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RESUMEN

La agroecologia propone la autorregulación para lograr un equilibrio agríeola sustentable. Por lo tanto, eonsiderando la
rápida respuesta de las eomunidades mierobianas ante los pequeños eambios en el uso del suelo, el objetivo de este
estudio fue evaluar su respuesta ante el manejo agroeeológieo versus eonveneional de la agrieultura extensiva. El
muestreo del suelo se llevó a eabo en 2016 y 2017 en tres tratamientos diferentes utilizando la seeueneia soja/maíz
(Glycine mm L./Zea mays L.) como cultivo principal: Agroecológico (AE), convencional con cultivos de cobertura (CC)
y convencional sin cultivos de cobertura (control). Las especies utilizadas como cultivos de cobertura fueron trigo
(Triticum aeslivum), vicia (Vicia saliva L.), avena (Avena saliva L.) y nabo forrajero (Raphanus sativus L.). El
tratamiento CC mostró el mayor valor de hidrólisis de fluoresceina de diacetato, con valores 63,2% y 12, l% mayores que
AE y el control, respectivamente. Sin embargo, el tratamiento AE registró la mayor relación hongo:bacteria (44,8) y el
cociente metabólico más bajo (1,14), lo que indica una mejora en la eficiencia metabólica y la calidad del suelo. No se
registraron diferencias significativas en la abundancia de las comunidades fúngicas y bacterianas entre los tratamientos.
Los resultados sugieren que el manejo agroecológico se caracterizó por el predominio de los hongos del suelo y una
mayor eficiencia metabólica microbiana en comparación con el manejo convencional. Se evidenció un uso más eficiente
de los sustratos de carbono en los sistemas agroecológicos, lo que podría contrarrestar el efecto negativo de la falta de
fertilización sintética y la labranza reducida en el largo plazo. Este trabajo demuestra que las herramientas agrícolas
sustentables con un manejo adecuado se pueden utilizar efectivamente para preservar la calidad del suelo.
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INTRODUCCIÓN
El crecimiento de la población mundial ha generado un aumento en la demanda de recursos impuestos a los

sistemas agrícolas, generando un mayor uso global de los recursos naturales y una disminución significativa en los
servicios ecosistémicos (Gianinazzi et al., 2010). Como consecuencia, los monocultivos y el mayor uso de insumos
sintéticos, como fertilizantes químicos y pesticidas, han reducido la fertilidad del suelo (Foley et al., 2005). En
contraposición, la agroecología representa una base científica, metodológica y tecnológica para una nueva "revolución
agraria" en todo el mundo (Ferguson y Morales, 2010), ya que los sistemas de producción agroecológicos son resilientes,
energéticamente eficientes, biodiversos, socialmente justos y proporcionan la base para la soberanía productiva y
alimentaria (Altieri et al., 2012).

Como la sostenibilidad de los sistemas agrícolas se basa en prácticas conservadoras que abarcan toda la cadena
productiva dentro de un marco de uso eficiente de los recursos (Ferreira et al., 2011), los procesos microbiológicos que
ocurren en el suelo constituyen la base sobre la que se sustenta la agricultura agroecológica (Faria y Franco, 2002). Esto
se debe a que las comunidades microbianas del suelo desempeñan un papel fundamental en el ciclo de nutrientes y la
descomposición de la materia orgánica y, considerando sus interacciones con los cultivos, el estudio de la microbio logia
proporciona un medio preciso para analizar diferentes sistemas de manejo agrícola (Burton et al., 20 IO). Por lo tanto, la
capacidad de las comunidades microbianas para responder rápidamente a los cambios en el uso de la tierra (Singh et al.,
2015) puede emplearse para comparar los efectos del manejo agroecológico con el manejo convencional.

El objetivo dc este estudio es comparar la respuesta de la estructura y funcionalidad de las comunidades
microbianas del suelo en un sistema agroecológico y un sistema agrícola convencional que incluye una mezcla de cultivos
de cobertura. Se propone como hipótesis que la agricultura agroecológica genera una modificación en la estructura y
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funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo, lo que está relacionado con una mayor eficiencia metabólica
microqiana.

