Compreass Arperting

de g Uberiels del sueln

Saptp Larrbn el e oo ings
Tucuntdn 3¢1d

FHi1%-9

C2P6. COMPOSICION Y ABUNDANCIA DE POBLACIONES FUNGICAS Y BACTERIANAS Y SUS
ACTIVIDADES: RESPUESTA AL MANEJO AGROECOLOGICO

Chavarria, Diego N. '; Pérez Brandan, Carolina %; Serri, Dannae L. '; Meriles, José¢ M. *; Restovich, Silvina B. ; Andriulo, Adrian E. *;
Jacquelin, Luis * y Vargas Gil, Silvina '

1 CONICET-Instituto de Patologia Vegetal (IPAVE-CIAP, INTA) Camino 60 cuadras, Km 3,5, Cdrdoba, Argentina.

2 INTA EEA Salta, Ruta Nacional 68 km. 172 C.P. 4403 Cerrillos, Salta, Argentina.

3 CONICET-Institute Multidisciplinaric de Biologia Vegetal (IMB1V — UNC}); Institute de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
{F.C.E.Fy Nat — UNC), Av. Vélez Sarsfield 1611, Cérdoba, Argentina. '

4 INTA-EEA Pergamino, Av. Frondizi (Ruta 32), Km 4.5, 2700 Buenos Aires, Argentina.

chavarria.diego(@inta.gob.ar

RESUMEN

La agroecologia propone la autorregulacion para lograr un equilibrio agricola sustentable. Por lo tanto, considerando la
rapida respuesta de las comunidades microbianas ante los pequefios cambios en el uso del suelo, el objetivo de este
estudio fue evaluar su respuesta ante el manejo agroecolégico versus convencional de la agricultura extensiva. El
muestreo del suelo se llevd a cabo en 2016 y 2017 en tres tratamientos diferentes utilizando la secuencia soja/maiz
(Glycine max L./Zea mays L.) como cultivo principal: Agroecolégico (AE), convencional con cultivos de cobertura (CC)
y convencional sin cultivos de cobertura (control). Las especies utilizadas como cultivos de cobertura fueron trigo
(Triticum aestivum), vicia (Vicia sativa L.), avena (dvena sativa 1.) y nabo forrajero (Raphanus sativus L.). El
tratamiento CC mostrd el mayor valor de hidrdlisis de fluoresceina de diacetato, con valores 63,2% y 12,1% mayores que
AE y el control, respectivamente. Sin embargo, el tratamiento AE registrd la mayor relacion hongo:bacteria (44,8) y el
cociente metabdlico mas bajo (1,14), lo que indica una mejora en la eficiencia metaboélica y la calidad del suelo. No se
registraron diferencias significativas en la abundancia de las comunidades fimgicas y bacterianas entre los tratamientos.
Los resultados sugieren que el mangjo agroecologico se caracterizd por el predominio de los hongos del suelo y una
mayor eficiencia metabolica microbiana en comparacion con el manejo convencional. Se evidencié un use mas eficiente
de los sustratos de carbono en los sistemas agroecologicos, lo que podria contrarrestar el efecto negativo de la falta de
fertilizacion sintética y la labranza reducida en ¢l largo plazo. Este trabajo demuestra que las herramientas agricolas
sustentables con un manejo adecuado se pueden utilizar efectivamente para preservar la calidad del suelo.
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INTRODUCCION i

El crecimiento de la poblacién mundial ha generado un aumento en la demanda de recursos impuestos a los
sistemas agricolas, generando un mayor uso global de los recursos naturales y una disminucién significativa en los
servicios ecosistémicos (Gianinazzi et al,, 2010). Como consecuencia, los monocultivos y el mayor uso de insumos
sintéticos, como fertilizantes quimicos y pesticidas, han reducido la fertilidad del suelo (Foley et al, 2005). En
contraposicion, la agroecologia representa una base cientifica, metodoldgica y tecnoldgica para una nueva "revolucion
agraria" en todo el mundo (Ferguson y Morales, 2010), ya que los sistemas de produccién agroecolégicos son resilientes,
energéticamente eficientes, biodiversos, socialmente justos y proporcionan la base para la soberanfa productiva y
alimentaria (Altieri et al., 2012).
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Como la sostenibilidad de los sistemas agricolas se basa en practicas conservadoras que abarcan toda la cadena
productiva dentro de un marco de uso eficiente de los recursos (Ferreira et al., 2011), los procesos microbioldgicos que
ocurren en €l suelo constituyen la base sobre la que se sustenta la agricultura agroecologica (Faria y Franco, 2002). Esto
se debe a que las comunidades microbianas del suelo desempefian un papel fundamental en el ciclo de nutrientes y la
descomposicion de la materia organica y, considerando sus interacciones con los cultivos, el estudio de la microbiologia
proporciona un medio preciso para analizar diferentes sistemas de manejo agricola (Burton et al., 2010). Por lo tanto, la
capacidad de las comunidades microbianas para responder rapidamente a los cambios en el uso de la tierra (Singh et al,,
2015) puede emplearse para comparar los efectos del manejo agroecologico con el manejo convencional.

