., 1990).
Una de las técnicas mas utilizadas en el monitoreo de microorganismos edaficos es
el aislamiento y la cuantificacibn de hongos y bacterias totales cultivables
mediante recuento en placa (Hill et al., 2000). Esta también es empleada en el
recuento de algunos grupos funcionales relacionados con la proteccion de los
cultivos, como Trichoderma sp. y Clonostachys sp. considerados como
biocontroladores ecolégicamente relevantes de patégenos (Harman et al., 2004;
Vargas Gil et al., 2009b). Por otro lado, técnicas de alta resolucién como los perfiles
de fosfolipidos de acidos grasos (PLFA), permiten un rapido estudio de los
microorganismos con fines comparativos (Hebel et al, 2009). Esta técnica
bioquimica permite la identificacién de algunos taxones microbianos a partir de la
cuantificacion de bioindicadores lipidicos, componentes estructurales esenciales de
todas las membranas celulares microbianas (Zelles, 1999; Frostegard et al., 2011).
Actualmente, enfoques basados en el ADN se utilizan cada vez mas para medir
microorganismos. Un enfoque es la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR) que representa tanto un proceso rapido como cuantificable
para evaluar hongos y bacterias en suelos. El analisis de ecosistemas microbianos
enteros (sin necesidad de realizar cultivos especificos), podria proveer
herramientas para caracterizar el impacto del manejo agricola sobre los grandes
taxones microbianos en los diferentes agroecosistemas edaficos (Maire et al., 1999;
Hebel et al., 2009).

Por su parte, las actividades microbianas, son el reflejo del funcionamiento
del suelo, que esta condicionado por una compleja combinacién de factores.
Ademas de la influencia de las condiciones ambientales (como la temperatura y la
humedad), la cantidad, disponibilidad y naturaleza de la MO, asi como los aportes
de nutrientes, desempefian un papel crucial (Schloter et al., 2003). Una forma de
determinar la diversidad funcional microbiana es mediante la evaluacion de un
amplio rango de enzimas. Estas enzimas desempefian funciones bioquimicas clave
en el proceso general de descomposicion de la MO en el sistema del suelo
(Sinsabaugh et al., 1991). Son importantes para catalizar varias reacciones vitales
necesarias para los procesos de vida de los microorganismos edaficos y la
estabilizacion de la estructura del suelo, la descomposicion de los desechos

organicos, la formacién de materia organica y el ciclo de nutrientes, por lo tanto,
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desempefian un papel importante en la agricultura (Dick et al. 1994; Dick, 1997).
Por ejemplo, la medicion de exoenzimas y enzimas de membrana mediante la
actividad de hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (FDA) (Adam y Duncan, 2001),
es una buena estimacién de la actividad microbiana total porque multiples
enzimas presentes en bacterias y hongos son responsables de esta hidrélisis. Las
enzimas son una parte integral del ciclo de nutrientes en el suelo y generalmente
se asocian con células de proliferacion viables, por lo que actividades enzimaticas
especificas, como la fosfatasa y deshidrogenasa, juegan un rol preponderante en el
mantenimiento de la fertilidad y calidad de los suelos (Madején et al., 2009). Otro
método sencillo para estimar la diversidad de funciones de descomposicion
realizadas por microorganismos heterotroficos resulta de examinar el consumo de
diferentes sustratos carbonados por la comunidad microbiana (CLPP) (Graham vy
Haynes, 2005). Este perfil fisiologico a nivel comunitario se ha empleado para
diferenciar las comunidades microbianas segun la influencia de una gran variedad
de factores que incluyen, tipos de suelo, especies de plantas, practicas de labranza

y secuencias de cultivo, entre otras (Mazzola, 2004).

Finalmente, actividades resultantes de toda la comunidad microbiana
pueden medirse globalmente a través de diferentes métodos. Uno de ellos, el C de
la biomasa microbiana (CBM) proporciona una medida del tamafo de la
comunidad (Dutta et al., 2010) y se correlaciona positivamente con la acumulacion
de MO (Bradford et al., 2013). Por lo tanto, en sistemas de cultivo diversificados, es
de esperarse una mayor biomasa microbiana como consecuencia de la mayor
disponibilidad de sustratos, es decir, una mayor retencién y reciclaje de C mejoran
el sustrato disponible para apoyar el crecimiento microbiano y la biosintesis (Geyer
et al., 2016). De igual manera, la respiracion microbiana (RM) del suelo (Alef, 1995),
es otro de los parametros mas usados para cuantificar la actividad metabdlica
debido a su directa relacién con la biologia del suelo, su facilidad de medicion y su
rapida respuesta a diferentes disturbios edaficos (Doran y Parkin, 1994). En
general, se considera que el aumento de la RM (liberacion de CO;), implica una
mayor actividad bioldgica (Balota et al., 2004). La relacién entre el CBM y la RM se
conoce como el cociente metabdlico (qCOy,). Este se considera un indice de
eficiencia microbiana en la utilizacion de los recursos disponibles; cuando se
registran altos valores de qCO, los microorganismos del suelo funcionan

ineficientemente y desvian una alta proporcion de C a los requisitos de

18



mantenimiento de la biosintesis (Anderson y Domsch, 1993). Otro parametro, que
por sus caracteristicas aglutinantes y su intima relacion con la estructura del suelo
es considerado un indicador ideal de calidad edéfica (Rillig, 2004) son las proteinas
relacionadas con la glomalina (PSRG), glicoproteinas producidas por hongos
micorricicos arbusculares, que poseen una gran adhesividad y resistencia a la
degradacion (Wright y Upadhyaya, 1996; Rillig, 2004). Estas actividades globales
podrian estar relacionadas con el potencial de supresion general de los suelos, ya
que se cree que una comunidad microbiana activa es mas eficiente para controlar

los patdgenos del suelo (Janvier et al., 2007).

En conclusion, la biodiversidad es una propiedad que determina la
capacidad de recuperacion del sistema edafico ante una alteracion (Griffiths et al.,
2001), confiriéndole estabilidad y resiliencia a los ecosistemas favoreciendo la
resistencia a estreses. Las practicas de manejo agricola pueden tener grandes
impactos en el tamafo, la actividad, la composicién y diversidad de las
comunidades microbianas del suelo (Tian et al., 2012). La degradacion del suelo
registrada en la regiébn pampeana, trajo como consecuencia que las comunidades
microbianas edaficas se vean afectadas por este tipo de produccién, lo que genera
cambios en su estructura y altera las funciones y procesos bioldgicos en los que
estan involucradas (Beck et al., 2005). En contraposicion, los sistemas bajo siembra
directa, con rotacién de cultivos e inclusion de cultivos de cobertura contribuyen al
aporte de importantes volumenes de residuos en superficie, que no solo
aumentarian el ingreso de C al suelo con un mayor aporte de raices, sino que
también incrementarian la biomasa microbiana favoreciendo la continuidad de su
actividad en el suelo debido a una mayor disponibilidad de compuestos organicos
en la rizdsfera derivados de la raiz a lo largo del afio (Frasier et al., 2016). De esta
manera, los sistemas agricolas de la region pampeana podrian beneficiarse con la
intensificacién de las secuencias de cultivo que, combinados de manera apropiada,
contribuirian a la diversificacién del sistema, incrementando las oportunidades
ambientales para los microorganismos y los servicios que brindan, para una mayor
eficiencia en el uso de los recursos (Caviglia y Andrade, 2010) y determinando,
junto con las propiedades quimicas y fisicas, la calidad de un suelo (Gelsomino et
al., 2006).
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1.5. La diversidad microbiana en el manejo de enfermedades

causadas por hongos de suelo

Los sistemas de raices de las plantas desempefian un papel central en el
mantenimiento de la salud de los suelos agricolas. La zona del suelo que esta
influenciada por las raices se conoce como rizésfera, siendo el motor del sistema
suelo-planta (Pedraza et al., 2010). Dado el suministro de nutrientes que proviene
de la rizésfera (principalmente carbohidratos), es una regién de intensa biomasa y
actividad microbiana. Por lo tanto, esta region es un entorno extremadamente
competitivo en el que un grupo diverso de microorganismos no sélo compiten por
el agua, el oxigeno y los nutrientes, sino también por un nicho. Una funcion
importante de los microorganismos que se encuentran en la rizésfera es mejorar
los mecanismos de defensa de las plantas, ya que ésta zona, también proporciona
un habitat para organismos fitopatdgenos, incluidas varias especies de bacterias,
hongos y nematodos (Stirling et al., 2016). En este sentido, la sanidad de los
cultivos puede verse influenciada por la riqueza microbiana edéfica. Esto se debe a
que en la matriz del suelo se dan complejas interacciones entre los
microorganismos, quienes compiten por fuentes nutricionales o bien se
interrelacionan mediante mecanismos de antibiosis, predacidon, parasitismo, entre
otras. Esto determina cambios en las poblaciones de patdgenos y de antagonistas,
que comparten un mismo nicho ecolégico en el suelo y en la rizésfera (Mazzola,
2004), afectando la manifestacion de enfermedades causadas por patdégenos que

habitan en el suelo (Janvier et al., 2007).

Las enfermedades transmitidas por el suelo son dificiles de controlar debido
al estado oculto de los agentes causales (Janvier et al., 2007), su persistencia en el
suelo a través de la formacion de estructuras de resistencia (principalmente
hongos), la amplia gama de huéspedes susceptibles y la ineficiencia de los
controles quimicos (De Coninck et al., 2015). Sin embargo, una gran cantidad de
organismos benéficos para la raiz y el suelo pueden inhibir a los patdgenos,
mejorar la nutricion de las plantas, promover el crecimiento y aumentar la
productividad (Le’'vesque y Rahe, 1992; Larkin, 2003). Microorganismos
rizosféricos, como bacterias del género Pseudomonas spp. y Bacillus spp., hongos

de los géneros Trichoderma spp. y Clonostachys spp. hongos micorricicos
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arbusculares (HMA) y actinobacterias, son catalogados como agentes de control
biologico (Sparling, 1997; Meriles et al., 2009; Cano, 2011). Estos microorganismos
cumplen esa funcion a través de diversas estrategias. 7Trichoderma spp. y
Clonostachys spp., tienen la capacidad de producir metabolitos volatiles
secundarios que cumplen la funcion de antibiéticos (Ghisalberti y
Sivasithamparam, 1991) al igual que funciones de micoparasitismo. De igual
manera, las actinobacterias utilizan su potencial de produccion de componentes
antifingicos (Chamberlain y Crawford, 1999). Por su parte, los HMA son hongos
simbidticos obligados, que a través de una extensa red de micelio aumentan la
superficie de absocion del suelo a partir del cual se pueden extraer los nutrientes
(principalmente fésforo y nitrogeno), lo que permite a las plantas hospedadoras
acceder a mas recursos (Smith y Read, 2008), al mismo tiempo que ofrecen mayor
resistencia a las plagas y enfermedades transmitidas por el suelo (Gosling et al.,
2006).

Desde hace tiempo se reconoce que la disminucion de los rendimientos
bajo SD y monocultivo de soja se asocio en principio a la caida de los niveles de
MO (Agaras et al,, 2014), que impactaron negativamente en el balance de carbono
(Andriulo et al,, 1999) y en un marcado deterioro fisico del suelo (Cordone et al.,
2008). Este escenario productivo, ha generado condiciones favorables para la
multiplicacion y supervivencia de los patdégenos, causando un cambio sustancial en
la prevalencia, frecuencia e intensidad de las enfermedades (Carmona 2014). En los
Ultimos 20 afos, los microorganismos del suelo causantes de enfermedades de
raiz y tallo en soja como, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia spp., diversas
especies de Fusarium (F. oxysporum, F. virguliforme'y F. tucumaniae), entre otros,
han representado una amenaza consistente y de creciente preocupacién para el
futuro de la SD (Carmona et al., 2015). Particularmente, este incremento de la
incidencia de enfermedades causadas por hongos del suelo en el cultivo de soja
(Pérez Brandan et al.,, 2012), se deben a que la siembra continua de una misma
especie vegetal, favorece el establecimiento de poblaciones de patégenos
especificas a ese cultivo (Janvier et al, 2007). Otro factor fue la aplicacion de
productos sin accién especifica y de baja efectividad en el uso, debido 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). Como consecuencia, se potencio la

eliminacion de la microbiota edafica en su conjunto, incluyendo a los patégenos y
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a microorganismos con funciones benéficas. Por lo tanto, la prevalencia de
patdgenos transmitidos por el suelo (como Fusarium) y otros microorganismos
nocivos para el cultivo de soja pueden causar una enfermedad grave y/o reducir el

vigor, el crecimiento y el rendimiento de las plantas.

Una de las enfermedades presentes en los principales paises productores de
soja es el sindrome de la muerte subita (SMS) (Wrather et al., 2001), causado por
cuatro especies de hongos relacionados al Clado 2 de Fusarium solani species
complex (F. virguliforme F. tucumaniae F. brasiliense y F. crassistipitatum). En
Argentina fue identificada por primera vez en la region pampeana norte, durante
la campana 1991/92, y en el noroeste argentino en la campafa siguiente.
Progresivamente, se convirtio en una de las patologias de mayor importancia con
dafios en variedades muy susceptibles con un rango de 15% y 90%, en el centro y
norte del pais, respectivamente (Ploper, 1993). Un extenso relevamiento del SMS
en Argentina reveld que F tucumaniae fue el patdbgeno dominante,
comprendiendo el 87% de los aislamientos genotipados, en comparacion con £
virguliforme que solo representé el 7% (O'Donnell et al., 2010). Estos hongos son
habitantes del suelo e infectan sélo las raices, pero sus toxinas son traslocadas al
follaje causando clorosis y necrosis internerval, defoliacion prematura y finalmente
la muerte de las plantas (Scandiani et al., 2012). Si bien la infeccién se produce
generalmente durante las primeras etapas del cultivo, los primeros sintomas de la
enfermedad se manifiestan a partir de la floracion (estadio R4-R5), donde
temperaturas menores a las normales (cerca de 15 °C) y alta humedad edafica,
favorecen el desarrollo de la enfermedad, por mayor severidad de la podredumbre
radicular (Lenzi et al., 2010). El SMS se presenta generalmente en manchones
cloréticos dispersos en los lotes agricolas, lo que dificulta la estimacion de su
efecto sobre el rendimiento en condiciones de campo con infestacion natural del
patdégeno (Lenzi et al, 2013). Ante la ausencia de fungicidas para su control,
algunas practicas de manejo como, mejorar el drenaje de los lotes, disminuir la
compactacion, controlar el nematodo del quiste, y atrasar la fecha de siembra para
evitar suelos frescos y muy humedos, pueden reducir el riesgo de dafio, aunque
ninguna de ellas puede prevenir la enfermedad. Hasta ahora, la principal
herramienta para el manejo del SMS es el uso de cultivares de soja tolerantes, ya
qgue no hay genotipos con resistencia completa (Westphal et al., 2008; Lenzi et al.,
2013).
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Ante la necesidad de encontrar métodos alternativos a los quimicos para
controlar las enfermedades transmitidas por el suelo, existe un renovado interés
por los métodos conservacionistas como la rotacién de cultivos y la reduccion de
la labranza, especialmente porque pueden contribuir a reducir la gravedad de las
enfermedades (van Bruggen y Semenov, 2000; Janvier et al., 2007). Dichas practicas
disminuyen la densidad del inéculo del patégeno en el suelo, reducen su
capacidad para sobrevivir y lo privan de su huésped, ya que crean condiciones que
favorecen el crecimiento de otros microorganismos en detrimento del patégeno
(Bailey y Lazarovits, 2003). Aun asi, cada estrategia de secuencia afectara los
complejos de patdégenos formados, asi como el potencial antagénico de los
residentes microbianos en el agroecosistema del suelo (Cook, 1986; Bailey y
Lazarovits, 2003). En consecuencia, es de primordial importancia monitorear la
salud del suelo y medir el impacto de las practicas culturales en las enfermedades

transmitidas por el suelo (van Bruggen y Semenov, 2000; Janvier et al., 2007).

2. HIPOTESIS

La diversidad microbiana del suelo se incrementa en respuesta a la intensificacion
sustentable de los sistemas agricolas, disminuyendo la incidencia de enfermedades

causadas por hongos de suelo en soja y promoviendo la productividad del cultivo.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Identificar el nivel de intensificacion sustentable de un agroecosistema que
contribuya a incrementar la diversidad microbiana del suelo, en sintonia con las
variables quimicas y fisicas asociadas y la productividad del cultivo de soja,
contrarrestando la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo que

afectan al cultivo.
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3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la diversidad microbiana del suelo (estructura de las comunidades vy
funciones en las que estan involucrados los microorganismos) en respuesta a la

intensificacién sustentable de los sistemas agricolas.

2. Interrelacionar las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas del suelo en

respuesta a la intensificacion sustentable de los sistemas agricolas.

3. Evaluar la relacion entre la diversidad microbiana del suelo y la incidencia de
enfermedades causadas por hongos de suelo en soja y la productividad del

cultivo.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sitio de estudio

El trabajo de investigacién se llevd a cabo en un ensayo de larga duracion,
perteneciente a la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA Oliveros, situada
al sudeste de la provincia de Santa Fe (32° 56' S; 60° 87’ O) en el departamento de
Iriondo (Figura 1). El suelo corresponde a un Argiudol Tipico serie Maciel (Soil
Survey Staff, 2014); es un suelo profundo, desarrollado en areas bien drenadas,
sobre paisajes muy suavemente ondulados, cuyo horizonte superficial presenta
textura franco limosa, 2,64% de MO, 0,15% de N total y pH 6,0, sin presentar
limitaciones para su uso con cultivos agricolas. En la region prevalece un clima
templado con caracteristicas pampeanas, es decir, no se registra calor extremo ni
frio intenso. La humedad es abundante debido a las precipitaciones, que son mas
intensas en verano y disminuyen regularmente durante todo el afo. Los registros
pluviométricos y de temperaturas se obtuvieron de la estacién agro-meteorolégica
de la EEA INTA Oliveros (Figura 2).
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Figura 1. Imagenes satelitales de la localizaciéon del sitio de estudio y del

experimento a campo establecido en EEA INTA Oliveros donde se muestran las
parcelas productivas.
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Figura 2. Precipitaciones (mm - mes-1) y temperaturas (°C - mes-1) registradas en

la estacion agro-meteoroldgica EEA INTA Oliveros, para las campafas agricolas
evaluadas (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017).
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4.2. Disefo experimental

El ensayo se realizo bajo un disefio a un factor en bloques completos al azar
con tres repeticiones, siendo el tamafo de las parcelas de 13 m de ancho y 50 m
de largo. Los tratamientos fueron distintas secuencias agricolas que resultaron de
la combinacién de los cultivos de soja (Glycine max L. Merr.), maiz (Zea maysL.) y
trigo (7riticum aestivum L.), incluyendo la alternativa de trigo como cultivo de
cobertura invernal (CC) (Figura 3). De esta manera, los tratamientos tendientes a la

intensificacion sustentable del sistema agricola fueron:

T1. Soja - Soja: S-S

T,. Cultivo de cobertura invernal (trigo) - Soja: CC-S

Ts. Maiz - Soja - Trigo/Soja: M-S-T/S

T4. Maiz - Cultivo de cobertura invernal (trigo) - Soja - Trigo/Soja: M-CC-S-T/S
Ts. Maiz - Trigo/Soja: M-T/S

Te. Maiz - Trigo/Soja - Cultivo de cobertura invernal (trigo): M-T/S-CC

| BLOQUE 1 R BLOQUE 2 N BLOQUE 3
. @ olel., 2l oy
v [ [ [
ale e lal&lel|8lelalals ] 2l5]aly| &2
21812)3]2 8] 2 75|82 8] g L]0 E

Figura 3. Esquema del experimento a campo establecido en EEA INTA Oliveros,
donde las secuencias son resultado de la combinacion de los cultivos soja (S), maiz

(M), trigo (T) y cultivo de cobertura invernal (CC).

Para cuantificar el nivel de intensificacion se propuso el indice de
intensificacion de la secuencia (ISI), calculado como el cociente entre el nimero de
cultivos y la duracién de la secuencia (Farahani et al., 1998). Asi las secuencias mas

intensificadas presentan un mayor indice (Tabla 1).
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Tabla 1. indice de intensificacién de la secuencia (ISI), tendiente a la
sustentabilidad de los sistemas agricolas, donde las secuencias son resultado de la
combinacién de los cultivos soja (S), maiz (M), trigo (T) y cultivo de cobertura

invernal (CC), los cuales se detallan para cada campaia agricola.

SECUENCIA ISI CAMPANA

2015 2016 2017

S-S 1 Soja Soja Soja
CC-S 2 CC-Soja CC-Soja CC-Soja

M-S-T/S 1,33 Soja Trigo/Soja Maiz

M-CC-S-T/S 1,66 CC-Soja Trigo/Soja Maiz

M-T/S 15 Maiz Trigo/Soja Maiz

M-T/S-CC 2 Trigo/Soja  CC-Maiz  Trigo/Soja

4.3. Manejo del ensayo

El ensayo se implant6 en el afio 2006, en un lote con 30 afos de historia
agricola, bajo manejo de siembra directa (SD) en los ultimos ocho afos. La historia
previa del lote consistia en una rotacion de cultivos anuales (maiz-soja-trigo/soja).
Al momento de implantar el ensayo, el lote presentaba problemas de
compactacion subsuperficial producto de un inadecuado manejo, por lo cual se
realizd, por Unica vez, la descompactacion con un escarificador marca CULTI-VIE de
4 rejas a 0,5 m de distancia entre ellas hasta 0,25 m de profundidad. El ensayo se
continué bajo SD y los cultivos agricolas empleados fueron soja, maiz y trigo,

manejados de acuerdo a las practicas establecidas por los productores de la zona.