MATERIALES Y MÉTODOS

Experimento a campo

El estudio se llevó a cabo en la Estación Experimental Pergamino del Instituto Nacional de Tecnología
Agropecuaria (lNTA) (33 ° 51'S, 60 ° 40'0), provincia de Buenos Aires, Argentina, en 2016 y 2017. Se evaluaron dos
ensayos de larga duración, un ensayo agroecológico y un ensayo convencional. Aunque ambos ensayos estuvieron
físicamente separados entre sí para garantizar que el tratamiento agroecológico no estuviera expuesto al contacto de
agroquímicos, se consideraron como un único ensayo para el diseño estadístico y el análisis de datos. El clima en este
sitio es templado húmedo, con una temperatura media anual de 16,5°C y precipitaciones que ocurren principalmente en
otoño y primavera (Hall et al., 1992), con una precipitación media anual de 971 mm para el período 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 erosionada (pendiente <0,3%). El diseño experimental se basó en un diseño factorial unidireccional con tres
repeticiones. El experimento consistió en tres tratamientos con tres repeticiones de cada uno, totalizando nueve parcelas.
Los tratamientos fueron: 1) manejo agroecológico (AE), 2) manejo convencional con cultivos de cobertura (CC), 3)
manejo convencional sin cultivos de cobertura (control). Las parcelas agroecológicas se manejaron sin el uso de insumas
sintéticos externos, como herbicidas, pesticidas, fertilización mineral o cultivos genéticamente modificados. Las parcelas
se sembraron con la secuencia soja/maíz (Glycine max L./Zea mays L.) como cultivos comerciales, en rotación con trigo
(Triticum aeslivum) y vicia (Vicia saliva L.) como cultivos de cobertura, siendo los cultivos sembrados mediante labranza
reducida. Estas parcelas incluyeron la presencia de ganado para adicíonar estiércol de ganado al suelo. El control de
malezas se realizó utilizando métodos mecánicos, tales como arado de cincel y la destrucción de cultivos de cobertura
mediante rastra de disco, incorporando los residuos vegetales al suelo. Las parcelas convencionales se manejaron con la
aplicación de herbicidas, fertilizantes minerales y pesticidas, y el uso de cultivos genéticamente modificados. Estas
parcelas también se sembraron con la secuencia soja/maíz como cultivos comerciales, siendo los cultivos sembrados bajo
siembra directa. El maíz 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 (Avena saliva L.), vicia
(Vicia saliva L.) y nabo forrajero (Raphanus salivus L.), sembradas como una mezcla de especies (avena, vicia y nabo
forrajero). En el tratamiento con CC, los cultivos de cobertura fueron secados utilizando glifosato y sus residuos se
dejaron en la superficie sin incluir al suelo.

M uestreo de suelo

El muestreo de suelo se realizó en precosecha de soja y maíz en 20 I6 Y2017, según un estudio previo (Restovich
et al., 2012). Seis muestras de suelo compuestas se recogieron 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 análisis. Una submuestra de 20 g de cada muestra se almacenó a .20°C para el análisis molecular.

Actividades enzimáticas del suelo

La actividad microbiana se estimó por hidrólisis de la actividad del diacetato de fluoresceína (FDA), de acuerdo
con Adam y Duncan (2001). Se colocaron 2 g de suelo y 15 mi de buffer fosfato de potasio 60 mM, pH 7,6, en un
erlenmeyer de 50 mI. Se añadió sustrato (FDA, 1000 mg mr') para comenzar la reacción. Los erlenmeyer se colocaron en
una incubadora orbital a 30'C y 100 rpm durante 20 mino Una vez retirado de la incubadora, se añadieron inmediatamente
15 mI de cloroformo / metanol (2: 1 v / v) para finalizar la reacción. El contenido de los erJenmeyer se centrifugó luego a
2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se filtró y se analizó a 490 nm usando un espectrofotómetro.

La fosfatasa ácida (FA) se analizó utilizando 1 g de suelo, 4 mI de buffer universal O, I M (pH 6,5) Y I mI de
fosfato p-nitrofenílico 25 mM (Tabatabai y Bremner, 1969). Después de la incubación a 37 x I OCdurante 1 h, la reacción
enzimática se detuvo mediante la adición de 4 mI de NaOH 0,5 M Y I mi de CaCI, 0,5 M para evit'ar la dispersión de
sustancias húmicas. La absorbancia se midió en el sobrenadante a 400 nm.
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Biomasa y respiración microbiana

El carbono de biomasa microbiana (CBM) se determinó usando la técnica de inoculación-fumigación con
cloroformo de acuerdo con Jenkinson y Powlson (1976). La respiración microbiana del suelo se determinó como carbono
potencialmente mineralizable (respiración CO,-C) según Alef (1995). La cantidad de CO, liberado se midió a partir de
muestras de suelo tratadas con cloroformo y sin tratar (aproximadamente 20 g).

