12

originalidad de esta tesis radica en dos aspectos: por un lado no se han hallado hasta el
momento estudios de la composicion de comunidades nativas de HFMA bajo cultivo de soja
en agroecosistemas contrastantes, realizando simultaneamente la identificacion de esporas
y el uso de técnicas moleculares en suelo y raices. Por otro lado, el efecto del P en la
simbiosis y composicion de comunidades de HFMA bajo cultivo de soja se estudié a lo largo
de toda la tesis y finalizé con un experimento empleando como inéculo un suelo de un

historial conocido de monocultivo de la leguminosa.
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CAPITULO 2

INFECTIVIDAD MICORRICICA DEL SUELO Y SU RELACION CON LA FORMACION
DE MICORRIZAS EN SOJA

Resultados preliminares presentados:

Faggioli VS y MN Cabello. 2013. Micorrizas en soja y su relacidn con la densidad de esporas e
infectividad en suelos de diferentes ambientes agricolas. IX Reunién Nacional de Biologia
de Suelos. Santiago del Estero 4, 5y 6 septiembre 2013. Presentacion oral.
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2.1 INTRODUCCION

En agroecosistemas, el aprovechamiento del amplio espectro de servicios ecosistémicos en
los que intervienen los HFMA depende de la conservacién de dichos integrantes de la biota
del suelo. Las redes de micelio, los fragmentos de raices infectadas y las esporas constituyen
la reserva de indculo micorricico del suelo (Smith y Read, 2010). Hart y Reader (2005)
compararon la funcién del micelio externo de HFMA durante la etapa inicial de infeccion
radical y observaron que la colonizacién era mas rapida en presencia de mayor numero y
tamafio de estructuras infectivas y puntos de contacto con las raices. Kiers y Denison (2014)
sostienen que una produccién sustentable es aquella que tiene en cuenta tanto la
performance de los cultivos como de las comunidades de microorganismos simbioéticos del
suelo. Jansa et al. (2009) proponen que la capacidad de un suelo de inducir la formacién de

micorrizas deberia ser considerada como un indicador de la calidad del suelo.

Se denomina infectividad micorricica a la habilidad natural de un suelo que contiene HFMA
de inducir la formacion de micorrizas en las plantas (Plenchette et al., 1989). Jansa et al.
(2009) sugieren establecer umbrales de infectividad considerados “normales” para ciertos
manejos de suelo y condiciones ambientales. Este parametro es afectado por caracteristicas
intrinsecas del mismo suelo y por las practicas de manejo. Por ejemplo, se ha reportado una
fuerte relacion negativa entre la infectividad y la disponibilidad de fdésforo (P) del suelo
(Duvert et al., 1990; Jansa et al., 2009; McGee, 1989). Los sistemas de labranza, fertilizacion
y la rotacion de cultivos influyen fuertemente sobre la infectividad (Schalamuck y Cabello,
2009; Wang et al., 2008). En los sistemas antropicos, el hombre determina en gran medida la
micorrizacidon de un cultivo seguin el impacto ejercido sobre el banco de propagulos del
suelo. Al mismo tiempo, de modo desapercibido, también interfiere sobre los potenciales

beneficios de la simbiosis.

El nivel de infectividad micorricica representa un parametro de la fertilidad edafica debido a
la multiplicidad de servicios ecosistémicos provistos por las micorrizas arbusculares
(Verbruggen et al., 2011). Su diagndstico y seguimiento es indispensable para exacerbar la
productividad de los cultivos y la sustentabilidad de los agroecosistemas. Suelos con mayor
infectividad han sido relacionados con incrementos en las tasas de crecimiento y mejoras en
la nutricién de las plantas (Jansa et al., 2009). Sin embargo, la informacidn disponible es
escasa en nuestro pais y en particular en la Provincia de Cordoba (Cofré, 2014). Sumado a
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ello, los resultados son muy dependientes de las condiciones experimentales empleadas
para su estimacién haciendo poco factible la comparacidon cuantitativa con otras
investigaciones (Jansa et al., 2009). En consecuencia, a los fines de cotejar distintos tipos de
suelo o manejo es recomendable que la informacion sea generada en un mismo ensayo lo
cual muchas veces es inviable por la gran demanda operativa de la metodologia (Wang et al.,

2008; Wilson y Trinick, 1983).

El objetivo general de este capitulo fue cuantificar la infectividad micorricica de lotes de soja

de diferentes zonas homogéneas del S de la Provincia de Cérdoba.
Los objetivos especificos fueron:

1) Analizar las relaciones entre la infectividad micorricica estimada y las estructuras
micorricicas cuantificadas en cultivos de soja.

2) Analizar las relaciones entre infectividad micorricica y variables del suelo y del cultivo.
Se pusieron a prueba las siguientes hipoétesis:

1) El nivel de infectividad micorricica del suelo estara relacionado positivamente con la
formacion de micorrizas en el cultivo de soja.
2) La infectividad micorricica sera afectada por las propiedades del suelo, especialmente el

contenido de P, y se relacionara significativamente con variables del cultivo de soja.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La divisidn del drea de estudio esta basada en un informe socioeconémico de sustentabilidad
de los sistemas de produccion y recursos naturales llevado a cabo por INTA (Ghida Daza y
Sanchez, 2009). La provincia de Cérdoba se subdividi6 en zonas de caracteristicas
homogéneas en cuanto a clima, suelo y sistemas agropecuarios. En el relevamiento de
suelos de esta tesis se seleccionaron sitios de muestreo en todas las zonas homogéneas del
Sur de la provincia (Figura 2.1). De aqui en adelante, denominaremos como sub-zonas o sitio
a cada subdivision de las zonas homogéneas Agricola, Mixta y Serrana que se describiran a

continuacion.

a) Zona de historial de uso agricola
Area nucleo agricola

Corresponde a la zona agricola del N de la provincia de Buenos Aires, S de Santa Fe y SE de
Cérdoba. Estd conformada por las areas ecoldgicas homogéneas de Marcos Juarez y Canals.
Suman 1,4 millones de hectareas, lo cual representa el 8,7% del total de la superficie de la
provincia. A continuacidon se presenta una breve descripcion de cada sub-zona homogénea

del Area Nucleo Agricola:

- Canals (Ca): zona humeda subhimeda del E de produccién agricola. Su superficie
alcanza los 0.3 millones de hectareas (2,4% del total provincial). Las localidades de referencia
son Canals y Alejo Ledesma. El relieve corresponde en su mayor parte a una llanura edlica de
materiales franco arenosos en la que aumentan los tenores de las fracciones arenosas hacia
el O donde comienzan a aparecer relictos medanosos estabilizados. El drenaje superficial es
casi nulo y se presenta mds bien como un conjunto de cuencas cerradas localizadas. Hacia el
N presenta una llanura en transicion con la Pampa Ondulada, constituida por amplias
lomadas planas surcadas por vias de escurrimiento con distinto grado de expresion. La
vegetacion natural estd constituida especialmente por gramineas. Los suelos presentan una
secuencia de clases taxondmicas de E a O que replica el gradiente de disminucidn de las
precipitaciones. Comienza con Argiudoles tipicos en las proximidades del limite con la

provincia de Santa Fe, le siguen Hapludoles énticos vy tipicos, y los Haplustoles al O. La
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temperatura media anual es de 172C con una amplitud térmica de 149C. La precipitacién
media anual se distribuye en un rango de 850 mm al O y 900 mm al E, con una distribucion
estacional de tipo monzonica. La principal actividad de la zona es la agricola y en menor
medida la ganadera. En agricultura predomina el cultivo de soja y en ganaderia la actividad
bovina de carne y de leche. Es una zona cuyos suelos se adaptaron exitosamente al cultivo

de soja en siembra directa, desplazando otras actividades agropecuarias.

- Marcos Juarez (MJ): corresponde a la zona himeda del E de produccidn agricola,
con una superficie de 1,1 millones de hectareas (7,2% del total provincial). Las localidades de
referencia son Marcos Juarez, Bell Ville y Corral de Bustos. Su relieve pertenece a la Pampa
Ondulada, una llanura entre moderada y suavemente ondulada, con gradientes de
pendientes que oscilan entre el 3% al 0.5%. Se caracteriza por la naturaleza de los materiales
originarios loessicos ricos en limos. Tiene un relieve de lomas altas, planas, con marcadas
pendientes hacia los arroyos. La vegetacién natural se compone principalmente de
gramineas. Los suelos se desarrollaron sobre sedimentos edlicos, son franco limoso fino. La
caracteristica sobresaliente es su importante grado de desarrollo, fertilidad y alta
productividad, consecuencia de sus caracteres fisico quimicos intrinsecos y del régimen de
precipitaciones que los convierte en los suelos tradicionalmente de mayor productividad de
la provincia. Los suelos dominantes son Molisoles, profundos, con un horizonte superior rico
en materia organica y bien estructurado que facilita el movimiento superficial del aire y el
agua. Son Argiudoles (44%), Hapludoles (10%) y Haplustoles (34%) en las lomas; en los bajos
son Natracualfes (3%) y Natralboles (5%). La temperatura media anual es de 172C y la
amplitud térmica de 142C. La precipitacion media anual se distribuye en un rango de 850
mm al O y supera los 900 mm al E, con una distribucidn estacional de tipo monzdnica. La
principal actividad econémica de la zona ha sido siempre la agricultura, en la actualidad el
cultivo de soja abarca la totalidad del area ocupada por tierras aptas para el cultivo (96%)

con baja ocupacion de maiz, el segundo cultivo estival de la zona.

b) Zona de historial de uso agricola - ganadero
Area Ganadera Agricola del Sur

Corresponde a la zona mixta del NO de la provincia de Buenos Aires, E de La Pampa, S de

Cordoba y E de San Luis. Estd integrada por las zonas ecoldgicas homogéneas de Laboulaye,
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Villa Huidobro y Rio Cuarto. Constituye un area extensa de 3.88 millones de hectareas, es
decir, un 31% del total del area de la provincia. A continuacién se presenta una breve

descripcion de cada sub-zona homogénea del Area Ganadera — Agricola del S:

- Laboulaye (La): ocupa la regién semidrida subhimeda del SE de produccién mixta
con una superficie de 1,7 millones de hectareas (12,3% total provincial). Las localidades de
referencia son: General Cabrera, Ucacha, La Carlota y Laboulaye. El relieve alcanza
ambientes diversos y diferenciados muy arenosos y medanosos al S, anegable en el centro y
llanuras loéssicas con bajas pendientes al N. La vegetacion natural es la estepa,
predominantemente de gramineas. La regidén central de esta zona se caracteriza por las
frecuentes inundaciones, asociadas a la salinizacidn y sodificacién eddfica. Los suelos
predominantes son Haplustoles énticos y udorténticos (58%) y Hapludoles (2%). En los bajos
son frecuentes los Natralboles (14%) y Natracualfes (7%), mientras que en las crestas de los
médanos los Ustipsamentes y Ustortentes (3%). La temperatura media anual es de 16 2C con
una amplitud térmica de 15 2C. La pluviometria regional posee una distribucién con un rango
de 700 mm al O y mds de 900 mm al E, con una distribucién estacional de tipo monzdnico.
Los principales cultivos de la zona son maiz, trigo, sorgo, soja, maiz y girasol. La existencia de
ganado bovino para carne y leche, ovino y porcino alcanza el 20% del total provincial.
Histdricamente ha sido una regién predominantemente ganadera pura y mixta con mas del
40% de la superficie destinada a pasturas. Sin embargo, en la Ultima década el avance de la

soja ha desplazado otros cultivos y constituye el principal cultivo estival de la zona.

- Rio Cuarto (RC): ocupa la region semiarida centro O de produccidon mixta con una
superficie de 0,8 millones de hectareas (6% del total provincial). Las localidades de
referencia son Rio Cuarto, Alcira y Las Acequias. El relieve comprende parte de la Pampa Alta
Arenosa al S y de la Pampa Alta Loéssica al N. También abarca el extremo meridional del
sistema serrano (Sierra de Comechingones y Las Pefias) y su piedemonte. Conforma una
llanura que suaviza su relieve desde el piedemonte hacia el E, constituida por sedimentos
franco arenosos que se hacen areno francos hacia el S y mas limosos en las llanuras al N. La
region estd surcada por cursos de agua de régimen torrencial que nacen en las sierras o en
depresiones tectdnicas en la llanura. La vegetacion natural corresponde a la de la region Del
Espinal, es la de sabana con pastizales y arboles aislados. Esta caracterizado por el género

Prosopis (algarrobo, fiandubay, caldén). El Espinal rodea a la Regién Pampeana por el N, el O
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y el SO. Los materiales originales de los suelos son de origen edlico, de textura franco
arenosa fina. Muchos de estos suelos estan sujetos a severos procesos de erosion hidrica
que condicionan su manejo. Los suelos predominantes son Haplustoles (62%) y Hapludoles
(21%) en las lomas e interfluvios; y Ustortentes (5%) en las crestas medanosas. La
temperatura media anual es de 172C con una amplitud de 142C. La precipitaciéon media
anual se distribuye en un rango de 650 mm al O y supera los 700 mm al E, con una
distribucién estacional de tipo monzdnico. La principal actividad ha sido la produccion
agricola — ganadera. Los cultivos principales son: maiz, soja, mani y en menor medida girasol.
La produccién ganadera es principalmente de carne. Los bosques y montes implantados
representan el 23% del total provincial. En esta zona el avance de la soja no sélo ha ocurrido
por sustitucidn de otras actividades sino también por la ocupacion de tierras recientemente

desmontadas.

- Villa Huidobro (VH): comprende la region semiarida del S de produccién mixta con
una superficie de 1,34 millones de hectareas (11% del total provincial). Las localidades de
referencia son Villa Huidobro, Del Campillo y Jovita. El relieve ocupa la denominada Pampa
Medanosa, caracterizada por un relieve ondulado o suavemente ondulado, generado por
sobre imposicion de formas medanosas de diferente edad. Las antiguas son dunas
longitudinales disipadas, cuyos materiales han sido removilizados recientemente, dando
lugar a dunas parabdlicas de gran magnitud. Las cubetas centrales generalmente estan
ocupadas por lagunas que al alcanzar la napa freatica adquieren caradcter permanente. Es un
medio de alta fragilidad ecoldgica, donde los procesos dominantes son edlicos. En forma
subordinada se dan procesos de desborde y sedimentacion asociados a los arroyos. La
vegetacion natural corresponde a la Del Espinal (sabana, descripta anteriormente en RC) al S
y la Pampeana al N (gramineas). Los suelos muestran un bajo grado edafogénico y de
evolucidn, con poca diferenciaciéon de horizontes, desarrollados sobre materiales ricos en
arenas geoquimicamente estables bajo el clima prevaleciente. Son suelos poco profundos,
excesivamente drenados, sin agregacion y pobremente estructurados. Predominan los
Haplustoles (49%) y Haplustentes (33%); seguidos por Argiustoles (5%) en zonas de libre
drenaje, Natracualfes (5%) en lo bajos y Ustortentes (8%) en las crestas de lomadas
medanosas. La temperatura media anual es de 162C con una amplitud térmica de 152C. Las

precipitaciones alcanzan los 650 mm anuales al O y superan los 800 mm al E, con una
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distribucién estacional de tipo monzdnico. Esta zona ha sido histéricamente ganadera, con
produccién de bovinos de carne. El principal cultivo agricola ha sido el girasol convirtiendo a
esta zona en su principal productora. También se cultiva maiz, mani y trigo. En la actualidad
el avance de la soja no soélo ha sustituido la produccion de carne sino que también al resto

de cultivos agricolas.

Area Lechera del Centro

En el relevamiento se tomaron muestras de la porcién S del Area Lechera Centro
correspondiente a la denominada zona lechera del centro E de la provincia de Cérdoba y
centro de Santa Fe. Estd integrada por las zonas ecoldgicas homogéneas de Villa Maria,
Arroyito y San Francisco. A continuacidn solo se describird la sub-zona de Villa Maria porque

es la Unica que se incluyd en el muestreo.

- Villa Maria (VM): zona semiarida y sub-himeda central de produccién lechera
ubicada en el centro de la provincia de Cérdoba. Su superficie es de 0,34 millones de
hectareas (3% del total provincial). Las localidades de referencia son Villa Maria, Etruria y La
Playosa. El relieve forma parte de la Pampa Loéssica Plana que ocupa la parte central de la
llanura cordobesa. El relieve es marcadamente plano, con pendientes regionales hacia el E.
La vegetacion natural en el S de la zona corresponde a la formacion tipica Del Espinal, es
decir, la sabana descripta anteriormente. Los suelos predominantes son Haplustoles
(énticos, tipicos y udicos) desarrollados sobre materiales limosos. La temperatura media
anual es de 172C con una amplitud térmica de 142C. La pluviometria regional posee una
distribucién con un rango de 750 mm al O y 800 mm al E, con una distribucién estacional
tipo monzdnica. Histéricamente, la produccién agropecuaria predominante era la lecheria,
sin embargo en los ultimos afios ha crecido considerablemente la superficie agricola, lo que
ha ido desplazando a la ganaderia tanto de leche como de carne. La produccién agricola de

la zona es en base a soja, trigo, mani, maiz y sorgo.

c) Zona Serrana

Area agricola de las Sierras del Sur de Cérdoba

- Rio Cuarto Sierras (RCs): la zona fue delimitada en el marco de esta tesis dada la
frecuencia de “nuevos” lotes de soja en areas serranas tras el desmonte. Corresponde a la
zona semiarida del centro O de produccidon agricola y forma parte de la zona RC, descripta
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anteriormente. A la fecha no se cuenta con estadisticas sobre su superficie. Presenta las
caracteristicas climaticas detalladas en el area RC y su relieve se enmarca en la Pampa Alta
Loéssica, en el sistema serrano de Comechingones y Las Pefias. Las actividades humanas
como la tala, la agricultura y la quema han producido un cambio en la vegetacion, afectando
el gradiente altitudinal en algunos sectores. En tramos del O y S de las sierras hay areas de
relieve suavizado, que presentan valles con relleno sedimentario de origen co-luvial y aluvial,
pocas pendientes, suelos profundos y bien desarrollados, con alto contenido de materia
organica y alta disponibilidad hidrica por su ubicacidon en el relieve. Cabe destacar la
existencia de una gran variedad de suelos como resultado de las diferencias de relieve,
posicién en el paisaje, materiales originarios y clima. Adn no se han publicado estudios sobre
la clasificacion taxondmica de sus suelos en produccion agricola o ganadera. Esta regidén no
posee registros meteoroldgicos como caracterizar su gran variedad climatica. La topografia,
entre otros elementos, determina la existencia de diferentes microclimas. Sin embargo, un
patron regional general es la disminucion de la precipitaciones hacia el O. Segun registros de
la Direcciéon de Ambiente de la Provincia de Cérdoba, las precipitaciones medias alcanzan los
750 mm (DACyT, 2003). En la ultima década los suelos mas profundos y fértiles de este

paisaje han sido paulatinamente ocupados con fines productivos.
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PROVINCIA DE
CORDOBA

REFEREMCIAS
@ Punto de muestreo

Zonas ecoldgicas homogéneas §
Prov. Cordoba (SAGPyA, 2010)

[ | Zona Mixta: Laboulaye (La),
Rio Cuarto (RC), Villa Huidobro
(VH), Villa Maria (VM)

'3:_:3'Zuna Agricola: Canals (Ca),
Marcos Judrez (MU)

|:| Zona Serrana: Rio Cuarto
(RCs)

o

Figura 2.1: Ubicacidon de los 126 sitios de muestreo (lotes de soja) distribuidos en las zonas
ecoldgicas homogéneas del Sur de la Provincia de Cérdoba.
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Muestreo de campo

Entre fines de diciembre de 2011 y mediados de enero de 2012 se seleccionaron 126 sitios
correspondientes a lotes de produccién de soja del S de la Provincia de Cérdoba. Los puntos
de muestreo se distribuyeron de manera uniforme y aleatoria sobre las areas homogéneas
descriptas anteriormente (Figura 2.1). Las transectas se ubicaron sobre rutas nacionales,
provinciales y caminos rurales. Los sitios de muestreo consistieron en cultivos de soja en
estadios vegetativos o reproductivos tempranos (R1-R3, Fehr et al., 1971). La distancia entre
un lote y otro fue de 5 — 10 km en la direccion E — O, y de aproximadamente 30 km en la
direcciéon N — S, excepto en la zona S de VH y en la serrania de RCs, por la disponibilidad de

caminos y las condiciones del relieve, respectivamente.