Durante el periodo de evaluacion, las semillas de soja sembradas a una
densidad de 40 y 52 semillas/m?’ a 52 cm de distancia entre surcos,
correspondieron a variedades de grupo de madurez IV Largo (Don Mario 4970,
campafa 2015 y 2016; Don Mario 4915, campafa 2017) para primera fecha de
siembra (Noviembre), y grupo de madurez V Corto (Nidera 5009, campafa 2015 y
2017; Nidera 5258, campafa 2016) para segunda fecha de siembra (Diciembre). Las
variedades mencionadas son de habito de crecimiento indeterminado y tolerantes
al herbicida glifosato. Para maiz se utilizaron dos variedades de semilla de la marca
Dekalb (DK7210 VT3P y DK7310 VT3P) sembradas a finales de Diciembre a razén

de 7 semillas/m? a 52 cm de distancia entre surcos, siendo tolerantes a

27



aplicaciones post-emergentes de glifosato. En cuanto al cultivo de trigo, ya sea
para cosecha de grano o como CC, se emplearon indistintamente tres variedades
de ciclo intermedio (Buck Meteoro, Buck SY 200 y ACA315) y una de ciclo corto
(Don Mario Cronox), sin embargo, la densidad de siembra para el trigo destinado a
cosecha de grano fue de 400 semillas/m?, mientras que para CC se utilizaron 500

semillas/m?, ambas a una distancia ente surcos de 21 cm.

La soja de primera fecha de siembra, el trigo y el maiz, fueron fertilizados
con fosfato monoaménico (PMA) a razén de 60 kg - ha™. Simultaneamente, trigo y
maiz recibieron urea en cantidades variables (80 a 220 kg ha™l), mientras que la
soja de segunda fecha de siembra y el CC no fueron fertilizados. Para el control de
malezas se empled principalmente glifosato (1,5 kg principio activo - ha™*) en soja 'y
maiz, y metsulfurén metil en trigo (10 g - ha™), mientras que para el control de
plagas se aplicaron productos insecticidas (piretroides, benzoilurea y
flubendiamide) y fungicidas segun dosis de marbete. En relacion a los fungicidas,
se destaca la campafia 2016, donde las secuencias M-S-T/S, M-CC-S-T/S y M-T/S,
recibieron una aplicacion para enfermedades de fin de ciclo en trigo (550 cm® ha™,
formulacion: metominostrobin 15% + tebuconazole 30%) y para enfermedades
foliares en soja de segunda fecha de siembra (300 cm® ha™, formulacién:
azoxistrobina 20 g + cyproconazole 8 g). Ese mismo afio, el CC de las secuencias
CC-S y M-T/S-CC recibidé una aplicacion para enfermedades de fin de ciclo. El
crecimiento del CC se detuvo hacia principios del mes de Octubre mediante una

pulverizacion de glifosato.

4.4. Muestreo de suelo

El muestreo de suelo se realizd anualmente, durante tres campafas
agricolas consecutivas (2015, 2016 y 2017). Con la finalidad de determinar la
calidad edafica conjuntamente con el periodo de manifestacion de enfermedades
causadas por hongos de suelo en soja, los muestreos fueron realizados antes de la
cosecha de los cultivos (pre-cosecha), durante el estadio reproductivo R5 para soja.
La metodologia de muestreo se realizd de acuerdo a Vargas Gil et al. (2011),
donde seis muestras compuestas (réplicas) por 10 submuestras de suelo fueron

tomadas por parcela desde el horizonte A, a una profundidad de 10 cm proximo a
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la raiz, a partir de estaciones de muestreo al azar. Como resultado, el nimero de
unidades observacionales por afo quedd definido de la siguiente manera: 6
tratamientos x 3 repeticiones x 6 réplicas = 108 unidades experimentales. Después
de pasar a través de tamiz de 2 mm, una parte de cada muestra fue almacenada a
4 °C para la realizacién de los analisis microbiologicos y quimicos, y otra parte se
colocé a -20 °C para los analisis de estructura de comunidades y los analisis

genéticos (Figura 4).

Figura 4. Muestreo de suelos en la EEA INTA Oliveros, para las campafas agricolas
evaluadas (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017). A: Toma de muestra de suelo en
parcela del ensayo con cultivo de soja; B: Muestras de suelo dispuestas en bolsas
plasticas listas para su acondicionamiento; y C: Tamizado de muestras de suelo

para su almacenamiento y analisis.

4.5. Andlisis de las muestras

Objetivo 1: FEvaluar la diversidad microbiana del suelo (estructura de las
comunidades y funciones en las que estan involucrados los microorganismos) en

respuesta a la intensificacion de sistemas agricolas.

Para cumplir con este objetivo, se cuantifico la estructura de las
comunidades microbianas del suelo y sus funciones a partir de las siguientes

metodologias:
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45.1. Estructura de las comunidades microbianas

Constitucion de las comunidades microbianas por perfiles de fosfolipidos
(PLFAs)

La estructura de las comunidades microbianas de suelo se estudié mediante
sus perfiles de fosfolipidos, segun la metodologia utilizada por Meriles et al.
(2009), basada en Zelles (1999). La metodologia de extraccion y condiciones de
analisis de los perfiles de fosfolipidos de acidos grasos (PLFAs) se realizd acorde
con Bossio et al. (1998). Las muestras de suelo (8 g suelo fresco) se extrajeron con
40 ml de una solucion buffer que contiene una proporcion de 1:2:0,8 cloroformo,
metanol y buffer fosfato (8,7 g K;HPO,4-dibasico + 1,3 g K;HPO4-monobaésico |7,
pH 7,4) y se dejo reposar durante 1 h. El sobrenadante obtenido se filtré6 en un
tubo de vidrio y se le agreg6é 10 ml de cloroformo y 10 ml de buffer fosfato (pH:
7,4), se tapd y agitd en vortex. Se dejé reposar 24 h hasta la completa separacion
de las fases organica y acuosa. La fase organica fue colectada y posteriormente
secada con N. Los lipidos neutros y los glicolipidos se eluyeron con 4 ml de
cloroformo y 10 ml de acetona, respectivamente. La fraccion de fosfolipidos se
eluyd con el agregado de 5 ml de metanol. La metilacion de los acidos grasos se
realizé con una solucion de 1 ml de metanol/tolueno (1:1v/v) y 1 ml de KOH 0,2 M
incubados a 37 °C durante 15 min. Los acidos grasos metil esterificados (FAMEs)
fueron extraidos con 2 ml de hexano durante un reposo de 30 min.
Posteriormente, se extrajo la fase superior a la cual se adicion6 50 ul de estandar
interno (C19:0) y se almaceno a -20 °C hasta su analisis.

La solucion de FAMEs fue posteriormente concentrada hasta sequedad con
N y el residuo obtenido se resuspendié en 150 pl de hexano y se midi6 por
cromatografia de gases en un 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. Los FAMEs fueron identificados
mediante una corrida previa de un estandar de ésteres metilicos de acidos grasos
bacterianos (Bacterial Acid Methyl Esters mix, Supelco, Bellefonte, PA). Para la
cuantificacion de PLFAs se utilizd como estandar interno nonadecanoate de metilo

(C19:0). En cada muestra la abundancia individual de PLFAs se expres6 como
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nmoles% - g suelo seco, y las 4reas de los picos de PLFA se combinaron en

grupos de biomarcadores.

Se utiliz6 nomenclatura estandar, donde el nUmero antes de los dos puntos
representa el nimero de atomos de C, y el nUmero después de los dos puntos
indica el niumero de dobles enlaces y su ubicacion (w). El prefijo "cy" indica

un " n

presencia de grupo ciclopropilo, los prefijos “i" (iso) y “a” (anteiso) indican
ramificacion en los atomos de C ndimero 2 y 3, respectivamente. La configuracion
“c” (cis) y "t" (trans) de dobles enlaces se indican después de la posicion. La
biomasa microbiana total se estim6 como PLFAs extraibles totales. Los acidos
grasos i15:0 y al5:0 fueron elegidos para representar bacterias Gram positivas,
mientras que cyl7:0 y cyl9:0 fueron elegidos para representar bacterias Gram
negativas. El acido graso 18:2w6c representod la biomasa fungica, mientras que los
acidos grasos 10-metil 18:0 y 16:1w5c se utilizaron como indicadores de

actinomicetos y hongos micorricicos arbusculares respectivamente.

Abundancia de bacterias y hongos totales del suelo mediante gPCR

A partir de 0,5 g de suelo se realizaron las extracciones de ADN utilizando el
kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel) segun las especificaciones del producto. El
rendimiento y la pureza del ADN se midieron usando un fluoroespectrometro de
microvolumen (NanoDrop Technologies, Delaware). Para la cuantificacion de
bacterias y hongos totales, fue necesario realizar diluciones de las muestras de
ADN del suelo, siendo 1/16 y 1/8, respectivamente. El nUmero de copias del gen
16S rRNA bacteriano (conjunto de cebadores 338F/518R, Fierer et al., 2005) y el
numero de copias del gen 18S rRNA (conjunto de cebadores NS1-F/Fung R, May
et al., 2001) de todas las muestras se determinaron siguiendo el protocolo de Liu
et al. (2009). La amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(qPCR) se cuantific6 en un Line-Gene 9600 Plus mediante monitorizacion
fluorométrica con Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). La
reaccion se realizo en un volumen de 25 pl que contenia 10 ng de ADN, 0,2 mg ml
1 BSA, 0,2 MM de cada primer y 12,5 pl de SYBR premix EX TaqTM (Takara Shuzo,
Shiga, Japon). Las condiciones de amplificacion consistieron en un primer paso
inicial de desnaturalizacion y activacion de la enzima por 5 min a 94 °C seguida de

34 ciclos de 20 seg de desnaturalizacién a 94 °C, 20 seg de alineamiento a 55 °C
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para 16S y 56 °C para 18S, 30 seg de extensiéon a 72 °C y un paso de extension
final de 2 min a 72 °C. Las curvas estandar se construyeron por separado para
bacterias y hongos usando plasmidos de genes de ARNr clonados (Takara).
También se incluyeron controles de ADN negativo (agua ultrapura) y positivo
(Pseudomonas aeruginosa). El niumero de copias de los estandares se calculo a
partir de la concentracién de ADN de plasmido extraido. Las curvas estandar
fueron generadas por triplicado a partir de diluciones en serie de 10 veces de ADN
de plasmido, que oscilaban entre 2,07 x 10?y 2,07 x 10® copias para el gen 16S
rRNA bacteriano, y 4,60 x 10% a 4,60 x 10® copias para el gen 18S rRNA flngico
por ensayo. Se obtuvo una eficacia de amplificacion de cuantificacién del 105%
para el gen 16S rRNA bacteriano y 98,2% para el gen 18S rRNA fungico, con un
valor R? y una pendiente de 0,998 y -3,197, y 0,993 y -3,365, respectivamente. El
analisis de la curva de fusion se realizd después de cada ensayo para confirmar la
amplificacion especifica. Se realizd6 ademas una electroforesis en gel de agarosa al
2% en los productos de amplificacion por PCR y en un blanco para verificar si se
alcanzaba un tamafo apropiado. Se uso la mezcla maestra como control negativo
para probar posibles efectos inhibidores sobre la amplificacion de PCR cuantitativa
causada por sustancias humicas coextraidas. Las eficiencias de amplificacion se
calcularon usando la férmula Eff=[10(-1/slope)-1] (Hai et al., 2009). Se utilizaron los
datos de fluorescencia de cada muestra y sus Cts para calcular el nUmero de
copias por gramo de suelo de acuerdo con el método propuesto por Brankatschk
et al. (2012).

Microorganismos biocontroladores

Trichoderma spp. y Clonostachys spp., al igual que otros hongos, juegan un
rol fundamental en los procesos ecosistémicos del suelo. Para el aislamiento y
cuantificacion de estos microorganismos cultivables de suelo se siguid la
metodologia de recuento en placa propuesta por Vargas Gil et al. (2009b). Donde,
10 g de suelo de cada muestra se transfirieron a frascos que contenian 100 ml de
agua destilada estéril, y se colocaron en un agitador orbital (260 rpm, 15 min).
Partiendo de esta suspension se realizaron diluciones hasta 10, de esta Ultima,
una alicuota de 400 ul se sembro en la placa que contiene como medio de cultivo

Agar Papa Glucosado (39 g/I), cloranfenicol (0,3 g/l), streptomicina (0,1 g/I) y rosa
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de bengala (0,02 g/I). Las placas se colocaron en incubadora a 25 °C en oscuridad,
aproximadamente durante 7 dias realizando la identificacion y cuantificacién de los
biocontroladores cada 48 hs. Los resultados se expresaron como porcentaje (%) de

Trichoderma spp.y Clonostachys spp. en relacién al nUmero de hongos totales.

4.5.2. Funciones de las comunidades microbianas

Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP)

La diversidad microbiana funcional se cuantific6 mediante perfiles
fisiologicos a nivel de comunidad (CLPP) (Ruiz et al, 2008). Las fuentes de C
seleccionadas representaban una gama de calidad y complejidad de sustratos que
consistieron en seis monosacaridos (D-dextrosa, D-manosa, D-fructosa, D-glucosa,
D-galactosa, D-xilosa), un disacarido (D-lactosa), cuatro aminoacidos (DL-
triptéfano, L-arginina, L-asparagina, L-lisina), y una vitamina (tiamina). La solucion
madre de cada fuente de carbono se prepar6 con agua desionizada esterilizada
por filtracién (3 g I'!) y se almacené a 4 °C en la oscuridad. El medio basal consistid
en K;HPO, (21 g '), KH2PO4 (9 g 1), MgSO4 (0,3 g I™h), (NH4)2S04 (1,5 g I, CaCly
(0,03 g I'"), FeSO,4 (0,015 g 1Y), MnSO,4 (0,0075 g 1Y), NaMoO4 (0,0075 g I'). Una
porciéon (2 g) de cada muestra de suelo se suspendid en 10 ml de agua
desionizada esterilizada por filtracion. Cada microplaca se prepar6é con solucidn
madre (60 pl), medio basal (60 ul), y violeta tretrazolium (0,0075%). Finalmente, se
afadieron suspensiones de suelo (120 ul) en los pocillos, y las placas se incubaron
a 25 °C inmediatamente. Las lecturas (unidades de fluorescencia relativas, RFU) se
obtuvieron a partir de la placa a las 24, 48 y 72 h (Wallac 1420 Victor2 contador
multi-etiqueta, Perkin Elmer Life Sciences). El analisis de CLPP se expresé como el
promedio de desarrollo de color del pocillo (AWCD; Garland y Mills, 1991), a partir
de los datos obtenidos a las 72 h. Ademas, las RFU se trazaron frente al tiempo
(horas) para obtener curvas respiratorias (Allegrini et al., 2015). El area integrada
bajo la curva respiratoria (AUC) se calculé entre las 24 y 72 h con el software
SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EE. UU.).
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Actividades enzimaticas

Hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (FDA)

La estimacion de la hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA) mide la
fluoresceina derivada de la hidrolisis de FDA por enzimas extracelulares y de
membrana (esterasas, proteasas y lipasas) involucradas en la descomposicion de
muchos tipos de tejidos. Se cuantific6 empleando la técnica de Adam y Duncan
(2001). Se colocaron 2 g de suelo y 15 ml de 60 mM de solucion buffer de fosfato
de potasio pH 7,6 en un matraz conico de 50 ml. Se afladi6 sustrato (FDA, 1000 ug
ml™) para iniciar la reaccién. Los matraces se colocaron en una incubadora orbital
a 30 °C y 100 rpm durante 20 min. Una vez retirado de la incubadora, 15 ml de
cloroformo/metanol (2:1 v/v) se afadieron inmediatamente para terminar la
reaccion. Los contenidos de los matraces se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
min. El sobrenadante se filtré y se midié a 490 nm en un espectrofotometro. La

actividad de la enzima se expresé como ug fluoresceina - g suelo™® h™.
Actividad fosfatasa dcida (FA)

Las enzimas fosfatasas, en especial las fosfomonoesterasas, se han
estudiado ampliamente en el suelo por su papel en la mineralizaciéon del fésforo.
Para la determinacion de fosfatasa acida (FA) se utilizé el método propuesto por
Tabatabai y Bremner (1969), basado en la determinacién de p-nitrofenol liberado
luego de una incubacién de suelo con p-nitrofenil fosfato (pNP). La actividad FA se
analizo a partir de 1 g suelo, 4 ml de solucion buffer universal de 0,1 M (pH 6,5) y 1
ml 25mM pNP. Después de una incubacion a 37+1 °C por 1 h, se detuvo la
reaccion enzimatica afiadiendo 4 ml 0,5 M NaOH y 1ml de 0,5 M CaCl, para evitar
la dispersion de las sustancias humicas. La absorbancia del sobrenadante se midié

a 400 nm. La actividad de la enzima se expresé como ug p-hitrofenol - g suelo™h™.
Actividad deshidrogenasa (DHG)

La deshidrogenasa (DHG) es una enzima intracelular que se encuentra activa
en las células vivas y constituye un indicador importante de la actividad microbiana

del suelo. Su determinacién se realizd de acuerdo a la técnica citada por Garcia et

34



al. (1997). Se expuso 1 g de suelo (60% de su capacidad de campo) a 0,2 ml de una
solucién al 0,4% INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-cloruro de feniltetrazolio) en
agua destilada a 28 °C durante 24 h en la oscuridad. El INTF (iodo-nitrotetrazolio
formazan) formado fue extraido con 10 ml de metanol mediante agitacién rapida
durante 1 min, y centrifugacion a 4000 rpm, 4 min a 4 °C. El INTF se midié
espectrofotométricamente a 490 nm. La actividad de la enzima se expres6 como

mg INTF - g suelo™.

Parametros microbianos generales

Carbono de biomasa microbiana (CBM)

El contenido de C de la biomasa microbiana (CBM) se define como el C del
suelo perteneciente a la microbiota. El CBM se determind por el método de
fumigacion-extraccion segun metodologia de Vance et al. (1987). EIl CBM fue
extraido de suelos fumigados y no fumigados. Para ello, cada muestra (por
duplicado) de 7,5 g de suelo se humedecio a una relacién 3:1 (suelo:agua) y se
incubd durante 15 h a 30 °C en oscuridad. Luego, se adicioné cloroformo como
biocida y se extrajo con 30 ml K;SO4 0,5 M en agitacion durante 1 h. La solucién se
centrifugd, se filtrd y se afiadid un extracto de 4 ml a 1 ml de 0,06 M de K,Cr,0; y
4 ml H,SO.. Esta solucidn se digirid usando una placa digestora a 140 °C durante
30 min, y la absorbancia se midié a 590 nm en un espectrofotémetro. CBM se
estim6 mediante el calculo de la diferencia entre las muestras fumigadas y no
fumigadas, utilizando un factor de correccién (kc: 0,35). Los resultados se

expresaron en ug CBM - g suelo™.
Respiracion microbiana (RM)

La respiracidon microbiana (RM) del suelo se determind como C
potencialmente mineralizable de acuerdo con Alef (1995). La cantidad de CO,
liberado se midio a partir de 10 g de muestra de suelo fresco junto a un recipiente
con 15 ml NaOH 0,2 N, todo se incubo dentro de un frasco de vidrio cerrado
herméticamente. Después de 7 dias de incubacion a 25 °C en oscuridad, el CO;

desarrollado fue atrapado en el NaOH. Luego, 1 ml BaCl2 1 M se afiadi6 a la
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soluciéon de NaOH para la precipitacion de CO3;y el NaOH restante se titulo con
HCl 0,2 N utilizando fenolftaleina como indicador. Para la cuantificacion de la
respiracion microbiana, recipientes sin conteniendo de tierra sirvieron como

controles. Los resultados se expresaron en pg CO,-C - g suelo™ dia™.
Coeficiente metabdlico (qCO;)

Este coeficiente metabdlico (qCO,) resulta del cociente entre la respiracién
microbiana (RM) y el carbono de la biomasa microbiana (CBM). Fisiologicamente,
este indice describe el sustrato mineralizado por unidad de CBM (Insam vy
Haselwandter, 1989).

Proteinas de suelo relacionadas con Glomalina (PSRG)

La glomalina es una glicoproteina producida por los HMA. Por sus
caracteristicas aglutinantes, la glomalina tiene intima relacién con la estabilidad de
agregados del suelo ya que posee una gran adhesividad y resistencia a la
degradacion, lo que la hace un componente importante de la MO, contribuyendo
al secuestro de C en el suelo. La cuantificacién de proteinas de suelo relacionadas
con glomalina (PSRG), se realizé empleandose la técnica de Wright y Upadhyaya
(1996) en la forma de proteina facilmente extractable. La PSRG facilmente
extractable se determiné a partir de 1 g de suelo y 8 ml de citrato de sodio 20 mM
de (pH 7,0) como extractante, esterilizando luego la solucién por autoclave a 121
°C durante 30 min. Los extractos se centrifugaron a 10.000 g por 3 min y la
proteina en el sobrenadante se determind mediante el empleo de la coloracién de
Bradford con albumina de suero de bovino como estandar (Wright y Upadhyaya,
1996). La absorbancia se midié espectrofotométricamente a 595 nm. La

cuantificacion de PSRG se expres6 como mg - g suelo™.
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Objetivo 2: Interrelacionar las variables microbiologicas, quimicas y fisicas del

suelo en respuesta a la intensificacion de sistemas agricolas.