El objetivo de este estudio es comparar la respuesta de la estructura y funcicnalidad de las comunidades
microbianas del suelo en un sistema agroecoldgico y un sistema agricola convencional que incluye una mezcla de cultivos
de cobertura. Se propene como hipotesis que la agricultura agroecologica genera una modificacion en la estructura y
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funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo, lo que esta relacionado con una mayor eficiencia metabdlica
microbiana.

MATERIALES Y METODOS
Experimento a campo

El estudio se llevé a cabo en la Estacion Experimental Pergamino del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) (33 © 51'S, 60 ° 40'0), provincia de Buenos Aires, Argentina, en 2016 y 2017. Se evaluaron dos
ensayos de larga duracion, un ensayo agroecoldgico y un ensayo convencional. Aunque ambos ensayos estuvieron
fisicamente separados entre si para garantizar que el tratamiento agroecoldgico no estuviera expuesto al contacto de
agroquimicos, se consideraron como un unico ensayo para el disefio estadistico y el analisis de datos. El clima en este
sitio es templado himedo, con una temperatura media anual de 16,5°C y precipitaciones que ocurren principalmente en
otofic y primavera (Hall et al,, 1992), con una precipitacién media anual de 971 mm para ¢l periodo 1910-2010
(Agroclimatological Base de datos de red, INTA; http://climayagua.inta.gob.ar/). El suelo en el sitio de estudio es
predominantemente Typic Argiudoll (USDA Soil Taxonomy) de la serie Pergamino con un horizonte franco limoso A sin
fase crosionada (pendiente <0,3%). El disefio experimental se basé en un disefo factorial unidireccional con tres
repeticiones. El experimento consistid en tres tratamientos con tres repeticiones de cada uno, totalizando nueve parcelas.
Los tratamientos fueron: 1) manejo agroecologico (AE), 2) manejo convencional con cultivos de cobertura (CC), 3)
manejo convencional sin cultivos de cobertura (control). Las parcelas agroecoldgicas se manejaron sin el uso de insumos
sintéticos externos, como herbicidas, pesticidas, fertilizacién mineral o cultivos genéticamente modificados. Las parcelas
se sembraron con la secuencia soja/maiz (Glycine max L./Zea mays L.) como cultivos comerciales, en rotacion con trigo
(Triticum aestivum) y vicia (Vicia sativa L.) como cultivos de cobertura, siendo los cultivos sembrados mediante labranza
reducida. Estas parcelas incluyeron la presencia de ganado para adicionar estiércol de ganado al suele. El control de
malezas se realizd utilizando métodos mecanicos, tales como arado de cincel y la destruccion de cultivos de cobertura
mediante rastra de disco, incorporando los residuos vegetales al suelo. Las parcelas convencionales se mangjaron con la
aplicacién de herbicidas, fertilizantes minerales y pesticidas, y el uso de cultivos genéticamente modificados. Estas
parcelas también se sembraron con la secuencia soja/maiz como cultivos comerciales, siendo los cultwos sembrados bajo
siembra d1recta El maiz fue fertilizado durante la siembra con superfosfato de calcio (150 kg ha™) y entre V5-V6 con 32
kg N ha”. Las especies utilizadas como cultivos de cobertura en el tratamiento CC fueron: avena (dvena sativa L.), vicia
(Vicia sativa L.) y nabo forrajero (Raphanus sativus L.), sembradas como una mezcla de especies (avena, vicia y nabo
forrajero). En el tratamiento con CC, los cultivos de cobertura fueron secados utilizando gl;fosato y sus residuos se
dejaron en la superficie sin incluir al suelo.