Dentro de cada lote se seleccionaron 4 puntos de muestreo de 50 cm lineales de surco y se
unificaron en una sola muestra compuesta por lote. Cada punto de muestreo dentro a 20 m
de distancia del otro. Las muestras se extrajeron a partir de 100 m de distancia del
alambrado para evitar efectos de bordura. Con la finalidad de mantener las propiedades
bioldgicas en estudio, la recorrida de muestreo se realizd durante tres viajes comprendidos
en tres semanas consecutivas. En cada viaje, la toma de muestras se llevd a cabo en un lapso
de 48 h e inmediatamente se procedié al acondicionamiento de suelo y material vegetal

recolectado. Una vez concluido éste se continud con el siguiente viaje de campo.

El muestreo de suelo se realizé con dos fines: estudios de HFMA vy las determinaciones de
propiedades fisicas y quimicas. Para el primero, se recolectd el suelo que quedaba en la linea
de siembra luego de retirar las plantas de soja de manera cuidadosa con la ayuda de una
pala de jardineria (0 — 10 cm profundidad). La muestra de aproximadamente 4 kg de suelo se
mantuvo en condiciones refrigeradas hasta su procesamiento en el laboratorio.
Adicionalmente, se extrajeron muestras de 0 — 20 cm de profundidad con barreno (2,5 cm
de didmetro) para andlisis fisicos y quimicos. Se tomaron un total de 20 piques por sitio

(aprox. 500 g) distribuidos entre los 4 puntos de extraccion de muestras del lote.

El muestreo de plantas completas de soja, tanto de érganos aéreos como raices, se realizd
en los mismos sitios que el de suelo rizosférico. Se registré el nimero de plantas de 50 cm
lineales de surco removidos durante el muestreo de suelo. Posteriormente, se seleccionaron

un total de 20 plantas a partir de cada punto de muestro del lote (5 plantas por punto). La
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muestra compuesta se mantuvo en condiciones refrigeradas hasta su procesamiento en

laboratorio.
Acondicionamiento de muestras

Las muestras de suelo rizosférico fueron tamizadas por 2 mm, fraccionadas y procesadas de

acuerdo a los objetivos de cada capitulo:

- Capitulo 2: se conservaron 1,5 kg de suelo a 52C hasta la realizacion del experimento de
infectividad.

- Capitulo 3: se reservaron 200 g de suelo a 52C para la extraccion y posterior
identificacion de esporas. En forma separada, se conservaron 2 kg de suelo a 52C hasta la
instalacidon de macetas con plantas trampa para la multiplicacién de esporas.

- Capitulo 4: se conservaron 150 g de suelo a -202C para extraccion de ADN y posterior

secuenciacion

Por otra parte, las muestras de suelo extraidas con barreno (0-20 cm) se secaron a
temperatura ambiente y se destinaron a andlisis quimicos vy fisicos para caracterizacion de

los sitios. Una alicuota se llevo a estufa a 1052C para cuantificar el contenido de humedad.

Las muestras de plantas de soja se dividieron entre raices y biomasa area. Una porcion de las
raices se conservé a -202C para extraccion de ADN (Capitulo 4) y el resto se destind a la
tincion para determinacién del porcentaje de colonizacién micorricica. La biomasa aérea se
llevo a estufa a 602C para cuantificar peso seco y contenido de P, esta informacion de utilizo

en los Capitulos 2, 3y 4.

Determinaciones
- Aislamiento e identificacion de esporas

Las esporas de las muestras de suelo provenientes de lotes de soja y de plantas trampa se
extrajeron por el método de tamizado en himedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) utilizando
mallas de 110 um y 74 um, seguido de centrifugacion en gradiente de sacarosa (Walker et
al., 1982). Las esporas y esporocarpos de HFMA se montaron en portaobjeto con poli vinil
alcohol (Omar et al., 1979) con y sin agregado de reactivo de Melzer (Morton 1988).

Posteriormente se examinaron por microscopia dptica y se identificaron morfoldgicamente

Tesis Doctoral - CAPITULO I
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



25

por el sistema taxonédmico propuesto por Schiifler y Walker (2010), por comparaciones con
las descripciones de especies publicadas en el sitio web de International Culture Collection of

Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM, http://invam.caf.wvu.edu/) y material del

cepario del Instituto Spegazzini.

De cada una de las muestras de suelo se analizaron las diferentes variables de la comunidad
de esporas de HFMA: densidad de esporas (niumero total de esporas en 100 g de peso seco
de suelo); frecuencia de ocurrencia (nimero de esporas de una morfoespecie particular en
una muestra); riqueza de morfoespecies (S) (nimero total de morfoespecies diferentes en
100 g de peso seco de suelo), indice de dominancia de Simpson e indice de diversidad (H—
Shannon) calculado como una medida de la diversidad de morfoespecies de HFMA que
combina los dos componentes de diversidad: la riqueza de especies y la equitatividad

(Magurran y McGill, 2011).
- Porcentaje de micorrizacion

Inmediatamente luego del muestreo se selecciond 1 g de raices finas para proceder a su
clarificacion y tincion (Phillips y Hayman, 1970). Las muestras se conservaron en glicerol
hasta la cuantificacion de micorrizas. El porcentaje de raices con presencia de estructuras
correspondientes a HFMA se midié de acuerdo a la metodologia propuesta por McGonigle et

al. (1990).
- Propiedades fisicas y quimicas de suelos

De cada sitio muestreado se determind contenido de fdsforo extractable (Bray y Kurtz,
1945), nitrégeno (Bremmer 1965), carbono (Walkley y Black, 1934), humedad gravimétrica
por secado de la muestra en estufa a 1052C hasta peso constante, conductividad eléctrica a
259C, pH en agua con una relacién 1:2,5 (p/v) y fracciones de arena, arcilla y limo (Gee y

Bouder, 1986). Los resultados se presentan en Tabla 2.1.

- Materia seca y contenido de fésforo en plantas de soja

Los 6rganos aéreos de las plantas de soja se secaron en estufa a 602C durante 48 hs, se
pesaron y se molieron a 0,5 mm. Para la determinacidon de fosforo se pesé 0,07 g del
material vegetal molido y se calcind en mufla a 5002C durante 16 hs (Fernandez et al., 2009).

Las cenizas se re-suspendieron en 8 ml de 0,1 N HCl y el contenido de fésforo se determind
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por colorimetria segin la metodologia de Murphy y Riley (1962). Los resultados se
expresaron como concentracion (mgP g), por planta (mgP pl™) y por unidad de superficie
(mgP m™?) ya que se registré el nimero de plantas existentes en los 50 cm lineales

muestreados y la distancia entre hileras del cultivo. Los resultados se presentan en Tabla 2.1.

Infectividad potencial del suelo
- Principio del método

La infectividad micorricica potencial del suelo se estimd de acuerdo al método propuesto por
Plenchette et al. (1989). El principio de esta metodologia se basa en una relacién dosis-
respuesta empleando plantulas crecidas durante un tiempo definido en diferentes
concentraciones de suelo natural y sustrato estéril bajo condiciones controladas. Finalizado
el periodo experimental se cuantifica la proporcion de plantas micorrizadas y se estima el

nivel de infectividad de dicho suelo.
- Bioensayo

Se utilizd suelo rizosférico extraido de los 126 lotes de soja muestreados, previamente
tamizados por malla de 2 mm y conservados a 52C como se describidé anteriormente en la
seccion “Acondicionamiento de muestras”. Para la dilucién se utilizé arena fina de rio
previamente enjuagada con agua corriente y luego agua destilada. La arena se tindalizé a
1219C en autoclave en dos periodos consecutivos de 1h cada 48 hs. Se emplearon 4
diluciones para cada suelo (3, 10, 30, 100%) de suelo natural en arena fina y se colocaron en

macetas de 150cc cada una, con 4 repeticiones (16 macetas por sitio).

Para este bioensayo se emplearon plantas de puerro (Allium porrum L. var Carentan) por su
reconocida capacidad de establecer simbiosis con HFMA (Plenchette et al. 1983; 1989). Las
semillas se desinfectaron superficialmente con una solucién 10% H,0O, durante 5 minutos.
Luego se enjuagaron con agua destilada y se llevaron a germinacidon durante 7 dias en arena
fina tindalizada. Se seleccionaron plantulas de tamano uniforme y se trasplantaron 10 de
ellas por cada maceta. Las plantas se mantuvieron con un fotoperiodo de dia/noche
equivalente a 8/16 h y 25/209C, respectivamente, intensidad de la iluminacién fue de 500
umol fotones m? s y humedad relativa de 40 — 60%, durante 28 dias. Debido a la
importancia de mantener el stand de 10 plantas por maceta durante todo el periodo
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experimental, se sacrificd una de las repeticiones para reponer aquellas plantulas que no
prosperaron. Al finalizar el experimento, las plantas se extrajeron individualmente de las
macetas, se descarto la biomasa aérea mientras que el sistema radical se lavé y se sometio al
procedimiento de tincion descripto anteriormente. En todo momento se mantuvo cada raiz
por separado y se almacenaron en glicerol hasta su cuantificacidn. La presencia — ausencia
de estructuras micorricicas se midié de acuerdo al método de Newman (1966) visualizando
la totalidad de la raiz. La sistematizacidon y organizacién de las tareas relacionadas a la
instalacion, seguimiento y finalizacion de este experimento constituyd un aspecto clave. Las
labores se dividieron en 4 semanas tanto para la preparacién (febrero 2012) como para la
cosecha y tincidn de raices (abril 2012). En total, se prepararon 1968 macetas con 10 plantas
cada una. Al finalizar el experimento se cosecharon 1356 macetas (una repeticion se elimind
y 13 sitios tuvieron que ser descartados por bajo stand de plantas), en consecuencia, se

tifieron 13560 raices de puerro.
- Calculo de Infectividad Micorricica del Suelo (IMSso)

Se construyeron curvas entre la concentracién de suelo expresado en peso de suelo seco (eje
x) y el porcentaje de plantas con presencia de micorrizas (eje y) con el conjunto de suelos de
cada sub-zona. Se ajusto su respectiva funcion logaritmica y se calculd la cantidad de suelo
natural necesaria para infectar el 50% de las plantas bajo las condiciones evaluadas. En base
a esta informacion se estimd el indice de Infectividad Micorricica del Suelo (IMSsp) segun

Plenchette et al. (1989).

Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones mediante test no paramétrico por comparacion de pares de
rangos del test Kruskal-Wallis. Se analizd la correlacién entre IMSsg y estructuras micorricicas
con variables del suelo y del cultivo mediante correlaciones de Spearman. Para los analisis

estadisticos se utilizo el software Infostat (Di Rienzo et al., 2014)
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2.3 RESULTADOS

Caracteristicas del suelo y del cultivo

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las variables edaficas evaluadas
(Tabla 2.1). El contenido de P extractable alcanzé los mayores valores en los suelos de la
zona Mixta con un rango de 32,4 — 35,6 mg kg”, en tanto que en las zonas Agricolas y de
Sierras tendid a ser mas bajo y oscilé entre 15,7 — 22,7 mg kg'l. Los valores medios de N
fueron mas erraticos entre los sitios (i.e. sub-zonas). Las sub-zonas del S (La, RC y VH)
mostraron un bajo contenido de Cy suelos mas arenosos. Por otra parte, la situacién de VM
en cuanto a sus propiedades edaficas fue mas similar a los sitios de la zona Agricola que a
sus pares de historial de uso mixto. La humedad gravimétrica del suelo fue un atributo que
manifestod gran diferencia entre sub-zonas: mientras que en Ca alcanzé un 20%, los suelos de
VH soélo llegaron a un 3% al momento del muestreo. Las variables relacionadas al cultivo de
soja se mantuvieron sin diferencias significativas entre sub-zonas (Tabla 2.1). Al momento
del muestreo las plantas no difirieron en el contenido de materia seca aérea acumulada ni
de P en sus tejidos. La concentracion de P estuvo comprendida en un rango de 1,1 — 1,4 mgP
g'1 con un contenido de P por planta entre 10,2 a 14,9 mgP pl’l. En resumen, pudo
observarse que las condiciones edaficas de cada zona ofrecieron ambientes contrastantes
para el cultivo de soja, principalmente en cuanto a disponibilidad de P y textura. Sin
embargo, las plantas de soja no demostraron respuesta a tales variaciones y mantuvieron

valores similares de materia y secay P a lo largo de toda el drea de estudio.
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Tabla 2.1: Caracteristicas del suelo y del cultivo de soja de las zonas muestreadas.

Zona Sitios Suelo Cultivo de soja
Ecoldgica ID  Sub-zona (n) Altitud P N C pH CE Agua Arena A+L MmS Fésforo Densidad
, 1 -1 1 -2 -1 1 -2 2
Homogénea msnm mg kg % usS cm % gpl~ gm mg g mgpl~ mgm plm
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Agricola Ca Canals (9) 105 b 15,7 ¢ 66,8 a 2,1ab 6,24 ¢ 0,15 20 a 45,9 bc 54,1 bc 10,8 319,5 11 12,1 342,2 31,4
MJ Marcos Judrez (20) 130 b 22,7 bc 290 ¢ 27a 6,13 bc 0,14 9 b 220 d 78,0a 11,0 3216 1,3 14,9 438,8 29,5

Mixta La Laboulaye (35) 110 b 33,1 a 68,9 a 1,7bc 606 ¢ 012 10 b 56,8ab 43,2 «cd 9,5 273,4 1,2 11,7 343,1 29,1
RC Rio Cuarto (10) 154 b 356 ab 703 ab 15 e 601 c¢ 011 8 b 57,5ab 42,5 «cd 8,5 229,8 1,3 10,2 274,5 27,8

VH Villa Huidobro (35) 121 b 324 a 40,3 bc 14 d 6,23 ab 0,09 3 ¢ 6l6a 384 d 9,7 266,2 1,4 14,1 384,1 28,2

VM Villa Maria (7) 133 b 19,7 bc 29,4 bc 1,9 abc 6,37 a 0,09 7 b 33,3 cd 66,7ab 9,2 292,5 1,3 11,7 383,0 31,6

Sierras RCs Rio Cuarto (10) 638 a 17,8 ¢ 51,0abc 3,1a 6,48 ab 0,15 7 b 40,5 ¢ 595 b 9,6 358,3 14 14,3 509,6 39,2

ID: siglas de identificacion. (n): nimero de puntos de muestreo en cada sub-zona, P: fosforo extractable (Bray y Kurtz, 1945); N: nitrégeno de nitratos (Bremmer, 1965); C: carbono
organico (Walkley y Black, 1934); pH: 1:2.5 — relacion suelo:agua ; Agua: contenido de humedad gravimétrica; CE: conductividad eléctrica a 252C; Arena y A+L (Arcilla+Limo): fracciones
texturales correspondiente a particulas de arena (>53 um) y de limo y arcilla (<53 um), respectivamente (Gee y Bouder, 1986). PI: planta. Fésforo: contenido de P en tejido vegetal
(Fernandez et. al., 2009). Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas p< 0.05 (Kruskal Wallis )
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Infectividad del suelo

A partir del bioensayo realizado con diluciones de suelo rizosférico extraido de lotes de soja
se estimo el indice IMSsy segun la metodologia propuesta por Plenchette et al. (1989) (Tabla
2.2). En la Figura 2.2 pueden observarse graficamente las funciones ajustadas con los
resultados de la totalidad del bioensayo. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las pendientes de las funciones logaritmicas ajustadas para cada zonay
su IMSsq (Tabla 2.2). En promedio, las zonas Agricola y de Sierras tuvieron mayor infectividad
que la zona Mixta y ello estuvo explicado por la pendiente de la funcién generada entre la
concentracion de suelo y el porcentaje de plantas micorrizadas. La infectividad de las
respectivas sub-zonas mantuvo la tendencia observada anteriormente. Los sitios de las
zonas Agricola y de Sierras tuvieron un mayor indice IMSsg que los sitios de la zona Mixta
(Figura 2.3). En la zona Agricola, el IMSsg (unidades 100g suelo™) fue: Ca 9,97 (+1,18) y MJ
10,23 (+1,19); en la zona Mixta: La 6,17 (+0,59), RC 3,93 (+£1,50), VH 6,49 (+0,85) y VM
5,87(+1,78); en Sierras el promedio fue 11,26 (+1,32).

Tabla 2.2: Coeficientes de regresion y estimacién del indice IMS;, a partir de bioensayo con suelo
rizosférico de lotes de soja de diferentes zonas homogéneas del S de la Provincia de Cérdoba.

Zona n r b In(x) a IMSs,°
Agricola 27 0,9622 13,764 a 23,56 ab 10,10 a
Mixta 77 0,9619 11,248 b 17,04 b 6,03 b
Sierras 9 0,9433 13,644 a 30,65 a 11,26 a

s IMSsq: Infectividad Micorricica del Suelo son las unidades infectivas de HFMA en 100 g de suelo
seco. Una unidad infectiva es la minima cantidad de suelo necesaria para infectar el 50% de plantas
bajo las condiciones de bioensayo propuesto por Plenchette et al. (1989). El resultado esta
expresado en unidades 100g suelo™

Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en la columna segun test
no paramétrico de comparacion de rangos Kruskal-Wallis
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Figura 2.4: Estructuras micorricicas (%) cuantificadas en raices de soja de lotes del S de la Provincia de Cérdoba. En zona Agricola se representan las sub-
zonas: Canals (Ca) y Marcos Juarez (MJ); en zona Mixta: Laboulaye (La), Villa Huidobro (VH), Rio Cuarto (RC) y Villa Maria (VM); y en la zona de Sierras:
Rio Cuarto (RCs). Las lineas sdllidas representan la mediana. Letras distintas indican diferencias significativas entre sub-zonas (p<0,05) segun test no
paramétrico de comparacion de rangos Kruskal-Wallis.
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Correlaciones entre HFMA e infectividad con variables de suelo, cultivo y fingicas

Las correlaciones entre los porcentajes de hifas, arbusculos, vesiculas e IMSsg con variables

del suelo, del cultivo de los HFMA se presentan en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4: Analisis de correlacion de Spearman entre IMSs, y estructuras micorricicas y variables de

suelo, del cultivo de soja y de HFMA.

Raices de cultivo de soja Suelo
Hifas  Arbusculos Vesiculas IMSs,°

Variables de suelo
P mg kg™ -0,29** -0,28** -0,33*** -0,31**
Altitud msnm -0,02 -0,16 0,14 -0,19
C % -0,05 -0,04 0,03 0,41***
N mg kg™ 0,01 0,01 -0,01 0,09
pH -0,05 -0,03 0,18 0,03
CE uS cm™ -0,05 -0,01 0,01 -0,04
Arena % -0,06 -0,06 -0,10 -0,29**
Arcilla % 0,06 0,06 0,10 0,29**
Agua % 0,02 0,14 -0,07 0,30**
Variables del cultivo *
P mg g™ -0,12 -0,14 -0,01 0,08

mg pl* 0,04 -0,02 0,12 0,18

mg m” 0,06 0,02 0,01 0,24*
Biomasa gplt 0,17 0,08 0,22%* 0,28**

gm™ 0,21* 0,16 0,16 0,35%**
Densidad pl m™ 0,09 0,10 0,10 0,06
Variables micorricicas
Hifas % 0,22*
Arbusculos % 0,93*** - - 0,27**
Vesiculas % 0,62**  0,40** - 0,13
Densidad de esporas 0,22* 0,22* 0,26* 0,19
Riqueza de especies 0,11 0,13 0,18 0,02

¥ . . .. .
Variables de suelo y del cultivo: corresponden a las mediciones realizadas durante el muestreo de

lotes de soja.