Para cumplir con este objetivo, se cuantificaron las variables quimicas y

fisicas edaficas de acuerdo a las siguientes metodologias:

4.5.3. Variables quimicas de suelo

Carbono organico (CO)

El C organico (CO) del suelo se determiné por el método de Walkley y Black
(1934) que consiste en la oxidacién del carbono organico con dicromato de
potasio en acido sulfurico concentrado durante 30 minutos, titulando luego el

exceso del agente oxidante segun metodologia de Nelson y Sommers (1982).

Nitratos (NO3’)

Los nitratos (NOs3) son la forma de nitrégeno mas importante para las
plantas, ya que son la forma soluble en que pueden absorberlo. La determinacion

se llevd a cabo por el método de Bremner (1965).

Fosforo (P)

La estimacion del fosforo disponible (P) en el suelo se realizé por el método
de Bray y Kurtz (1945). La determinacion consiste en una relacion suelo-solucion
extractiva de 1.7, agitando vigorosamente por un minuto, para luego determinar el

P en el extracto por colorimetria segun metodologia de Murphy y Riley (1962).

Potencial hidrogeno (pH)

La determinacion de pH se realizd por el método potenciométrico en agua

destilada (Norma IRAM 2009) en una relacion 1:2.5 v/v suelo:agua.
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Conductividad eléctrica (Ce)

La conductividad eléctrica (Ce) se determind por suspensiéon de la muestra
de suelo en una relacion de 1:2,5 v/v suelo:agua, leyendo en celda conductimétrica
ajustada con solucién estandar de CIK 0,01 N (Norma IRAM, 2006).

45.4. Variables fisicas de suelo

Infiltracion basica (IB)

La infiltracion basica es la velocidad de infiltracion con la cual el agua
penetra en el suelo. El agua se infiltra con rapidez en suelos secos, esta velocidad
se conoce como la velocidad de infiltracién inicial, a medida que el agua sustituye
al aire que se encuentra en los poros, el agua de la superficie se infiltra a una
velocidad menor y finalmente, cuando el suelo se satura de agua, alcanza una
velocidad constante, que es la velocidad de infiltracion basica. Se determiné con
base en la profundidad (mm) de la ldmina de agua que logra penetrar en el suelo

en una hora (Brouwer et al., 1988).

Resistencia mecanica a la penetracion (RMP)

La resistencia a la penetracion es un indicador del nivel de compactacion de
un suelo. La compactaciéon limita el crecimiento radicular y la cantidad de aire y
agua de que disponen las raices (Herrick y Jones, 2002). Se determiné a una
profundidad de 15 c¢cm del suelo a través del indice de cono utilizando un

penetrémetro digital (Fieldscout SC 300). El resultado se expreso6 en kPa.

Objetivo 3: Evaluar la relacion entre la diversidad microbiana del suelo y la
incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja y la

productividad del cultivo.

Durante las tres campafas en las que se llevd adelante el estudio, se
realizaron evaluaciones para registrar las enfermedades causadas por hongos de
suelo que se presentaran. Esto permitiria interrelacionar las condiciones propias

del suelo con su capacidad para inhibir la presencia de hongos de suelo que
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podrian afectar al cultivo de soja. La principal enfermedad que se manifesto en el
ensayo durante el periodo de evaluaciones fue el sindrome de la muerte subita

(SMS) que se cuantifico de la siguiente manera:

4.5.5. Incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS) de la soja

El sindrome de la muerte subita (SMS) de la soja se detectd por la presencia
de sintomas tipicos foliares (clorosis y necrosis) y pudricién de la raiz (Aoki et al.,
2005; 2012), y fue confirmado posteriormente por aislamiento de los patdégenos de
las raices (Scandiani et al., 2012). El método empleado para la evaluacién de la
incidencia del SMS (ISMS) de la soja se llevd a cabo de acuerdo con el trabajo
previo de Pérez Brandan et al. (2014a). La ISMS se evalud a partir del estado
fenoldgico reproductivo cinco (R5. inicio de fomacién de semillas) mediante el
establecimiento de 4 estaciones de muestreo (25 plantas cada una) en cada
parcela. La incidencia de la enfermedad se determind como el porcentaje de
plantas que expresan sintomas foliares del SMS. A su vez, la evaluacién del nivel de
severidad se estimo en funciéon del area foliar afectada con sintomas (Lenzi et al,,

2010) utilizando una escala diagramatica de 1 a 5 grados (Figura 5), siendo:

- Grado 1: plantas con hasta el 25% del area foliar (AF) afectada por SMS con
arrugamiento de hojas, moteado clorético, clorosis internerval, poca necrosis,
sintomas en pocas hojas.

- Grado 2: desde 26 a 50% del AF afectada con clorosis y necrosis internerval,
sintomas en varias hojas.

- Grado 3: desde 51 a 75% del AF afectada con clorosis y necrosis internerval,
sintomas en la mayoria de las hojas, puede haber defoliacion.

- Grado 4: mas del 76% del AF afectada con necrosis internerval en la mayoria de
las hojas, practicamente so6lo las nervaduras mantienen color verde; con
defoliacion.

- Grado 5: plantas muertas por SMS.

El nivel de los sintomas foliares del SMS en cada parcela se evaluara
mediante la intensidad de la enfermedad (IE) (Lenzi et al., 2010), que puede tomar

valores de 0 a 100, y se obtiene como, IE = (Incidencia x Severidad) / 5.

39



GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4
‘q

Figura 5. Escala diagramatica de severidad en grados para el sindrome de la

muerte subita (SMS) de la soja por Lenzi et al. (2010).

4.5.6. Productividad de los cultivos

Por otra parte, se determin¢ la productividad de los cultivos de acuerdo a

las siguientes metodologias:

Biomasa vegetal (BV)

Para la determinacion de la biomasa vegetal (BV) de los cultivos de cada
secuencia se recolecté 1 m? de biomasa aérea de plantas en etapa de madurez
fisiologica. Se separd el grano para obtener la BV y se llevo a estufa a 60 °C hasta

peso constante. Los resultados se expresaron en kg - ha™.
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Rendimiento (R)

Se cuantificé el rendimiento total (kg - ha™) del cultivo de soja, maiz y trigo

luego de la cosecha de las parcelas.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando los modelos lineales,
generales y mixtos mediante la plataforma R (R Core Team, 2009), a través de la
interfase implementada con el programa InfoStat Version 2015 (Di Rienzo et al.,
2015). El analisis de datos se realizd bajo un disefio a un factor fijo (nivel de
intensificacion) y con los bloques como variable aleatoria. En los resultados
expresados como promedio de los tres muestreos se consider6 a la campafa
como una repeticion. La comparacion entre medias de los tratamientos fue
determinada mediante el uso de la prueba Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC;
p=<0,05) (Di Rienzo et al., 2002).

Se utiliz6 como herramienta exploratoria el analisis de componentes
principales (ACP), para detectar las variables microbiologicas que tuvieron mayor
inercia en la separacion de los tratamientos. También se empled el analisis de
conglomerados jerarquicos, con la finalidad de apreciar como los tratamientos van
creando grupos cada vez mas grandes y heterogéneos. Para los dendrogramas se
utilizd el agrupamiento de Encadenamiento promedio y distancia Euclidea, siendo
el criterio empleado para la determinacion del nimero de clusters el 75% de la
distancia total. Mientras que para estudiar como influye la interrelacién de las
variables microbioldgicas, quimicas y fisicas en la separacion de los tratamientos se
empleo el analisis de procrustes generalizado (APG). A su vez, se empled el analisis
de correlacion de Pearson como medida de la magnitud de asociacion lineal entre

dos variables.
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6. RESULTADOS

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos de los muestreos de
suelo y evaluacién de enfermedades correspondientes a las campafias agricolas

2015, 2016 y 2017, en base a los objetivos especificos del proyecto.

Objetivo 1: FEvaluar la diversidad microbiana del suelo (estructura de /las
comunidades y funciones en las que estan involucrados los microorganismos) en

respuesta a la intensificacion de sistemas agricolas.

6.1. Estructura de las comunidades microbianas

6.1.1. Constitucion de las comunidades microbianas por perfiles de fosfolipidos
(PLFAs)

La cuantificacién de la estructura de las comunidades microbianas del suelo
mediante la técnica PLFAs permitié determinar bacterias Gram positivas (GP) y
bacterias Gram negativas (GN), bacterias totales (BT) y hongos totales (HT), hongos
micorricicos arbusculares (HMA), Actinobacterias (ACT) y biomasa total (TPLFAs)
(Tabla 2). En general, los tratamientos tendientes a la intensificacion agricola no
lograron diferenciarse claramente por la cuantificacion de la biomasa de los
grupos taxondmicos y la biomasa total de las comunidades microbianas del suelo
(Tabla 2). Sin embargo, se destaca que la abundancia de bacterias GN fue mayor a
la de bacterias GP, y que la abundancia de BT fue considerablemente superior a la
registrada para HT, independientemente de las secuencias agricolas. A partir del
analisis estadistico, se observo una disminucidn en el porcentaje de bacterias GP
para la secuencia S-S en la campafa 2015, resultado que también se registré en el
afo 2016 aunque sin diferencias estadisticamente significativas. A su vez, las
bacterias GN también registraron un porcentaje menor para el tratamiento S-S en
el afo 2015, seguido de M-S-T/S y M-T/S. Una tendencia a menores contenidos de
BT, se observaron en S-S para las campafias 2015 y 2016, en tanto que sélo se
registraron diferencias estadisticamente significativas en la campafa 2017, siendo
el mayor porcentaje de BT para M-T/S-CC. Por su parte, las diferencias entre los

porcentajes obtenidos para HT fueron estadisticamente significativas para la
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secuencia M-T/S, registrando valores superiores s6lo en la campafa 2015. En lo
que respecta a HMA y ACT, sélo se observaron diferencias estadisticamente
significativas para el aflo 2016, donde S-S registré el menor porcentaje. En relacion
a la abundancia por TPLFAs se presentaron diferencias estadisticamente
significativas para los tratamientos evaluados en las campafias 2015 y 2017,

destacandose un menor porcentaje para S-Sy M-T/S, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Perfiles de fosfolipidos de acidos grasos del suelo (PLFAs) en respuesta a
la intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de
larga duracion, durante la cosecha 2015, 2016 y 2017.

GP GN BT HT HMA  ACT  TPLFAs
SECUENCIAS
nmoles% - g suelo seco™
S-S 1930 b 2772 b 47,02 243 b 6,84 5,79 62,08 b
CcC-S 21,88 a 2910 a 5099 237 b 7,40 4,90 65,65 b
n M-S-T/S 2271 a 27,78 b 5048 227 b 6,15 544 64,35 b
5 M-CC-S-T/S 2095 a 29,04 a 50,00 224 b 6,74 8,08 67,06 a
M-T/S 2074 a 2811 b 4885 339 a 6,35 6,22 64,81 b
M-T/S-CC 2106 a 2877 a 4984 258 b 7,38 5,82 6561 b
P-valor * ok Ns ok Ns Ns Kk
S-S 13,90 2501 b 3890 2,10 512 b 306 b 4919
CC-S 15,13 2586 b 40,99 179 590 a 391 b 54,30
© M-S-T/S 14,76 2725 a 4201 1,87 596 a 393 b 53,77
Q& M-CC-S-T/S 15,84 2534 b 4117 2,74 531 b 332 b 52,55
M-T/S 15,87 2401 b 3988 1,83 6,15 a 389 b 51,74
M-T/S-CC 16,51 2732 a 4383 1,52 547 b 4,82 a 55,64
P-valor Ns *xk Ns Ns — p— Ns
S-S 12,36 34,25 46,61 b 1,88 2,40 243 53,33 a
CC-S 13,54 33,31 46,85 b 1,94 3,92 278 55,48 a
N M-S-T/S 10,79 35,68 4647 b 1,95 4,04 2,14 54,60 a
& M-CC-S-T/S 10,69 35,19 4588 b 2,01 3,98 1,63 53,50 a
M-T/S 11,74 33,59 4533 b 1,90 2,38 1,96 51,57 b
M-T/S-CC 14,29 33,21 47,50 a 1,99 4,81 1,82 56,13 a
P-valor Ns Ns *x Ns Ns Ns *%

Referencias: GP (bacterias Gram positivas), GN (bacterias Gram negativas), BT (bacterias totales), HT
(hongos totales), HMA (hongos micorricicos arbusculares), ACT (Actinobacterias), TPLFAs (biomasa
microbiana total). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por
parametro (columna) indican diferencias significativas para * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), Ns
(no significativo).
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6.1.2. Abundancia de bacterias y hongos totales del suelo mediante gPCR

Los resultados para las campafias evaluadas indicaron que el ndmero de
copias del gen 16S rDNA fue variando en un rango entre 8,22:10*'y 2,51-10% - g
suelo seco, mientras que el nimero de copias del gen 18S rDNA estuvo acotado
en un rango entre 5,6810% y 8,6810%® - g suelo seco™. En general, tanto la
abundancia de genes de bacterias como de hongos, no expresaron una tendencia
entre las secuencias de cultivos a lo largo del tiempo del ensayo. Sin embargo, se
observé que en promedio todas las secuencias registraron una abundancia de
copias de hongos por sobre la de bacterias. Para la campafa 2015 no se
registraron diferencias para la abundancia de bacterias y hongos entre las
secuencias. Sin embargo, en 2016 se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre las secuencias agricolas, incrementandose la abundancia de
genes de bacterias y hongos en un 200% y 110% en M-T/S-CC, respecto de M-T/S;
ademas la abundancia de genes de hongos también se increment6 en S-S
respecto de las demas secuencias (Tabla 3). La campafia 2017 solo registro
diferencias estadisticamente significativas para el nUmero de copias de 18S rDNA,

siendo mayor la abundancia para las secuencias M-S-T/S, M-T/S y M-CC-S-T/S.

Tabla 3. Abundancia de bacterias y hongos totales del suelo mediante qPCR en
respuesta a la intensificacién agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en

un ensayo de larga duracion, durante la cosecha 2015, 2016 y 2017.

BACTERIAS HONGOS

SECUENCIAS nro. copias de 165 rDNA - g suelo seco™ nro. copias de 185 rDNA - g suelo seco™

2015 2016 2017 2015 2016 2017
S-S 3,96E+26 441E+26 b 8,35E+28 2,15E+28 581E+28 a 242E+28 b
CC-S 2,07E+26 3,58E+26 b 1,07E+29 1,40E+28 418E+28 b 237E+28 b
M-S-T/S 6,80E+25 323E+26 b 6,82E+28 1,90E+28 4,20E+28 b 502E+28 a
M-CC-S-T/S 1,27E+26 589E+26 b 6,89E+28 1,92E+28 3,76E+28 b 3,67E+28 a
M-T/S 1,90E+28 319E+26 b 7,20E+28 1,64E+28 287E+28 b 4,48E+28 a
M-T/S-CC 1,73E+26 9,58E+26 a 6,80E+28 2,35E+28 6,05E+28 a 2,68E+28 b

P-valor Ns * Ns Ns * *

Referencias: Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por
campania (columna) indican diferencias significativas para * (p<0,05), Ns (no significativo).
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6.1.3. Microorganismos biocontroladores

Se cuantificaron mediante cultivo en placa de Petri potenciales
biocontroladores como T7richoderma spp. y Clonostachys spp. Los resultados se
expresaron en porcentaje de potenciales biocontroladores en relacién al nimero
de hongos totales, para cada secuencia agricola. En general, se observd que los
mayores porcentajes de Trichoderma spp. correspondieron a las secuencias con
inclusiéon del cultivo de maiz (Tabla 4). 7richoderma spp. registr6 un menor
porcentaje en S-S en todas las campafas evaluadas. Por ejemplo, en el afio 2017 la
cantidad se redujo 2,5 veces respecto de la secuencia M-T/S, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa y diferente del resto de los tratamientos. Por su
parte, la cantidad de Clonostachys spp. se redujo para M-T/S, particularmente en
el afo 2015, donde su diferencia fue estadisticamente significativa respecto de las

demas secuencias (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de potenciales biocontroladores en relacion al nimero de
hongos totales, en respuesta a la intensificacién agricola incluyendo cultivos de
soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracion, durante la cosecha 2015, 2016 y
2017.

Trichoderma spp. Clonostachys spp.
SECUENCIAS % %

2015 2016 2017 2015 2016 2017
S-S 578 b 922 b 758 b 683 a 8,22 481 b
cC-s 1294 a 1092 b 127 a 722 a 6,33 7,76 a
M-S-T/S 14,61 a 19,78 a 14,44 a 694 a 6,83 624 a
M-CC-S-T/S 13,89 a 145 b 1509 a 733 a 711 204 b
M-T/S 16,06 a 922 b 19,06 a 067 b 517 353 b
M-T/S-CC 639 b 1361 b 18,08 a 461 a 8,56 114 b

P-valor * * * * Ns *

Referencias: Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por
campania (columna) indican diferencias significativas para * (p<0,05), Ns (no significativo).

6.1.4. Relacion entre los indicadores de estructura microbiana

Los indicadores de estructura microbiana se examinaron mediante un

analisis de componentes principales (ACP). EIl ACP generado no logré evidenciar
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las diferencias entre las secuencias agricolas evaluadas. Las primeras dos
componentes principales, CP1 y CP2, explicaron el 39,7% y 22,1% de la variabilidad
total de los datos, respectivamente. Segun la CP1, se observd la mayor confluencia
de los grupos microbianos hacia la diferenciacién de las secuencias con inclusion
del cultivo de cobertura, donde TPLFAs y GP explicaron la mayor variabilidad de
este analisis (Figura 6 A). Para una mejor visualizacién de los resultados se realiz
un analisis de conglomerados. El dendrograma revel6 al 75% de la distancia total,
los primeros dos conglomerados por similitud entre secuencias que incluyen al
cultivo de maiz, a posterior se observo la asociacion de la secuencia CC-S al 90%
de la distancia total. Por ultimo, casi al 100% de la distancia se agrup¢ la secuencia

S-S (Figura 6 B).

A B
o 5.5 a M-5-T/S * M-T/S Carrelzoion cafendtics: 0,699
50010 ¢cs B M-CCS-T/S m M-T/S-CC cc
G
250 - 165 rDNA BT s
= Trichodermaspp. TPLFAs M-T/S-CiC
= 0,00 T
= GP M-5-T/5
= 185 rDNA HMA
-2.50 - r ACT M-T/5
’ Clonostachysspp.
M- CC-5-T/S
-5|'I:II:I B T T I T T T T
500 -250 000 250 500 000 131 262 3903 524
CP1(397%)

Referencias: GP (bacterias Gram positivas), GN (bacterias Gram negativas), BT (bacterias totales), HT
(hongos totales), HMA (hongos micorricicos arbusculares), ACT (Actinobacterias), TPLFAs (biomasa

microbiana total). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). A) Las barras de
error indican desviacion estandar. B) Diferentes colores indican distintos clusters al 75% de la
distancia Euclidea.

Figura 6. Analisis de componentes principales (ACP) (A) y analisis de
conglomerados basado en la distancia Euclidea (B) correspondientes a la
estructura de las comunidades microbianas del suelo en respuesta a la
intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de
larga duracion, siendo los resultados un promedio para las cosechas 2015, 2016 y

2017.
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6.2. Funciones de la comunidad microbiana

6.2.1. Diversidad catabodlica por consumo de sustratos carbonados y actividades

enzimaticas

Las funciones de las comunidades microbianas se evaluaron a través de la
cuantificacion de la diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados
(CLPP), y las actividades enzimaticas como hidrdlisis del diacetato de fluoresceina
(FDA), fosfatasa acida (FA) y deshidrogenasa (DHG) (Tabla 5). Con respecto a CLPP,
los resultados a partir del AWCD fueron variando entre las campafas agricolas,
resultando diferencias estadisticamente significativas y superiores para los niveles
de consumo de las secuencias M-T/S y M-T/S-CC en 2015, M-S-T/S y M-CC-S-T/S
en 2016 y, M-T/S y CC-S en 2017 (Tabla 5). A su vez, el AUC de las fuentes
carbonadas se exploré mediante un andlisis de conglomerados. El dendrograma
revelé una primera asociacion entre S-S y CC-S, una segunda entre M-T/S-CC y M-
CC-S-T/S, para luego agruparse entre si y sumarse las restantes secuencias (Figura
7). La mayor disimilitud entre los tratamientos se reflejé en la separacion de M-T/S,

ya que se agrupo al 100% de la distancia (Figura 7).
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Correlacion cafendtica= 0 729

M-T/5

M-5-T/5

5-5

CC-5

M-T/5-CC

M-CC-5-T/5

0,00 1,41 2,81 4,22 5,63

[} v

Referencias: S, soja; M, maiz; T, trigo; CC, cultivo de cobertura invernal. Diferentes colores indican
distintos clusters al 75% de la distancia Euclidea.

Figura 7. Analisis de conglomerados basado en la distancia Euclidea para la
diversidad catabdlica medida por el consumo de distintos sustratos carbonados
(CLPP), en respuesta a la intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y
trigo en un ensayo de larga duracion, siendo los resultados un promedio para las
cosechas 2015, 2016 y 2017.