Muestreo de suelo

El muestreo de suelo se realizd en precosecha de soja y maiz en 2016 y 2017, segin un estudio previo (Restovich
et al., 2012). Seis muestras de suelo compuestas se recogicron por parcela desde el horizonte A, a una profundidad de 10
cm, en seis estaciones de muestreo. Las muestras se pasaron a través de un tamiz de 2 mm y se almacenaron a 4°C hasta el
su analisis. Una submuestra de 20 g de cada muestra se almacend a -20°C para el andlisis molecular.

Actividades enzimaticas del suelo

La actividad microbiana se estimé por hidrélisis de la actividad del diacetato de fluoresceina (FDA), de acuerdo
con Adam y Duncan (2001). Se colocaron 2 g de suelo y 15 ml de bufter fosfato de potasio 60 mM, pH 7,6, en un
erlenmeyer de 50 ml. Se afiadid sustrato (FDA, 1000 mg ml") para comenzar la reaccion. Los erlenmeyer se colocaron en
una incubadora orbital a 30°C y 100 rpm durante 20 min. Una vez retirado de la incubadora, se afiadieron inmediatamente
15 ml de cloroformo / metanol (2: 1 v/ v) para finalizar la reaccion, El contenido de los erlenmeyer se centrifugéd luego a
2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se filtro y se analizé a 490 nm usando un espectrofotémetro.

La fosfatasa acida (FA) se analiz6 utilizando 1 g de suelo, 4 ml de buffer universal 0,1 M (pH 6,5) y 1 ml de
fosfato p-nitrofenilico 25 mM (Tabatabai y Bremner, 1969). Después de la incubacion a 37 £ 1 °C durante 1 h, la reaccién
enzimatica se detuvo mediante la adicion de 4 ml de NaOH 0,5 M y 1 mi de CaCl; 0,5 M para evitar la dispersion de
sustancias himicas. La absorbancia se midid en el sobrenadante a 400 nm.
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Biomasa y respiracién microbiana

El carbono de biomasa microbiana (CBM) se determind usando la técnica de inoculacién-fumigacion con
cloroformo de acuerdo con Jenkinson y Powlson (1976). La respiracion microbiana del suelo se determiné como carbono
potencialmente mineralizable (respiracion CO,-C) segun Alef (1995). La cantidad de CO, liberado se midi¢ a partir de
muestras de suelo tratadas con cloroformo y sin tratar (aproximadamente 20 g). '

Abundancia de genes fingicos y bacterianos

El ADN se extrajo de 0,5 g de suelo. La extraccion se realizé con el suelo NucleoSpin® Soil Kit para el suelo
(Macherey-Nagel) usando el protocolo del fabricante. El rendimiento y la pureza del ADN se midieron usando un
fluorocespectrometro de microvolumen (NanoDrop Technologies, Detaware). Se determinaron los niimeros de copias del
gen ARNr 16S bacteriano (conjunto de cebadores 338F / 518R) (Fierer et al., 2005) y nimeros de copias del gen 185
ARNr (conjunto de cebadores NS1-F / Fung R) {May et al,, 2001) siguiendo el protocolo de Liu et al. (2009). La
amplificacién por PCR se cuantificé en un Line-Gene 9600 Plus mediante monitorizacion fluorométrica con una mezcla
maestra Power SYBR Green PCR (Applied Biosystems). La reaccion se realizé en un volumen de 25 pl que contenia 10
ng de ADN, 0,2 mg ml-1 de BSA, 0.2 uM de cada cebador y 12,5 ul de premezcla SYBR EX TaqTM (Takara Shuzo,
Shiga, Jap6n). Las curvas estandar se construyeron por separado para bacterias y hongos usando pldsmidos de genes de
ARNr clonados (Takara). También se incluyeron controles de ADN positivo (agua ultrapura) y positivo (Pseudomonas
aeruginosa, dilucion en serie de 10 veces). El nimero de copias de los estandares se calculd a partir de la concentracion de
ADN de plasmido extraido.

Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el empleo del programa InfoStat (Di Rienzo et al 2015). Las
variables se estudiaron mediante andlisis de varianza (ANOV A) para probar las diferencias entre pardmetros microbianos
empleando el test de Fisher (LSD) (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividades enzimaticas del suelo

Se observaron diferencias interesantes en las actividades enzimaticas del suelo entre los diferentes sistemas
agricolas (Tabla 1). Con respecto a la hidrdlisis de FDA, el tratamiento CC mostr6 el valor més alto, siendo 63,2% y
12,1% mayor que el AE y el control, respectivamente; AE presentd el valor mas bajo para esta variable. En cuanto a los
valores de AP, el tratamiento control mostro la actividad enzimatica mas baja, siendo 8,3% y 14,2% mas bajos que AE y
CC, respectivamente.