$ Variables micorricicas: Hifas, Arbusculos y Vesiculas corresponden a las estructuras fungicas
cuantificadas en las raices del cultivo de soja. La densidad de esporas (numero de esporas 100g'1) yla
riqueza de especies (nUmero de especies 100g'1) se midieron en las muestras de suelo rizosférico
extraidas de los lotes de soja.
La variable IMSs, (Infectividad Micorricica del Suelo) se estimé a partir de bioensayo con suelo
rizosférico extraido de dichos lotes (Plenchette et al., 1989).

Los p-values se indican: *.p<0,10; **.p<0,05; ***,p<0,001 y se resaltaron en negrita
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2.4 DISCUSION

El nivel de infectividad de suelos difirid entre las zonas en estudio, lo cual indica que el
método empleado pudo detectar diferencias entre comunidades autéctonas de HFMA. El
desarrollo de una infeccidon micorricica es afectado por varios factores, el mds importante de
ellos es el niumero y tamano de las estructuras infectivas: hifas, fragmentos de raices
micorrizadas y esporas (Hart y Reader, 2005). Sin embargo, ante una determinada cantidad
de indculo, la estrategia de colonizacién de las especies es la que define el inicio de la
infeccion radical (Hart y Reader 2002). El método empleado en esta tesis combina la
densidad de propdgulos con la estrategia de colonizacién de las especies de HFMA del suelo
brindando un resultado que integra ambos componentes de la infectividad micorricica

(Plenchette et al., 1989; Jansa et al., 2009).

La infectividad estuvo relacionada con el historial de uso de los suelos y las caracteristicas
propias de los ambientes. La diferenciacion de zonas homogéneas sobre la que se basd esta
investigacion fue realizada a partir de la divisién de areas con historiales de uso similares de
acuerdo con el ambiente (Ghida-Daza y Sanchez, 2009). Se observé que los suelos de uso
mixto tuvieron una infectividad micorricica significativamente mas baja que la hallada en
suelos de las zonas Agricola y de Sierras (Tabla 2.2). La zona Mixta ha sido histdricamente
considerada marginal para la produccién agropecuaria debido a su condicién semidrida de
bajo régimen pluviométrico y suelos arenosos. Sin embargo, el uso de la siembra directa ha
hecho mas eficiente el uso del agua y la soja se adapto satisfactoriamente (Fabrizzi et al.,
2005; Ghida- Daza y Sanchez, 2009). A pesar de sus limitaciones edaficas y climaticas, estos
ambientes han demostrado un gran poder de conservacion de estructuras infectivas de
HFMA, aunque ello no signifique que sean aptos para promover la micorrizacién (McGee,
1989). Por un lado, se observé que la densidad de esporas en la zona Mixta no difirio de las
registradas en las zonas Agricola y de Sierras. Ademas, se ha reportado que las hifas y
fragmentos de raices infectadas pueden permanecer infectivas en suelos de muy bajo
potencial hidrico incluso por mds de 6 meses (Jasper et al., 1989; Tommerup y Abbot, 1981).
McGee (1989) sugiere que las especies de HFMA poseen estrategias de supervivencia en
suelos semiaridos para escapar y tolerar las condiciones desfavorables. Entonces, la causa de

la baja infectividad de la zona Mixta no seria una menor densidad de indculo infectivo
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puesto que las tres formas mas importantes de propagulos pueden mantenerse viables aun
bajo las circunstancias descriptas. Los resultados obtenidos sugieren que fueron las
condiciones edaficas las que no favorecieron el inicio de la micorrizacidn. Es decir, que la

baja infectividad podria deberse a caracteristicas propias del suelo.

En esta tesis se observaron correlaciones negativas significativas entre la disponibilidad de P
edafico con la infectividad y con las estructuras micorricicas cuantificadas en las raices de
soja (Tabla 2.4). Varios antecedentes demuestran el rol negativo del P en la micorrizacion (ej.
Bundrett et al., 1996; Covacevich et al., 2007; Fernandez et al., 2011; Jansa et al., 2009;
Kelly et al.,, 2001). Se han reportado que los iones fosfato tienen un rol inhibitorio de la
simbiosis a través de sefiales con el huésped (Harrison et al., 2005; Javot et al., 2007).
Experimentos en los cuales una mitad de la raiz se mantuvo con alto nivel de P mientras que
la otra con bajo P, revelaron una inhibicidn de la micorrizacién en ambas mitades de la raiz.
Esto indica que el efecto inhibitorio es sistémico y altamente dependiente del status de P de
los tejidos aéreos vegetales (Balzergue et al., 2010; Breuillin et al., 2010). Olsson et al. (2002)
demostraron que cuando una planta no tiene deficiencia de P, limita el envio de C hacia el
hongo afectando el desarrollo de la micorrizacion y priorizando la absorcién del nutriente a
través de la raiz. Sin embargo, otros autores no estan de acuerdo con dicha interpretacién
del resultado y lo consideren una simplificacion de la ecologia de la simbiosis (ej. Smith y
Read, 2010). Mas alld de dichas controversias, se desconoce cudl es el mecanismo por el
cual la planta bloquea el inicio de la infeccidon en condiciones de alta oferta de P como para
explicar su correlacidon negativa con la infectividad (Gutjahr y Parniske, 2013). Kiriachek et al.
(2009) plantean como hipotesis que dado que la nutricion fosforada afecta la produccion de
exudados radicales, ello repercutiria sobre componentes importantes para la sefializacion
molecular durante la etapa de pre-infeccion y colonizacién. Estos autores se basan en el
trabajo de Graham et al. (1981) quienes demostraron que una alta oferta de P disminuye la
permeabilidad de las membranas y la exudacion radical. Por otra parte, Lambais (2000)
demuestra que la nutricién fosforada puede afectar la expresién de genes de defensa de la
planta generando alteraciones en el balance de fitohormonas en los tejidos vegetales que
impiden el inicio de la infeccién. En resumen, de acuerdo a los antecedentes citados, la

correlacién negativa entre el P del suelo con las variables micorricicas hallada en esta tesis
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corrobora lo observado por otros investigadores acerca del rol clave de este nutriente tanto

en el inicio como en el desarrollo de la micorrizacion.

La infectividad micorricica se correlacioné en forma positiva con variables del suelo (C, agua
y arcilla); de la planta (biomasa y P absorbido); y con la presencia de estructuras fungicas en
las raices de soja (hifas, arbusculos) (Tabla 2.4). Entre las variables de suelo, la correlacion
con el C resultd ser la de mayor significancia estadistica (Spearman, r= 0,41; p<0,001). Cada
vez hay mas evidencia sobre el rol clave que los HFMA desempefian en los ciclos
biogeoquimicos de los ecosistemas terrestres (van der Heijden et al., 2015). Experimentos
de campo y laboratorio demuestran que las plantas destinan a los HFMA entre un 10% a 20%
de los fotosintatos (Jakobsen y Rosendahl, 1990; Johnson et al., 2002; Nottingham et al.,
2010). Entonces, si se tiene en cuenta que en esta tesis los niveles de micorrizacidn oscilaron
entre 49% y 61% en promedio (Hifas, Tabla 2.3), puede inferirse que los HFMA aportarian
gran parte del stock de C edéfico. Las reservas de C micorricicas estan compuestas por el
micelio y las esporas del hongo que permanecen en el suelo y se acumulan en los sucesivos
ciclos de cultivos. Clemmensen et al. (2013) observaron que los HFMA son reguladores
importantes de la dindmica de C en el suelo debido a la degradacion gradual de dichas
estructuras fungicas residuales. Ademas, otra parte de la reserva de C de origen micorricico
es la conformada por los exudados de estos hongos los cuales contribuyen a la agregacion y
la acumulacién de materia orgdnica del suelo (Wilson et al., 2009). En consecuencia, la
relacion hallada entre la infectividad micorricica con el C del suelo confirma el rol clave de
estos integrantes de la biota edafica en la dindmica del nutriente. Finalmente, las
correlaciones entre la infectividad con el contenido de arcilla y de agua estan intimamente
relacionadas. Se sabe que los suelos arcillosos poseen mayor poder de retencion de agua
que los arenosos (Lal y Shukla, 2004). Sin embargo, a diferencia del tenor de arcilla, el
contenido hidrico es altamente influenciado por practicas de manejo del suelo. Por ejemplo,
en ciertas areas destinadas a la siembra de soja en siembra directa, la inclusidon adecuada de
un cultivo de cobertura invernal permite mejorar el aprovechamiento hidrico gracias al
residuo vegetal que atenua las pérdidas de agua por evapotranspiracién (Unger y Vigil,
1998). En definitiva, un manejo sustentable no sélo debe contemplar la performance de un
cultivo, sino que también debe ser favorable para la biota simbidtica asociada (Kiers y

Denison, 2014) y abarcar un abordaje holistico que priorice la sustentabilidad (Fester y
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Sawers, 2011). En términos generales, el nivel de infectividad micorricica observado
proporciond informacion sobre procesos clave para el funcionamiento del suelo
relacionados al C, P y agua, lo cual confirma la importancia de los HFMA en el
agroecosistema. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones locales para maximizar el

potencial de las micorrizas autéctonas en la contribucion de servicios ecosistémicos.

La infectividad micorricica demostré ser un buen indicador de la performance del cultivo
(Tabla 2.4). Es interesante destacar la correlaciéon hallada entre la infectividad y el P
acumulado por el cultivo de soja (mgP m'z). Las estructuras micorricicas medidas en las
raices, en cambio, no se correlacionaron con el P de la planta (Tabla 2.4). Estos resultados
corroboran lo propuesto por Maherali y Krilonomos (2007) sobre la relevancia de la
colonizacion del suelo en la nutricion fosforada de la planta. Kiers y Denison (2014)
enfatizan la importancia de la red de micelio compartido (RMC) que comunica diferentes
plantas como una alternativa para maximizar los beneficios para los cultivos. Mikkelsen et al.
(2008) demostraron que la RMC permite el traspaso de nutrientes entre plantas conectadas
a la red. Rosendahl y Stukenbrock (2004) observaron que puede alcanzar 10 m de diametro,
y por ello es critica para la planta tenga acceso a nutrientes mas alld de su propia zona
radicular. Un aspecto sobresaliente la RMC es que las plantas aportan C y se benefician de
manera colectiva, no de manera individual. Es por ello, que los nutrientes como el P se
distribuyen homogéneamente entre los integrantes de la red. Es posible que dicho
fendmeno ocurra en los cultivos de soja y que sea la causa de la correlacién hallada entre la
infectividad y la acumulacién de P del cultivo por unidad de superficie, y no por planta
individual. A su vez, esta red actia como un conducto de informacion entre plantas vecinas,
pudiendo transmitir compuestos que incrementan la resistencia a enfermedades (Song et
al., 2010). La existencia de RMC es corroborada por la correlacién positiva entre el
porcentaje de hifas cuantificado en raices de soja y la biomasa acumulada por la comunidad
de plantas (g m) (Johnson, 1993). Las vesiculas, en cambio, representan estructuras mas
benéficas para el hongo que para la planta (Kiers et al., 2011). Posiblemente, predominen en
ambientes de menores limitaciones nutricionales, con plantas mas desarrolladas
individualmente, donde el hongo no necesite invertir C en hifas para absorber mas P (Hart y
Reader, 2005). En sintesis, las RMC de HFMA estarian funcionando en el cultivo de soja

dando como resultado un mayor nivel de infectividad micorricica del suelo y una comunidad
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de plantas mas uniformes en cuanto al P y a la biomasa acumulada, gracias a una

distribucién equitativa de recursos.

Finalmente, sumado al efecto de la disponibilidad de P del suelo, el bajo nivel de
micorrizacion de las raices de soja en ambientes de la zona Mixta podria deberse a la
naturaleza arenosa de sus suelos. La macroporosidad de los suelos arenosos dificulta el
contacto entre el indculo y las raices de soja, lo cual es un requisito indispensable para el
inicio de la infeccion (Wilson y Trinick, 1983); ademas, la escasez de agua y las altas
temperaturas propias de un clima semiarido interfieren en las etapas de germinacion de
esporas (Tommerup, 1983) y el desarrollo de microorganismos intervinientes en dicho
proceso (Tommerup, 1985). Entonces, ante tal escenario, las esporas no habrian sido una
fuente de indculo exitosa y la colonizacién recaeria mayoritariamente sobre las redes de
micelio y fragmentos de raices micorrizadas. Se sabe que dichas estrategias favorecen a
algunas especies en detrimento de otras (Hart y Reader, 2005). Dado que la familia
Gigasporaceae depende fuertemente de las esporas para iniciar una infeccién ya que su
micelio tiene una infectividad relativamente nula, es mas probable que en estos ambientes
predominen especies de HFMA con hifas infectivas, tales Glomeraceae y Acaulosporaceae
(Biermann y Linderman, 1983; Hart y Reader, 2002; 2005). El conjunto de factores descriptos
inherentes a zonas semiaridas serian la causa de los menores niveles micorrizacion

observados en la zona Mixta.

2.5 CONCLUSIONES

El nivel de infectividad micorricica demostrd ser un indicador de la capacidad de un suelo
para iniciar una infeccién por HFMA autdctonos. En el presente capitulo se observd un
menor nivel de infectividad en los suelos de ambientes Mixtos y se atribuyd a la pobre
aptitud del ambiente para promover la micorrizacion debido a las condiciones semiaridas
predominantes en dicha zona de estudio. La formacion de estructuras micorricicas en las

raices de soja siguio los patrones observados del nivel de infectividad. La alta dependencia
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del cultivo de soja de los HFMA quedd demostrado por los altos niveles de micorrizacién

observados principalmente en la zona Agricola.

La infectividad del suelo estuvo fuertemente correlacionada con variables edaficas y del
cultivo. En base a los analisis de correlaciones se corroboré: el rol inhibitorio de la simbiosis
gue posee el P disponible, la relacion entre la reserva de Cy los HFMA, y la importancia de la
conservacion del agua del suelo para estos integrantes de la biota simbidtica. La
acumulacién de materia seca y P del cultivo estuvieron correlacionadas con la infectividad de
modo colectivo, lo cual sugiere la existencia de una red de micelio que conecta plantas
vecinas y distribuye uniformemente los recursos limitantes priorizando la performance de la

comunidad por encima de las plantas individuales.
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CAPITULO 3

COMPOSICION DE COMUNIDADES DE HONGOS FORMADORES DE
MICORRIZAS ARBUSCULARES EN LOTES DE SOJA DEL SUR DE LA PROVINCIA
DE CORDOBA

Resultados preliminares presentados:

Faggioli VS, F. Covacevich, K. Hernandez-Guijarro y MN. Cabello. 2014. Does soybean cultivation
generate losses of arbuscular mycorrhizal diversity? 33" New Phytologist Symposium:
Networks of Power and Influence: ecology and evolution of symbioses between plants
and mycorrhizal fungi. Zurich, Suiza. Symposio 14 a 16 de mayo 2014

Faggioli VS y MN Cabello. 2013. Biodiversidad de hongos formadores de micorrizas en un
gradiente ambiental y de uso de suelo de la provincia de Cérdoba. Actas Ill CONEBIOS.
Rio Cuarto 24 a 26 de abril 2013. Presentacion oral.

Faggioli VS y MN Cabello. 2013. Higher intensity land use allows sporulation of few species of
AMF improving phoshorus acquisition by soybean. VIl International Conference on
Mycorrhiza. 6-11 January 2013, New Delhi, India.
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3.1 INTRODUCCION

El avance de la agricultura es un hecho que no ha pasado desapercibido en los Gltimos afios.
Histdricamente, el suelo y la geografia eran los principales determinantes de la actividad
agropecuaria predominante en una regién. Asi, por ejemplo, la ganaderia quedaba relegada
a zonas marginales y suelos de baja fertilidad, mientras que la agricultura ocupaba las zonas
mas fértiles y présperas del pais. En la actualidad, en cambio, tal diferenciacién
practicamente ha desaparecido y el 84% de los suelos aptos para uso agropecuario son
ocupados por el cultivo de soja (SAGPyA, 2016). Independientemente de las causas de su
masiva adopcidn, su excelente adaptacién a una gran variedad de ambientes ha favorecido
su expansion. Como consecuencia, la sustitucion de pasturas y de vegetacién autéctona ha

generado una visible e inevitable pérdida de la biodiversidad.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) son uno de los componentes mas
importantes de la comunidad microbiana de los suelos. Pertenecen al phylum
Glomeromycota (SchiBler et al., 2001) y son organismos simbidticos obligados que se
asocian con el 80% de las especies vegetales (Trappe, 1987). A cambio de fotoasimilados, le
transfieren a la planta nutrientes tales como P, Zn, N y micronutrientes (Bucher, 2007), le
confieren resistencia a patogenos (Qian et al., 2015) y aumentan la tolerancia a sequia
(Grimberg et al., 2014). Los HFMA se encuentran ampliamente distribuidos en los
ecosistemas terrestres, desde desiertos, a bosques boreales y tropicales, suelos de uso
antrdpico, e incluso en la Antdrtida (Davison, et al., 2015; Cabello et al., 1994). A pesar de su
ubiquidad, han demostrado ser sensibles a las condiciones del ambiente en el que se
encuentran. En este sentido, puede decirse que el suelo y la geografia no sélo han
determinado el uso del suelo sino que también la composicion de comunidades de
microorganismos edaficos, entre ellos la de HFMA. Por ejemplo, se ha observado que una
de sus familias (Gigasporaceae) predomina en ambientes humedos y fértiles (Anderson,
1984; Veresoglou et al., 2014) y es mas abundantes en suelos de texturas arenosas (Jansa et
al., 2014; Lekberg, et al., 2006; Veldzquez, et al., 2013). Glomeraceae, en cambio, tiene a ser
mas abundante en suelos de textura arcillosa (Lekberg, et al., 2006; Veldazquez, et al., 2013).
Debido a que el hombre modifica las condiciones del suelo, también es un factor incidente
sobre las especies de HFMA a través de la fertilizacidén y laboreo del suelo, los pesticidas y la

eleccion de hospederos (Smith y Read, 2010). Las rotaciones de cultivo representan uno de
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los factores antrépicos mas significativos para estos hongos (Johnson et al., 1991). Los HFMA
son muy afectados por la comunidad vegetal con la que interactian. Las plantas
hospedadoras ejercen un rol clave sobre ellos. Algunos de los mecanismos implicados son el
favorecimiento selectivo de la esporulacion de ciertas especies de HFMA (Bever et al., 1996)
y la preferencia de la planta (Vanderkoornhuyse, et al., 2003). A ello debe sumarse la
competencia entre HFMA por la colonizacién radical (Lekberg et al., 2006). En consecuencia,
la comunidad autéctona de HFMA estara compuesta por todas aquellas especies que logren

adaptarse exitosamente a los filtros abidticos y bidticos del medio.