Por su parte, la actividad enzimatica medida a través de la hidrolisis de FDA
y FA registro los valores mas altos para M-T/S-CC y M-T/S en todas las campafias
evaluadas (Tabla 5). Por el contrario, S-S fue la secuencia que registrd los menores
valores de actividad, siendo sus diferencias estadisticamente significativas respecto
de los demas tratamientos en cada una de las campafas. Asi, en promedio para las
tres campafas agricolas, las actividades FDA y FA para S-S disminuyeron un 28,5%
y 27% respecto de M-T/S-CC. En contraposicion, los datos obtenidos para la
actividad enzimatica DHG registraron en general menores niveles en las secuencias
con mayor inclusion de gramineas en la rotacion, y mayores niveles en S-S. Las
diferencias significativas se registraron para M-S-T/S en 2015, S-S en 2016 y, S-S,
CC-S, M-T/S y M-T/S-CC en 2017, con niveles de DHG superiores respecto de las
demas secuencias. Por ejemplo, el promedio de la actividad DHG para S-S durante
las tres campafias agricolas fue 43% superior respecto de la secuencia M-T/S-CC. A
su vez, se observo que en la campafa 2016 los valores hallados fueron mas altos

en comparacion con los demas afios de muestreo (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis estadistico de las funciones de las comunidades microbianas del
suelo en respuesta a la intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y

trigo en un ensayo de larga duracion, durante la cosecha de 2015, 2016 y 2017.

CLPP FDA FA DHG

SECUENCIAS AWCD* ug quoregfeiqa ug p—nitrqfler)lol mg INTFl
~gsuelo™ h -gsuelo™h - g suelo

S-S 045 b 106,58 d 52347 d 1289 b
CC-s 040 ¢ 121,02 ¢ 595,59 ¢ 1558 b
in M-S-T/S 045 b 126,15 ¢ 62771 ¢ 22,58 a
& M-CC-S-T/S 044 b 13409 b 68899 b 1054 b
M-T/S 050 a 13949 b 808,96 a 1076 b
M-T/S-CC 050 a 14921 a 800,05 a 630 ¢

P-valor - — - —
S-S 051 b 100,80 ¢ 516,71 ¢ 47,17 a
CC-S 051 b 10839 ¢ 58870 b 3611 b
9 M-S-T/S 053 a 12201 b 666,76 a 3544 b
5 M-CC-S-T/S 054 a 12073 b 59288 b 2674 b
M-T/S 048 b 143,28 a 688,74 a 3283 b
M-T/S-CC 049 b 140,16 a 650,71 a 3199 b

P-valor * *kk *kk P
S-S 046 b 10058 d 428,73 ¢ 1447 a
CcC-s 050 a 110,58 ¢ 469,55 b 12,02 a
N M-S-T/S 045 b 11900 b 476,17 b 810 b
5 M-CC-S-T/S 048 b 12567 b 48446 b 835 b
M-T/S 051 a 12770 b 50348 b 1049 a
M-T/S-CC 046 b 141,20 a 57024 a 13,72 a

P-valor *x — - *

Referencias. diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP), hidrdlisis de
diacetato de fluoresceina (FDA), actividad fosfatasa acida (FA) y deshidrogenasa (DHG). *Average
Well Color Development (Promedio del desarrollo de color del pocillo). Soja (S), maiz (M), trigo (T),
cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por parametro (columna) indican diferencias
significativas para * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
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6.2.2. Parametros microbianos generales

Se cuantificaron pardmetros microbianos generales, que representan las
condiciones bioldgicas globales del suelo como C de biomasa microbiana (CBM),
la respiracién microbiana (RM), coeficiente metabdlico (qCO,) y proteinas de suelo
relacionadas con glomalina (PSRG). Para cada una de las variables se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las secuencias agricolas (Tabla 6).
En general, el contenido de CBM fue afectado por la secuencia agricola empleada.
Los niveles de CBM mostraron un rango de valores entre 23,1 - 359,6 ug CBM - g
suelo™. En todas las campafias evaluadas, el contenido de CBM fue mayor en M-
T/S, con excepcion de 2017, dénde a su vez, se observd una reduccion del CBM de
todas las secuencias agricolas respecto de las campafas anteriores (Tabla 6). Cabe
destacar que, para la secuencia S-S el nivel de CBM promedio de las tres campafas

agricolas se redujo un 32% respecto de la secuencia M-T/S.

Por su parte, la RM registré diferencias estadisticamente significativas entre
las secuencias para todas las campafias evaluadas. Esta, se diferencié en M-CC-S-
T/S por su menor liberacion de CO,, siendo su diferencia significativa para las
campafas 2015 y 2016, registrando en promedio una reduccién del 34% respecto
a S-S. Para el coeficiente metabdlico (qCO,) se registraron diferencias significativas
entre las secuencias para las campafas 2016 y 2017, en las cuales se observo el
menor valor para M-T/S. En este sentido, para la campana 2017, el qCO; registrado
en la secuencia de monocultivo (S-S) fue significativamente superior al resto de los

tratamientos, siendo 2,8 veces mayor que M-T/S (Tabla 6).

Las PSRG registraron diferencias entre tratamientos para todas las
campafas evaluadas. Sin embargo, no se observo un patrén a través del tiempo
entre las secuencias agricolas. Los resultados obtenidos para las PSRG presentaron
diferencias significativas e inferiores para S-S en 2015, M-CC-S-T/S en 2016 y, M-
CC-S-T/S y M-T/S-CC en 2017. Al final del ensayo, el promedio de las campafas
agricolas registré para la secuencia M-T/S el mayor valor, siendo el total de 1,75

mg - g suelo™ de PSRG un 20% superior respecto al monocultivo (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros generales de las comunidades microbianas del suelo en
respuesta a la intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en

un ensayo de larga duracion, durante la cosecha 2015, 2016 y 2017.

CBM RM qCO; PSRG
SECUENCIAS 5 G 50 5 COnC g
- g suelo™ -gsuelo’dia®  (ugCBM)'diat M99 suelo

S-S 14144 b 44,00 a 0,31 181 b
CC-S 17319 b 5552 a 0,37 217 a
w M-S-T/S 15475 b 4749 a 0,34 214 a
Q M-CC-S-T/S 146,80 b 3510 b 027 225 a
M-T/S 20648 a 57,27 a 0,28 203 a
M-T/S-CC 19225 a 47,14 a 0,26 200 a

P-valor * *kk Ns ok
S-S 16597 a 5343 a 035 a 123 a
CC-S 181,79 a 6041 a 032 a 142 a
© M-S-T/S 186,98 a 59,71 a 032 a 147 a
Q M-CC-S-T/S 14864 b 4163 b 030 a 092 b
M-T/S 19861 a 46,17 a 024 b 145 a
M-T/S-CC 13433 b 49,59 a 040 a 143 a

P-valor *kk - ok *k
S-S 82,77 59,71 a 085 a 135 b
CC-S 92,82 61,11 a 063 b 143 b
N M-S-T/S 95,19 51,68 a 057 b 146 b
Q M-CC-S-T/S 99,32 2738 b 034 ¢ 108 ¢
M-T/S 110,23 3,78 b 030 ¢ 177 a
M-T/S-CC 114,16 3876 b 036 ¢ 105 ¢

P-valor Ns *kk - okk

Referencias: carbono de biomasa microbiana (CBM), respiracién microbiana (RM), coeficiente
metabdlico (qCO,) y proteinas de suelo relacionadas a glomalina (PSRG). Soja (S), maiz (M), trigo
(T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por parametro (columna) indican diferencias
significativas para * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), Ns (no significativo).

6.2.3. Relacion entre los indicadores de actividad microbiana

Las funciones y parametros generales microbianos se analizaron a partir de
un ACP para explorar la asociacion de las secuencias de cultivos en funcion de las
variables. El resultado generado no evidencié diferencias entre las secuencias
agricolas, explicando entre las primeras dos componentes principales, solo un

50,8% de la variabilidad total de los datos. Sin embargo, para la CP1 se observé la
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mayor influencia de los parametros biologicos, principalmente CBM, FA y FDA,
hacia la diferenciacion de las secuencias M-T/S y M-T/S-CC respecto de la
secuencia S-S (Figura 8 A). Esto fue confirmado a partir de un analisis de
conglomerados, donde el dendrograma revelé la conformacion de tres grupos
entre las secuencias, quedando S-S en asociacién con CC-Sy M-S-T/S al 65% de la
distancia total y M-T/S formando por si mismo un conglomerado al 75% de la

distancia (Figura 8 B).

A B
Correfacion cofendtica: 0775
5,00 +
5-5
2,5':' . CC'S
& M-S-T/S
=000 4
4 P-T/S
[
)
250 M-T/5-CC
P-CC-5-T/S
-5"[":' - T T T T T T T T T T
-5,00 -2.50 0,00 2,450 5,00 0,00 114 227 341 4,55
CP1(30,1%)

Referencias: diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP), hidrdlisis de
diacetato de fluoresceina (FDA), actividad fosfatasa acida (FA), deshidrogenasa (DHG), carbono de
biomasa microbiana (CBM), respiracion microbiana (RM), coeficiente metabdlico (qCO,) y proteinas
de suelo relacionadas a glomalina (PSRG). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal

(CQ). A) Las barras de error indican desviacion estandar. B) Diferentes colores indican distintos
clusters al 75% de la distancia Euclidea.

Figura 8. Analisis de componentes principales (ACP) (A) y analisis de
conglomerados basado en la distancia Euclidea (B) correspondientes de las
funciones de las comunidades microbianas del suelo en respuesta a la
intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de
larga duracion, siendo los resultados un promedio para las cosechas 2015, 2016 y
2017.
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Objetivo 2: Interrelacionar las variables microbiologicas, quimicas y fisicas del

suelo en respuesta a la intensificacion de sistemas agricolas.

6.3. Variables quimicas de suelo

En relacidon al segundo objetivo de este trabajo los parametros quimicos
evaluados en el suelo fueron el contenido de C organico (CO), nitratos (NO3),
fésforo (P), potencial hidrogeno (pH) y conductividad eléctrica (Ce). El resumen de
las principales propiedades quimicas del suelo se presenta en la Tabla 7, dénde en
general las variables fueron afectadas en distinto grado por las secuencias

agricolas empleadas.

En general, el contenido de CO se incrementé en las secuencias con mayor
indice de intensificacién agricola. A su vez, se observd una disminucién
generalizada de los niveles de CO en la campaia 2017. En particular, el CO registré
los menores contenidos para S-S, presentando en la campafa 2015, una
disminucion del 25% respecto de M-T/S (Tabla 7). En relacién a los niveles de NOs',
en general se registraron menores contenidos en las secuencias agricolas S-S 'y M-
T/S. Ambas secuencias mostraron disminuciones en la campafa 2015, mientras
que, en 2017 solo S-S registr6 menores niveles de NOs™ respecto de las demas
secuencias (Tabla 7). El P disponible en el suelo para los cultivos presento
diferencias significativas entre las secuencias agricolas en cada una de las
campafas evaluadas. En oposicién a NOs’, se observdé un aumento significativo de
P en las secuencias S-S y M-T/S para la campafia 2015. Estos resultados siguieron
la misma tendencia en 2016 y 2017, pero acompafados de otras secuencias
agricolas (Tabla 7). En resumen, durante los tres afios de muestreo, S-S y M-T/S
registraron en promedio un 50% menos de NO3™ y un 55% mas de P respecto de

CC-S, que fue la secuencia con mayor y menor contenido respectivamente.

Por otra parte, los valores registrados para el pH del suelo fueron diferentes
entre las secuencias evaluadas, siendo S-S la secuencia con el nivel de pH mas
proximo al neutro, independientemente de la campafa agricola. En las campaias
2016 y 2017, las diferencias registradas para el pH en S-S fueron significativamente
superiores, y lograron diferenciar la secuencia de monocultivo del resto de los

tratamientos. En contraposicion, el pH del suelo mostré una marcada acidificacion
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bajo los tratamientos con rotacion, registrandose los niveles mas bajos para M-CC-
S-T/S y M-T/S-CC, siendo sus diferencias significativas en la campafa 2015 (Tabla
7). En cuanto a la Ce, se observaron los niveles mas bajos para S-S en todas las
campanfas evaluadas, siendo su diferencia significativa respecto del resto de las
secuencias. En general, los valores observados para la Ce corresponden a suelos

con ligera a moderada salinidad (Tabla 7).

Tabla 7. Variables quimicas del suelo en respuesta a la intensificacion agricola
incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracién, durante
la cosecha 2015, 2016 y 2017.

co NOs’ P pH Ce
SECUENCIAS
% ppm ppm 1:2,5 ds-m™

S-S 181 ¢ 8142 «c¢ 46,07 a 588 a 390 ¢
CC-S 213 b 13068 a 2987 b 575 a 454 ¢
1 M-S-T/S 223 b 10951 b 379 b 552 b 555 b
5 M-CC-S-T/S 213 b 147,00 a 3949 b 530 ¢ 6,64 a
M-T/S 244 a 63,23 ¢ 5043 a 561 b 515 b
M-T/S-CC 229 b 9789 b 3441 b 530 ¢ 672 a

P-valor Kk Kk —_— n—_— ok
S-S 197 b 103,79 42,67 a 564 a 356 b
CC-S 205 b 133,81 2602 b 532 b 510 a
© M-S-T/S 223 a 87,16 3204 b 521 b 569 a
& M-CC-S-T/S 187 b 113,59 3448 b 506 b 643 a
M-T/S 226 a 101,78 3856 a 514 b 6,04 a
M-T/S-CC 226 a 120,00 4500 a 494 b 699 a

P-valor *xk Ns —_— o ok
S-S 139 b 5978 b 3522 a 563 a 358 b
CC-S 151 a 10567 a 2383 b 536 b 506 a
N M-S-T/S 143 b 91,89 a 3394 a 524 b 566 a
& M-CC-S-T/S 148 a 96,11 a 3611 a 509 b 639 a
M-T/S 147 a 83,78 a 3611 a 518 b 599 a
M-T/S-CC 144 b 93,00 a 2550 b 502 b 686 a

P-valor * *kk *xk *x *x

Referencias: carbono organico (CO), nitratos (NOj), fosforo (P), potencial hidrogeno (pH) y
conductividad eléctrica (Ce). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras
distintas por parametro (columna) indican diferencias significativas para * (0<0,05), ** (p<0,01), ***
(p=0,001).
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6.4. Variables fisicas de suelo

Los parametros fisicos evaluados en el suelo fueron infiltracion basica (IB)
del agua y resistencia mecanica a la penetracion (RMP). Estos parametros se
cuantificaron por Unica vez durante la campafia 2016 (Tabla 8), dado que no
suelen presentar gran variabilidad en el tiempo a diferencia de otras variables
edéficas. Los resultados registraron una diferencia estadisticamente significativa
para IB, correspondiendo el menor valor a la secuencia S-S, sin diferencias entre
los demas tratamientos. Dicha secuencia, registré una capacidad de infiltracion 3
veces inferior a la secuencia M-T/S-CC. Por su parte, la RMP registré6 una
diferencia estadisticamente significativa para S-S, que registré el mayor valor
respecto de las demas secuencias, que no fueron diferentes entre si. En este caso,
S-S registré una resistencia 1,7 veces superior respecto de M-T/S-CC, que fue la

secuencia con menor RMP.

Tabla 8. Variables fisicas del suelo en respuesta a la intensificacién agricola
incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duraciéon, durante
la cosecha de 2016.

IB RMP
SECUENCIAS

mm/h kPa
S-S 893 b 264033 a
CC-S 2195 a 191567 b
M-S-T/S 22,32 a 1653,00 b
M-CC-S-T/S 26,04 a 175567 b
M-T/S 2901 a 1649,00 b
M-T/S-CC 2920 a 1527,00 b

P-valor ok ok

Referencias. infiltracion basica (IB) y resistencia mecanica a la penetracién (RMP). Soja (S), maiz (M),
trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas por parametro (columna) indican
diferencias significativas para ** (p<0,01), *** (p<0,001).

6.5. Relacion entre las variables microbiologicas, quimicas y fisicas del

suelo

Con el objetivo de analizar el grado de concordancia entre los grupos de

variables estudiadas y su influencia en la diferenciacién de tratamientos se realizd
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un analisis de procrustes generalizados (APG). El consenso resultante entre la
ordenacion producida por la matriz de datos microbioldgicos (estructura,
funciones y parametros generales de las comunidades microbianas) y la obtenida a
partir de datos quimicos-fisicos fue del 93% (Figura 9). A partir del APG generado,
los dos primeros ejes explicaron el 53,1% y 46,9% de la variabilidad total de los
datos, respectivamente. Respecto a la CPl se observd a la derecha la
diferenciacion de la secuencia M-T/S-CC, mientras que a la izquierda se ubico el
monocultivo de soja (S-S). A partir de la CP2, se observd hacia abajo la

diferenciacion de M-T/S y en sentido opuesto, la secuencia CC-S.

0,59 S
W
CC-5 .i,
0,30 4 & '~.\ °
s MST/S 3 L A
= e e METES-CC
£ 000 - e
™ T M-CC-5-TYS 1Y
& ‘!"" L
@ 55 !
-0,30 + |
i
}M-Te's
-0,59 T T T T
-0,65 -0,32 0,00 032 0,65
CP1(53.1%)
@ Microbioldgicas % Quimicasy Fisicas & Consenso

Referencias: Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC).

Figura 9. Analisis de procrustes generalizado desde la matriz de datos
microbiolégicos y quimicos-fisicos del suelo, en respuesta a la intensificacion
agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracion,

siendo los resultados un promedio para las cosechas 2015, 2016 y 2017.

Para el analisis de integracion, la estructura, funciones y parametros
generales de las comunidades microbianas junto a las variables quimicas y fisicas
del suelo se analizaron a través de un analisis de componentes principales (ACP) y
analisis de conglomerados (Figura 10 A y B). El ACP generado explic6 mediante las
primeras dos componentes principales, CP1 y CP2, el 33,9% y 19,9% de la
variabilidad de los datos, respectivamente. Respecto a la CP1 se observo a la

derecha la mayor parte de los grupos microbianos que conforman la estructura del
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suelo, las funciones y parametros generales microbianos, sin poder diferenciar las
secuencias agricolas. A partir de la CP2, se observé hacia abajo la diferenciacion de
S-S principalmente por las variables DHG, RMP y pH, mientras que, hacia arriba se
diferencié a M-T/S, M-T/S-CC y M-CC-S-T/S por las variables IB, Ce, FDA y FA. Para
una mejor visualizacion de la integracién se realizé un analisis de conglomerados
(Figura 10 B), donde se observd al 75% de la distancia un grupo conformado entre
las secuencias que contienen al CC y M-S-T/S, y a posterior la secuencia M-T/S
seguida del monocultivo (S-S) en el ultimo nivel de asociacién, diferenciandolo del

resto de las secuencias.

A B
o 55 Correlacion cofendtica: 0843
6,':“:" o CC-5
5-5
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— G
&= CLPP )
= 165 rDN.:?T'- oS
= N
= 0007185 DA il CBM TPLFAs  M-T/S-CC
& P—PSRG HmMA
(] DHG r
3,001 ah-tz RM GP ACT M-5-T/5
! | iy F'HI Clongstachysspp,
T RMP M-CC-5-T/5
-6"[":'_ T T T T T T T T T T
-6,00 -3.00 0,00 3,00 @,00 0,00 218 4 38 6,57 8,76
CP1 (33.9%)

Referencias: GP (bacterias Gram positivas), GN (bacterias Gram negativas), BT (bacterias totales), HT
(hongos totales), HMA (hongos micorricicos arbusculares), ACT (Actinobacterias), TPLFAs (biomasa
microbiana total). Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP), hidrdlisis de
diacetato de fluoresceina (FDA), actividad fosfatasa acida (FA), deshidrogenasa (DHG), carbono de
biomasa microbiana (CBM), respiracion microbiana (RM), coeficiente metabdlico (qCO,) y proteinas
de suelo relacionadas a glomalina (PSRG). Carbono orgénico (CO), nitratos (NOj’), fosforo (P),
potencial hidrogeno (pH), conductividad eléctrica (Ce), infiltracion basica (IB) y resistencia mecanica
a la penetracion (RMP). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). A) Las barras
de error indican desviacién estandar. B) Diferentes colores indican distintos clusters al 75% de la
distancia Euclidea.

Figura 10. Analisis de componentes principales (ACP) (A) y analisis de
conglomerados basado en la distancia Euclidea (B) de las variables
microbioldgicas, quimicas y fisicas del suelo en respuesta a la intensificacion
agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracion,

siendo los resultados un promedio para las cosechas 2015, 2016 y 2017.
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Objetivo 3: Evaluar la relacion entre la diversidad microbiana del suelo y la
incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja y la

productividad del cultivo.

6.6. Incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS) de la soja

Durante cada campafia, se realizé un relevamiento de enfermedades
causadas por hongos de suelo en el cultivo de soja. La principal enfermedad que
se manifesto fue el sindrome de la muerte subita (SMS) de la soja. Se cuantificé la
incidencia de esta enfermedad en las campafas en las que se manifestd (2015 y
2017). Para ambos periodos evaluados se destacaron CC-S y M-CC-S-T/S como las
secuencias con mayor porcentaje de plantas afectadas. CC-S registré un 44%
(2015) y 13% (2017), mientras que M-CC-S-T/S registré un 35% (2015) y 21%
(2017) de ISMS (Figura 11). Las diferencias en la ISMS de la soja para dichas
secuencias fueron estadisticamente significativas respecto del resto de los
tratamientos. A partir de los resultados, se pudo apreciar como la ISMS del cultivo
de soja diferencid las secuencias agricolas con y sin incorporacién de CC, es decir,
mas o menos intensificada. Asi, por ejemplo, CC-S respecto de S-S, manifestd un

44% a diferencia de un 7% en 2015, respectivamente (Figura 11).