La actividad microbiana general del suelo, determinada por la hidrolisis de la FDA, se redujo significativamente
por el manejo agroecolégico en este trabajo. Esto sugiere que la diversificacion de cultivos y el estiércol del ganado no
proporcionaron suficientes fuentes de energia para apoyar la actividad microbiana en AE en comparacién con ¢l mangjo
convencional, Los microorganismos sintetizan enzimas extracelulares que descomponen la materia orgénica para obtener
carbono (Hargreaves & Hofmockel, 2014). Por lo tanto, ¢l uso de labranza reducida y su efecto perjudicial sobre la
materia orgdnica podria haber contribuido a la reduccion de las fuentes de energia en las parcelas AE, promoviendo una
reduccion en la actividad microbiana general. Al contrario de los resultados de FDA, la actividad FA se incremento por el
manejo agroecoldgico y convencional con cultivos de cobertura en nuestro estudio. De acuerdo con esto, Marinari et al.
(2006) estudiaron el efecto de siete afios de manejo organico en la fertilidad del suelo y encontraron una mayor actividad
FA y un mayor contenido de fésforo disponible en comparacion con ¢l manejo convencional, a pesar del uso de labranza
reducida. Dado que diferentes especies de plantas estimulan ¢l crecimiento de diferentes especies de microorganismos (el
Zahar Haichar et al., 2014), el uso de cultivos de cobertura probablemente promovié una mayor diversidad de funciones
microbianas, estimulando la actividad FA en parcelas bajo cultivos de cobertura. Este efecto se observo en parcelas
agroecologicas a pesar de la falta de fertilizantes sintéticos y el uso de métodos de labranza reducida.

Tabla 1. Valores medios + errores estandar para la hidrélisis de fluoresceina de diacetato (FDA), fosfatasa acida (AP), respiracién
microbiana, carbono de biomasa microbiana (MBC) v qCQ,, medidos en 2016 y 2017 con tres sistemas de manejo diferentes:
Agroecolégico (AE), convencional con cultivos de cobertura (CC), convencional sin cultivos de cobertura (contrel). Letras diferentes
indican valores significativamente diferentes (p <0,05).
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FDA FA Respiracion CBM

Tratamientos ugppAg'n!)  (ugponitrotenitg’ ) (mgg’) (mgg") 1c0:
AE 74,13£2,55 ¢ 649,81+£21,21 a 0,43£0,03 a 0,47+0,02 a 1,14+0,54 b
CC 121,03+2,55 a 684,63+£21,21 a 0,4320,03 a 0,29+0,02 b 2,214£0,54 a
control 108 ,00£2,55b 599,58+£21.21 b 0,410,03 a 0,26£0,02 b 3,17£0,54 a
Valor p <0,0001 0,0230 0,9169 0,0073 <0,0001

Componeantes del cociente metabolico

Los valores de respiracion microbiana no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 1). Por
el contrario, el CBM estuvo claramente influenciado por el manejo agroecoldgico, con un tratamiento AE del 62,1% y
80,7% mayor que CC y el control, respectivamente. El cociente metabdlico, calculado como la relacion entre la
respiracion microbiana y CBM, mostr6 ¢l valor mas bajo con AE, siendo 93,8% y 178,1% mas bajo que CC y control,
respectivamente.

. En este sentido, Masciandaro et al. {1998) demostraron que un qCO, mas bajo refleja condiciones biofisicas
mejoradas del suelo, mientras que un qCO; alto indica degradacion de suelo bajo uso agricola intensivo. Por lo tanto,
considerando los altos valores de qCO; reportados en los tratamientos CC y control, nuestros resultados indican una
menor eficiencia metabdlica de las comunidades microbianas del suelo con el mangjo convencional en comparacion con
el manejo agroecoldgico. De acuerdo con nuestros resultados, FlieBbach et al. (2007) compararon el manejo organico y
convencional y encontraron que la respiracién microbiana no variaba entre sistemas agricolas, pero qCO; era
significativamente mas alta en suelos convencionales en comparacién con suelos organicos, lo que sugiere un mayor
requerimiento de mantenimiento de biomasa microbiana en suelos de sistemas convencionales. Probablemente, el mayor
suministro de nutrientes de los fertilizantes sintéticos en las parcelas convencionales en nuestro estudio promovié una
mayor actividad microbiana, pero con una baja eficiencia de uso de los compuestos de carbono que estaban mal fijados
por la biomasa microbiana.