En nuestro pais, la gran extension de superficie destinada al cultivo de soja se caracteriza por
la unificacién de las practicas agrondmicas en un amplio rango de condiciones eddficas y
geograficas. De un modo inadvertido, dichas practicas también son aplicadas sobre los
HFMA. Por ejemplo, la masiva adopcién de la siembra directa desde los ‘90s, ha
conservado las redes hifales y propagulos de HFMA (Schalamuk et al., 2009). Al mismo
tiempo, el uso generalizado de glifosato podria estar afectando de manera directa e
indirecta a las comunidades de HFMA (Druille et al., 2015). Por otra parte, la sustitucion de
una comunidad vegetal diversa como las pasturas y flora autéctona por una especie de
escasa rotacion con otros cultivos es un factor potencialmente perjudicial para la diversidad
de HFMA. Johnson et al. (1991) han reportado que sucesivos ciclos de un mismo cultivo
impactan sobre la estructura de las comunidades micorricicas. Frente a este contexto de
simplificacion del manejo agrondmico, la principal diferencia entre lotes de soja es su
ubicacién geografica. Queda por esclarecer en qué medida la composicién de las
comunidades autéctonas de HFMA manifiesta dicha homogeneizaciéon en las practicas

agronomicas o si aun refleja el historial de uso determinado por su localizacion.

El método tradicionalmente empleado para el estudio de los HFMA se basa en la
identificacion de las esporas presentes en el suelo. Las esporas son células individuales
multinucleadas formadas principalmente en la parte apical de hifas esporégenas del micelio
extra-radical. Debido a que muchos componentes de la estructura subcelular de las esporas
(como la de las [aminas de la pared) son estables en condiciones ambientales diferentes, son
consideradas como las estructuras mas importantes para la identificacion morfoldgica de los
HFMA. Algunas estructuras diagndsticas de las esporas son: tamafio, color, forma, formacion

de esporocarpos, caracteristicas de la pared (numero y grosor de capas, reaccidon con iodo,
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ornamentaciones) y caracteristicas de la hifa sustentora o del saculo esporifero, entre otras.
Las esporas colectadas a campo dan una idea de la abundancia y de la diversidad de especies
HFMA que esporulan en esas condiciones ambientales (Btaszkowski, 2012). Dado que una
alta proporcién de HFMA produce esporas estacionalmente, la estimacion de la diversidad
de especies de HFMA debe realizarse complementariamente con la induccién a esporular en
cultivos trampa (Brundrett et al., 1999). La identificaciéon taxondmica de Glomeromycota
basada en la morfologia de esporas es una tarea compleja que requiere de experiencia y es

posiblemente una de las causas de la escasa informacién disponible en Argentina.

El objetivo general de este capitulo fue estudiar la composicién de comunidades autdctonas
de HFMA a partir de la identificacion de esporas extraidas de lotes de soja, cuyas
caracteristicas edaficas y geograficas determinaron historiales de uso contrastantes en una
region comprendida en el centro — Sur de la Pcia de Cdrdoba. Los objetivos especificos
fueron: a) estimar los niveles de densidad de esporas, riqueza, diversidad y composicion de
las comunidades de HFMA; y b) estimar las correlaciones entre dichos pardmetros con
variables del suelo y del cultivo. Se muestrearon 126 lotes de soja distribuidos en el area
semidrida y arenosa de historial ganadero; en la zona agricola de suelos fértiles y limosos de
la Pampa Ondulada, y regiones de reciente desmonte ubicadas en la zona serrana. En base
a la bibliografia local consultada, no hemos hallado antecedentes de un relevamiento
taxondmico con una intensidad de muestreo comparable. Esperamos que la informacion
generada sirva de referencia para futuros estudios tendientes a analizar la evolucién de las

comunidades de HFMA en estos agroecosistemas.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Area de estudio, muestreo y acondicionamiento de muestras

El area de estudio correspondid a las zonas homogéneas Agricola, Mixta y de Sierras,
descriptas en el Capitulo 2. Los detalles sobre el muestreo de suelo y acondicionamiento de

muestras también se presentaron en el Capitulo 2.

Extraccion de esporas
Los detalles metodoldgicos se presentan en el Capitulo 2.

Multiplicacién de esporas con plantas trampa

Con la finalidad de promover la formacién de esporas de especies nativas de HFMA se
realizé un experimento con plantas trampa de 10 meses de duracién. El suelo fresco extraido
de la linea de siembra de lotes de soja se mezclé con arena fina tindalizada (1 h a 120 C, 2
veces cada 24 hs) en una relacién 2:1 (v/v) y se colocé en macetas de 1,5 | por triplicado (372
macetas). Para este experimento se utilizaron plantas de rye grass perenne (Lolium perenne
L. cv Fusta) y de trébol blanco (Trifolium repens L. cv Rubi) debido a que ambas especies
representan importantes grupos funcionales de plantas (graminea y leguminosa) y por su
reconocida aptitud como huéspedes en la simbiosis micorricica. Las semillas se
desinfectaron en una solucién 10% H,0, durante 5 minutos y se enjuagaron con agua
destilada. Se sembraron 50 semillas de cada especie por maceta. Las macetas se
mantuvieron a 60% de capacidad de campo con agua destilada. Las condiciones de la camara
se mantuvieron con un fotoperiodo de dia/noche equivalente a 8/16 h y 25/209C,
respectivamente. La intensidad de la iluminacion fue de 500 umol fotones m? st y la
humedad relativa se mantuvo entre un 40 — 60%. Para intensificar la produccién de esporas
se realizaron dos ciclos de secado de plantas y resiembra a los 90 y 180 dias de la siembra
inicial. El riego se suspendid 2 semanas antes de cada resiembra y de la finalizacion del
experimento. Después de 10 meses, las plantas se descartaron y el suelo de cada maceta se
tamizdé por 2 mm de malla y almacend en bolsas pldsticas a 52C hasta la extraccion e
identificacion de esporas. Cabe resaltar que las plantas trampas sdlo tuvieron la finalidad de
promover la formacién de esporas de aquellas especies que podrian haberse no detectado

en el muestreo de campo.
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Determinaciones

Se realizé la extraccidon e identificacion de esporas de HFMA y se estimaron los indices
descriptos en el Capitulo 2. Se consideraron las variables de suelo, cultivo y micorrizacién

presentadas en el Capitulo 2.

Analisis estadistico de los resultados

Se estudiod la riqueza y composicién de las comunidades de HFMA de las diferentes zonas
homogéneas del S de la provincia de Cérdoba. Las comparaciones entre las propiedades de
suelo, pardmetros vegetales, riqueza y densidad de esporas se realizaron mediante test no
paramétrico por comparaciéon de pares de rangos del test Kruskal-Wallis (Di Rienzo, 2014).
Se utilizaron modelos lineales para analizar la correlacion entre las variables en estudio con
la riqueza y densidad de esporas mediante correlaciones de Spearman. Se estimo el indice
de diversidad de Shannon para cada zona y sub-zona mediante la aplicacion del software
Infostat (Di Rienzo, 2014). Los analisis de composicion de comunidades se realizaron a partir
de la proporcién relativa de especies dentro de cada muestra utilizando la funcién decostand
() (método de estandarizacion = “total”) del paguete de R VEGAN (Oksanen, 2013). Para
identificar qué especies se asociaron con una zona en particular se utilizd el analisis de
especie indicadora (Dufrene y Lagendre, 1997) implementando la funcién indval () del
paquete LBDSV del software estadistico R (Robert, 2012) y se consideraron Unicamente
aquellas especies con un valor indicador superior a 0,25. Se identificaron como especies
abundantes a aquellas que presentaron mas de 25% de abundancia relativa en alguna
muestra. El efecto de las condiciones propias de cada zona homogénea sobre las
comunidades de HFMA se analizé mediante analisis permutacional multivariado de la
varianza (Anderson, 2001) usando la funcidon Adonis () con 9999 permutaciones, del software
R. Mediante dicho analisis es posible detectar si la composicion de la comunidad de HFMA
de una zona difiere estadisticamente de otra. El analisis fue realizado con las matrices de
abundancia relativa. La dispersion multivariada de los grupos se estimé mediante la funcién
betadisper () del paquete VEGAN puesto que podrian hallarse efectos significativos debido a
diferencias en la dispersién y no a cambios en la composicién de la comunidad. Se hallé que

no era diferente entre las zonas en estudio (p>0,05). La variacion en la composicién de las
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comunidades de HFMA de las muestras extraidas directamente de los lotes de soja se
visualizd mediante un escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS tridimensional, con
50 iteraciones) usando la funcién metaMDS () de VEGAN. Se graficaron elipses
correspondientes a cada zona (Agricola, Mixta, Sierras) con la funcién ordiellipse (),
graficando los desvios estdndar de los promedios ponderados. Las correlaciones lineales
entre los datos de NMDS vy las variables de suelo y cultivos medidas se estimd con la funcién
envfit () de VEGAN, y se graficaron los vectores significativos (p.max = 0.05) segun lo
propuesto por Oksanen (2013). Las correlaciones matriciales entre la composicion de las
comunidades de HFMA vy variables de suelo y cultivo se estimaron por correlaciones de
Mantel comparando las matrices de distancia de las comunidades (distancia Bray-Curtis) y
cada una de las variables explicativas (distancia Euclidea) segun lo propuesto por Moora et

al. (2014).

3.3 RESULTADOS

Especies de HFMA halladas en lotes de soja

Se identificaron 29 especies de HFMA del total de muestras de suelo extraidas de lotes de
soja. En la zona Agricola se hallaron 24, en la Mixta 15 y en las Sierras 17. Las esporas que
pudieron identificarse hasta el nivel de especie, en orden alfabético fueron: Acaulospora
koskei Blazskowsky; Acaulospora mellea Spain & Schenk; Acaulospora excavata Ingleby;
Acaulospora scrobiculata Trappe; Ambispora appendicula (Schenck) Walker; Ambispora
fecundispora (Schenck & Smith) Walker; Ambispora gerdemannii (Rose) Walker;
Claroideoglomus claroideum (Schenck & Smith) SchiiBler & Walker; Claroideoglomus
etunicatum (Becker & Gerdemann) SchiiBler & Walker; Diversispora spurca (Pfeiffer)
SchiBler & Walker; Entrophospora baltica Blazskowsky; Entrophospora infrequens (Hall)
Ames & Scheneider; Funneliformis caledonium (Nicolson y Gerdemann) Schifler & Walker;
Gigaspora decipiens Hall & Abbott; Gigaspora margarita Becker & Hall; Glomus fuegianum
(Spegazzini) Gerdemann & Trappe; Glomus tortuosum Schenck & Smith; Racocetra fulgida
(Koske & Waker) Oehl; Racocetra gregaria (Nicolson & Schenck) Oehl; Racocetra pellucida
(Nicolson & Schenck) Walker & Sanders; Racocetra persicae (Koske y Walker) Oehl;

Rhizofagus clarus (Nicolson & Schenck) Schiler & Walker; Rhizophagus irregulare
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(Blazskowsky) SchiiBler & Walker; Glomus microaggregatum Koske & Gemma; Scutellospora
biornata Spain; Scutellospora heterogama Oehl; y Septoglomus constrictum (Trappe)
SchiiBler & Walker. Adicionalmente, se hallaron esporas del género Funneliformis que no se

pudieron identificar a nivel de especie.

En la Tabla 3.1 se presentan las abundancias relativas de cada especie en los sitios de
estudio. Se destacaron Claroideoglomus etunicatum y Acaulospora scrobiculata por su alta
frecuencia y abundancia en todas las muestras de campo. En la sub-zona agricola M)
también se observd alta frecuencia y abundancia de Glomus fuegianum, mientras que en la

sub-zona serrana RCs se destacé Ambispora gerdemannii.

Especies de HFMA obtenidas de plantas trampa

En el experimento con plantas trampa se hallaron un total de 28 especies (Tabla 3.1). Las
cuales se distribuyeron de la siguiente manera: 21 en la zona Agricola, 17 en la Mixta y 14 en
las Sierras. Luego de los 10 meses de duracion de este experimento con suelo extraido
directamente de los lotes de soja, se identificaron 7 especies mas que a partir de las
muestras de campo lo que permitié incrementar el set de especies descriptas. Dos de éstas
correspondieron a Ambispora sp y Gigaspora sp que no pudieron ser identificadas al nivel de
especie. Las 5 restantes fueron: Acaulospora delicata Walker & Bloss; Acaulospora laevis
Gerdemann & Trappe; Entrophospora nevadensis Palenzuela; Pacispora chimonobambuceae
(Wu & Lu) Walker; Pacispora scintillans (Rose & Trappe) Walker; y Rhizophagus intraradices
(Schenck & Smith) Schipler & Walker. Como se observa en la Tabla 3.1, las plantas trampa

aumentaron la riqueza hallada en las zonas Agricola y Mixta, pero no en Sierras.

En términos generales, la frecuencia y abundancia fue similar a la observada en las muestras
de campo, con algunas excepciones. Primero, Claroideoglomus etunicatum fue
considerablemente mas abundante en las plantas trampa que en los lotes de soja. En
segundo lugar, Rhizophagus intraradices sélo se detectd en este experimento y estuvo

ausente en el relevamiento realizado de los lotes de soja.
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Tabla 3.1: Abundancia relativa de esporas (%) de HFMA halladas en campo y plantas trampa
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Agricola Mixto Sierra Agricola Mixto Sierra
Ca MJ La RC VHVM RCs Ca MJ La RC VH VM RCs
Campo Plantas trampa

Especies frecuentes y abundantes
Claroideoglomus etunicatum Dl
Acaulospora scrobiculata |

o@l_

Funneliformis mosseae

°

@
°

L]

@ o [

Diversispora spurca

e L [ @@
|-
e L L @L

@
oj

Coe Ll @

Acaulospora mellea

e o[ @@

e o o o o o
°
C °

Gigaspora margarita

e o o[ | o @
ooo|_|_l_[:|

Racocetra pellucida

[ o o @
@ o [

Glomus fuegianum

o o [
o o[ [@

Claroideoglomus claroideum

Septoglomus constrictum [l

Gigaspora decipiens

O

U
Ambispora gerdemannii L _| ° e o
[ ]
Rhizophagus clarus ° |
Racocetra persicae ° e [ | o
Rhizophagus intraradices ® o U U
Especies frecuentes, poco abundantes
Rhizophagus irregulare | ° ° °
Glomus tortuosum | o o °
Scutellospora biornata o o ° °
Racocetra gregaria ° ° ° °
Acaulospora excavata ° ° °
Acaulospora laevis ° ° °
Entrophospora baltica . ° °
Racocetra fulgida N °
Scutellospora heterogama ° °
Acaulospora delicata ° °
Ambispora fecundispora . °
Entrophospora infrecuens ° °
Entrophospora nevadensis ° °
Rhizophagus microaggregatum . °
Especies poco frecuentes y poco abundantes
Ambispora sp °
Gigaspora sp °
Funneliformis caledonium °
Pacispora chimonobambuceae °
Acaulospora koskei ° °
Pacispora scintillans °
Ambispora appendicula °

Funneliformis sp °

Total de especies por sitio 10 11 19 11 21 5 17 7 21 11 11 13 10 14

Referencias: |i| > 50%, Dl 25-50%, _| 15-25%, (. 5-15%, e <1-5% del total de esporas de cada sitio.
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Curvas de acumulacidn de especies

Se observé que las muestras provenientes de las zonas Agricola y Sierras tuvieron
pendientes mas pronunciadas y que posiblemente algunas especies aun no hayan sido
identificadas ya que las curvas no llegaron a ser completamente asintdticas. En la zona
Mixta, en cambio, la intensidad de muestreo demostrd ser suficiente como para captar la

riqueza de especies de dicho ambiente (Figura 3.1).
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0 50 100 150

Numero de muestras

Figura 3.1: Curvas de acumulacidn de especies de las zonas Agricola, Mixta y Sierras
construidas con las especies de Glomeromycota identificadas a partir de las muestras de
campo y plantas trampa.

indices biolégicos

La rigueza de especies por muestra en cada zona fue: 2,38 Agricola; 2,72 Mixta; y 4,5 Sierras
(Agricola = Mixto < Sierras, Kruskal-Wallis p< 0,01). La diversidad (Shannon) fue: 1,78; 2,27 y
2,32; mientras que la dominancia (Simpson): 0,27; 0,16 y 0,13 para las zonas Agricola, Mixta
y Sierras, respectivamente. En ambos indices la zona Agricola difirio de Mixta y Sierras, sin
diferencias entre éstas (Kruskal-Wallis p< 0,01). El experimento de plantas trampa permitid
incrementar la riqueza sélo en el sitio agricola MJ y el mixto VM, ambos tuvieron 1,91 y 2

veces mas especies en las trampas que en el campo, respectivamente. (Tabla 3.2).
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Agricola Mixto Sierras

Ca M) La RC VH VM RCs
Anadlisis de muestras de campo
Riqueza por muestra 2,56bc  2,21c 3,13 abc 3,44 ab 2,46 ¢ 1,86 ¢ 4,5a
Riqueza por sitio 10 11 19 11 21 5 17
indice de Dominancia (Simpson) 0,31a 0,25 ab 0,22 ab 0,21ab 0,14c 0,39a 0,13c
Diversidad de especies (Shannon) 1,6 bc 1,65 bc 1,94 bc 1,84ab 2,25a 1,19 ¢ 2,32 a
Diversidad de géneros (Shannon) 15b 1,39b 1,63b 1,55b 2,06ab 1,11b 2,11a
Anadlisis de muestras de plantas trampa
Riqueza por muestra 2,4 ab 3,3a 1,83 b 2,67 ab 1,79 b 3,5a 3,1a
Riqueza por sitio 7 21 11 11 13 10 14
indice de Dominancia (Simpson) 0,20 0,21 0,27 0,17 0,27 0,20 0,21
Diversidad de especies (Shannon) 1,44 2,27 1,67 1,61 1,76 1,55 1,64
Diversidad de géneros (Shannon) 1,04 1,92 1,37 1,18 1,56 1,47 1,42
Resumen de andlisis de muestras de campo y plantas trampa
Riqueza total por sitio 15 25 24 16 26 12 23
Relacién entre especies halladas
En plantas trampa/campo 0,70 1,91 0,58 1,00 0,62 2,00 0,82

Letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas entre sitios (Kruskal-Wallis, p <0.05)
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Densidad de esporas

El nimero de esporas hallado en los lotes de soja presentd una gran variacion entre sitios
(Figura 3.2). Estuvo comprendido entre 9,14 a 95 esporas 100g™, en los sitios VM vy Ca,
respectivamente. Los valores medios (n 100g suelo™) fueron: 43,5 (+ 14,55) en zona
Agricola; 49,9 (+ 7,57) en zona Mixta y 58,2 (+10,54) en la zona de Sierras. No se registrd

diferencias estadisticamente significativas entre ellas, pero si se detectaron entre sub-zonas

(Figura 3.2)
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Figura 3.2: Densidad de esporas de HFMA (n 100g suelo™) hallada en lotes de soja de diferentes
zonas homogéneas de la Provincia de Cérdoba: Agricola: Ca (Canals) y MJ (Marcos Juarez); Mixto:
La (Laboulaye), RC (Rio Cuarto), VH (Villa Huidobro) y VM (Villa Maria); Sierras: RCs (Rio Cuarto).
Las lineas sdlidas representan la mediana. Letras distintas en las cajas indican diferencias
estadisticamente significativas por comparacion de rangos Kruskal Wallis (p< 0.05)
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Especies abundantes

Se detectaron 4 especies cuya abundancia relativa fue mayor a 0,25 en al menos una
muestra: Acaulospora scrobiculata; Claroideoglomus etunicatum; Funneliformis mosseae y

Glomus fuegianum (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Especies mdas abundantes de Glomeromycota en lotes de soja de diferentes zonas
homogéneas de la Provincia de Cérdoba: Agricola: Ca (Canals) y MJ (Marcos Juarez); Mixto: La
(Laboulaye), RC (Rio Cuarto), VH (Villa Huidobro) y VM (Villa Maria); Sierras: RCs (Rio Cuarto). Las
lineas sdlidas representan la mediana. Letras distintas en las cajas indican diferencias
estadisticamente significativas por comparacion de rangos Kruskal Wallis (p< 0.05)
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Especies indicadoras

Se identificaron especies cuya presencia y abundancia pudo asociarse con una determinada

zona homogénea. (Tabla 3.3)

Tabla 3.3: Especies de Glomeromycota indicadoras de las zonas homogéneas

Zona Especie Valor indicador p_value
Agricola Glomus fuegianum 0.475 0.015
Sierras  Ambispora gerdemannii 0.462 0.001
Diversispora spurca 0.365 0.001

Racocetra fulgida 0.300 0.001

Racocetra persicae 0.245 0.005

HFMA y variables del suelo y del cultivo.