En este trabajo fue posible aislar e identificar a las especies F. virguliforme'y
F. tucumaniae de las plantas recolectadas con sintomas de la enfermedad (Serri et
al, 2015) (Figura 12). Se aclara que la secuencia agricola M-T/S-CC conlleva la
utilizacion de soja de segunda fecha de siembra. Ademas, la secuencia M-T/S no
fue evaluada en las campafnas 2015 y 2017 debido a que el cultivo presente fue
maiz, mientras que, en 2016, cuando se encontraba presente el cultivo de soja, no
se registro la enfermedad en el ensayo. Por otra parte, durante la campaha 2017,
las secuencias M-S-T/S y M-CC-S-T/S se encontraban bajo cultivo de maiz, con lo
cual la incidencia fue evaluada en las parcelas que tenian cultivo de soja de
primera fecha de siembra, ya que se disponia en el ensayo de réplicas de ambas

secuencias.
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Referencias: Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras distintas para
ISMS e IE segun afio de evaluacion (2015/2017) indican diferencias significativas para p<0,05. Las
barras de error indican desviacién estandar.

Figura 11. Incidencia del sindrome de la muerte subita de la soja (ISMS) e
intensidad de la enfermedad (IE), en respuesta a la intensificacién agricola

incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duraciéon, durante

las campafias 2015 y 2017.

Figura 12. Evaluacion de la incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS) de
la soja en la EEA INTA Oliveros, para las campafas agricolas 2014/2015 y
2016/2017. A: Evaluacion de la ISMS en parcela del ensayo con cultivo de soja; B:
Sintomas foliares tipicos (clorosis y necrosis internerval) del SMS; y C: Estructuras

del patégeno sobre la superficie de la raiz principal.
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6.7. Productividad de los cultivos

Por otra parte, la productividad del cultivo fue evaluada, en primer lugar,
por la produccion aérea de biomasa vegetal (BV) (Tabla 9), determinada en etapa
de madurez fisiologica para cada uno de los cultivos intervinientes en las
secuencias. La BV acumulada durante los 3 aflos de evaluacion para cada una de
las secuencias, registro los valores mas altos para CC-S y M-T/S-CC, siendo estas
secuencias las de mayor indice de intensificacién (ISL: 2) (Tabla 9). En segundo
lugar, la productividad fue evaluada a través del rendimiento (R) de los cultivos en
base a la produccion de granos, determinado a la cosecha de los cultivos (Figura
13). En general, se observaron mayores R para el cultivo de soja de primera fecha
de siembra (Soja 12) para todas las campafas agricolas evaluadas (Figura 10). El
analisis estadistico permitio diferenciar a la secuencia CC-S como la de menor
rendimiento para el cultivo de soja siendo significativa en las campafas 2016 y
2017 (Figura 14).
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Tabla 9. Produccién de biomasa vegetal de los cultivos en respuesta a la
intensificaciéon agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de
larga duracién, siendo los resultados a madurez fisiolégica de cada cultivo en
2015, 2016 y 2017.

2015 2016 2017 TOTAL
SECUENCIA  CULTIVOS
BV (kg - ha™)
S-S Soja 12 5874 7960 8563 13834
cc-s cC 3029 4552 3469
Sojal? 5612 6804 8044 31508
Sojal® 6240
Trigo 4808
M-S-T/S .
Soja 22 4464
Maiz 4970 20483
cC 2806
Sojal® 5723
M-CC-S-T/S Trigo 4470
Soja 22 4369
Maiz 5032 22400
Maiz 6848
Trigo 4211
M-T/S .
Soja 22 5026
Maiz 4641 20726
Trigo 4264
Soja 22 5428
cC 3793
M-T/S-CC )
Maiz 5835
Trigo 5483
Soja 22 4615 29417

Referencias: Biomasa vegetal (BV), Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC).
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Referencias: Rendimiento (R), Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). Letras

distintas por campafa y cultivo indican diferencias significativas para (p<0,05). Las barras de error
indican desviacién estandar.

Figura 14. Rendimiento de los cultivos y analisis estadistico para soja de 12, en
base a la intensificacion de las secuencias agricolas en un ensayo de larga

duracién, siendo los resultados a la cosecha de cada cultivo en 2015, 2016 y 2017.

6.8. Relacion entre la ISMS y productividad del cultivo de soja

A su vez, mediante un analisis de componentes principales (ACP) a partir de
la ISMS, IE y la productividad del cultivo (BV y R), se evidenciaron diferencias entre
las secuencias agricolas (Figura 15). El ACP explico mediante las primeras dos
componentes principales, CP1 y CP2, el 62% y 35% de la variabilidad total de los
datos, respectivamente. A la derecha del eje CP1 se observaron los parametros de
productividad agricola asociados a la secuencia S-S, mientras que la CP2 separé
dichas secuencias con la inclusion de CC en relacion con la ISMS. Por otra parte, en
el cuadrante inferior izquierdo se observé la secuencia con el cultivo de soja de

segunda fecha de siembra (M-T/S-CC), con menores niveles de productividad e
ISMS (Figura 15).
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A partir de lo observado en el ACP, se realizd un analisis de correlacion de
Pearson entre la ISMS y los parametros de productividad. En este analisis s6lo se
incluyeron los afios donde se observé la presencia de la enfermedad (2015 y 2017)
y las secuencias con cultivo de soja de primera fecha de siembra. Tanto para el
rendimiento como la produccién de biomasa del cultivo de soja se registré una
correlacion significativa (p<0,01) y negativa, coeficientes -0,52% vy -0,51%,
respectivamente. Los resultados se pueden observar mediante un diagrama de
dispersion a partir de los parametros productivos en relacion a la ISMS de la soja
(Figura 16 Ay B).
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Referencias: Incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS), intensidad de la enfermedad (IE),
rendimiento (R) y biomasa vegetal (BV). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal
(CQ). Las barras de error indican desviacion estandar.

Figura 15. Analisis de componentes principales (ACP) para evaluar la relacion
entre el sindrome de la muerte subita y la productividad del cultivo de soja, en
respuesta a la intensificacion agricola incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en
un ensayo de larga duracién, siendo los resultados un promedio para las cosechas
2015y 2017.
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Referencias: Incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS), rendimiento (R) y biomasa vegetal
(BV). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC).

Figura 16. Diagrama de dispersion para evaluar la relacion entre la incidencia del
sindrome de la muerte subita y la productividad del cultivo de soja en A:
rendimiento y B: biomasa vegetal, en respuesta a la intensificacion agricola
incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracién, para las
cosechas 2015 y 2017.

6.9. Relacion entre la diversidad microbiana del suelo, la ISMS y

productividad del cultivo de soja

La relacion entre la estructura, funciones y parametros generales de las
comunidades microbianas del suelo en relacion a la ISMS y la productividad del
cultivo de soja se analiz6 mediante un ACP (Figura 17 A). El ACP explic6 mediante
las primeras dos componentes principales, CP1 y CP2, el 26,5% y 23,2% de la
variabilidad total de los datos, respectivamente; evidenciando diferencias entre las
secuencias agricolas. A la derecha del eje CP1 se observd que las actividades
enzimaticas FDA y FA, y el CBM, diferenciaron a M-T/S y M-T/S-CC respecto de S-S
y CC-S. Estas Ultimas secuencias, principalmente S-S, se asociaron a las variables de
productividad del cultivo de soja. Esto fue confirmado a partir de un analisis de
conglomerados, donde el dendrograma revel6 la conformacién de cuatro grupos
entre las secuencias, quedando M-T/S y S-S en los Ultimos niveles de asociacion al

95% y 100% de la distancia total, respectivamente (Figura 17 B).
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Referencias: GP (bacterias Gram positivas), GN (bacterias Gram negativas), BT (bacterias totales), HT
(hongos totales), HMA (hongos micorricicos arbusculares), ACT (Actinobacterias), TPLFAs (biomasa
microbiana total). Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP), hidrdlisis de
diacetato de fluoresceina (FDA), actividad fosfatasa acida (FA), deshidrogenasa (DHG), carbono de
biomasa microbiana (CBM), respiracién microbiana (RM), coeficiente metabdlico (qCO2) y proteinas
de suelo relacionadas a glomalina (PSRG). Incidencia del sindrome de la muerte subita (ISMS),
rendimiento (R) y biomasa vegetal (BV). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal
(CQ). Soja (S), maiz (M), trigo (T), cultivo de cobertura invernal (CC). A) Las barras de error indican
desviacion estandar. B) Diferentes colores indican distintos clusters al 75% de la distancia Euclidea.

Figura 17. Analisis de componentes principales (ACP) para evaluar la relacion
entre las variables microbioldgicas, la incidencia del sindrome de la muerte subita
y la productividad del cultivo de soja, en respuesta a la intensificacion agricola

incluyendo cultivos de soja, maiz y trigo en un ensayo de larga duracion, siendo

los resultados un promedio para las cosechas 2015, 2016 y 2017.
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7. DISCUSION

7.1. La diversidad microbiana del suelo en respuesta a la

intensificacion sustentable de los sistemas agricolas.
7.1.1. Estructura de las comunidades microbianas
Constitucion de las comunidades microbianas por perfiles de fosfolipidos (PLFAS)

Los fosfolipidos son un componente estructural esencial de las membranas
de las células vivas, por lo tanto, el analisis de PLFAs proporciona informacién
directa sobre la estructura de la comunidad microbiana activa del suelo (Kaur et al.,
2005), y es capaz de determinar los cambios que acompafan a las perturbaciones
del suelo, como las practicas de cultivo (Zelles, 1999). En el presente trabajo las
secuencias de cultivos no lograron diferenciarse claramente a través de la
cuantificacion de la biomasa de los grupos taxondémicos y la biomasa total de la

comunidad microbiana edafica.

Se sabe que la reduccion en la diversidad de las plantas va acompafada de
una disminucion en la diversidad microbiana de ese suelo (Altieri, 1999; Hector y
Bagchi, 2007). Sin embargo, en nuestro estudio no pudo evidenciarse este efecto
posiblemente porque, como lo afirmaron algunos autores, la comunidad
microbiana del suelo es bastante resistente a las alteraciones ambientales (Hirsch
et al, 2009; Kulmatiski y Beard, 2011). Otro resultado encontrado fue una gran
abundancia relativa de BT respecto de los HT. Esto puede deberse a la conversidon
de una comunidad de plantas estable (baja productividad, crecimiento lento,
entorno pobre en nutrientes) como un sitio natural, en una comunidad de plantas
inestable (alta productividad, crecimiento rapido, entorno rico en nutrientes) como
son los agroecosistemas. Esto habria promovido un recambio intenso de la
estructura de la comunidad microbiana de una red alimentaria del suelo
conformada mayoritariamente por hongos a una constituida por bacterias (Van
Der Heijden et al., 2008; Wardle et al., 2004). En relacion con lo anterior, otras
investigaciones reportaron que los patrones de crecimiento de los hongos, junto a

su capacidad para degradar compuestos como lignina y celulosa, evidencian que
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los hongos tienen menores requerimientos nutricionales que las bacterias
(GUsewell y Gessner, 2009; Strickland y Rousk, 2010). Por lo tanto, estas diferencias
fisiologicas pueden ser la razon del dominio de PLFAs bacterianos en el suelo, tal
como lo demuestran estudios realizados por nuestro grupo de trabajo en sistemas
agricolas con inclusion de CC (Chavarria et al., 2016a) y aplicacién de fertilizacion

mineral (Verdenelli et al., 2013).

En particular, nuestros resultados mostraron que la biomasa de la
comunidad procariota estuvo dominada por bacterias GN, independientemente de
la secuencia agricola. Ademas, las bacterias GN fueron las que mas contribuyeron a
la biomasa estimada por TPLFAs. En este sentido, se ha informado con frecuencia
que las bacterias del suelo, y en particular las bacterias GN, parecen ser un
indicador sensible de la fertilidad del suelo y la sostenibilidad de un sistema de
manejo (Zhong et al, 2010), ya que utilizan preferentemente insumos vegetales
frescos como fuentes de C (Si et al.,, 2017). Este podria ser el motivo por el cual se
observaron en nuestro ensayo diferencias significativas para las secuencias con
inclusién del CC o presencia de un cultivo invernal particularmente en la campafa
2015. A su vez, la mayor fertilizacidon recibida en esos tratamientos podria estar
contribuyendo a los incrementos de bacterias GN, tal como lo reportan Eo y Park
(2016). Con respecto a las bacterias GP y ACT, en nuestros resultados, el numero
no difirid significativamente entre las distintas secuencias, con excepcién de la
campafa 2015 y 2016, dénde menores porcentajes de bacterias GP y ACT
respectivamente, se registraron en la secuencia de monocultivo (S-S ISI=1). Varios
autores, han reportado que las bacterias GP incluyendo a las ACT, se comportan de
manera diferente a los miembros de otros grupos taxondémicos. Por ejemplo, ya
sea bajo CC (Buyer et al., 2010), incorporacion de gramineas (Bossio y Scow, 1998),
o en suelos con pastizales (Denef et al., 2009) aumentaron su cantidad, pero en
menor proporcién que otros grupos, lo que indica que serian menos activas en la
utilizacion de C (Buyer et al., 2010).

En cuanto a la biomasa de HT y HMA, en general, no se vieron afectadas por
la intensificacion de las secuencias agricolas. Los resultados fueron muy variables
en cada campafa evaluada, con lo cual no pudo registrarse una tendencia clara a
lo largo del tiempo del ensayo. Tal como se mencionaba anteriormente, los

menores requerimientos energéticos y una mayor eficiencia en la utilizacion de los
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recursos por parte de las poblaciones fungicas (Frey, 2007), podrian ser los motivos
por los cuales no se observé una respuesta a la diversificacion del sistema agricola.
Ademas, la proliferacion bacteriana pudo generar efectos antagonistas en el
crecimiento fungico. Dicha accidon antagonista entre hongos y bacterias del suelo
ha sido reportada por diferentes autores (Meidute et al., 2008; Geisseler y Scow,
2014), y en particular para las ACT, conocidas por sus propiedades antagdnicas, es
decir, por la produccion de compuestos antifungicos (Chamberlain y Crawford,
1999). Especificamente, los HMA, forman asociaciones mutualistas (simbidticas)
con las raices de la mayoria de las plantas superiores, incluyendo los principales
cultivos agricolas (Rillig, 2004). Los HMA, han sido documentados por sus efectos
sobre la nutricién de las plantas, la contribucidon al aumento de la resistencia a la
sequia de los cultivos, proteccion contra patégenos y por su producto, la
glomalina (PSRG) que juega un papel importante en la agregaciéon del suelo
afectando la dinamica del carbono (C) en los agroecosistemas (Singh, 2012). No es
sorprendente que se haya documentado una reducida diversidad de HMA en los
agroecosistemas (Rillig et al., 2003; Oehl et al., 2003; 2009). Un estudio llevado a
cabo por Orio et al. (2016), en lotes de produccion agricola, informé menor riqueza
y diversidad en suelos bajo sucesion de plantas monocotileddneas respecto de
suelos con alternancia y/o combinacion de plantas monocotiledoneas y
dicotiledoneas. Los autores concluyen que la variabilidad de las comunidades de
HMA esta influenciada por los esquemas de rotacion de cultivos que involucran un

cambio en la clase de los componentes de la planta.

En resumen, las secuencias con mayor indice de intensificacién (ISI>1) se
destacaron por presentar una mayor abundancia de grupos taxonémicos y TPLFAs.
Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros autores
(Pankhurst et al., 2003), y podrian estar relacionados con las diferencias en el
aporte de C labil y otros nutrientes provistos por el rastrojo y los residuos
especificos de cada cultivo (Montecchia et al., 2011), como también por la
fertilizacién mineral (Zhong et al,, 2010). En el ensayo, la tendencia puede deberse
al aporte de nutrientes generado tanto por la inclusion del CC como por la
presencia continua de sistemas de raices vivas en el suelo, conduciendo a un
aumento general de biomarcadores microbianos en las parcelas bajo

intensificacion agricola sustentable.
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Abundancia de bacterias y hongos totales del suelo estimada por gPCR

En las ultimas décadas, la aparicion de técnicas moleculares ha sido una
importante alternativa metodoldgica en la valoracion de la diversidad taxonomica
microbiana (Liu et al., 2006). La utilizacién de estas técnicas puede proporcionar
una aproximacion mas exacta de la estructura y diversidad existente en el
ecosistema edafico (Nannipieri et al,, 2003). En nuestro estudio, la abundancia de
bacterias y hongos totales mediante qPCR no expresdé una tendencia clara entre
las secuencias de cultivos a lo largo del tiempo del ensayo. Nuestros resultados
fueron coincidentes con los hallados por Pérez Brandan et al. (2017), quienes
reportaron que luego de seis afios de efecto acumulativo de la inclusién de una
pastura tropical como CC, no se registré un efecto significativo en la abundancia
de bacterias y hongos, comparado con la rotacion convencional. Del mismo modo,
Chavarria et al. (2018), estudiando sistemas agroecolégicos vs convencionales con
y sin CC, no lograron diferenciar los tratamientos mediante la cuantificacion de las
comunidades bacterianas y fungicas mediante qPCR. Contrariamente a los
resultados obtenidos para PLFAs, la cuantificaciéon de bacterias y hongos por gPCR
en todas las secuencias evaluadas registr6 en promedio una relacion HT:BT
positiva. En general, se reconoce que una alta relacion HT:BT indica
agroecosistemas mas sostenibles y bajos impactos en el medio ambiente, en los
que las comunidades microbianas del suelo dominadas por hongos pueden
mejorar el almacenamiento de C y contribuir a la lenta mineralizacion de la MO,
dominando el suministro de nutrientes a las plantas (Bardgett et al., 1999; Thiet et
al., 2006). En este sentido, una alta proporcién de HT:BT generalmente ocurre en
ecosistemas de pastizales inalterados, pastizales que carecen de historias de
fertilizacién a largo plazo y agroecosistemas bajo la labranza reducida (Bailey et al.,
2002; Pérez Brandan et al., 2017). En resumen, la cuantificacion de la abundancia
de grupos taxondémicos de hongos y bacterias mediante qPCR tuvo menor
influencia en la diferenciacion de los tratamientos en comparacion con PLFAs. Una
posible explicaciéon podria estar relacionada con la desventaja asociada a las
técnicas de deteccion de ADN, que es la inclusion de elementos no viables de la
comunidad microbiana, debido a la persistencia y posible extraccion de la
secuencia objetivo (Mazolla, 2004). Sin embargo, esta metodologia puede

proporcionar informacién sobre los mecanismos involucrados en la sostenibilidad
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de los sistemas productivos, por lo tanto, profundizar en el estudio de diferentes

grupos especificos de bacterias y hongos puede ser un objetivo a futuro.

Microorganismos biocontroladores

La diversidad funcional de los hongos del suelo y su capacidad para
colonizar diversos microhabitats puede influir en los niveles de patdégenos y
desempenar un papel importante en la mejora de la salud de las plantas (Vinale et
al., 2008). En particular, los géneros Trichoderma spp. y Clonostachys spp. se
encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y son utilizado en agricultura
como agentes de control biol6gico de patdégenos transmitidos por el suelo, debido
a sus propiedades biopesticidas, biofertilizantes y promotoras de crecimiento de
las plantas (Harman et al, 2004; Castillo et al., 2016). Por esta razdn, la
cuantificacion de microorganismos del género Trichoderma spp. y Clonostachys
spp., puede ser Util para evaluar la salud edafica (Sparling, 1997). Ambos géneros
fungicos habitan naturalmente una importante variedad de suelos agricolas,
preferentemente con abundante MO y altas densidades de raices o desechos
vegetales (Lenc et al, 2015). Los resultados del ensayo destacaron mayores
porcentajes de Trichoderma spp. correspondientes a las secuencias con inclusion
del cultivo de maiz en la rotacion. Al mismo tiempo, el monocultivo (S-S) registré
los menores porcentajes respecto del total de hongos cultivables. Esta situacion no
se vio reflejada en el porcentaje de Clonostachys spp. siendo sus resultados
variables respecto de cada campaia agricola, sin lograr una clara diferenciacién de
las secuencias bajo intensificacién sustentable respecto del monocultivo. Autores
como Meriles et al. (2009), Larkin (2003) y Shen et al. (2013), afirmaron que los
residuos aportados por el cultivo antecesor son capaces de alterar las poblaciones
de biocontroladores. Nuestros resultados fueron coincidentes con los reportados
por Pérez Brandan et al. (2014a) donde los residuos de maiz aportados por el
cultivo en la rotacion tuvieron un efecto benéfico sobre las poblaciones de
Trichoderma spp. En concordancia, Qiao et al. (2017) indicaron que los residuos de
maiz producen mayores cantidades de C comparados con los de soja, resaltando
los efectos de la inclusion del maiz en los sistemas de rotacion de cultivos y su
impacto sobre el establecimiento de microorganismos benéficos. Al respecto,

varios autores han observado que poblaciones de potenciales biocontroladores
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presentaron una marcada disminucidon bajo manejos convencionales,
particularmente cuando se incrementan los aflos de implantacion del cultivo de
soja (Shen et al, 2008; Meriles et al, 2009). Igualmente, Vargas Gil et al. (2011)
observaron una disminucion en las poblaciones de T7richoderma spp. y
Clonostachys spp. por efecto de practicas no conservacionistas y sistemas agricolas
convencionales. Por otra parte, la relacion entre los microoorganismos
biocontroladores y la aplicacién de fertilizantes no tiene respuestas concluyentes.
En particular, algunas especies de T7richoderma spp. se han visto incrementadas
con fertilizaciones combinadas de nitégeno-fosforo-potasio-azufre (NPKS) (Nie et
al., 2018).