Abundancia de genes fúngicos y bacterianos

El ADN se extrajo de 0,5 g de suelo. La extracción se realizó 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
fluoroespectrómetro de microvolumen (NanoOrop Technologies, Oelaware). Se determinaron los números de copias del
gen ARNr 16S bacteriano (conjunto de cebadores 338F ! 518R) (Fierer et al., 2005) y números de copias del gen 18S
ARNr (conjunto de cebadores NSI-F ! Fung R) (May et al., 2001) siguiendo el protocolo de Liu et al. (2009). La
amplificación por PCR se cuantificó en un Line-Gene 9600 Plus mediante monitorización fluorométrica con una mezcla
maestra Power SYBR Green PCR (Applied Biosystems). La reacción se realizó en un volumen de 25 111 que contenía 10
ng de ADN, 0,2 mg ml-I de BSA, 0,2 IlM de cada cebador y 12,5 111 de premezcla SYBR EX TaqTM (Takara Shuzo,
Shiga, Japón). Las curvas estándar se construyeron por separado para bacterias y hongos usando plásmidos de genes de
ARNr clonados (Takara). También se incluyeron controles de AON positivo (agua ultrapura) y positivo (Pseudomonas
aeruginosa, dilución en serie de 10 veces). El número de copias de los estándares se calculó a partir de la concentración de
AON de plásmido extraído.

Análisis estadístico

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el empleo del programa lnfoStat (Di Rienzo et al 2015). Las
variables se estudiaron mediante análisis de varianza (ANOVA) para probar las diferencias entre parámetros microbianos
empleando el test de Fisher (LSD) (p<0.05).

RESULTADOS y DISCUSIÓN

Actividades enzimáticas del suelo

Se observaron diferencias interesantes en las actividades enzimáticas del suelo entre los diferentes sistemas
agrícolas (Tabla 1). Con respecto a la hidrólisis de FDA, el tratamiento CC mostró el valor más alto, siendo 63,2% y
12, I% mayor que el AE y el control, respectivamente; AE presentó el valor más bajo para esta variable. En cuanto a los
valores de AP, el tratamiento control mostró la actividad enzimática más baja, siendo 8,3% y 14,2% más bajos que AE y
CC, respectivamente.

La actividad microbiana general del suelo, determinada por la hidrólisis de la FOA, se redujo significativamente
por el manejo agroecológico en este trabajo. Esto sugiere que la diversificación de cultivos y el estiércol del ganado no
proporcionaron suficientes fuentes de energía para apoyar la actividad microbiana en AE en comparación con el manejo
convencional. Los microorganismos sintetizan enzimas extracelulares que descomponen la materia orgánica para obtener
carbono (Hargreaves & Hofmockel, 2014). Por lo tanto, el uso de labranza reducida y su efecto perjudicial sobre la
materia orgánica podría haber contribuido a la reducción de las fuentes de energia en las parcelas AE, promoviendo una
reducción en la actividad microbiana general. Al contrario de los resultados de FOA, la activídad FAse incrementó por el
manejo agroecológico y convencional con cultivos de cobertura en nuestro estudio. De acuerdo con esto, Marinari et al.
(2006) estudiaron el efecto de siete años de manejo orgánico en la fertilidad del suelo y encontraron una mayor actividad
FA y un mayor contenido de fósforo disponible en comparación con el manejo convencional, a pesar del uso de labranza
reducida. Dado que diferentes especies de plantas estimulan el crecimiento de diferentes especies de microorganismos (el
Zahar Haichar et al., 2014), el uso de cultivos de cobertura probablemente promovió una mayor diversidad de funciones
microbianas, estimulando la actividad FA en parcelas bajo cultivos de cobertura. Este efecto se observó en parcelas
agroecológicas a pesar de la falta de fertilizantes sintéticos y el uso de métodos de labranza reducida.

Tabla 1. Valores medios oC errores estándar para la hidrólisis de tluoresceina de diacetato (FDA), fosfatasa ácida (AP), respiración
microbiana, carbono de biomasa microbiana (MBC) y qCO" medidos en 2016 Y 2017 con tres sistemas de manejo diferentes:
Agroecológico (AE), convencional con cultivos de cobertura (CC), convencional sin cultivos de cobertura (control). Letras diferentes
indican valores significativamente diferentes (p <0,05).
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Tratamientos FDA FA Respiración
(ug FDA g" h") (ug p-nitrofenil g-l h-l) (mg g.l)

AE 74,130,2,55 c 649,8H21,21 a 0,430,0,03 a

ce 121,030,2,55 a 684,630,21,21 a 0,430,0,03 a

control 108 ,000,2,55b 599,580,21,21 b 0,4HO,03 a

Valor p <0,0001 0,0230 0,9169

CBM qCO,(mg g.l)

0,470,0,02 a 1,140,0,54b

0,290,0,02 b 2,210,0,54 a

0,260,0,02 b 3,170,0,54 a

0,0073 <0,0001

Componentes del cociente metabólico

Los valores de respiración microbiana no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 1). Por
el contrario, el CBM estuvo claramente influenciado por el manejo agroecológico, con un tratamiento AE del 62, I% Y
80,7% mayor que CC y el control, respectivamente. El cociente metabólico, calculado como la relación entre la
respiración microbiana y CBM, mostró el valor más bajo con AE, siendo 93,8% y 178, I% más bajo que CC y control,
respectivamente .