Se observd que la altitud y el contenido de P del suelo fueron las Unicas variables edaficas
correlacionadas significativamente con los indices biologicos de HFMA (Tabla 3.4). Con
respecto a la variable “altitud” cabe aclarar que las muestras provenientes de la zona de
Sierras estaban ubicadas en las zonas mas altas (msnm) del area de estudio (Tabla 2.1). Es
decir, el efecto sobre los indices micorricicos evaluados no corresponde a la altura por si

misma, sino a las condiciones edafo-climaticas y bioldgicas del agroecosistema Sierras.

Entre las determinaciones realizadas sobre el cultivo de soja, la concentracién de P (mg g?) y
la acumulacién de P (mg pl™?) se correlacionaron con la riqueza de especies. Sélo la
concentracion de P mostrd correlacion significativa con la diversidad y no se observaron
variables del cultivo correlacionadas con la densidad de esporas. Adicionalmente, se estimd
la correlacién entre la concentracién de P (mg g™) y el P del suelo (mg kg™) y se observé una
correlacién positiva significativa (Spearman, p<0,01; R= 0,23. El P del suelo no tuvo otras

correlaciones significativas con las variables del cultivo analizadas.
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Tabla 3.4: Analisis de correlacion de Spearman entre indices bioldgicos de HFMA vy
variables de suelo y del cultivo de soja.

Riqueza Diversidad Densidad Dominancia

Variables de suelo

P mg kg™ -0,22%*  -0,21** -0,24*** 0,18*
Altitud msnm 0,37***  0,40%** 0,29%**  .0,39***
C % -0,10 -0,12 -0,05 0,10
N mg kg™ 0,03 0,08 0,07 0,04
pH 0,01 -0,01 0,02 0,03
CE uS cm™ 0,01 -0,05 0,05 0,09
Arena % 0,11 0,10 0,11 -0,06
Arcilla % -0,11 -0,10 -0,11 0,06
Agua % 0,01 0,02 0,05 0,05
Variables del cultivo
P mgg”’ -0,29***  .0,21** -0,18 0,17
mg pl™ -0,19* -0,16 -0,09 0,09
mg m™ -0,10 -0,11 -0,01 0,03
Biomasa g pI'1 -0,02 -0,01 0,05 -0,03
gm? 0,12 0,07 0,13 -0,14
Densidad pl m™ 0,14 0,07 0,07 -0,09

Los p-values se indican: *.p<0,05; **.p<0,01; ***.p<0,001 y se resaltaron en negrita

Géneros de Glomeromycota
Distribucion relativa

Los géneros mdas abundantes hallados en los lotes de soja fueron Acaulospora,
Claroideoglomus y Glomus (Figura 3.4). Mientras que Glomus predomind en ambas sub-
zonas agricolas (Ca y M), Claroideoglomus lo hizo en 3 de las sub-zonas mixtas (La, VH y RC).
Ademads, aunque en menor proporcidn que los géneros mencionados anteriormente, se
registrd la presencia de Gigaspora y Funneliformis en todos los sitios muestreados. Por otra
parte, Rhizophagus se encontré en las zonas Mixtas y de Sierras, pero estuvo ausente en la

Agricola.
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Figura 3.4: Distribucion relativa de géneros de Glomeromycota hallada en lotes de soja de
diferentes zonas homogéneas de la Provincia de Cérdoba: Agricola: Ca (Canals) y MJ (Marcos
Judrez); Mixto: La (Laboulaye), RC (Rio Cuarto), VH (Villa Huidobro) y VM (Villa Maria); Sierras: RCs
(Rio Cuarto).
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Riqueza de géneros

Se identificaron un total de 8 géneros de Glomeromycota. En términos absolutos, la riqueza
de géneros hallada en lotes de soja fue comparable a la riqueza de especies (Tabla 3.2,
Figura 3.5). Los sitios con mayor numero de géneros fueron los de Sierras con un promedio
de 4,10 géneros por sitio (+0,66) y el de la zona Mixta RC 3,22 (+0,40); le siguieron La 2,80
(£0,25), Ca 2,44 (+0,44), VH 2,31 (+0,21), MJ 2,11 (0,25) y VM 1,86 (£0,26). La mayor
dispersion se registro en la zona de Sierras donde se observé una muestra con 9 géneros de

HFMA, lo que constituyd el mayor valor observado en este estudio.
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Figura 3.5: Riqueza de géneros de Glomeromycota hallada lotes de soja de diferentes zonas
homogéneas de la Provincia de Cérdoba: Agricola: Ca (Canals) y MJ (Marcos Juarez); Mixto: La
(Laboulaye), RC (Rio Cuarto), VH (Villa Huidobro) y VM (Villa Maria); Sierras: RCs (Rio Cuarto). Las
lineas sdlidas representan la mediana. Letras distintas en las cajas indican diferencias
estadisticamente significativas por comparacion de rangos Kruskal Wallis (p< 0.05)
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Analisis de comparaciéon de composicion de comunidades

Mediante test de analisis de varianza permutacional (PERMANOVA) se compard la
composicidon de las comunidades de HFMA entre zonas y sub-zonas. En términos generales,
se observd que la comunidad de HFMA de la zona Agricola tuvo una composicion de
especies estadisticamente diferente a la de Sierras (PERMANOVA, p< 0,004; R=0,11) pero no
distinta a la observada en la zona Mixta (PERMANOVA, p<0,058; R=0,02). Por su parte, las
zonas Mixta y de Sierras también difirieron entre si (PERMANOVA, p<0,019; R=0,10). Los
resultados indican que la comunidad de HFMA de Sierras fue diferente a las otras dos zonas
estudiadas. Las comparaciones entre sub-zonas se presentan en la Tabla 3.5. Puede
concluirse que a pesar de ciertas diferencias individuales entre sitios, la totalidad de las

comunidades de HFMA de las sub-zonas Agricolas y Mixtas fueron distintas a la de Sierras.

Tabla 3.5: Parametros del test de comparacion de composicion de comunidades de

Glomeromycota (PERMANOVA)

PERMANOVA Agricola Mixto
R\ p-value" Ca M) La RC VH VM
Agricola Ca

M) 0.02 ---
Mixta La 0.02 0.03 ---

RC 0.16* 0.11%** 0.04 ---

VH 0.01 0.02 0.01 0.06

VM 0.12 0.07 0.04 0.11 0.06 ---
Sierras RCs 0.14** 0.11%* 0.10** 0.12*  0.05* 0.21**

Los p-values se indican: **. <0,01; *.<0,05 y se resaltaron en negrita.
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Composicion de comunidades de HFMA

La composicion de las comunidades de HFMA se represento graficamente en la Figura 3.6. La
altitud (msnm), la riqueza de especies de HFMA hallada en los lotes de soja y el contenido de
P vegetal por unidad de superficie (mgP m™) estuvieron correlacionados linealmente con la
composicion de las comunidades en un sentido opuesto al del P extractable del suelo (mgP
kg™). El test de Mantel arrojé similares tendencias que los vectores para las mismas
variables: P vegetal (p<0,05, R= 0,10); riqueza de especies (p<0,001, R= 0,19); altitud
(p<0,006, R=0,10) y P extractable (p<0,01; R=0,15).
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Figura 3.6: Composicion de comunidades de Glomeromycota de lotes de soja en zonas
homogéneas del S de la Provincia de Cérdoba (NMDS, stress = 0,11). Las elipses indican
una unidad de desviacion estandar alrededor del centroide de cada grupo. Las flechas
representan a los vectores de las variables con ajuste estadisticamente significativo
(p<0.05). La punta de la flecha indica la direccion del gradiente y su longitud la magnitud
de la correlacion. Los vectores con significancia estadistica fueron: P_suelo (P extractable
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mg kg'l); P_planta (P en plantas de soja mg m'z); Riqueza de especies de esporas de HFMA
presente en las muestras; Altitud (msnm).

3.4 DISCUSION

En total en este trabajo se identificaron 36 especies de Glomeromycota, 7 de las cuales se
hallaron luego de multiplicacion en plantas trampa (Tabla 3.1). Considerando que se realizd
solo un muestreo en un momento del ciclo del cultivo, representa uno de los relevamientos
de mayor riqueza de especies hallada en un agroecosistema. Este resultado coincide con lo
hallado por Cofré (2014), quien definid sitios de buenas practicas agricolas, practicas no
sustentables y ambientes naturales, y hallé6 en ellos un total de 43, 37 y 44 especies,
respectivamente. En su relevamiento los sitios de practicas agricolas no sustentables (37
especies) correspondieron a lotes con un alto grado de monocultivo de soja. Tal manejo
agronomico es uno de los mas habituales en el S de la Provincia de Cérdoba por lo que
podria considerarse el sitio mas comparable con los resultados obtenidos en esta tesis. Por
otra parte, Colombo et al. (2014) identificaron 29 especies en tres sitios de la Pampa
Ondulada pero como este resultado incluye suelos pristinos, la riqueza de especies podria
estar sobreestimada para comparaciones con sitios de uso agricola. Otros autores de
nuestro pais abordaron el estudio de la diversidad de Glomeromycota a partir de disefios
experimentales, por ejemplo: Schalamuk y Cabello (2009) y Schalamuk et al. (2006) hallaron
un total de 24 y 21 especies, respectivamente, bajo cultivo de trigo. Menéndez et al. (2001)
estudié diferentes rotaciones de gramineas y leguminosas identificando 17 especies de
HFMA. En un relevamiento de ambientes naturales, Lugo y Cabello (2002) identificaron las
especies de Glomeromycota asociadas a diferentes gramineas en zonas de montana y
también observaron 17 especies. A pesar que la riqueza observada en esta investigacion fue
una de las mas altas citadas en nuestro pais, aun quedan mas especies por identificar en los
sitios Agricolas y de Sierras por lo que la riqueza seria aun mayor si se intensificaran los
muestreos (Figura 3.1). Sobre la base de los antecedentes mencionados, podria deducirse
que dentro de la problematica asociada al avance de la frontera agricola por el cultivo de
soja, el mantenimiento de niveles elevados de especies de HFMA seria un aspecto favorable
desde el punto de vista de la conservacidn de especies de este representante de la

microbiota autdctona del suelo.
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El historial de uso del suelo asociado a las zonas homogéneas definidas en este estudio
afectd sensiblemente la riqueza de especies de las muestras (Tabla 3.2). Los lotes
muestreados en la zona de Sierras se generaron recientemente luego de la eliminacion de la
vegetacidon autdctona. Estas muestras alcanzaron un promedio de 4,5 especies y superaron
al promedio de la zona Agricola y Mixta en un 89% y 65%, respectivamente. La misma
tendencia se observo con los indices de diversidad tanto de especies como de géneros. Las
especies de HFMA presentes en un suelo son aquellas que se adaptaron a las condiciones de
geografia y uso del suelo (Jansa et al., 2014). Se ha reportado que suelos con vegetacién
nativa poseen mayor diversidad que cuando son afectados por la mano del hombre (Cofré,
2014; Colombo et al.,, 2014). Es de esperar, entonces, que un suelo cuya vegetacion
autoctona ha sido removida recientemente, conserve una microbiota edafica de mayor
riqueza y diversidad que suelos de mayor historial de uso antrépico. De esta manera, los
HFMA hallados en los lotes de soja de la zona serrana evidencian un menor historial de uso

por el hombre a través de sus parametros de riqueza y diversidad.

El conjunto de especies halladas en este trabajo y su abundancia constituyen un registro
sobre la estructura de la comunidad de Glomeromycota en cultivos de soja para el adrea de
estudio. Para comprender el impacto de estas comunidades en el ecosistema, Peay (2014)
propone basarse en la ecologia de aquellas especies de HFMA que son importantes tanto
por su abundancia como por su presencia en determinadas condiciones. En este sentido, del
conjunto de 36 especies halladas en esta tesis, 4 de ellas se destacaron por su abundancia:
Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus etunicatum, Funneliformis mosseae y Glomus
fuegianum (Figura 3.3, Tabla 3.1). Las tres primeras especies han sido frecuentemente
citadas en una amplia gama de ecosistemas terrestres y se caracterizan por su ubicuidad
(Oehl et al., 2010; Davison et al., 2015). Glomus fuegianum, en cambio, no constituye una
especie tan habitual en los relevamientos publicados por la comunidad cientifica. Cofré
(2014) registr6 una gran abundancia Acaulosporaceae, Claroideoglomeraceae vy
Glomeraceae principalmente en los sitios de manejo agricola no sustentable. Funneliformis
mosseae y Claroideoglomus etunicatum han sido frecuentemente citados por su abundancia
en sistemas de labranza convencional, lo que demuestra su gran adaptacion a la actividad
antrépica (Daniell et al., 2001; Helgason et al., 1998; Oehl et al., 2010). Estas 4 especies han

logrado sobreponerse exitosamente a las practicas agrondmicas relacionadas con la
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produccién de soja, tales como el uso de pesticidas y la fertilizacion, las cuales afectan
negativamente a ciertas especies de Glomeromyota (Druille et al., 2015; Schalamuk et al.,
2006). Posiblemente, ante reiterados ciclos de cultivo, la abundancia de estos hongos en el
suelo luego de la cosecha sea una ventaja al momento de infectar raices de la campafia
siguiente. Las principales fuentes de propdagulos de cualquier HFMA son las esporas, las hifas
y las raices infectadas de las plantas (Smith y Read, 2010). Las especies de Acaulospora,
Claroideoglomus y Funneliformis pueden aprovechar las tres fuentes de indculo: a) su alta
tasa de produccién de esporas le permite mantener una infectividad elevada para un nuevo
ciclo agricola o bien para reinfecciones en la misma campana; b) se ha comprobado que las
hifas de estas especies son altamente infectivas incluso en situaciones de déficit hidrico
(Jasper et al., 1989), y c) las raices infectadas le permiten iniciar nuevas colonizaciones de un
ciclo de cultivo a otro gracias a la presencia de vesiculas intraradicales que actdan como
estructuras de reserva (Biermann y Linderman, 1983). Cabe agregar que la afinidad de estas
especies de HFMA con las plantas de soja constituye un mecanismo necesario para explicar
la gran abundancia y frecuencia hallada en este estudio (Bever et al., 1996; Helgason et al.,

2002; Vanderkoornhuyse, et al., 2003).

Una especie indicadora es una especie biolégica que define un rasgo o caracteristica del
ambiente en el que se encuentra. La zona Agricola fue caracterizada por una Unica especie
indicadora: Glomus fuegianum (Tabla 3.3). Casualmente, dicha especie fue identificada por
Spegazzini en 1887 y constituye el primer espécimen de HFMA citado en Argentina. La
identificacion de esta especie como un miembro representativo de la zona de mayor
historial sojero merece su consideracion por diversos motivos. Primero, esta zona es una de
las mas fértiles y productivas de nuestro pais y una de las pioneras en la implementacion de
la siembra directa y del cultivo de soja (Ghida-Daza y Sanchez, 2009). En segundo lugar,
Glomus fuegianum es una especie que no ha reportado elevados niveles de abundancia
segln antecedentes bibliograficos internacionales donde se detecté su presencia
(Blaszkowski et al., 1998, Goto y Maia, 2005, McGee y Trappe, 2002), pero es
frecuentemente citada en relevamientos taxondmicos nacionales (Becerra et al., 2011;
Cofré, 2014; Colombo et al., 2014; Lugo y Cabello, 2002). Las especies indicadoras de la zona
de Sierras fueron Ambispora gerdemannii, Diversispora spurca, Racocetra fulgida y

Racocetra persicae (Tabla 3.3). La gran diversidad de familias a la que corresponden estas
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especies es un reflejo del reciente pasado de estos suelos cubierto por una comunidad
vegetal autdctona y diversa (Torrecillas et al., 2012). La familia Ambisporaceae no es una de
las mas citadas en los relevamientos taxondmicas de agroecosistemas. No es muy frecuente
ni abundante (Cofré, 2014), y se ha hallado asociada preferentemente a arbustos (Sun et al.,
2013). En comparacion con otras familias de Glomeromycota, se conoce muy poco acerca de
su ecologia y distribucion (Smith y Read, 2010). Por otra parte, Jansa et al. (2014) y Liu et al.,
(2015) observaron que Diversispora sp predomina en ambientes ricos en humus. Liu et al.
(2015) y detectd que su abundancia relativa se incrementé frente a aumentos de la
fertilidad, humedad y materia organica del suelo siguiendo un patréon opuesto al de Glomus.
Esto demuestra que Diversispora es mas comun de encontrar en suelos de bajo historial de
uso antrépico. Por ejemplo, Camenzind et al. (2014) y Saks et al. (2013) hallaron una gran
abundancia de Diversisporales (i.e. Gigasporaceae y Diversisporaceae, entre otros) en suelos
de una reserva natural tropical y templada, respectivamente; lo contrario a ambientes
agricolas donde predomina casi exclusivamente Glomeraceae (Alguacil et al., 2008; Bainard
et a., 2014; Daniell et al., 2001; Helgason et al., 1998). Finalmente, las especies de la familia
Gigasporaceae (i.e. Racocetra), se caracterizan por habitar suelos ricos en nutrientes y
buena provision hidrica (Anderson et al., 1984). Son especies que colonizan las raices a
través de la germinacién de sus esporas puesto que el micelio no es infectivo (Biermann y
Linderman, 1983). Ademads, poseen una gran importancia desde el punto de vista funcional
puesto que la produccién de hifas extraradicales es usualmente mas alta que la producida
por otras familias como Glomeraceae (Hart y Reader, 2002) y en consecuencia es mayor su
contribucién a la adquisicion de nutrientes (Maherali y Klironomos, 2007). La diversidad de
especies indicadoras de lotes de soja en la zona de Sierras es una evidencia de la resiliencia
de comunidad de Glomeromycota ante el avance de la frontera agricola que puede ser

favorable para el cultivo de soja.

La oferta de P del suelo afectd negativamente la riqueza, diversidad y densidad de esporas
de Glomeromycota (Tabla 3.4). La relacidon entre estos hongos y el P ha sido extensamente
documentada a lo largo de los afios (e.g. Smith y Read, 2010; van der Heijden et al., 2006). El
impacto negativo del P sobre los parametros biolégicos de HFMA coincide con lo observado
por otros autores (Cofré, 2014; Landis et al., 2004; Oehl et al., 2004; Tchabi et al., 2008). En

los agroecosistemas, la disponibilidad de nutrientes de un suelo estd determinada en su
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mayor parte por la fertilizaciéon mineral y esta practica no impacta de igual manera sobre
todas las especies de HFMA (Verbruggen vy Kiers, 2010). Sylvia y Schenk (1983) observaron
que altas dosis de fertilizante fosfatado inhiben completamente la colonizacién de ciertas
especies mientras que a otras no las afectaba e incluso estimuld su esporulacion. Ademas, al
aportar artificialmente nutrientes, hay una gran competencia entre los microorganismos que
colonizan la raiz y son favorecidos aquellos individuos mas agresivos en detrimento de otros
(Kiers et al., 2002). Aunque en este estudio no se observaron mermas en los niveles de
micorrizacion, es posible que los espacios intra-radicales hayan sido ocupados por aquellas
especies mas tolerantes a mayores niveles de P en detrimento de las especies mas sensibles
y que esto haya incidido en la produccién de esporas, y por ende, en la riqueza, diversidad y

densidad de esporas.