7.1.2. Funciones en las que estan involucrados los microorganismos

Diversidad catabdlica por consumo de sustratos carbonados (CLPP)

El perfil fisiologico a nivel comunitario (CLPP) refleja la capacidad fisioldgica
de las comunidades microbianas heterotroficas para utilizar una variedad de
sustratos de C, y de esta manera estimar la diversidad funcional del suelo (Brackin
et al, 2013). Su evaluacion se ha empleado como medio para diferenciar las
comunidades microbianas segun la influencia de una variedad de factores que
incluyen el tipo de suelo, las especies de plantas, las practicas de labranza, y
secuencias de cultivo, entre otras (Mazzola, 2004). En relacion a CLPP, los
resultados a partir del AWCD fueron variando entre las campafas agricolas. En
general, las secuencias con inclusién del CC y rotacién con cultivo de maiz, se
destacaron por incrementos en el consumo de fuentes carbonadas. Otros autores,
reportaron un alto consumo general de los sustratos de C en tratamientos con
inclusiéon de CC (Chavarria et al., 2016b; Nivelle et al., 2016), indicando una mejora
de la diversidad catabodlica. A su vez, Govaerts et al. (2007) informaron que la
rotacion de maiz y trigo bajo labranza convencional con retencion de residuos
mostré un valor global de AWCD significativamente mas alto en comparacion con
otros tratamientos, mientras que el AWCD bajo labranza cero y remocién de
residuos fue significativamente menor. En adicidn, Lupwayi et al. (1998) registraron
la influencia negativa de la labranza sobre la diversidad de bacterias al reducir la

riqueza y la uniformidad del sustrato. Estos autores también observaron que la
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diversidad microbiana fue mayor para el cultivo de trigo cuando éste estuvo
precedido por residuos verdes de leguminosas, que cuando su antecesor fue un
trigo o barbecho. Con esos antecedentes, se destaca la importancia de las
practicas de manejo conservacionistas. Sin embargo, debe mencionarse que
existen reportes donde se considera que la mayoria de los suelos agricolas
presentan un bajo nimero de especies y alta homogeneidad en comparacion con
areas de pastizales no perturbadas (Graham y Haynes, 2005). Asi, por ejemplo,
Gomez et al. (2004) encontraron que CLPP fue consistentemente distintivo entre
sitios, en la medida que aumentaba el tiempo transcurrido desde la pérdida de
vegetacion nativa. Tal como lo afirmd Giller (1996), la diversidad catabdlica en el
suelo depende, entre otros factores, de la heterogeneidad de los recursos
alimenticios y de la especializacidn trofica, con lo cual, seria de esperar que los
habitats con alta y variada produccion de residuos, resultaran en una alta
diversidad catabolica. Retomando a los sistemas productivos, el suelo bajo
planteos agricolas con SD, rotacion de cultivos y cobertura permanente (CC), luego
de varios afos, podria resultar con una mayor variedad de sustratos, lo que
probablemente explica en parte por qué los microorganismos utilizaron mas

sustratos en las secuencias intensificadas que bajo la exposicién al monocultivo.

Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas del suelo dan cuenta de las reacciones
bioquimicas que suceden dentro de este heterogéneo y complejo sistema. Estan
estrechamente relacionadas con las propiedades fisicas y quimicas, y son sensibles
a los cambios generados por las practicas de manejo (Rincon y Muioz, 2005). Los
microorganismos, juegan un papel clave en el ciclo de los nutrientes del suelo, ya
que producen enzimas que catalizan innumerables reacciones necesarias para sus

propios procesos metabdlicos (Tabatabai, 1994; Dick, 1997).
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Hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (FDA)

La hidrélisis de FDA proporciona informacion sobre la actividad microbiana
total, debido a que este sustrato es digerido por una gran variedad de enzimas
(esterasas, proteasas y lipasas no especificas), presentes en bacterias y hongos,
involucradas en la descomposicion microbiana de la MO (Gajda et al.,, 2013). En
nuestras evaluaciones, la actividad enzimatica medida a través de la hidrolisis de
FDA registro incrementos para las secuencias M-T/S-CC y M-T/S, a lo largo del
tiempo del ensayo. Por el contrario, S-S fue la secuencia con menores valores de
actividad FDA. De manera similar, Serri et al. (2018) obtuvieron mayores valores de
actividad global para las secuencias que incluyeron trigo como cultivo invernal (S-
T/S y M-T/S) respecto de las secuencias basadas Unicamente en cultivos de verano
(S-S y M-S). 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. A su vez, las comunidades microbianas del suelo en la rizdsfera
responden de manera diferente a los exudados de la raiz asociados con varios
cultivos (Costa et al., 2006; Wardle et al., 2004). En este sentido, las rotaciones de
cultivos responden a una mayor abundancia y diversidad de desechos vegetales, y
a un extenso sistema de raices, lo que puede soportar una mayor diversidad de
descomponedores microbianos (Venter et al., 2016). Por otra parte, una explicacion
a la baja actividad de FDA en el monocultivo, podria deberse a que la fijacidn
bioldgica del nitrodgeno, asociada principalmente a la simbiosis de leguminosa-
rizobio, ocurre a través de una cascada de reacciones que involucran sistemas
complejos de enzimas, muchas de ellas extracelulares (Sathya et al., 2016). En este
sentido, la inoculacion al cultivo de soja con bacterias fijadoras de nitrdgeno,
podria alterar la produccion de enzimas extracelulares como consecuencia del
mecanismo de fijacion bioldgica. A su vez, la baja incorporacién de residuos por la
siembra continua de un mismo cultivo (S-S), disminuye la disponibilidad de
fuentes carbonadas, ademas de otras fuentes nutricionales, lo que explicaria el

detrimento de la actividad enzimatica global.
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Actividad fosfatasa dcida (FA)

Los microorganismos del suelo producen fosfatasas acidas o alcalinas,
realizadas por un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de ésteres y de
anhidridos de acido fosférico (Nahas, 2002). La actividad FA libera fosfato
inorganico de la materia organica, dejandolo disponible para las plantas (Allison et
al, 2010). Ademas, se ha demostrado que la actividad de la fosfatasa esta
inversamente relacionada con la disponibilidad de P inorganico en los sistemas del
suelo, motivo por el cual son extensamente estudiadas (Allison et al, 2007).
Nuestros resultados fueron consistentes con los informados por otros autores,
quienes registraron un aumento de la actividad enzimatica FA, a raiz de la
incorporacion de cultivos invernales vs barbecho, independientemente del sistema
de labranzas (Balota et al., 2014). De igual manera, Ferreras et al. (2009) registraron
mayor actividad FA sobre la base de ensayos bajo rotacién (maiz-soja-trigo/soja)
vs monocultivo (soja-soja), y siembra directa con CC vs labranza combinada. En
relacion al contenido de P en el suelo, cuyo aumento puede inhibir la FA
(Nannipieri et al., 2002), nuestros resultados fueron inconsistentes. Sin embargo,
haciendo una observacion particular sobre la secuencia S-S, ésta registr6 menores
valores de FA en todas las campafas evaluadas en concordancia con incrementos
de P respecto de algunas secuencias bajo intensificacion sustentable. Se ha
comprobado que la eficiencia microbiana disminuye cerca de 100 veces con
incrementos de las relaciones C:N y C:P de los sustratos (Goldman et al., 1987). Por
el contrario, enmiendas organicas con bajos indices de C:N y C:P, como los
residuos de soja, satisfacen la demanda de nutrientes de los microbios y se
descomponen rapidamente, lo que da como resultado una mineralizacién neta
temprana de los nutrientes (Hadas et al, 2004), lo que podria explicar la mayor
disponibilidad de P en el suelo. A su vez, dado que la FA es una exoenzima, puede
permanecer retenida en los sitios de intercambio y, en condiciones de baja
concentracion de P en la solucién del suelo, libera fosfatos de los complejos
organicos para equilibrar los niveles de P edafico (Tabatabai, 1982). Esto pone de
manifiesto la importancia de la enzima en el ciclo del P y en el mantenimiento de
niveles de P biodisponible del suelo (Quiquampoix y Mousain, 2005), y mas aun en
sistemas con cultivos de cobertura debido al potencial aporte de P del residuo
vegetal (Kwabiah et al., 2003).
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Actividad deshidrogenasa (DHG)

Enzimas intracelulares como la DHG, permiten tener una idea de los
procesos microbianos que ocurren en el suelo debido a que se encuentran
asociadas a la biomasa activa. La actividad de estas enzimas constituye un
indicador del sistema redox microbiano, por lo que se la suele considerar un buen
exponente de las actividades oxidativas del suelo (Camifa et al., 1998; Nannipieri
et al., 2003). En contraposicion a las actividades FDA y FA, los datos obtenidos para
la actividad enzimatica DHG registraron en general menores niveles en las
secuencias con mayor inclusién de gramineas en la rotacion, y mayores niveles en
S-S. Nuestros resultados se contraponen a los hallados por otros autores. De
hecho, varios han informado que la DHG fue mucho mayor en sistemas bajo
rotacion de cultivos que bajo monocultivo (Zhang et al., 2010; Velmourougane et
al., 2013). Otros, informaron que la actividad DHG fue significativamente mayor en
sistemas de labranza cero, independientemente de la presencia de CC (Nivelle et
al., 2016). Sin embargo, para algunos autores, deben incluirse otros factores como
la composicion de especies, la textura del suelo, la disponibilidad de nutrientes y
datos climaticos estacionales, entre otros; que son grandes determinantes en las
variaciones de la enzima DHG, incluso mas que las practicas de manejo antropico
(Quilchano et al.,, 2002; Badiane et al., 2001). En este sentido, se han reportado
estudios en los que el pH influyd sobre la actividad DHG, produciendo aumentos
de actividad a medida que el pH se acercaba a la neutralidad (7,8) (Ramos Vasquez
y Zuhiga Davila, 2008). Situacion que se observé en nuestro ensayo para el
monocultivo (S-S). A su vez, Verdenelli et al. (2018) informaron que excepto por la
actividad DHG, las demas actividades enzimaticas tendieron a aumentar en los
tratamientos fertilizados en comparacion a los suelos sin fertilizar. Masto et al.
(2006) sugirieron que la actividad DHG es sensible a los efectos inhibidores
asociados con la adicion de fertilizantes, principalmente nitrogenados. Lo cual
podria deberse al incremento de nitratos y su efecto de interferencia como
aceptores de electrones alternativos en la reacciéon redox (Casida et al., 1964).
Durante el ensayo los cultivos de maiz y trigo recibieron fertilizacién nitrogenada a
diferencia del cultivo de soja. Esto podria explicar por qué las secuencias mas

intensificadas no registraron aumentos de la actividad DHG.
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Parametros microbianos generales

Carbono de biomasa microbiana (CBM)

La biomasa microbiana representa el componente vivo de la MO del suelo,
excluyendo las raices de las plantas y, la meso y macrofauna (Jenkinson y Ladd,
1981). Aunque, suele representar menos del 5% de la MO del suelo, lleva a cabo
muchas funciones criticas en el ecosistema edafico, entre las cuales se destaca la
conduccién de la transformacién biogeoquimica de la mayoria de los nutrientes,
determinando su disponibilidad en el suelo (Nannipieri et al., 2002). Entre los
parametros generales, el CBM es considerado por muchos investigadores el mas
confiable (Gil-Sotres et al., 2005). En nuestros resultados, el contenido de CBM fue
afectado por la secuencia agricola empleada. El promedio de CBM para todas las
campafas evaluadas, indicé para la secuencia S-S una importante reduccion
respecto de M-T/S, que fue la secuencia con mayor CBM. Sin embargo, la inclusion
del CC no registr6 incrementos significativos respecto de las secuencias
equivalentes, con excepcion de CC-S cuyo contenido de CBM siempre fue superior
al de S-S. Hallazgos realizados por King y Hofmockel (2017) sugieren que los
sistemas de cultivo diversificados (maiz/soja/grano pequefio + alfalfa/alfalfa),
incluso cuando se laborean periddicamente, soportan niveles mas altos de
biomasa microbiana (mayor retencion de C) y presentan una capa microbiana
activa mas profunda (0-20 ¢cm) que los sistemas de cultivo menos diversos
(maiz/soja). A su vez, Gonzalez-Chavez et al. (2010) recomiendan la labranza cero
junto con la rotacion de cultivos para aumentar el secuestro de C del suelo. Por lo
tanto, una mayor biomasa microbiana en sistemas de cultivo diversificados puede
ser consecuencia de la mayor disponibilidad de sustratos, donde una mayor
retencién y reciclaje de C mejora el sustrato disponible para apoyar el crecimiento
microbiano y la biosintesis (Geyer et al., 2016). A pesar de los bajos valores de
stock de CMB en términos absolutos, esta reserva de C organico se considera la
fuente de C labil mas importante, vital para la dinamica del COS, el ciclo de los
nutrientes y para el mantenimiento de la calidad ambiental del suelo (Maia et al,
2007).
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Respiracion microbiana (RM)

La respiracion del suelo representa la oxidacion de la materia organica
mediada por los organismos aerdbicos del suelo (Saviozzi et al., 2001). La RM se
considera un bioindicador de la calidad edafica y su evaluacién proporciona una
medida de la actividad potencial de la comunidad microbiana (Dutta et al., 2010).
Nuestro estudio reveld, para todas las campafias evaluadas, que la RM fue
diferente entre las secuencias agricolas. Sin embargo, los resultados no mostraron
una tendencia clara en respuesta a la inclusion de CC. Solo de manera estable, se
diferencio la secuencia M-CC-S-T/S (ISI=1,66) por su menor liberacién de CO,. En
general, el aumento de la RM involucra una mayor actividad bioldgica, lo que para
algunos autores implica la conservacién de la calidad del suelo (Balota et al., 2004).
En este sentido, diversos estudios han demostrado que la RM se incrementa por el
agregado de compost (Pérez-Piqueres et al, 2006) y residuos de cosecha
(Geisseler et al., 2011), inclusion de CC (Chavarria et al., 2016b) y practicas de
manejo como la SD (Babujia et al., 2010). Por lo tanto, una alta actividad biolégica
indicada por la liberacion de CO,, puede ser el resultado de una gran reserva de C
labil, donde la descomposicidon es intensa; o bien, podria estar asociado con la
oxidacion de materiales organicos como resultado de la adicion de residuos
organicos (Maia et al., 2007). Sin embargo, se debe tener cuidado al interpretar la
RM, ya que las altas emisiones de CO, por la biomasa microbiana del suelo
podrian indicar una situacién de perturbacion, pero también, podrian indicar un
estado de equilibrio de la materia organica del suelo (Islam y Weil 2000b; Maia et
al., 2007). Gilani y Bahmanyar (2008) demostraron que la RM se encuentra en
estrecha relacién con el contenido de COS, por lo cual para entender mejor los
efectos de la intensificacion agricola sustentable respecto del monocultivo se
propuso el calculo de la relacién entre el CBM y la RM, es decir el coeficiente

metabdlico (qCO,).
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Coeficiente metabdlico (qCO;)

El gCO; es un indice que fisioldgicamente describe el sustrato mineralizado
por unidad de carbono de biomasa microbiana (Bastida et al., 2008). Esta relacion
se ha utilizado ampliamente como un buen indicador de las alteraciones que
tienen lugar en el suelo, como las practicas de manejo (Dilly et al., 2003). El qCO;
indica el nivel de estrés de la poblacidon microbiana, mientras mas alto, esa
poblacién es metabdlicamente menos eficiente, ya que libera mas C del que
incorpora a su biomasa (Anderson, 2003). Las parcelas en estudio solo registraron
diferencias significativas para algunas de las campafas evaluadas. En general, el
menor valor se observo para la secuencia M-T/S, mientras que la secuencia de
monocultivo (S-S) fue significativamente superior al resto de los tratamientos.
Segun Anderson y Domsch (1993), coeficientes metabdlicos comparativamente
bajos constituyen una caracteristica tipica de comunidades microbianas diversas y
muy relacionadas entre si. Ferreras et al. (2009) hallaron que el qCO; en parcelas
cultivadas fue mayor respecto al suelo pristino, poniendo en evidencia un mayor
gasto energético para el mantenimiento metabdlico, ya que, en las parcelas se
determind una poblacion microbiana de menor tamafio que respiraba a una tasa
mayor. Otros estudios, registraron un bajo valor del qCO; para el tratamiento mas
diversificado, entre ellos, agrosilvopastoril (Maia et al, 2007) o rotacion continua
de cultivos (Anderson y Domsch, 1990) respecto del monocultivo; lo que podria
estar asociado con una mayor diversidad de sustratos organicos en ese sistema y
favoreciendo una utilizacién mas eficiente de la MO del suelo por parte de la
comunidad microbiana. En otras palabras, una RM mas elevada en relacién al
tamano de la biomasa microbiana (CBM), como lo observado en S-S, puede estar
manifestando una menor eficiencia metabdlica de los microorganismos (>qCO,),
como respuesta a la baja disponibilidad de nutrientes o sustratos como el C
organico (Agnelli et al., 2001). A pesar de que, nuestros resultados registraron en
ocasiones mayores valores de RM en los suelos bajo intensificacién agricola
sustentable, el aumento del CBM en esas secuencias consiguid una disminucion
del qCO,, lo cual sugiere que el ecosistema de dichos suelos es mas estable que el

de los suelos bajo monocultivo.
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Proteinas de suelo relacionadas con Glomalina (PSRG)

La glomalina es una glicoproteina liberada por las hifas de los HMA, cuya
presencia en las raices y el suelo juega un papel importante en el mantenimiento
de la estructura edafica (Wright y Upadhyaya, 1996). Un gran avance en la
investigacion sobre el rol de las PSRG ha sido la demostracién de una fuerte y
positiva correlacion con la estabilidad de los agregados del suelo en una amplia
variedad de ecosistemas (Wright y Upadhyaya, 1998). En el contexto agricola, se ha
demostrado que las concentraciones de PSRG responden de manera diferente a
las especies de plantas (Rillig et al., 2002), practicas de labranza (Wright et al,
1999) y sistemas de rotacion de cultivos (Wright y Anderson, 2000). Estos son
resultados importantes, ya que demuestran claramente que los grupos PSRG son
sensibles a las practicas de manejo (Singh, 2012). En nuestro estudio, el promedio
de las campafas agricolas registrd para la secuencia M-T/S el mayor contenido de
PSRG. Al respecto, existen indicios de que algunos sistemas agricolas sustentables
favorecen la produccion de PSRG (Wright et al., 2005; 2007). De acuerdo con esto,
otros autores informaron que la inclusion de maiz en la rotacion a largo plazo
incrementd la variedad y cantidad de los nutrientes del suelo, permitiendo un
aumento en los niveles de PSRG (Preger et al., 2007; Wright y Upadhyaya, 1998). A
su vez, varios autores reportan una mayor diversidad de HMA producto de
rotaciones de cultivos, que podrian tener un rol importante en las concentraciones
de PSRG (Oehl et al,, 2003; 2010; Hijri et al., 2006; Cofré et al., 2017). Aunque la
rotacion parece tener efectos favorables, la intensificacion de la secuencia
mediante la inclusion del CC no marcd una diferencia sobre la produccién de
PSRG. Sin embargo, otras investigaciones registraron un incremento en
parametros relacionados con HMA, incluyendo las PSRG, ante la inclusion de CC en
sistemas de cultivo de maiz, siendo el CC también una graminea (Garcia-Gonzalez
et al., 2016). A su vez, varios autores reconocen la importancia de la SD sobre la
preservacion de los contenidos de PSRG, pero estan de acuerdo en que se deben
reforzar las estrategias que coaccionan para mejorar las condiciones del suelo a
través del empleo de tacticas conservacionistas (Wright y Upadhyaya, 1996;
Haddad et al., 2009).
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7.1.3. Indicadores de estructura y funcionalidad microbiana en respuesta a la

intensificacion de sistemas agricolas

El analisis conjunto de los indicadores de estructura microbiana (ACP) fue
menos preciso en la diferenciacion de la secuencia de monocultivo respecto de los
sistemas agricolas con intensificacion sustentable, que los parametros de
funcionalidad microbiana. En la diferenciacién de las secuencias agricolas, segun el
comportamiento de las variables de estructura, se evidenci6 una leve
diferenciacion de las secuencias con maiz e inclusion del CC, donde TPLFAs fue el
parametro con mayor influencia (Figura 6A). Esto fue corroborado por el
conglomerado conformado Unicamente por la secuencia de monocultivo (S-S), que
se presentd completamente diferenciado del conjunto integrado por las demas
secuencias (Figura 6B). Este escenario fue compatible con el andlisis de integracion
de PLFAs realizado por Pérez Brandan et al. (2014b), quienes registraron una
transicion entre el monocultivo de maiz, la rotacion maiz/soja y el monocultivo de
soja, presentando la rotacion los valores mas altos de biomasa total. Por su parte,
la integracion de las funciones y parametros microbianos generales, no hizo mas
que reflejar los resultados individuales obtenidos en nuestro estudio. Los
conglomerados generados han registrado una asociacion entre las secuencias con
mayor frecuencia de gramineas en la rotacion. Wardle (2002), afirmé que las
propiedades microbioldgicas del suelo pueden ser fluctuantes segun distintos
niveles de perturbacion. Sin embargo, la extrema perturbacion que ocurre bajo la
presién de seleccion impuesta por el monocultivo a largo plazo, puede reducir la
actividad y crecimiento microbiano del suelo. Esto puede tender a la
predominancia de un menor ndmero de especies y, por lo tanto, provocar la
reduccién de la diversidad y la funcionabilidad de las enzimas intervinientes en los
ciclos biogeoquimicos (Wardle, 2002), como lo observado en la mayoria de los
parametros funcionales evaluados en este trabajo. Ademas del aumento
observado para la funcionalidad edafica, los resultados sugirieron un incremento
de la biomasa de suelo como respuesta a la diversificacion del sistema mediante la
rotacion y/o el uso del CC. Esto se comprobo por la estrecha asociacidon observada
entre el CBM vy las actividades enzimaticas FDA y FA (Figura 8A), las cuales
registraron valores significativamente mayores bajo CC. Por lo tanto, los resultados

sugieren que diferentes especies de plantas pueden mejorar la calidad y la
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cantidad de exudados radicales liberados al suelo modificando las interacciones
microbianas de la rizdsfera y promoviendo una mayor actividad de enzimas (el
Zahar Haichar et al,, 2014). En resumen, si bien la diversidad de los organismos del
suelo es importante, la capacidad de las comunidades microbianas del suelo para
mantener la diversidad funcional durante los procesos criticos del suelo a través de
la perturbacién o el estrés podria ser, en Ultima instancia, mas importante para la
productividad y estabilidad del ecosistema que la diversidad taxondémica (Caldwell,
2005).