. En este sentido, Masciandaro et al. (1998) demostraron que un qCO, más bajo refleja condiciones biofisicas
mejoradas del suelo, mientras que un qCO, alto indica degradación de suelo bajo uso agrícola intensivo. Por lo tanto,
considerando los altos valores de qCO, reportados en los tratamientos CC y control, nuestros resultados indican una
menor eficiencia metabólica de las comunidades microbianas del suelo con el manejo convencional en comparación con
el manejo agroecológico. De acuerdo con nuestros resultados, Flieflbach et al. (2007) compararon el manejo orgánico y
convencional y encontraron que la respiración microbiana no variaba entre sistemas agrícolas, pero qCO, era
significativamente más alta en suelos convencionales en comparación con suelos orgánicos, 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 promovió una
mayor actividad microbiana, pero con una baja eficiencia de uso de los compuestos de carbono que estaban mal fijados
por la biomasa microbiana.

Composición y abundancia de comunidades fúngicas y bacterianas

El análisis PCR cuantitativo no mostró una variación significativa entre los tratamientos en la composición y
abundancia de las comunidades fúngicas y bacterianas (Fig. 1). El valor medio de copias bacterianas varió entre 1,2 E+17
(AE) Y 1,7 E + 17 (control) copias del gen 16S ADNr g.l. El valor medio de copias fúngicas varió entre 1,5 E+09
(control) y 3,7 E+09 (AE) copias del gen l8S ADNr g.l. La relación de H:B (Fig. 1 - C) fue menor en el tratamiento
control en comparación con los demás tratamientos, siendo el control 20,1% y 58,3% menor que CC y AE,
respectivamente.
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Fig. 1. Valores medios de ADN bacteriano (16S) (A) y fúngico (18S) (B) número de copias g-l y de hongos: indice bacteriano (F: B)
(C), medido en 2016 y 2017 con tres administraciones diferentes sistemas: Agroecológico (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 o,un error estándar.
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Es destacable que las parcelas agroecológicas presentaron una abundancia similar de copias de ADNr fúngico y
bacteriano en comparación 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 el de las bacterias (Demoling et al., 2007), aunque también
se ha demostrado que la biomasa bacteriana aumenta con la fertilización (Hiigberg et al., 2003). Además, se sabe que las
comunidades fúngicas son sensibles a la alteración del suelo causada por la labranza (Helgason et al., 20 IO). Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que las fuentes de energia proporcionadas en parcelas AE por diversificación de cultivos y
estiércol de ganado junto con una alta eficiencia metabólica, fueron suficientes para mantener la misma abundancia de
comunidades bacterianas y fúngicas observadas con manejo convencional utilizando fertilizantes sintéticos y labranza
cero. Las parcelas agroecológicas también mostraron un aumento significativo en la relación H:B en comparación con los
otros tratamientos. En este sentido, se sugiere que una relación H:B más alta es indicativa de un agroecosistema más
sustentable, en el que la descomposición de la materia orgánica y la mineralización del nitrógeno dominan la provisión de
nutrientes vegetales para el crecimiento del cultivo (De Vries et al., 2006). En relación con esto, existe un consenso
general en la literatura de que los hongos son capaces de degradar la Iignina y las bacterias no, y que los hongos también
dominan la descomposición de la celulosa y la hemicelulosa, que son componentes importantes de la materia orgánica
(Strickland y Rousk, 2010). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el manejo agro ecológico puede estar
relacionado con una mayor capacidad para degradar compuestos orgánicos altamente complejos por comunidades
micrObianas del suelo en relación con el manejo convencional.

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra la respuesta de las comunidades microbianas del suelo a la adopción del manejo
agroecológico en la producción de cultivos extensivos. Nuestros resultados sugieren que el manejo agroecológico se
caracteriza por el dominio de hongos en las comunidades microbianas del suelo y una mayor efi~iencia metabólica
microbiana en comparación con un sistema de manejo convencional. Estas características demuestran un uso más
eficiente de los sustratos de carbono en los sistemas agroecológicos, lo que podria contrarrestar el efecto negativo de la
falta de fertilización sintética y la reducción de la labranza a largo plazo. A pesar de la falta de fertilización sintética y la
consecuente reducción en la actividad enzimática microbiana general, el manejo agroecológico no afectó negativamente
la abundancia de hongos y bacterias del suelo y aumentó la eficiencia metabólica. Esto demuestra que las herramientas
agrícolas sustentables se pueden adoptar de manera efectiva para preservar la calidad de los suelos agrícolas.
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