Por otra parte, la correlacion negativa entre la concentracion de P de la planta y la riqueza y
diversidad de esporas de HFMA podrian ser en realidad consecuencia de la oferta de P del
suelo. Como se menciond en la seccidn de resultados, se hallé una correlacidn positiva entre
el nivel de P del suelo y la concentracidn de este nutriente en la planta. Es decir, que
aumentos de P en la planta fueron consecuencia de una mayor disponibilidad del nutriente
en el suelo. Smith et al. (2004) y Smith y Smith (2011) sostienen que aunque el suelo cuente
con una elevada provisién de P, las micorrizas igualmente transfieren el nutriente a la planta.
En contraposicién, Johnson et al. (1997) postulan que en ambientes ricos en P, los hongos
destinan gran parte de los fotoasimilados a estructuras de reserva y reproducciéon mas que a
la produccién de hifas extra-radicales y, en consecuencia, pueden ser considerados
parasiticos ya que consumen fotoasimilados sin conferir un beneficio al huésped (Johnson;
2010; Johnson et al., 2013). En ocasiones se ha reportado merma en el rendimiento de
cultivos debido a este mecanismo (Johnson et al., 1992). Siguiendo con este razonamiento,
podria deducirse que la planta toma el P directamente por las raices sin que intervengan las
hifas pero sigue manteniendo a los hongos. El conocimiento de estos mecanismos deberia
ser tenido en cuenta al momento de diagramar una estrategia de fertilizacion fosforada con
el fin de no impactar negativamente sobre las comunidades de HFMA del suelo ni atentar en

contra de uno de los beneficios mdas importantes que estos hongos confieren a los cultivos.

Un andlisis de la composiciéon de una comunidad hace referencia al arreglo que existe entre

cada una de las especies que la integran. Segun Johnson et al. (1991) es un abordaje

Tesis Doctoral - CAPITULO Il
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



69

cualitativo sobre la comunidad de HFMA y para Rosendalh (2008) cobra mayor importancia
ante diferencias de abundancia entre las especies presentes. Al momento del muestreo, los
lotes de soja de la zona de Sierras presentaron una comunidad de HFMA estadisticamente
diferente a la de las zonas Agricola y Mixta (Tabla 3.5). Al representarlo graficamente junto
con los vectores de las variables ambientales de mayor ajuste, se observa que la comunidad
de HFMA de Sierras se ubica hacia la direccion del vector de altitud, riqueza de especies y P
de la planta (Figura 3.6). Esta ultima variable se refiere al P absorbido por unidad de
superficie (mg m?) al momento del muestreo. El hecho que el contenido de P del suelo se
ubique en la direccion opuesta, nos brinda informacién sobre el efecto de la comunidad
HFMA en la nutricion fosforada del cultivo de soja. Es curioso observar que no se hallaron
especies Unicas o exclusivas de la zona de Sierras (Tabla 3.1), pero que su comunidad fue
diferente a la de las zonas Agricola y Mixta (Tabla 3.5). Es decir, fueron las mismas especies
de HFMA pero ensambladas de un modo tal que se tradujo en una mayor riqueza por
muestra. En los sistemas agricolas, los factores de mayor incidencia sobre la composicién de
las comunidades de HFMA son las labranzas, la rotacién de cultivos y la fertilizacién (Johnson
et al., 1991; Verbruggen y Kiers, 2012). El impacto de las labranzas no lo discutiremos en esta
tesis ya que la totalidad de los lotes muestreados eran cultivos de soja en siembra directa. La
rotaciéon de cultivos, en cambio, es el cuello de botella para la conservacion de la
biodiversidad en agroecosistemas sojeros. Las practicas de monocultivo pueden ejercer una
presién de seleccién muy fuerte hacia unas pocas especies mas afines al cultivo. Por
ejemplo, An et al. (1993), Johnson et al. (1991) y Hendrix et al. (1995) observaron que el
monocultivo de soja afecta significativamente la composicién de la comunidad de HFMA.
Mds aun, Johnson et al. (1992ab) hallaron correlaciones negativas consistentes entre la
densidad de esporas de ciertas especies y la performance del cultivo tras varios ciclos de
monocultivo. Ademas de este efecto negativo derivado de una alta densidad de esporas,
Kiers et al. (2002) proponen una teoria relacionada a la evolucién del simbionte fungico.
Sugieren que durante afios consecutivos de un mismo cultivo, el HFMA podria desarrollar
medidas que contrarresten las estrategias de la planta para forzar la cooperacion. En
consecuencia, este hecho se traduciria en una disminucién de la eficacia del simbionte a lo
largo del tiempo (Kiers y Denison, 2008). Por otra parte, la rotacion de cultivos esta
vinculada a mayores niveles de diversidad (Oehl et al., 2003; Hijri et al., 2006) e incluso

puede provocar que las comunidades de HFMA de sistemas agricolas se parezcan mas a la
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comunidad del ambiente natural del cual derivan (Verbruggen et al., 2010). Los lotes de soja
de la zona de Sierras, posiblemente mantengan parte de la comunidad autéctona de HFMA

heredada de la vegetacidon nativa de los montes.

El hecho que los vectores de riqueza y P de la planta se encuentren préximos y en el mismo
sentido no es casual. Se ha demostrado la gran relacidon existente entre la riqueza de
especies y la diversidad de funciones de la comunidad de Glomeromycota debido a la
estrategia de colonizacion de cada especie (Fitter, 2005). Es lo denominado
complementariedad funcional en la simbiosis de HFMA (Koide, 2000). Por ejemplo, la mayor
proteccion contra patégenos de la raiz que confiere Glomeraceae vs la mejora en la
adquisicion de nutrientes de poca movilidad atribuida a Gigasporaceae, segun si su
crecimiento es mayormente intra o extra-radical, respectivamente (Maherali y Krilonomos,
2007; Hart y Reader, 2002). Cabe destacar que diversas especies de Gigasporaceae son
frecuentemente halladas en lotes de soja (An et al., 1993; Cofré, 2014; Hendrix et al., 1995;
Johnson et al., 1991; Saito y Vargas., 1991) y que ello se ha atribuido a la gran demanda de P
de las leguminosas y su limitada produccién de raices con respecto a otras especies
vegetales (Smith y Read, 2010). En esta tesis los resultados obtenidos permiten confirmar la
relacion entre la riqueza de especies que componen una comunidad de HFMA y la nutricién

fosforada de la soja.

3.5 CONCLUSIONES

El relevamiento taxondmico de esporas de especies de Glomeromycota de lotes de soja
complementado con la multiplicacién en plantas trampa permitid identificar 36 especies en

un trabajo inédito para el area de estudio. Se observo que:

- La riqueza de especies por muestra fue superior en los lotes de soja ubicados en la zona de
Sierras. Los demas indices bioldgicos ubicaron a los lotes de mayor historial agricola en una
condicidn menos favorable que los de Sierras y Mixtos ya que mostraron una baja
diversidad y una elevada dominancia de especies. Se observd que el P del suelo
correlaciond en forma negativa con la riqueza y diversidad y lo opuesto con la dominancia

de especies.
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- La composicion de las comunidades de HFMA en la zona de las Sierras fue estadisticamente
distinta a la de las zonas Agricola y Mixta, las cuales no difirieron entre si. Estuvo
correlacionada en forma positiva con el P absorbido por unidad de superficie del cultivo de
soja, la riqueza de especies y la altitud; y en forma negativa con la disponibilidad de P del

suelo.
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CAPITULO 4

COMUNIDADES DE GLOMEROMYCOTA ASOCIADAS AL SUELO RIZOSFERICO Y
A LA RAIZ DE SOJA IDENTIFICADAS MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES.

Publicacidn en preparacion:

Faggioli VS, MN Cabello, M Vasar, G Grilli, F Covacevich, M Opik. 2016.Rhizosphere and root-
associated mycorrhizal communities from soybean fields of contrasting historical land
use
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4.1 INTRODUCCION

Comunidades mas diversas de HFMA son mas resilientes y adaptables a cambios del
ambiente (Fitter, 2005). Sin embargo, en agroecosistemas de la Provincia de Cérdoba donde
las condiciones edaficas y de cultivo se han modificado considerablemente en las ultimas
décadas, su impacto sobre los HFMA permanece practicamente desconocido. Las
tecnologias de secuenciacion de Ultima generacion o next-generation sequencing
technologies (por ejemplo: pirosecuenciacion) permiten caracterizar comunidades
simbidticas con una gran resolucién y alta repetitividad. Segun Hart et al. (2015) constituiran
en el corto plazo el mayor set de informacion sobre las comunidades de HFMA. En la
actualidad, existen bancos de taxonomia molecular de Glomeromycota lo cual facilita la
comparacion de resultados con otros estudios (Kohout et al., 2014). Por ejemplo, la porcion
18S rRNA se ha secuenciado en numerosas muestras de suelo, raices y esporas, y se ha
almacenado en una base de datos de acceso abierto, mundialmente reconocida por
especialistas en el tema: MaarjaAM database (Opik et al., 2010; 2013). En esta base de
datos, las secuencias con mas de 97% de similitud se agrupan para formar “especies
moleculares de HFMA” denominadas “taxa” o “taxa virtual” (VT por sus iniciales en inglés),
con un numero que lo identifica y asocia con una especie o familia de HFMA. Por ejemplo: el
VT39 es un taxa que contiene secuencias de la familia Gigasporaceae. En los Ultimos afios se
han realizado relevamientos para la identificacion de HFMA en diferentes ecosistemas del
mundo (ej. Davison et al., 2015). Estos estudios han permitido ampliar exponencialmente el
set de taxa identificados. Por ejemplo, en la ultima actualizacién de la base de datos
MaarjAM, se alcanzaron los 353 taxa con mas de 36000 secuencias para comparacion
(ultima actualizacién: 04/02/2015). Estas metodologias posibilitan ampliar el set de 261
especies descriptas en base a caracteres morfolégicos de las esporas

(http://schuessler.userweb.mwn.de/ consulta 21/04/2016). Dado el avance en estas técnicas

y la posibilidad de identificar las especies de HFMA dentro de las raices, estas metodologias
permiten complementar los estudios taxondmicos tradicionales con informacién sobre la

simbiosis activa en la planta.

El objetivo general de este capitulo fue estudiar la estructura de comunidades autdctonas de
HFMA asociadas al cultivo de soja, en areas productivas del Sur de la Provincia de Cordoba a

través de la técnica de pirosecuenciacion. Para ello se muestrearon lotes de soja de zonas
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homogéneas de historial de uso agricola, mixto y de reciente deforestacion. Los objetivos

especificos fueron:

1) Identificar los taxa de Glomeromycota presentes en suelo rizosférico y raices de soja a
través secuenciacion y comparacion de secuencias con bases de datos internacionales (NCBI
y MaarjAM)

2) Comparar comunidades de suelo y raiz, y estimar el efecto de variables de suelo y cultivo
sobre la composicion de las mismas

3) Identificar taxa abundantes e indicadores de las situaciones en estudio.

Se pusieron a prueba las siguientes hipétesis:

1) La composicién de comunidades de HFMA del suelo diferira entre las zonas en estudio en

respuesta a las caracteristicas edaficas y del cultivo.

2) La composicion de comunidades de HFMA de las raices sera diferente entre zonas debido

al efecto de la interaccion entre ambos simbiontes y las propiedades edaficas.

3) Si las hipdtesis anteriores son ciertas, se identificaran taxa abundantes e indicadores de

cada zona.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Los sitios de estudio forman parte de las zonas homogéneas Agricola, Mixta y de Sierras
descriptas en el Capitulo 2. Se seleccionaron 10 puntos de cada zona distribuidos
aleatoriamente. De la zona Mixta sdlo se incluyeron muestras de Villa Huidobro debido a
gue por sus condiciones edaficas y geograficas era mas representativo de las zonas de
historial de uso Mixto. El total de muestras analizadas en este Capitulo fueron 30 muestras

de suelo y 30 muestras de raices.
Muestreo de campo

Las muestras se extrajeron en la recorrida de lotes de produccion de soja descripta en el
Capitulo 2. Alli se describe la obtencion y procesamiento de las mismas previo a las

determinaciones.
Determinaciones

Propiedades del suelo y del cultivo
En el Capitulo 2 se detallan las determinaciones realizadas para la caracterizacién de los

suelos y mediciones sobre las plantas de soja extraidas en el muestreo.
Analisis moleculares

- Extraccion de ADN de muestras de suelo

Se pesaron 50 g PF, se procedidé con el tamizado en hiumedo y decantado (Gerdemann &
Nicolson, 1963), seguido de centrifugacién en gradiente de 80% sacarosa (Walker et al.,
1982) y se colectd todo el producto retenido en tamiz de malla 74-um. El material estaba
compuesto por hifas, esporas, fragmentos de raices y demas residuos. Mientras estaba en la
malla, el exceso de humedad remanente luego de enjuagarlo con agua destilada, se retird
cuidadosamente mediante el uso de papel tissue desde la parte inferior del tamiz. Luego se
transfirié a tubos de 1,5 ml y se conservo a -202C hasta continuar con el procedimiento. La
extracciéon se realizd con el kit Power Soil (MO BIO Lab. Inc. USA) sobre 200 +20 mg del

material recolectado previamente homogeneizado en nitrégeno liquido con la ayuda de un
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micropistilo. Luego de este paso, se prosiguio con el protocolo de extraccion siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

- Extraccion de ADN de muestras de raices

Se pesaron 10 g PF de raices en tubos de 1,5 ml y se trituraron con micropistilo y nitrogeno
liquido. La extraccion de ADN total se realizd con el kit NucleoSpin® Plant Il kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co, Diiren, Alemania) con algunas modificaciones del protocolo original para
optimizar la extraccidn. Estas fueron: a) la muestra de tejido radical se duplicé de 100 mg a
200 mg +10 mg; b) de acuerdo al incremento de material radical, también se duplicaron los
volumenes empleados de Buffer PL1 (lisis celular); RNasa A, y PC (buffer de ligamiento); y c)
la incubacién para la lisis celular a 652C se realizd durante 30 minutos en lugar del tiempo

recomendado de 10 minutos de duracion.

- PCRs y secuenciacion

La amplificacidon de secuencias del gen SSU rRNA de Glomeromycota se realizé del mismo
modo para muestras de suelo y raices como se describe a continuacién. Se hizo una
amplificacién semi-anidada con el objetivo de incrementar el rendimiento del amplicon
deseado. La primera reaccion de PCR se realizé con el par de primers especificos de
Glomeromycota f-AML1 y AML2-r los cuales generan un producto de aproximadamente 800
pares de bases del fragmento 18S rRNA (Lee et al., 2008). Se utilizé como templado una
alicuota de 3 pul del extracto de ADN extraido. Las reacciones de PCR se condujeron de la
siguiente manera: 2,5 unidades de Tag DNA polymerase (Promega cat# M300B), 200 uM de
cada primer, 200 uM de cada dNPTs, y 1,8 mM MgCl, Buffer. Ademas, se agregd 1 ul dimetil
sulfoxide (DMSO, Roche cat#04738284001) y la agua bi-destilada hasta completar 25 pl. Las
reacciones se corrieron en un termociclador T9600-G (Applied Biosystems, NY, USA) como se
destalla a continuacion: 4 min de desnaturalizacidn inicial a 942C, 40 ciclos de 952C por 30
seg, 58°C por 40 segundos; y 72°C por 1 min, seguido de un periodo de extensién de 72°C
por 5 min. Los productos de reaccidon se chequearon en geles 1,5% agarosa, 0,5 X TBE, y

GelRed™ (Biotium cat# 41003) para la tincién.

La segunda reaccion se realizd con los primers NS31-f (Simon et al., 1992) y AML2-r que
producen un amplicon de aproximadamente 560 pares de bases del fragmento 18S rRNA.
Este gen es frecuentemente elegido en estudios ambientales y taxondmicos de
Glomeromycota, por lo cual el set de informacion disponible para comparacion de resultados
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es mas abundante que el de cualquier otra regién gendmica (Opik et al., 2014). De acuerdo
con las recomendaciones provistas por el fabricante del equipo de secuenciacion Roche GS-
LX 454, los primers de fusién universales A (Univ-A) y B (Univ-B) se unieron a cada primer de
la= PCR semi-anidada. Entonces, el primer forward compuesto fue: 5’-

CACGACGTTGTAAAACGACTTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3'; y el primer reverse fue: 5'-

CAGGAAACAGCTATGACCGAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3', donde Univ-A y Univ-B se

presentan subrayados, y los primers NS31-f y AML2-r se presentan en cursiva. Cada reaccién
de PCR contenia: 1 pl de dilucion1:10 del producto de la primera PCR, y los reactivos del kit
Roche (Roche cat#04738284001) de la siguiente manera: 2,5 unidades de Tagq DNA
polymerase, 200 uM de dNTPs, 1,8 mM MgCl, Buffer, y 1 ul DMSO. Por ultimo, se agregaron
200 uM de cada primer compuesto y agua bi-destilada hasta volume de 20 pl. Las reacciones
se corrieron en termociclador T9600-G (Applied Biosystems, NY, USA) como se detalla a
continuacion: 95°C por 15 min; 5 ciclos de 42°C por 30 seg, 72°C por 90 seg, y 92°C por 45
seg; 35 ciclos de 65°C por 30 seg, 72°C por 90 seg, y 92°C por 45 seg; seguido de 65°C por 30
seg y extensioén adicional a 72°C por 10 min (Opik et al., 2013). Los productos de reaccidn se
chequearon en gel de agarosa como se describié anteriormente y luego se purificaron con el
kit Fast Pure PCR Product Purification Kit (Roche). La preparacion de la biblioteca y pasos
subsiguientes para la secuenciacién se llevaron a cabo en INDEAR (Instituto de
Agrobiotecnologia de Rosario, Argentina) siguiendo las instrucciones de Roche para
Universal Tailed Amplicon Sequencing (Secciones 4 y 8 en Method Manual publicado es:
http://454.com/my454/). Durante este procedimiento se afiadié un secuencia identificadora
(MID: multiplex identifier) al forward primer de cada muestra como una cdodigo de barras

para su identificacion en sucesivos analisis.