7.2. Interrelacion de las variables microbiolégicas, quimicas y fisicas
del suelo en respuesta a la intensificacion sustentable de los sistemas

agricolas.

7.2.1. Variables quimicas y fisicas del suelo en respuesta a la intensificacion

sustentable de los sistemas agricolas

La MO de los suelos, en sentido amplio, estd constituida por todas las
sustancias organicas del mismo. En nuestro ensayo, los macronutrientes evaluados
en el suelo fueron afectados en distinto grado por las secuencias agricolas
empleadas. El principal constituyente de la MO es el C, que llega a representar
entre el 40 y el 60 % de su masa dependiendo del grado de transformacion. El CO
del suelo constituye un componente significativo del “pool” de C global (Alvarez,
2005). En general, el contenido de CO se incrementd en las secuencias con mayor
indice de intensificacion agricola. Por su parte, el N es uno de los elementos mas
ampliamente distribuidos en la naturaleza. En el suelo se encuentra bajo la forma
de N organico (98%) e inorganico (2%), representando en total el 5% de la MO
(Bono y Romano, 2012). El ion NO3-, como resultado del proceso de mineralizacion
del N organico, es la principal forma de N en el suelo facilmente disponible para
las plantas. En relacion a los niveles de NOs', en general se observaron menores
contenidos en las secuencias agricolas S-S y M-T/S. En sentido opuesto, el P
disponible en el suelo se incremento para dichas secuencias. El efecto de los CC en
los suelos y cultivos subsiguientes en la region pampeana, fue estudiado por

Alvarez et al. (2017) mediante un metandlisis en base a resultados de 67
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experimentos de campo, en los que se analizaron los efectos del CC de invierno en
los suelos y cultivos. Su analisis determind que las reservas de CO del suelo
generalmente mejoraron bajo los CC. Varios estudios han informado que las
practicas de manejo, como la rotaciéon de cultivos y la intensificacion de las
secuencias de cultivos mediante el uso de CC, aumentan la retencién de CO en el
suelo (Lopez-Fando y Pardo, 2011). McDaniel et al. (2014) han encontrado que la
adicién de uno o mas cultivos en rotaciéon aumento el C y N total, pero cuando las
rotaciones incluian un CC (es decir, cultivos que no se cosechan, pero se producen
para enriquecer el suelo y capturar N inorganico), el C y N total duplicaron su
aumento. Estos resultados pueden estar relacionados con la mejora de las
condiciones estructurales de algunos suelos bajo tratamiento de CC (Fageria et al.,
2005; Harrwing y Ulrich Ammon, 2002). A su vez, dada la mayor biomasa del maiz
(radical y foliar) y la biomasa incorporada por el CC, resulta esperable que la
contribucién de estos cultivos al contenido de MO y consecuentemente de CO, sea
superior a la de soja (Belay et al., 2002). En este sentido, otras investigaciones
reportan que el aumento en la frecuencia de cultivo de la soja redujo el stock de
CO en el suelo (Novelli et al., 2011).

Nuesto ensayo, al igual que la mayoria de los sistemas agricolas se
caracterizd por complementar la nutricién de los cereales con N y P, siendo sélo
este Ultimo también empleado en el cultivo de soja (Cordone y Martinez, 2004), ya
que se ha comprobado que dicho cultivo no responde a la aplicacién de N
(Cordone et al, 2003; Ventimiglia et al, 2003). En general, la exportacion de
nutrientes en forma de granos excede a la reposicion de los mismos a través de
fertilizantes, generando balances nutricionales negativos para los suelos (Andriulo
et al, 1996; Garcia, 2001). Ante esta situacién, se pueden emplear diversas
estrategias para agregar N a los sistemas agricolas continuos, como lo son,
aumentar la participacion del doble cultivo (T/S: reponiendo N a la siembra del
cereal); doble cultivo de gramineas (T/M de segunda: implican dejar de producir
soja en una campafa), o la inclusibn de gramineas para ser utilizadas como CC
invernal en secuencias agricolas con predominio de soja (Cordone y Martinez,
2004). La introduccion de CC en sistemas poco diversificados constituyen una
herramienta estratégica para mitigar o controlar la lixiviacion de NO3™ (Constantin
et al., 2010). Un estudio llevado a cabo por Restovich et al. (2012), revel6 que todas

las especies evaluadas como CC, al momento de secado, redujeron el contenido de
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NOs™ en el suelo entre un 50 a 90% en comparacién con el control. Esta reduccion,
no es negativa, sino que por el contrario demuestra el potencial de los CC para
reducir las pérdidas de N en los agroecosistemas, que pueden ocurrir durante el
periodo de barbecho (otofio/invernal) y durante las primeras etapas de los cultivos
de verano, cuando la lluvia supera la evapotranspiracion (Constantin et al., 2010,
2015; Valkama et al., 2015). Esto explicaria en parte los menores niveles de NOj3
obtenidos en nuestro ensayo para S-S y M-T/S, que presentan grandes periodos
de barbecho, principalmente el monocultivo, comparado con las demas
secuencias. Ademas, es muy probable que, al haberse producido una disminucion
en el contenido de CO, en el suelo bajo monocultivo los procesos de
descomposicion de la MO no se lleven a cabo normalmente, de manera que habra
menos sustrato disponible para los microorganismos que intervienen en la
mineralizacion, incluida la del N del suelo y con ello menores valores de NOs
(Pérez Brandan et al., 2014b). Por otra parte, la utilizacion de CC depende de la
relacion C:N de sus residuos. En general, varios estudios sobre CC registraron una
asociacion positiva con el contenido de N en el suelo cuando estos fueron a base
de especies leguminosas, probablemente debido a la fijacion de N, en
comparacion con las gramineas (Samarappuli et al.,, 2014; Mbuthia et al.,, 2015). Sin
embargo, de acuerdo con el nivel de N disponible, las entradas de C pueden
correlacionarse negativamente con el secuestro de C a través de una aceleracion
inducida de la descomposicién de C (Fontaine et al., 2004), teniendo en cuenta la
baja relacion C:N de las leguminosas. En este sentido, las gramineas (alta relacion
C:N) responden a la captura de N con un aumento de la produccién de materia
seca; de este modo el N es retenido en forma organica (residuo) y podria estar

disponible cuando el cultivo siguiente lo demande (Cordone y Martinez, 2004).

En cuanto al P, la mayor parte de este se encuentra en el suelo bajo formas
insolubles o fijadas. Teniendo en cuenta que es un nutriente poco movil, la
mineralizacion del P organico proveniente de la MO representa una contribucion
significativa a las necesidades de P de la mayoria de los cultivos extensivos
(Simpson et al., 2001). En muchas areas agricolas, el P a menudo es deficiente y los
rendimientos de los cultivos se limitan si no se aplica mediante fertilizacion (Wang
et al., 2014). A diferencia del N, el P no ha sido estudiado en profundidad en la
region pampeana de Argentina. Algunos estudios realizados en la region,

concluyen que la escasa reposicion del P extraido ha resultado en la disminucion
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del P disponible, y algunas areas han pasado de rangos de valores promedio altos
(> 20 mgkg?) a medios (10-20 mgkg™) o bajos (<10 mgkg™), como los
determinados al sur de la provincia de Santa Fe (Rozas et al., 2012). Investigaciones
realizadas en numerosos sitios de la region pampeana y también por otros paises
indican que los niveles de P disponible en el suelo deberian ubicarse por arriba de
20-25 ppm para lograr mayores rendimientos en los cultivos (Garcia, 2001). Del P
total del suelo, sélo las fracciones solubles y labiles (inorganicas) estan disponibles
para las plantas durante el ciclo del cultivo. Sin embargo, el P puede acumularse en
el suelo bajo adicién continua de fertilizantes fosfatados, creando un efecto
residual que genera respuestas positivas en cultivos sucesivos (Fontanetto et al.,
2000; Ciampitti et al., 2011). En el ensayo, los principales cultivos (soja de primera
fecha de siembra, trigo y maiz) fueron fertilizados con PMA y urea (N), mientras
que la soja de segunda fecha de siembra y el CC no fueron fertilizados. Por una
parte, esto podria explicar por qué ninguna de las secuencias del ensayo mostro
valores inferiores a 25 ppm de P. Por otro lado, podria estar explicando los valores
mas altos de P disponible en las secuencias S-S y M-T/S, en comparacion con las
secuencias que contienen CC o soja de segunda fecha de siembra. Ademas, los
residuos de cultivos con baja concentracion de P (alta relacion C:P), como el
rastrojo de cereales (debido a la re-translocacién de una gran proporcion de P de
los tejidos vegetales al grano), no haran una contribucién agronémicamente
significativa a la disponibilidad de P en el suelo, ya que se descomponen
lentamente y pueden reducir la disponibilidad de P dando como resultado una
inmovilizacion neta o asimilaciéon en la biomasa microbiana (Damon et al., 2014;
Nguyen y Marschner, 2017). En consonancia con nuestros resultados, Piotrowska y
Wilczewski (2012) hallaron que el contenido de N total fue significativamente
menor en el suelo control que en los tratamientos con cultivos de captura
(leguminosas), mientras que la concentracién de P disponible se comporté de
manera opuesta; explicando que el posible efecto de los cultivos de captura podria
ser interferido por la reserva de P relativamente alta en el suelo y la adicion de P
con fertilizantes cada afio. A su vez, Varela et al. (2014) informaron que la
presencia de CC no afecto el contenido de P en un sistema de monocultivo de
soja. Sin embargo, otros estudios han demostrado que las leguminosas mejoran la
nutricion de P de los cereales posteriores (Nuruzzaman et al, 2005; Rose et al.,

2010). En resumen, el P bajo planteos de sistemas que contribuyen a aumentar la
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calidad del suelo, requiere estudios mas profundos ya que su disponibilidad no
solo es afectada por el cultivo de superficie y el manejo fertilizante, sino también
por factores quimicos (mineralogia del suelo, pH, MO, interacciones con otros
productos quimicos), fisicos (textura, temperatura, aireacion, humedad del suelo),
la presencia y caracteristicas de las raices, residuos, bacterias y hongos (Ciampitti
et al,, 2011).

Potencial hidrogeno (pH) y Conductividad eléctrica (Ce)

Los indicadores quimicos como el pH y la Ce hacen referencia a las
condiciones que afectan la relacion suelo-planta, y a la calidad y la disponibilidad
de agua y nutrimentos para las plantas y los microorganismos (Romero et al.,
2009). Ambos se relacionan con la solucidon externa del suelo sobre la que se
realizan los aportes (riego, fertilizacion, etc.) y de la que se producen las
extracciones (nutricion, lixiviacion, etc.). El pH edafico no solo indica si un suelo es
acido, neutro o alcalino, sino que también aporta informacion basica para conocer
su potencial de uso agricola, estimar la disponibilidad de nutrientes esenciales y la
toxicidad de otros elementos e interpretar las tasas de muchos procesos
bioldgicos en el suelo (Miller y Kissel, 2010). Por su parte, la Ce es proporcional al
numero de iones presentes en la solucién del suelo y a su movilidad, por lo que
permite estimar el contenido de sales. Un suelo salino se define como aquel con
Ce en extracto de pasta saturada de 4 dS'm™ o mayor (USDA, 1993). En las
campafas evaluadas el pH del suelo registr6 un rango entre 4,94 y 5,88,
mostrando una marcada acidificacion, principalmente bajo los tratamientos con
rotacion, mientras que, la secuencia S-S registro el nivel de pH mas préximo al
neutro. Por su parte, la Ce registré un rango entre 3,56 y 6,99, manifestando una
clara tendencia a suelos salinos. En el ensayo los niveles mas bajos de Ce fueron
registrados para S-S. Mtambanengwe et al. (2006), sostienen que los suelos acidos
implican una baja en la calidad del suelo, excepto en el rango 6ptimo de pH 6-7,
es decir, ligeramente acido a neutro. Este rango, se corresponde con el crecimiento
optimo de las plantas y la absorcidon de nutrientes (Fageria, 2009), aunque algunos
cultivos funcionan bien en condiciones ligeramente mas acidas, por ejemplo, 5,5-
7,0 para maiz (Mutiro et al., 2006). En el caso de la Ce, valores entre 0-0,8 mS-cm™,

son aceptables para el crecimiento de los cultivos (Luters y Salazar, 1999). Algunos
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estudios han reportado acidificacion en la capa superficial bajo la labranza de
conservacion atribuyendo esto a la retencion de residuos en la superficie del suelo
(Hickman, 2002; Houx et al., 2011) y a la falta de homogeneizacion del suelo en
esos sistemas (Kautz et al, 2013). En concordancia, muchos trabajos, reportaron
que el pH del suelo se correlaciond negativamente con el CO en las capas
superficiales del suelo bajo SD, situacion que reviste el monocultivo de soja
(Miglierina et al., 2000; Martinez et al, 2016). Otros autores sugieren que las
pérdidas de MO, pueden incrementar la retencion de cationes, alterando el efecto
tampodn del pH, la infiltracion del agua en el perfil del suelo y disminuyendo la Ce
(Fares y Polyakov, 2006). Ademas, una ligera acidificacién observada en las capas
superficiales del suelo bajo SD, podria reducir la disponibilidad de algunos
nutrientes para los cultivos (Fuentes et al., 2009; Soane et al., 2012). También es
importante considerar que todos los fertilizantes inorganicos son sales y por lo
tanto tienen un efecto directo sobre el pH y la Ce. La fertilizacion, principalmente
con N, ha sido reportada tanto en la region pampeana y en otras partes del
mundo, como una de las causas de la acidificaciéon del suelo (Miglierina et al,
2000; Graham y Haynes 2005; Tturri et al., 2011; Iturri y Buschiazzo, 2016). En
cuanto a la Ce, esta puede incrementarse por la presencia de fertilizantes
insolubles, como los de liberacién lenta y/o la incorporacion de una cantidad de

fertilizante superior a las absorbidas o lixiviadas (Barbaro et al., 2014).

Infiltracion basica (IB) y resistencia mecanica a la penetracion (RMP)

La velocidad de infiltracion es la velocidad con la cual el agua penetra en el
suelo. Hay varias caracteristicas que influyen en la velocidad de infiltracion como la
textura y estructura del suelo, las grietas, las practicas de cultivo y la expansion del
suelo cuando se humedece (Govaerts et al., 2006). Por su parte, la resistencia a la
penetracion es un indicador del nivel de compactacion de un suelo. La
compactacion limita el crecimiento radicular y la cantidad de aire y agua de la que
disponen las raices (Lampurlanés y Cantero-Martinez, 2003). Los resultados de los
parametros fisicos evaluados fueron contundentes en cuanto a la diferenciacion
del monocultivo respecto de las demas secuencias. S-S mostré una reduccion e
incremento significativos en la capacidad de IB y RMP, respectivamente. Estudios

realizados por otros autores confirman que la SD combinada con la retencion de
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residuos mejoran las condiciones fisicas del suelo. Por el contrario, la eliminacién
de residuos provocod una baja estabilidad de los agregados, una alta RMP y un
planchado de la superficie (<IB), lo que dio como resultado un alto escurrimiento
(Govaerts et al., 2006). A su vez, Tosi et al. (2016), registraron en suelos agricolas
con monocultivo de soja a largo plazo (>20 afios) un contenido de arena un 60%
mas alto y una capacidad de retencién de agua un 20% mas baja, que en los
suelos pristinos. En base a sistemas sin labranzas con adicién de CC invernales,
Villamil et al. (2006) informaron que bajo esos sistemas se redujo la densidad
aparente y la RMP de la superficie del suelo y aumentaron la porosidad total y de
almacenamiento, junto con el agua disponible para las plantas. De igual manera,
Blanco-Canqui et al. (2011) registraron que la utilizacion de CC en la rotacion
mejord las propiedades fisicas del suelo. En resumen, la utilizacion de CC
invernales tendria un impacto positivo en la sustentabilidad de los
agroecosistemas permitiendo un aumento de la IB (Lal et al, 1978) y una

disminuciéon en la RMP (Folorunso et al., 1992).

7.2.2. Relacion entre las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas del suelo en

respuesta a la intensificacion de sistemas agricolas

En los ecosistemas agricolas, la eliminaciéon de la vegetacién natural para
implementar la introduccidn artificial de especies de plantas de alta productividad,
junto con los aportes de nutrientes, es responsable de cambios significativos en las
propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas de los suelos y, en consecuencia, de su
funcionamiento (Navarro-Noya et al., 2013; Massenssini et al., 2015). Por ese
motivo, en la actualidad, la mayoria de los trabajos de evaluaciéon de impacto
antropico sobre el suelo incluyen un abordaje multivariado que contemple un
amplio grupo de aspectos microbioldgicos y fisico-quimicos. Nuestro estudio
arrib6 a un alto valor de consenso (93%) entre las variables de diversidad
microbiana y las variables fisicas-quimicas, evidenciando la estrecha relacion que
existe entre estas propiedades edaficas (Figura 9). El resultado, fue una
contundente separacion del suelo bajo manejo de monocultivo respecto de las
secuencias con rotacion agricola, independientemente del indice de

intensificacion. EI ACP entre los parametros microbiologicos, quimicos y fisicos
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puso en evidencia aquellas variables que podrian explicar mayoritariamente la
mencionada separacion de tratamientos. Mientras que las variables asociadas a S-S
(ISI=1) fueron la actividad DHG, el qCO, el pH y la RMP, las actividades
enzimaticas FDA y FA, la Ce y la IB, incidieron en la diferenciacion de la secuencia
M-T/S-CC (ISI=2) (Figura 10).

Los resultados de esta tesis sugieren que la intensificacién agricola
sustentable influyd en el aumento del contenido de CO, lo cual genera varios
beneficios en la funcionalidad del suelo de los agroecosistemas, proporcionando
los recursos energéticos necesarios para el desarrollo de los cultivos. Esto fue
reforzado por la correlacion positiva (coeficiente de Pearson: coef.) encontrada
entre las variables CBM y CO (coef. 0,90; p <0,01) y, TPLFAs y CO (coef. 048; p
<0,05). De igual manera, Pérez Brandan et al. (2014a) describieron que el CBM, los
hongos y bacterias totales, las PSRG y agentes potenciales de control bioldgico
(Trichoderma spp. y Clonostachys spp.), fueron algunos de los parametros
microbianos que indicaron el efecto benéfico del maiz en el agroecosistema. A
estos también se suman las actividades microbianas como FDA y RM que
aumentaron en presencia de maiz (Pérez Brandan et al, 2014b). En el mismo
sentido, en nuestro estudio se ubicaron el contenido de biomasa de HMA y el de
PSRG (coef. 0,53; p <0,05) que también se relacionaron de manera positiva con el
CO (con HMA: coef. 0,81; p <0,01 y con PSRG coef. 0,51; p <0,05). Este resultado
concuerda con lo expresado en la bibliografia, ya que la glomalina representa mas
del 5% del CO (Rillig et al., 2002) y, ademas, se estima que las hifas micorricicas
junto con la glomalina contribuyen con mas del 15% al CO total del suelo (Miller y
Jastrow, 2000).

Otra de las asociaciones encontradas fue entre las actividades enzimaticas
FDA y FA (coef. 0,73; p <0,01), que también se correlacionaron de manera positiva
con la capacidad de IB del suelo (con FDA: coef. 0,83; p <0,01 y con FA: coef. 0,60;
p<0,01). Esto demuestra que una mayor retencion de agua generada por la
diversificacion del sistema (rotaciéon + CC) puede dar lugar a una comunidad
microbiana mas activa, lo cual es fundamental para el desarrollo de los cultivos.
Justamente, los sistemas radicales de diferentes especies vegetales, interactuan
generando estructuras y niveles de agregacion variables, explorando de manera

diferencial las porciones de suelo y evitando la compactacién edafica (Greogory et
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al., 2006). A su vez, como era de esperarse, la RMP se correlaciond negativamente
con la IB (coef. -0,85; p<0,01) y con la actividad FDA (coef. -0,66; p<0,05). Altos
valores de RMP son propios de suelos compactos y poco porosos, con aireacion
deficiente e infiltracién lenta del agua, lo cual puede provocar anegamiento o
anoxia, presentando dificultades tanto para las raices como para la funcionalidad

de la biota edafica (Lampurlanés y Cantero-Martinez, 2003).