Composicion y abundancia de comunidades fungicas y bacterianas

El anélisis PCR cuantitativo no mostroé una variacién significativa entre los tratamientos en la composicion y
abundancia de las comunidades fungicas y bacterianas (Fig. 1). El valor medio de copias bacterianas vari6 entre 1,2 E+17
(AE) y 1,7 E + 17 (control) copias del gen 16S ADNr g”'. El valor medio de copias fingicas vari¢ entre 1,5 E+09
(control) y 3,7 E+09 (AE) copias del gen 18S ADNr g, La relacién de H:B (Fig. 1 - C) fue menor en el tratamiento
control en comparacién con los demas tratamientos, siendo el control 20,1% y 583% menor que CC y AL,
respectivamente.
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Fig. 1. Valores medios de ADN bacteriano (168) (A) y fungico (18S) {B) niimero de copias g-1 y de hongos: indice bacteriano (F: B)
{C), medido en 2016 y 2017 con tres administraciones diferentes sistemas: Agroecoldgico (AE), convencional con cultivos de
cobertura {CC), convencional sin cultivos de cobertura (control). Las letras diferentes indican valores que son significativamente
diferentes (p <0.05). Las barras de error indican % un error estandar.
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Es destacable que las parcelas agroecolégicas presentaron una abundancia similar de copias de ADNr fiingico y
bacteriano en comparacion con el manejo convencional a pesar del consumo de residuos de cultivos por parte del ganado
y la falta de fertilizantes sintéticos externos en el tratamiento AE. En este sentido, se ha informado que los fertilizantes
sintéticos estimulan el crecimiento de hongos mientras inhibe ¢l de las bacterias (Demoling et al., 2007), aunque también
se ha demostrado que la biomasa bacteriana aumenta con la fertilizacién (Hogberg et al., 2003). Ademads, se sabe que las
comunidades flingicas son sensibles a la alteracién del suclo causada por la labranza (Helgason et al., 2010). Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que las fuentes de energia proporcionadas en parcelas AE por diversificacion de cultivos y
estiércol de ganado junto con una alta eficiencia metabdlica, fueron suficientes para mantener la misma abundancia de
comunidades bacterianas y flingicas observadas con manejo convencional utilizando fertilizantes sintéticos y labranza
cero. Las parcelas agroecoldgicas también mostraron un aumento significativo en la relacién H:B en comparacién con los
otros tratamientos. En este sentido, se sugiere que una relacion H:B mas alta es indicativa de un agroecosistema mas
sustentable, en el que la descomposicion de la materia orgénica y la mineralizacion del nitrégeno dominan la provision de
nutrientes vegetales para el crecimiento del cultivo (De Vries et al., 2006). En relacién con esto, existe un consenso
general en la literatura de que los hongos son capaces de degradar la lignina y las bacterias no, y que los hongos también
dominan la descomposicion de la celulosa y la hemicelulosa, que son componentes importantes de 1a materia organica
(Strickland y Rousk, 2010). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el manejo agroecoldgico puede estar
relacionado con una mayor capacidad para degradar compuestos organicos altamente complejos por comunidades
microbianas del suelo en relacion con el manejo convencional.

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra la respuesta de las comunidades microbianas del suelo a la adopcion del manejo
agroecologico en la produccion de cultivos extensivos, Nuestros resultados sugieren que el manejo agroecologico se
caracteriza por ¢l dominio de hongos en las comunidades microbianas del suelo ¥y una mayor eficiencia metabélica
microbiana en comparacion con un sistema de manejo convencional. Estas caracteristicas demuestran un uso mas
eficiente de los sustratos de carbono en los sistemas agroecologicos, lo que podria contrarrestar el efecto negativo de la
falta de fertilizacién sintética y la reduccion de la labranza a largo plazo. A pesar de la falta de fertilizacion sintética y la
consecuente reduccion en la actividad enzimatica microbiana general, el manejo agroecologico no afectd negativamente
la abundancia de hongos y bacterias del suelo y aumentd la eficiencia metabdlica. Esto demuestra que las herramientas
agricolas sustentables se pueden adoptar de manera efectiva para preservar la calidad de los suelos agricolas.
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