- Analisis bioinformatico

Los analisis de las secuencias se realizaron de acuerdo a Davison et al. (2012) y Moora et al.
(2014). Brevemente, este proceso consistié en el filtrado y limpieza de las secuencias previo
a los analisis posteriores. Primero: se aplicd un filtro de modo tal que sélo las secuencias con
el MID correcto fueran retenidas. Luego, los MIDs y primers se cortaron y las lecturas se
limpiaron de acuerdo a pardmetros predefinidos (grado de calidad media >25; longitud
minima 2170 pares de bases, y longitud maxima de 520 pares de bases). Las potenciales

guimeras se detectaron y removieron con (Edgar et al.,, 2011) en referencia a la base de

Tesis Doctoral - CAPITULO IV
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



79

datos MaarjAM (http://www.maarjam.botany.ut.ee/, Opik et al. 2010). MaarjAM contiene

21486 secuencias (ultima actualizacion: 04/02/2015) del amplicon NS31/AML2 tanto de
muestras de esporas como ambientales. Estas secuencias se agruparon en base a un umbral
de 97% de similitud filogenética con el objetivo que cada filogrupo se asemeje al nivel
taxondmico de especies denominado Virtual Taxa (VT) (Opik et al., 2010, 2014). Esta base de
datos se utilizd para designar taxondmicamente las secuencias obtenidas. Se realizd una
busqueda BLAST con las secuencias de MaarjAM (similitud 297%) de no menos del 10% de la
longitud total alineada. Las secuencias que no coincidieron con las de las base de datos (i.e.
no-hits), se sometieron a un nuevo BLAST con la base de dato INSD (similitud >90%).
Aquellas secuencias con coincidencias con miembros de Glomeromycota con mas de 100
lecturas se alinearon con las secuencias de MaarjAM usando MAFFT, el servicio online de
alineamiento multiple en Jalview v2.8 (Waterhouse et al., 2009) y luego se analizaron
mediante neighbor joining analysis en TOPALi v2.5 TOPALi v2.5 (Milne et al., 2009). Los
nuevos VT se definieron en base a similitud de secuencias y agrupamiento filogenético (Opik
et al., 2010). Finalmente, una secuencia representativa de cada nuevo VT se incluyd al set de
secuencias de referencias de MaarjAM y el set completo de lecturas originales se sometio a
un nuevo BLAST. Las secuencias de los nuevos VT se depositaron en la base de datos del

NCBI con los nUmeros: KU708516-KU708528

Analisis estadistico
Los analisis estadisticos de los resultados fueron los mismos que se llevaron a cabo con las

esporas y se describen en el Capitulo 3.
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4.3 RESULTADOS

Caracteristicas del suelo y del cultivo

Los sitios de estudio presentaron suelos con propiedades texturales y nutricionales
contrastantes. Sin embargo, los cultivos de soja no difirieron en las variables medidas en

este estudio (Tabla 4.1).
Secuenciacién

El proceso de pirosecuenciacion dio como resultado 225.114 lecturas filtradas de un total de
30 muestras de suelo y 28 muestras de raices (2 muestras de raiz no dieron ninguna lectura).
Un total de 204.396 lecturas se pudieron asignar a un VT de Glomeromycota existente en
MaarjAM (Opik et al., 2010), 99.738 lecturas de muestras de suelo y 104.658 de raices. El
numero medio de lecturas por muestra fue de 47 a 8108 con una mediana de 3918. En total,
se detectaron 93 VTs de 8 familias (Tabla 4.2): Acaulosporaceae (3), Archaeosporaceae (3),
Claroideoglomeraceae (5), Diversisporaceae (10), Gigasporaceae (6), Glomeraceae (60),
Pacisporaceae (1), y Paraglomeraceae (5). Estos valores incluyen 13 VT nuevos detectados
de las secuencias que no coincidieron con los VT existentes en la base de referencia
MaarjaAM y con 2 VT identificados por Grilli et al. (2014). Los 13 VT inéditos hallados en este
estudio se denominaron INTA (acrénimo de Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria)
con un subindice de 1 a 13. Ademas, se hallaron 8 VT que como estuvieron representados
por una sola secuencia se excluyeron de posteriores analisis. Por ultimo, las secuencias No-
Glomeromycota (6937 lecturas) halladas segin BLAST en INSD (>90% similitud) fueron: 72%
Streptophyta (Fabaceae), 1% Chlorophyta, 23,5 % to Chytridiomycota, 2% Ascomycota, y

1,5% Basidiomycota.
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Tabla 4.1: Caracteristicas del suelo y del cultivo de las zonas homogéneas (t Desviacion estandar)

Zona Suelos Cultivo de soja PMA  Altitud
Ecoldgica USDA P N C pH EC Agua Arena Arcilla Mms P Densidad Mico
Homogénea Clasific. mg kg™ % uscem’ % gpl*  gm? mgg' mgpl’® mgm? pl m* % mm msnm
Agricola Argiudol 14,6 b 44,6 3,1a 6,0 b 186,5 6,9a 24,0a 76,0 a 11,2 316,3 1,2 13,7 396,7 29,3 67 a 900 119,8 b
(16,0) (+22,8) (+0,4) (0,2) (+265,5) (+0,77) (8,2) (£8,2) (£4,2)  (%105,9) (%0,4) (£6,3) (+218,2) (+6,4) (£16) (£14,9)
Mixta Haplustol 37,9a 29,7 1,6 b 6,5a 80,0 15 b 660 c 340 c 9,2 240,5 1,5 13,9 351,2 27,7 57 ab 800 2033 b
(£23,4) (+23,0) (¢0,6) (¥0,2) (£20,5)  (£0,34) (+12,4) (x12,4) (#3,3) (#61,4) (¥0,3)  (6,9) (296,3)  (£7,9) (x15) (£53,4)
Sierras Haplustol 22,0ab 55,6 3,2a 6,4ab 155,0 6,5a 41,2 b 58,8 b 9,7 428,9 1,4 14,5 506,9 37,9 48 b 700 638,6a
(£19,7) (#47,1) (#1,0) (0,6) (+164,8) (+0,84) (+14,2) (+14,2) (£3,1)  (£219,2) (%0,3) (£7,5) (£217,1) (¢14,4) (£18) (£135,8)

P: fésforo extractable (Bray y Kurtz, 1945); N: nitrégeno de nitratos (Bremmer, 1965); C: carbono organico (Walkley y Black, 1934); pH: 1:2.5 — relacion suelo:agua ; Agua: contenido de humedad
gravimétrica; CE: conductividad eléctrica a 252C; Arena y Arcilla: fracciones texturales correspondiente a particulas de arena (>53 um) y de limo y arcilla (<53 um), respectivamente (Gee y Bouder,
1986). MS: Material Seca. PI: planta. Fésforo: contenido de P en tejido vegetal (Fernandez et. al., 2009). Mico: porcentaje de arbusculos e hifas por unidad de longitud radical (McGonigle et al.
1990)

PMA: Precipitacién media anual

Las medias con letras diferentes difieren significativamente segun test de Tukey (p<0,05).
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Tabla 4.2: Abundancia relativa (%) de VT en muestras de raices y suelo asociados a plantas de soja
de diferentes zonas homogéneas.

Taxonomia de MaarjAM Agricola Mixta Sierras
Grupo VT Raiz  Suelo Raiz Suelo Raiz Suelo
Acaulosporaceae INTA_12 -- 0,01 -- -- -- --

VT026 0,01 1,19 3,51 0,60 1,78 0,95
VT028 -- -- - 0,07 -- 1,32
Archaeosporaceae INTA_7 0,05 0,59 - - - -
VT005 0,38 2,34 - -- -- 0,31
VT338 -- - - - - 0,18
Claroideoglomeraceae INTA_8 0,06 0,06 -- 0,01 -- 0,21
VT055 0,18 -- -- -- 0,16  --
VT056 -- - - 0,05 - 0,13
VT193 0,76 7,60 - 0,97 0,98 6,82
VT278 0,93 1,16 293 1,48 -- -
Diversisporaceae INTA_10 - -- -- - -- 0,07
INTA_11 -- - - -- - 0,30
INTA_3 -- - 0,01 -- - 0,08
VT054 - - - -- 0,21 2,87
VT060 - - - -- 0,63 1,84
VT061 - - - -- 0,28 1,80
VT062 - - - 0,08 1,34 2,14
VT263 -- - - -- - 0,01
VT353 0,07 -- 1,65 0,28 0,01 0,55
VT380 -- - - 0,01 0,27 0,25
Gigasporaceae INTA_1 - -- -- - 0,10 0,27
INTA_2 -- 0,83 -- -- -- -
VT039 0,41 27,13 5,57 8,43 15,59 22,29
VT041 0,01 -- 3,50 0,37 3,14 9,93
VT255 0,01 0,02 - 0,40 0,19 1,86
VT318 0,15 0,02 0,04 0,12 0,38 0,10
Glomeraceae GCL_4 0,42 0,87 0,01 0,01 0,28 0,30
INTA_4 0,34 1,34 -- -- 0,07 -
INTA_S - 0,03 - 0,36 - 0,07
INTA_6 - - - 0,03 - 0,02
INTA_9 - - - 0,26 - -
t_GCL_3 -- - 0,04 0,01 0,01  --
VT063 22,58 14,13 6,61 3,04 2,34 2,88
VT064 0,07 0,01 - -- 2,44 1,31
VT067 0,01 8,74 - 9,87 -- 16,16
VT069 3,32 0,63 490 2,13 21,99 0,35
VT075 - - 1,28 1,54 - 0,01
VT077 - - 0,06 0,02 - -
VT087 - - 0,01 0,10 - -
VT092 0,01 -- 0,13 0,11 0,04 0,05
VT093 0,01 0,21 0,06 0,22 0,78 0,02
VT096 3,20 1,58 527 1,83 0,32 0,05
VT099 -- - - 0,36 - 0,02
VT100 -- - -- -- 0,57 0,06
Cont.
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Tabla 4.2 (Cont.): Abundancia relativa (%) de VT

Taxonomia de MaarjAM Agricola Mixta Sierras
Grupo vT Raiz  Suelo Raiz Suelo Raiz Suelo
Glomeraceae VT105 - - 0,01 0,01 0,01 0,11

VT108 -- -- -- -- -- 0,01
VT111 - - -- - - 0,01
VT113 16,78 9,94 15,35 10,71 7,97 20,69
VT114 3,92 0,56 1,18 1,68 7,47 12,89
VT115 0,14 0,14 0,21 0,14 0,21 0,16
VT120 -- -- -- -- -- 0,01
VT125 0,02 1,87 0,98 -- - --
VT130 0,17 0,35 3,80 0,24 -- 0,09
VT132 0,04 -- -- -- 11,61 5,71
VT140 0,04 - 0,01 -- - --
VT143 0,18 1,85 0,24 - - 2,86
VT146 0,02 -- - - 2,75 0,66
VT155 -- 0,26 1,51 0,39 0,01 0,32
VT172 19,84 1,62 2,37 -- -- --
VT185 -- -- 0,01 -- - --
VT195 -- 0,03 -- 0,02 -- 0,06
VT197 0,47 0,25 0,66 -- - --
VT199 0,07 -- -- - - -
VT209 -- - - - - 0,01
VT212 5,34 0,17 0,27 0,10 -- --
VT214 -- -- 0,66 - - -
VT222 0,63 5,72 8,66 1,42 0,65 0,92
V1247 0,28 0,05 0,03 0,07 0,02 0,07
VT248 0,03 -- -- - 9,43 2,27
VT270 -- -- -- - 0,01 0,02
VT280 0,10 -- 6,17 1,03 20,28 13,30
VT293 -- 0,01 0,01 0,01 - -
VT295 -- - 0,01 - - 0,01
VT296 -- - -- 0,01 - --
VT304 -- -- 0,02 -- - --
VT306 -- -- -- 0,01 - --
VT310 11,19 0,08 0,09 -- 0,28 0,88
VT312 0,01 -- 0,01 -- 0,06 0,14
VT326 -- -- 0,02 - - -
VT331 0,01 -- -- - - -
VT359 -- 0,01 0,01 0,01 - 0,02
VT364 -- -- -- 0,02 3,66 2,05
VT385 -- -- -- 0,01 0,03 0,25
V1387 0,01 -- -- -- -- --
VT409 6,40 4,01 0,01 0,31 0,01 --
VT418 -- -- -- -- -- 0,01
Pacisporaceae VT284 - - - - - 1,32
Paraglomeraceae INTA_13 - -- -- 0,02 -- --
VT001 0,53 2,39 2,84 3,23 -- 0,46
VT238 -- -- -- 0,01 -- 0,19
VT239 -- -- -- 0,18 -- 0,03
V1281 0,72 2,19 0,96 4,78 -- 1,67
Total de VTs 45 39 34 59 50 58
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Riqueza de HFMA

En las muestras de suelo, los analisis de rarefaccion y curvas de acumulacion de especies
muestran que la profundidad de secuenciacion y que la intensidad de muestreo,
respectivamente, fueron suficientes como para detectar todos los taxa existentes (Figuras
4.1a, 4.2a). En las muestras de raices, estos analisis sugieren que algin taxa permanece no
detectado en las zonas Agricola y de Sierras debido a que las curvas no llegaron a ser

asintoticas (Figura 1b, 2b).
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Figura 4.1: Andlisis de rarefaccion de secuencias obtenidas de muestras de suelo (a) y raices (b) de
soja de diferentes zonas homogéneas. Las lineas de puntos perpendiculares al eje “x” (Niumero de
secuencias) corresponden a la mediana.
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Figura 4.2: Curvas de acumulacion de especies con los taxa obtenidos por secuenciacion de
muestras de suelo (a) y raices (b) de soja de diferentes zonas homogéneas.

La rigueza de HFMA media por muestra fue de 15,6 VT y no difirié entre zonas homogéneas.
Se encontrd una interaccion significativa entre el tipo de muestra (i.e. suelo o raiz) y la zona
(Figura 4.3). En particular, en la zona Mixta el promedio de VT en raices (8,6 VT) fue

significativamente inferior al observado en el suelo (21,6 VT).

La riqueza de VT de HFMA estuvo correlacionada significativamente con variables del suelo y
del cultivo (Tabla 4.3). Se encontrd que la textura se correlaciond fuertemente con la riqueza

de ambos tipos de muestras pero de manera inversa (Figura 4.4).
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Figura 4.3: Riqueza de taxa de HFMA en muestras de suelo y raiz de soja de diferentes zonas

homogéneas. Las lineas sélidas indican la mediana, las cajas y barras indican los cuartiles y rangos,

respectivamente. La riqueza difiere significativamente (ANOVA, Zona*Tipo de muestra, p<0,002).
Letras diferentes debajo de los boxplots indican diferencias significativas entre todas las muestras

(Tukey, p<0,05)

Tabla 4.3: Coeficientes y p-valor de correlaciones significativas (Spearman, p<0,05) entre riqueza de
taxa y variables de suelo y del cultivo en muestras de raiz y suelo rizosférico de soja de diferentes

dreas homogéneas.

Zona Tipo de muestra (n)  Variable Coeficiente  p-valor
Agricola (A) Raiz (9) P aéreo (mg pl™) 0,68 <0,04
Suelo (10) N-NO; (mg kg) -0,84 <0,001

Mixta (M) Raiz (10) pH 0,75 <0,01
Sierras (S) Suelo (10) Densidad (pl m?) 0,86 <0,001
A+M+S Raiz (28) Arena (%) -0,48 <0,01
Arcilla (%) 0,48 <0,01

Agua (%) 0,58 <0,001

Suelo (30) Arena (%) 0,39 <0,01

Arcilla (%) -0,39 <0,01

N-NO; (mg kg™) -0,37 <0,04
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pH 0,43 <0,01
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Figura 4.4: Correlaciones entre el contenido de arena del suelo (%) y el nimero de taxa por
muestra (riqueza) de muestras de suelo (a) y raices (b). Las lineas representan correlaciones
lineales significativas (Spearman, Suelo: r= 0,39, p<0,03; Raices: r=-0,48, p<0,01). Obsérvese en
Tabla 4.3 que las correlaciones halladas entre riqueza y contenido de arcilla fueron opuestas pero
de igual magnitud a las representadas en esta figura (i.e. Spearman, Suelo: r=-0,39, p<0,03; Raices:
r=0,48, p<0,01).
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Composicion de la comunidad

Los anadlisis de Permanova y NMSD revelaron diferencias marginalmente significativas entre
la composicion de comunidades de las zonas en estudio (Permanova, pseudo-F=3.31, P<
0.001, R’= 0.10) y entre los 2 tipos de muestras (Permanova, pseudo-F= 2.14, P< 0.014,
R?=0.03). El grafico NMSD mostré que las comunidades de suelo de la zona Agricola se
ubicaron junto con las de Sierras, mientras que la zona Mixta formé un grupo separado
(Figura 4.5a). La composicidon de la comunidad de HFMA de suelo se correlacioné con la
humedad del suelo (Mantel, R= 0,16; P< 0,008), arena (Mantel, R= 0,11; P < 0,02), arcilla y
limo (Mantel, R=0,11; P < 0,03) y peso seco de la planta (Mantel, R=0,14; P < 0,01).

Finalmente, se estudié la composicién de las comunidades de HFMA de las raices (Tabla 4.4,
Figura 4.6). Se observd que solo en los sitios Agricolas, las comunidades de la raiz
presentaron una composicion estadisticamente diferente a la observada en las muestras de

suelo (Tabla 4.4), lo cual se visualiza en la Figura 4.6.

Tabla 4.4: Analisis de comparacion de composicion de comunidades (PERMANOVA) entre las
muestras de suelo y raices de las diferentes areas homogéneas. Analisis basado en la matriz de
abundancia relativa.

Resultados PERMANOVA Agricola Mixta Sierras
R? \ p-valor (adj.) Raiz Suelo Raiz  Suelo Raiz  Suelo
Agricola Raiz -
Suelo 0,13** -
Mixta Raiz 0,15**  0,12** -
Suelo 0,14*** 0,12* 0,06 -
Sierras Raiz 0,16*** 0,11 0,09 0,14** -
Suelo 0,21*** 0,07 0,10* 0,11* 0,07 -
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Los p-values se indican: *** <0,01 **. <0,01; *.<0,05 y se resaltaron en negrita.
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Figura 4.5: Composicion de la comunidad de HFMA (NMDS) de lotes de produccion de soja de
diferentes areas homogéneas del S de la Pcia de Cba. (a) muestras de suelo (stress=0,14), y (b)
muestras de raices (stress=0,13). Los analisis estan basados en disimilitud de Bray-Curtis. Las
elipses indican 1 desvio estandar del centroide del grupo. Las flechas representan los vectores
estadisticamente significativos (p<0,05) de variables de suelo y del cultivo, donde la direccién de la
flecha indica la direccion del gradiente y la longitud representa la correlacién entre los datos del
NMDS y la variable. Los vectores significativos fueron: MS.1: materia seca de la planta de soja (g pI’
1), MS.2: materia seca por unidad de drea (g m?); pl_m2: densidad de plantas (pl m?); C: %C suelo;
Arcilla: % de arcilla y limo; Arena: % de arena; H2: % agua del suelo; y P_Bray: contenido de P del
suelo (mg kg™).
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Figura 4.6: Composicion de comunidades de HFMA de diferentes zonas homogéneas del S de la
Pcia de Cérdoba: (a) Agricola (stress=0,09); (b) Mixta (stress=0,10), y (c) Sierras (stress=0,10).
Comparacion entre muestras de raices (linea de rayas) y suelo (linea sélida). Analisis basado en
matriz de disimilitud de Bray Curtis. Las elipses indican un desvio estandar alrededor del centroide
de cada grupo.
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VT indicadores y VT dominantes

El anadlisis de especies indicadoras detectd varios VT representativos de cada zona tanto en
muestras de suelo como de raices (Tabla 4.5). En total, se identificaron 25 taxa con valor

indicador significativo (>0,25), los cuales correspondieron al 25,8% de los VT hallados.