Las correlaciones obtenidas a partir de nuestros resultados, demuestran la
importancia de estudiar la diversidad microbiana del suelo en relacién a las
propiedades quimicas y fisicas edaficas, para entender de manera global los
procesos que se llevan a cabo en el sistema del suelo bajo los distintos manejos
agricolas. De acuerdo con esto, varios son los autores que concluyen sus estudios
con analisis de integracion de variables respecto a diferentes manejos agricolas
comparados a su vez con situaciones inalteradas (suelos pristinos) o manejos
agroecoldgicos para lograr entender los cambios que generan a lo largo del
tiempo las practicas agricolas (Pérez Brandan et al, 2016; Tosi et al, 2016;
Chavarria et al., 2018).

7.3. Relacion entre la diversidad microbiana del suelo y la incidencia
de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja y la

productividad del cultivo.

7.3.1. Efecto de la intensificacion agricola sustentable en la ISMS y productividad

del cultivo de soja

En el presente trabajo la principal enfermedad encontrada con mayor
incidencia en el cultivo de soja, fue el sindrome de la muerte subita (SMS). El SMS
es causado por un complejo de especies de F. solani, entre los cuales se pudo
determinar la presencia de F. virguliforme 'y F. tucumaniae. Durante los afos de
evaluacion, tanto el cultivo de soja de primera fecha de siembra (GM IV largo) bajo
monocultivo o post-barbecho como el de segunda fecha de siembra (GM V Corto),
presentaron los menores niveles de incidencia del SMS (ISMS), sin diferencias

significativas entre si. Sin embargo, a diferencia de lo esperado, la inclusién del CC
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mostré un claro efecto ante la incidencia de la enfermedad, que se reflejé en una

correlacion negativa con la productividad del cultivo.

La infeccion y el desarrollo del SMS son altamente dependientes de las
condiciones ambientales. La humedad del suelo y las temperaturas calidas/frias
juegan un papel importante en la aparicién y severidad del SMS, y los sintomas
foliares son mas severos durante las estaciones himedas cuando los suelos estan
saturados (Leandro et al., 2013). Por su parte, la disminucidon del rendimiento en
plantas afectadas es variable, y depende de varios factores, entre ellos la especie
de Fusarium, genotipo y edad de la planta al momento de infeccién, condiciones
edaficas y ambientales, fecha de siembra del cultivo, entre otras (Scandiani, 2004,
Navi y Yang, 2008, Gongora-Canul y Leandro, 2011; Scandiani 2014). En nuestro
pais, los registros de pérdidas de rendimiento en lotes de produccion asociadas
con el SMS, en general estuvieron en el orden del 15 al 90% en variedades muy
susceptibles, en el centro y norte respectivamente (Ivancovich et al., 1992; Pioli et
al., 1993; Ploper, 1993). Otros autores reportan niveles 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). Hasta el momento, no existe control quimico
adecuado para el SMS, siendo la principal herramienta para su manejo el uso de
cultivares de soja parcialmente resistentes, ya que no hay genotipos con
resistencia completa (Gasperi et al, 2003; Westphal et al., 2008). Por lo tanto,
cualquier variedad de soja puede desarrollar la enfermedad en condiciones
particularmente favorables para los patéogenos (Scandiani, 2014). En nuestro
estudio los GM empleados (IV largo y V Corto) no registraron diferencias entre si,
ya que se observd una ISMS similar entre ellos. Estudios realizados en base a los
genotipos presentes en el pais, informaron que el promedio de IE, en general, fue
mayor entre los cultivares de GM V a VIII, respecto a los de GM Il y IV; entre los
que se encuentran los utilizados en nuestro ensayo (Lenzi et al, 2013). En
consonancia, Lopes de Farias Neto et al. (2013) en Brasil, informaron que los
cultivares de ciclo de maduracién precoz (GM mas bajos) presentaron indices de

SMS inferiores a los de los genotipos de ciclo de maduracion medio y tardio.

Desde hace tiempo, numerosos estudios han demostrado que la produccion
de soja se mejora utilizando la rotacidon de cultivos como una practica de manejo

(Crookston et al., 1991; Meese et al., 1991). Actualmente, las rotaciones agricolas
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con foco en el cultivo de soja se rotan con trigo como cultivo antecesor y/o los
cultivos de cereales de verano, especialmente maiz y sorgo. Esta accidén tiene por
objetivos maximizar el potencial de rendimiento y reducir la poblacion de
patdégenos (Kelley et al., 2003). Sin embargo, Whiting y Crookston (1993)
encontraron que el beneficio en el rendimiento de la rotacion de la soja con el
maiz no parecia deberse a la reduccion en la incidencia de enfermedades. A favor,
otros estudios sugirieron que el aumento de los rendimientos asociados con la
rotacion se debié al aumento de la funcion radical (Copeland et al.,, 1993; Nickel et
al, 1995) o a una reduccién de los microorganismos perjudiciales del suelo que
afectan el crecimiento de la raiz (Johnson et al, 1992; Vargas Gil et al., 2008a).
Investigaciones basadas en el SMS, han informado que algunas practicas culturales
han sido capaces de reducir su impacto (Rupe y Hartman, 1999). En el trabajo de
Rupe et al. (1997), demostraron que la rotacidon de soja con sorgo y trigo redujo
significativamente la poblacién del patégeno. Del mismo modo, Pérez Brandan et
al. (2014a) reportaron una menor ISMS en lotes bajo rotacidn maiz/soja en
comparacion con lotes bajo monocultivo de soja en el noroeste argentino. Sin
embargo, otros autores reportan que el maiz no proporciond beneficios de
rendimiento en comparacién con el monocultivo de soja, y a su vez, la severidad
foliar y radicular del SMS en las parcelas de rotacion nunca fueron menores que en
las parcelas de monocultivo de soja (Xing y Westphal, 2009). De hecho, ha habido
indicios de que la presencia de residuos de maiz en el campo puede mantener los
niveles de in6culo del hongo (Yang y Navi, 2010). Algunos autores, afirmaron que
cultivos como maiz, trigo, raigras, entre otros, son susceptibles de infeccion por £
virguliforme, pero no desarrollan sintomas de necrosis radicular. En sus estudios,
estas plantas parecian ser asintomaticas a la enfermedad, sin embargo, las
cantidades de ADN del patdgeno detectado en sus raices inoculadas fueron
similares a las detectadas en plantas de soja inoculadas con el mismo patégeno (Li
et al., 2000; Kolander et al., 2012). A su vez, algunos estudios han informado que
en determinados sitios el monocultivo de soja resultd en la supresion del SMS en
comparacion con la rotacion maiz/soja (Xing y Westphal, 2009). En consecuencia, y
en vista de nuestros resultados, la especie de cultivo a incorporar en la rotacion
con soja deberia ser tenida en cuenta a la hora de implementar acciones
tendientes al control de esta enfermedad (Stone y Putman, 2004; Xing y Westphal,

2009; Pérez Brandan et al., 2014). A pesar de toda la informacion, se esperaba que
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la diversificacion del sistema agricola estuviera asociada con una reduccion en la
presion de la enfermedad, situacidon que no se pudo registrar en nuestros
resultados. Hay otros aspectos del manejo que pueden tenerse en cuenta para
evitar esta enfermedad. Algunos autores recomiendan mejorar el drenaje de los
lotes y disminuir la compactacion (Lenzi et al., 2010). Suelos bien drenados, junto
con el uso de cultivares resistentes, han sido informadas como practicas
agronomicas eficientes para reducir el impacto de esta enfermedad (Lopes de
Farias Neto et al., 2006). Por lo tanto, el incremento de la IB y diminucién de la
RMP, registrados en el ensayo para las parcelas con mayor presencia de gramineas
podria ser un factor importante para disminuir la incidencia del SMS, algo que se

habria esperado encontrar en este trabajo.

Los rendimientos obtenidos en el cultivo de soja en este estudio
presentaron alteraciones ante la inclusion del CC durante el periodo evaluado. Si
bien se registré una correlacion negativa entre la produccion de grano y la ISMS, al
igual que lo reportado por Pérez Brandan et al. (2014b); se debe tener en cuenta la
alta produccion de BV generada en las secuencias con inclusion del CC, que podria
haber afectado negativamente el rendimiento del grano de soja. Aunque es
aceptado que los CC tienen el potencial de mejorar la calidad del suelo, como lo
registrado en nuestro trabajo, existe informacion contradictoria sobre el efecto en
el rendimiento de esta estrategia de manejo. En general, no se han registrado
reducciones de rendimiento ante la inclusion de CC en secuencias de cultivos
cuando existe disponibilidad de agua libre durante la época de produccién (Ruffo
et al., 2004; Capurro et al,, 2010; Restovich et al., 2012). Sin embargo, diferentes
revisiones mostraron que en ambientes aridos y semiaridos (<500 mm de
precipitacién anual) el agua almacenada en los suelos disminuy6 con los cultivos
de cobertura reduciendo el rendimiento de los cultivos (Cherr et al., 2006; Reeves,
1994). En la Pampa humeda los resultados indican que el impacto negativo de los
CC en el agua almacenada seria insignificante y no produciria una disminucion
significativa en el rendimiento de los cultivos (Blanco-Canqui et al., 2015). Aunque
las pérdidas de rendimiento pueden ocurrir en afos 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. Tal como lo observado en las tres

campafas evaluadas los regimenes de lluvias superaron los 800 mm durante el
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periodo del cultivo de soja. En este sentido, también es interesante la mencion que
hacen Hartman et al. (2015) sobre la soja cultivada después del trigo de invierno,
diciendo que la severidad del SMS a menudo se reduce, excepto en aquellos afios
en que la humedad del suelo es alta durante la siembra. Su observacion indica que
la alta humedad del suelo puede ser uno de los puntos mas criticos, ya que se
asocia con sintomas foliares graves de SMS. Por lo tanto, y teniendo en cuenta los
beneficios de los CC a los agroecosistemas, habria que profundizar en el estudio
del agua almacenada en el suelo al momento de la implantacion del cultivo de
soja, ya que podria ser un factor importante en el establecimiento del patégeno y

la consecuente productividad del cultivo.

7.3.2. Relacion entre la diversidad microbiana del suelo, la ISMS y productividad

del cultivo de soja

La supresion biolégica natural de las enfermedades transmitidas por el
suelo es una funcion de la actividad y composicion de las comunidades
microbianas del suelo. Las interacciones entre microbios y fitopatdogenos en el
suelo pueden ocurrir antes de la siembra del cultivo y/o en la rizésfera, lo que
posteriormente influye en el crecimiento y la productividad de las plantas (Penton
et al., 2014). El uso de coberturas vegetales, la rotacion de cultivos y sistemas de
labranza reducida han sido promovidas como opciones de manejo tendientes a
mejorar la calidad biologica del suelo y contribuir a la reduccion de la incidencia
de enfermedades fungicas (El-Tarabily y Sivasithamparam, 2006; Vargas Gil et al.,
2008b; Pérez Brandan et al., 2012, 2014a). En este sentido, varios trabajos informan
que el empleo de practicas conservacionistas favorecié el desarrollo de
microorganismos antagonistas de patdgenos, ademas de contribuir en la mejora
de las condiciones edaficas (Danon et al, 2010; Sennoi et al., 2013). En algunos
casos, se han reportado aumentos en las enfermedades de las plantas transmitidas
por el suelo a corto plazo (Roget, 1995; Paulitz, 2006). Sin embargo, la adopcion a
largo plazo de practicas de manejo de cultivos que suministran niveles mas altos
de insumos de C biol6gicamente disponibles puede respaldar niveles mas altos de
supresion. Esto ocurre a través de cambios en la composicion y actividad de la

comunidad microbiana del suelo (Bonanomi, 2010; Postma, 2003).
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El presente trabajo mostré una mejora de la condicién del suelo a partir de
los parametros bioldgicos, quimicos y fisicos evaluados en respuesta a la
intensificacion agricola sustentable. En particular, el ACP generado para la
integracién de los parametros microbiologicos, la ISMS y el rendimiento del cultivo
de soja, registré que las actividades enzimaticas FDA y FA, y el CBM, diferenciaron
a M-T/S y M-T/S-CC respecto de S-S, que se asocié6 a las variables de
productividad. Contrariamente a lo esperado, la ISMS no registré correlaciones
significativas con ningun parametro microbioloégico evaluado en la tesis. Por su
parte, el rendimiento de soja presento correlaciones negativas con los parametros
bioldgicos CBM (coef. -0,50; p <0,05), FDA (coef. -0,66; p <0,05) y FA (coef. -0,61; p
<0,05), variables microbioldgicas que fueron marcadamente inferiores para el
monocultivo de soja, mientras que registré una correlaciéon positiva con el qCO;
(coef. 0,48; p <0,05).

Muchos trabajos han demostrado la estrecha relacion existente entre las
enfermedades radicales y la diversidad bioldgica del suelo (Meriles et al., 2009;
Vargas Gil, et al., 2009). De hecho, estos mismos autores reportaron que una
menor incidencia de enfermedad se correlaciona con altos niveles de CBM,
actividad enzimatica general y densidades de microorganismos de biocontrol. Ante
la aparicién de SMS causada por F. crassistipitatum, Pérez Brandan et al. (2013)
encontraron correlaciones negativas entre la ISMS vy algunos parametros
bioldgicos como CBM, PSRG e hidrolisis de FDA, y agentes potenciales de control
bioldgico como Trichoderma spp., actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes.
Un estudio reciente, llevado a cabo por Srour et al. (2017) revelé que el nimero
total de taxones microbianos fue ligeramente mas alto para los suelos sanos en
comparacion con los suelos enfermos por SMS. Sus resultados sugirieron que la
abundancia relativa de multiples taxones microbianos en el suelo juega un rol
clave en la ISMS. Por ejemplo, encontraron que miembros del complejo de
especies de £. oxysporum, T. harzianum, entre otros, estuvieron bien representados
en los suelos sanos contribuyendo en gran medida a la supresion de
enfermedades. En contraste, los suelos enfermos tenian una mayor abundancia
relativa de patdgenos fungicos y bacterianos, nematodos y saprofitos. Asi, por
ejemplo, miembros del complejo de especies de F£. solani sp. fueron mas evidentes
en los suelos enfermos (Srour et al., 2017). A su vez, estos autores no registraron

diferencias significativas entre los sitios de muestreo con individuos enfermos y
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sanos, basados en variables quimicas edaficas. Otro relevamiento similar en
nuestro pais, evaluando la relaciéon entre el estado del suelo (parametros
bioldgicos, quimicos vy fisicos) asociado a plantas afectadas por SMS y plantas
asintomaticas, reportaron sélo un incremento significativo del CBM en plantas
asintomaticas para algunos sitios de estudio (Serri et al., 2014), identificandose
aislados de F. tucumaniae, F. virguliforme y F. crassistipitatum (Scandiani et al.,
2014). A su vez, dicho estudio informé la presencia de Heterodera glycines, el
nematodo del quiste de la soja, cuyas densidades poblacionales fueron mas
elevadas en los rodales con plantas enfermas (Coronel et al., 2014). En nuestro pais
no existe informacion de la relacion entre el nematodo del quiste y el SMS
(Coronel et al, 2014). Sin embargo, el papel de H glycine es bastante
controvertido (Hartman et al, 2015), ya que algunos estudios muestran que las
infestaciones por nematodos aumentan la gravedad foliar del SMS (McLean y

Lawrence, 1993) y otros no (Marburger et al., 2013).

Confirmando los resultados obtenidos en nuestros analisis, varios autores
afirman que la rotacion de cultivos mejora la estructura del suelo y la fertilidad
debido al crecimiento de diferentes tipos de cultivos en estaciones secuenciales
(Balota et al., 2003; Govaerts et al., 2008) e incrementan el desarrollo de la biomasa
microbiana (Angers et al., 1993; Mercante et al., 2008). Sin embargo, en cuanto a
las relaciones encontradas para el rendimiento del cultivo de soja y parametros
biolégicos como CBM y qCO, nuestros resultados fueron opuestos a los
reportados por otros autores. Investigaciones han registrado que el rendimiento
de soja se correlaciond positivamente con el CBM y negativamente con el qCO;
(Insam et al., 1991). En particular, la evaluacion del gCO; podria explicar lo ocurrido
en esta tesis. Ampliamente utilizado como indicador del desarrollo o madurez de
un ecosistema, durante el cual supuestamente disminuye (Insam y Haselwandeter,
1989), como también es un indicador de la perturbacion del sistema, dénde
supuestamente aumenta (Anderson y Domsch, 1985), el qCO; revela el nivel de
influencia de las condiciones del medio ambiente sobre el CO del suelo (Kaschuk
et al, 2010). En los suelos agricolas, un qCO; alto significa que el recambio de
nutrientes se realiza a altos costos de C. Esto tiene importantes implicaciones en la
agricultura, ya que, si la pérdida de C por la RM es mayor a la entrada de C, podria
verse afectado el contenido de CO del suelo (Insam et al., 1991). En este sentido, y

tal como lo registrado en este trabajo, Pérez Brandan et al. (2017) a partir de un
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analisis multivariado observaron una asociaciéon entre el qCO;,y el monocultivo de
leguminosa, en detrimento de los contenidos de C en el suelo. Esto sugiere que los
mayores rendimientos obtenidos por el monocultivo podrian deberse a la
disponibilidad de C labil del suelo de la MO, explicado por la correlacion negativa
con el CBM, y a la capacidad del cultivo de soja para adquirir N, lo cual no implica
una limitante. Como podemos observar, estos resultados medidos luego de 10
ahos de la presencia del monocultivo en el ensayo, estarian indicando la perdida

de diversidad microbiana, evidenciando un deterioro del suelo.
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8. CONCLUSIONES

Si bien la modernizacion agricola ha conducido a un aumento sin
precedentes de los rendimientos, también ha causado problematicas y conflictos
ambientales. En este sentido, los sistemas agricolas se han perjudicado a través de
la degradacion de los suelos y pérdida de biodiversidad. Actualmente, el desafio se
encuentra en el desarrollo de agrosistemas sostenibles que contribuyan a los
servicios ecosistémicos. Ante esto, surgio la propuesta de este trabajo de tesis para
evaluar el impacto de practicas agricolas sustentables, bajo una vision integral del
agroecosistema. De esta manera, practicas como la rotacion e incorporacion de un
CC, factibles de ser incorporadas a los sistemas productivos actuales de la region
Pampeana, son consideradas en nuestro enfoque de trabajo, para estudiar los
cambios que las mismas generan en la comunidad microbiana nativa del sueloy a
su vez, como ésta influye en el manejo de enfermedades en los cultivos. Esta
mirada sobre las practicas referidas constituyen aportes originales y novedosos
respecto al funcionamiento de sistemas agricolas tendientes a la intensificacion

sustentable.

El estudio de la diversidad microbiana del suelo representada
principalmente en su estructura por la biomasa total (TPLFASs), y en sus funciones
por el CBM vy las actividades enzimaticas (FDA y FA), logré diferenciar al
monocultivo de las secuencias bajo intensificacién agricola sustentable,
evidenciando estas Ultimas por medio de las variables mencionadas, una mejora
de las condiciones del suelo, generada por la diversificacion del sistema mediante

la rotacion y/o inclusion del CC.

Se demostrd el efecto mejorador de la diversificacion agricola en la
fertilidad quimica del suelo, reflejado particularmente por el aumento de los
contenidos de CO y NOs'.

La respuesta de la condicidn fisica del suelo fue contundente y diferencial
en cuanto al monocultivo de soja respecto de las demas secuencias, evidenciando
el primero una reduccion en la capacidad de IB e incrementos en la RMP,

generando un impacto negativo en la sustentabilidad de los agroecosistemas.
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Con respecto al SMS de la soja, se observo que la incidencia aumenta para
las secuencias con inclusién del CC, acompafada de menores niveles de

productividad del cultivo.

Si bien no se observo un efecto mejorador sobre la ISMS en soja ante la
inclusion del CC, es posible que el efecto benéfico de la diversificaciéon sobre las
variables microbianas contribuya al manejo de esta enfermedad en el largo plazo.
Durante estos primeros ciclos del ensayo, el trigo utilizado para CC puede haber
actuado como hospedante del patogeno durante el periodo invernal. Por lo tanto,
es necesario continuar analizando el desarrollo de esta enfermedad en relacion

con las mejoras edaficas registradas en este estudio.

Con respecto a las variables microbiologicas, quimicas y fisicas, el
monocultivo de soja (S-S) evidencié un deterioro del suelo, explicado por un
incremento del qCO, y la RMP. La secuencia M-T/S-CC, la mas intensificada y
diversificada del ensayo, se diferencié totalmente del resto de los tratamientos a
través de las actividades enzimaticas FDA y FA junto a la IB. A su vez, esta
secuencia presentd una menor ISMS probablemente porque la soja de segunda
fecha de siembra escape a la enfermedad. Sin embargo, se debe tener en cuenta
que sin verse afectada por el SMS su productividad fue menor respecto de una

soja de primera fecha de siembra.

Considerando la prevalencia del monocultivo de soja en Argentina durante
las Ultimas décadas y su consecuente efecto negativo en los suelos, la
diversificacién agricola, mediante el uso de rotaciones y CC, supone una alternativa
de manejo viable. Sin embargo, sus efectos sobre el desarrollo de enfermedades

causadas por hongos de suelo en soja deben continuar siendo investigados.

Respondiendo a nuestra hipotesis de trabajo, la diversidad microbiana del
suelo se incrementd en respuesta a la intensificacion sustentable de los sistemas
agricolas de la region pampeana, pero no logré contrarrestar la incidencia del SMS

de la soja y promover la productividad del cultivo.

En este sentido, habiéndose comprobado que la diversificacion en los
sistemas agricolas constituye una herramienta util para mejorar la diversidad
microbiana y la fertilidad del suelo, se propone el estudio de la inclusion de
diferentes especies como CC en cuanto a su influencia sobre las enfermedades

causadas por hongos de suelo en soja.
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