Tabla 4.5: Taxa indicadores de cada zona homogénea (valor indicador > 0,25) de muestras de suelo

y raiz.
Zona Muestra Taxa Accession Grupo Valor Probabilidad
number indicador
Agricola Suelo INTA 4 KU708519 Glomeraceae 0,5049 0,002
INTA_2 KU708517 Gigasporaceae 0,4000 0,008
INTA_ 7 KU708522  Archaeosporaceae 0,2834 0,027
Raiz VT172 EF109857 Glomeraceae 0,6357 0,001
VT310 FJ194510 Glomeraceae 0,5687 0,003
VT063 AJ505812 Glomeraceae 0,3878 0,014
VT140 AJ563896 Glomeraceae 0,2746 0,017
Mixta Suelo VT105 AJ505617 Glomeraceae 0,5732 0,001
INTA_5 KU708520 Glomeraceae 0,5365 0,001
VT087 AY129635  Glomeraceae 0,4613 0,003
VT114 AM849267 Glomeraceae 0,4156 0,032
VT363 FR821540  Glomeraceae 0,4000 0,003
VT385 FR821554  Glomeraceae 0,3519 0,008
VT312 FN263137  Glomeraceae 0,2788 0,041
Raiz VT132 AY129605 Glomeraceae 0,3035 0,041
Sierras Suelo VT054 AJ315524 Diversisporaceae 0,4719 0,001
V1041 AJ418851 Gigasporaceae 0,4365 0,008
VT060 AMB849296 Diversisporaceae 0,3916 0,001
VT061 X86687 Diversisporaceae 0,3559 0,007
VT067 AJ306438 Glomeraceae 0,3403 0,013
INTA_11 KU708526  Diversisporaceae 0,3000 0,021
VT028 AY129590  Acaulosporaceae 0,2854 0,050
VT380 FN869704  Diversisporaceae 0,2521 0,048
Raiz VT064 AM849308 Glomeraceae 0,3632 0,007
VT318 GU353455  Gigasporaceae 0,3626 0,008
VT222 AM849264 Glomeraceae 0,3305 0,025
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Del conjunto de VT identificados, sélo 2 de ellos fueron hallados dominantes, es decir, >0,20
abundancia relativa por muestra en al menos 10 muestras (Figura 4.7): Glomus VT 113
(13,5% de las lecturas), y Gigaspora VT 39 (13,5%). Ambos VT, sélo representan el 2% del
total de VT de este estudio, pero juntos alcanzan el 27% del total de lecturas. Entre las 58
muestras totales, Gigaspora VT39 (relacionada a G. albida, G. decipiens, G. gigantea, G.
margarita, G. rosea) se detecté en 43 muestras y con alta abundancia en 11; mientras que

Glomus VT 113 (Glomus fasciculatum) se detectd en 49 muestras y fue abundante en 14.
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Figura 4.7: Abundancia relativa por muestra de taxa abundantes (>0,20 abundancia relativa en al
menos 10 muestras) de muestras de suelo y raiz de soja de diferentes areas homogéneas del Sur de
la Provincia de Cérdoba: Agricola (Agr); Mixta (Mix) y de Sierras (Sie). Las lineas soélidas indican la
mediana, las cajas y barras indican los cuartiles y rangos, respectivamente. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras de cada VT (Test de comparacion de rangos
Kruskal-Wallis, p<0,05)
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4.4 DISCUSION

En total, se detectaron 94 VT lo cual constituye uno de los valores de riqueza de HFMA mas
altos registrados en sistemas agricolas, con un esfuerzo de muestreo comparable. Las raices
de soja presentaron 73 VT, y el suelo 84 VT. Hiiesalu, et al. (2014) muestrearon 100 puntos
en una pastura nativa de aproximadamente 75 especies vegetales y detectaron un total de
63 VT. Valyi et al. (2014), en un estudio basado en 250 muestras de raices detectaron 74 VT.
Considerando que solo se analizaron 28 muestras de raices de una sola especie vegetal,
estos resultados demuestran que la soja puede alojar un gran nimero de HFMA. Por otro
lado, los resultados hallados en cuanto al nimero de VT en el suelo es coincidente con otros
estudios (Lumini et al., 2010; Klabi et al., 2015), lo cual sugiere que el suelo mantiene un

numero similar de VT en sistemas antropogénicos.

La riqueza de HFMA hallada en las muestras no difirié entre zonas (Figura 4.3). Considerando
las diferencias en cuanto al historial de uso de las mismas, una posible explicacién para la
ausencia de efecto sobre los HFMA es el uso masivo de la siembra directa. Este sistema de
manejo del suelo ha sido documentado como muy positivo en el mantenimiento de la
riqueza de Glomeromycota (Alguacil et al., 2008; Brito et al., 2012; Zhang et al., 2015). Sin
embargo, hay que considerar que las condiciones del suelo y geograficas también
determinan el numero de especies de HFMA (Jansa et al., 2014). Desafortunadamente, las
comunidades de suelos pristinos en el drea de estudio permanecen desconocidas y por lo
tanto no es posible obtener una visidn genuina del efecto del uso antrépico que ha ocurrido
en las zonas evaluadas. No obstante, puesto que la riqueza hallada de VT se ubicd entre las
mas altas publicadas en agroecosistemas (ej. Lumini et al., 2010; Bainard, et al., 2014),
podria deducirse que las practicas agrondmicas actuales relacionadas al cultivo de soja
permiten el mantenimiento de niveles considerables de taxa de HFMA. Este es un resultado
muy promisorio considerando la gran extensién de superficie ocupada por este cultivo en

nuestro pais.

Entre las propiedades del suelo, la riqueza de HFMA por muestra estuvo correlacionada
significativamente con el nitrégeno (N), pH y textura; pero no se correlaciond con el fésforo
(P), carbono (C), ni conductividad eléctrica (Tabla 4.3). El efecto negativo del N sobre la

riqueza de HFMA se ha reportado anteriormente (Egerton-Walburton et al., 2007; Tian et al.,
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2013). Esta reduccidon en numero de especies ocurre porque algunas son mas afectadas que
otras por el incremento de N del suelo (Liu et al., 2015; Camenzind et al., 2014). Por otro
lado, se hallaron correlaciones positivas entre el pH del suelo y la riqueza de VT en raices
(Tabla 4.3). El efecto del pH sobre las especies de Glomeromycota es impredecible. Mientras
que Verbruggen et al. (2012) detectaron efectos positivos en la riqueza de raices pero no en
la de suelo, Moora et al. (2014) encontraron una fuerte correlacion en muestras de suelo, y
Bainard et al. (2014) observé que el pH no se correlaciond con la riqueza de especies pero si
tuvo una gran incidencia sobre la estructura de las comunidades. Ademas, también se ha
reportado que el efecto del pH del suelo varia segin a especie fungica (Jansa et al., 2014;
Veresoglou et al., 2013). En este Capitulo, el efecto del pH sdlo fue hallado en la zona Mixta
la cual estuvo mads caracterizada por su alto contenido de arena que por valores inusuales de
pH (Tabla 4.1). En este sentido, ya que el efecto del pH sélo hallé en estas muestras de
raices, puede asumirse que el pH desempefidé un rol critico en la simbiosis micorricica de este

tipo de suelos.

La textura del suelo aparecié como un fuerte determinante de la riqueza de HFMA (Figura
4.4). Posiblemente, esto ocurrié debido a la relacion entre la textura y la disponibilidad de
agua del suelo (Moebius-Clune et al., 2013). La combinacion de ambos parametros afecté de
manera opuesta a los HFMA del suelo y de la raiz. En primer lugar, la riqueza de VT del suelo
se correlaciond positivamente con el contenido de arena (Tabla 4.3). En este estudio los
suelos arenosos correspondieron a la region semiarida de la zona Mixta. Entonces, es posible
gue ante la ausencia de remocién del suelo por el uso de la siembra directa y la condicién de
semi-aridez hayan conformado una situacion muy favorable para la conservacién de
propagulos del suelo (Jasper et al., 1989). Contrariamente, un escenario arenoso y seco no
seria el ideal para el establecimiento de la simbiosis micorricica, en especial para algunas
especies. En efecto, la rigueza de HFMA de raices hallada en la zona Mixta fue la mas baja de
todo este estudio (Figura 4.3). La humedad del suelo y el contenido de arcilla, en cambio,
fueron las propiedades del suelo correlacionadas positivamente con la riqueza de
Glomeromycota en raices (Tabla 4.3). Es posible suponer, entonces, que aunque algunas
especies de HFMA son capaces de sobrevivir en ambientes aridos, no pueden colonizar las
raices ante bajos contenidos hidricos. Jasper et al. (1989) demostraron que las hifas y raices

infectadas pueden permanecer infectivas por varias semanas en un suelo seco, y Tommerup
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y Abbot (1981) encontraron que las hifas de ciertas especies pueden renovar su crecimiento
luego de almacenamientos a -50 MPa durante 5 meses o mas. Sin embargo, la escasez de
agua afecta negativamente el proceso de germinacién de esporas y la infeccién radical
(Tommerup, 1984). Puesto que las raices de soja de la zona Mixta presentaban un nivel de
micorrizacion considerable (Tabla 4.1), es posible que la infeccién haya sido llevada a cabo
por especies capaces de colonizar a partir de hifas y raices infectadas. Aquellas especies que
colonizan preferentemente desde esporas, seguramente estuvieron en desventaja. Estas
condiciones explicarian por qué se hallaron valores tan bajos de riqueza en raices a pesar de

la gran rigueza de HFMA en el suelo circundante.

Finalmente, entre las variables eddaficas que no afectaron la riqueza, la ausencia de
correlacién con el P del suelo no era esperada pero si ha sido reportada anteriormente.
Algunos autores han arribado a la misma conclusion (Beauregard et al. 2013; Moora et al.,
2014), mientras que otros encontraron reducciones de la riqueza luego del agregado de P
(Verbruggen et al. 2012; Gosling et al., 2013; Camenzind et al., 2014; Klabi et al., 2015), e
incluso un sorpresivo aumento en el numero de VT (Liu et al., 2015). Esta respuesta erratica
entre estudios también ocurre en la abundancia de especies, por ejemplo, en un meta-
analisis, Treseder (2004) encontré un impacto negativo de niveles crecientes de P, pero
Jansa et al. (2014) no observd ningun efecto significativo del P. En esta investigacion, la falta
de efecto del P podria deberse a que los sitios que integraban las zonas homogéneas
estaban bien provistos de P, es decir, tenian mas de 10 ppm P Bray al momento del

muestreo (Gutierrez-Boem vy Salvagiotti, 2015)

Las plantas de soja exhibieron valores extremadamente uniformes de acumulacion de
materia seca y P (Tabla 4.1) y ello puede ser considerado como una evidencia de la gran
adaptacion del cultivo a ambientes contrastantes. De acuerdo con Klironomos et al. (2000),
las micorrizas extienden el nicho de las plantas. En este estudio, los niveles de micorrizacion
estuvieron entre los mas altos citados en la literatura cientifica internacional (Tabla 4.1) (An
et al., 1993; Zhang et al., 1995; Beauregard et al., 2013; Gosling et al., 2013; Higo et al.,
2014). Entonces, coincidiendo con Maherali y Klironomos (2007), podria inferirse que la
simbiosis micorricica podria estar cumpliendo un rol clave en la exitosa performance de la

soja en los agroecosistemas.
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El mantenimiento de especies nativas de HFMA tiene consecuencias favorables en el
ecosistema debido a que la diversidad estructural estd relacionada con la diversidad
funcional (Hart y Reader, 2002). Ademas, se ha demostrado que comunidades de HFMA con
mayor rigueza estimularon mas la productividad de la planta que una comunidad pobre en
especies (Maherali y Klironomos, 2007). Esto fue particularmente evidente en los sitios
Agricolas donde el contenido de P de la planta estuvo correlacionado positivamente con la
riqueza de HFMA (Tabla 4.3). Considerando que las leguminosas en simbiosis con bacterias
fijadoras de N se asocian preferentemente con especies de HFMA eficaces en adquirir P del
suelo (Scheublin y van der Heijden, 2006) y la evidencia de la selectividad fisica y funcional
ejercida por las plantas (Helgason et al. 2002), se podria inferir que en los sitios Agricolas (de
mayor historial sojero que Mixtos y de Sierras) predominan ciertas especies de HFMA que no
s6lo son infectivos sino que también son eficaces en la adquisicion de P del suelo.
Finalmente, es interesante considerar la estequiometria del Ny P (Johnson, et al., 2010). Se
ha reportado que el agregado de N en suelos ricos en P puede reducir tanto la riqueza de
HFMA (Egerton-Walburton et al. 2007) como la colonizacién micorricica (Mendoza et al.,
2016), pero que ello no ocurre en suelos deficientes de P. Paraddjicamente, aunque la
riqueza fue afectada negativamente por el N del suelo, se requirieron mas especies de HFMA
para mejorar la nutricién P (Tabla 4.3). La identificacién de practicas de manejo y de recursos
gue afectan la simbiosis micorricica y en consecuencia los beneficios en la adquisicion de
nutrientes, es un desafio para incrementar las funciones de las micorrizas en los

agroecosistemas.

Entender como se ensamblan las especies para formar una comunidad de Glomeromycota
puede ayudar a identificar qué factores naturales y antrépicos gobiernan la ocurrencia de
especies en agroecosistemas. En este estudio se halld que las zonas ejercieron un efecto
significativo sobre la composicion de las comunidades, con respuestas particulares en las
muestras de suelo y raices (Tabla 4.4, Figura 4.5). En las muestras de suelo, la zona Mixta
reveld una composicién diferente en comparacién con la Agricola y la de Sierras, mientras
que éstas ultimas no difirieron entre si (Tabla 4.4). Esto fue sorpresivo ya que uno esperaria
gue la comunidad de HFMA de una zona recientemente deforestada fuera distinta a aquellas
de suelos histéricamente dedicados a la produccién agricola. Sin embargo, los vectores

representados sobre la Figura de composicién de comunidad mostraron que el gradiente
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textural habria sido la caracteristica de las zonas que definié la composiciéon de las
comunidades de HFMA (Figura 4.5a). Kivlin et al. (2014) encontraron que las especies de
HFMA del suelo se ensamblan principalmente debido al “filtro” impuesto por el ambiente.
Del mismo modo, Moebius-Clune et al. (2013) reportaron que el gradiente textural estuvo
fuertemente relacionado con la composicion de la comunidad debido a su relaciéon con la
disponibilidad de agua del suelo. Los suelos arenosos (ej. Zona Mixta), tienden a tener mas
fluctuaciones en el contenido de agua y una baja retencion hidrica, lo cual es exacerbado
durante periodos de sequia. En contraste, los suelos arcillosos poseen mayores contenidos
de humedad y C (ej. Zonas Agricolas y de Sierras) con condiciones mas estables para la
produccién de cultivos, lo cual se ve reflejado en su mayor produccion de materia seca,
como se observa en los vectores de la Figura 4.5a. Las diferencias observadas en la
composicidon de las comunidades de HFMA podrian ser consecuencia de la performance
preferencial de ciertas especies de hongos en cada situacion textural (Lekberg et al., 2007;
Jansa et al., 2014; Veresoglou et al., 2013). Finalmente, en la Figura 4.5 se observa que los
suelos con mas P correspondieron a los de mayor contenido de arena (zona Mixta). Esto
podria ser consecuencia de su historial ganadero y las reposiciones de nutrientes por heces y
orina. Aunque el efecto negativo de la disponibilidad de P del suelo sobre la composicion de
las comunidades de HFMA fue reportado anteriormente (Bainard et al., 2014; Camenzind et
al., 2014), en este estudio no se hallé un efecto significativo mediante test de Mantel. Es
posible inferir, entonces, que el efecto del P del suelo estuvo subordinado a otras
condiciones restrictivas inherentes a los suelos arenosos. Es decir, seglin los resultados
obtenidos, el gradiente textural observado seria el factor mas importante en el ensamblaje

de las comunidades de Glomeromycota del suelo.

El modo en que las especies de HFMA forman comunidades dentro de las raices depende de
la interaccién entre las condiciones del ambiente circundante y de los simbiontes. La
composicion de las comunidades revelaron un efecto significativo de la zona (Tabla 4.4) y
una fuerte influencia de la textura del suelo (Figura 4.5b). En efecto, las comunidades de
raices de la zona Agricola estuvieron asociadas a suelos arcillosos, ricos en C y agua; lo que
les permitié contar con una comunidad que difirié de cualquier otra de este estudio (Figura
4.5b, Tabla 4.4). Por otro lado, las comunidades de |la zona de Sierras estuvieron asociadas a

la densidad de plantas y no difirieron de las halladas en la zona Mixta (Figura 4.5b, Tabla
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4.4). Entre los potenciales causantes del ensamblaje de las comunidades, la intensidad del
manejo agricola se ha citado como generador de anidamiento de las comunidades
(Verbruggen et al., 2012). Este concepto es muy utilizado para describir un patrén de
ensamblaje no aleatorio de las especies. Aunque Verbruggen et al. (2012) y Valyi et al.
(2014) encontraron que la causa del anidamiento era la pérdida de especies debido a las
practicas de manejo y la intensidad de manejo del suelo, respectivamente; en este estudio la
riqueza se mantuvo estable entre las zonas (Figura 4.3). Entonces, las diferencias en
abundancia de los taxa seria la causa del ensamblaje diferencial de las comunidades de
HFMA dentro de las raices. Chappin et al., (2000) enfatiza la importancia del estudio de la
abundancia de las especies debido a que responde mas rapidamente a las actividades del
hombre que los cambios en la riqueza de especies, y porque tiene importantes
consecuencias en el ecosistema mucho antes que una especie desaparezca. En este estudio,
los sitios Agricolas fueron los de mayor historial bajo practicas antropogénicas, las cuales en
los ultimos afios se focalizaron en priorizar el rendimiento de la soja mediante el uso de
pesticidas y fertilizantes. Druille et al. (2013ab; 2015) demostraron que el glifosato afecta la
viabilidad de las esporas y la colonizacion micorricica, y hay cuantiosa informacién sobre el
efecto de la fertilizacidn sobre la composicion de las comunidades dentro de las raices y la
abundancia de especies (Camenzind et al., 2014, Beauregard et al., 2013; Liu et al., 2015).
En consecuencia, ante un mayor historial sojero seria esperable que ciertos taxa desarrollen
habilidades competitivas para colonizar las raices dando como resultado una comunidad que
no sélo fue diferente a cualquier otra en este estudio (Figura 4.5b), sino que también difirio

a la hallada en el suelo Agricola (Figura 4.6a, Tabla 4.4).

Finalmente, como en las comunidades del suelo, la relacién entre la textura y la humedad
también podria ser el factor estructurante de la comunidad micorricica de las raices (Figura
4.5b). En este estudio, los suelos mostraron un generalizado bajo contenido de humedad, y
es sabido que el agua del suelo tiene consecuencias sobre ambos simbiontes. En primer
lugar, la sequia genera respuestas fisioldgicas en la planta que pueden afectar la simbiosis
micorricica (Augé, 2001). Ademas, el proceso de germinacién de las esporas y la infeccidn de
raices es altamente afectado por el agua del suelo (Tommerup, 1984). Entonces, de acuerdo
a la estrategia de colonizacién que posean, algunas especies pueden ser mds afectadas que

otras (Hart y Reader, 2002). Por ejemplo, Glomeraceae coloniza intensamente las raices a
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partir de las hifas, mientras que la colonizacion de Gigasporaceae recae sobre la germinacion
de las esporas ya que sus hifas no son infectivas (Biermann y Linderman, 1983). Mas aun, la
variacion en el contenido de agua del suelo afecta fuertemente tanto la duracién como el
éxito de la germinacion de esporas en suelos arenosos (Tommerup, 1984), especialmente en
Gigasporaceae (Koske, 1981). En consecuencia, la interaccion entre dichos factores podria
explicar las diferencias en la composicién de las comunidades de Glomeromycota dentro de

las raices de soja en respuesta a la textura del suelo.

El uso de técnicas de secuenciacidén de uUltima generacién es una herramienta poderosa para
la identificacion de hongos a partir de muestras ambientales con una alta resolucién. Sin
embargo, Peay (2014) propone encarar un enfoque intensivo de la ecologia fungica y no solo
estudios basados en su composicion taxondmica molecular. Esto significa entender mas
detalladamente la biologia de algunas especies consideradas importantes. Aunque el
término “importante” puede ser subjetivo, en este estudio, la elevada abundancia relativa
de los taxa VT113 y VT39 se empled como criterio para considerarlos taxa importantes y
discutir su relevancia en el agroecosistema sobre la base de su ecologia. Glomus VT113
incluye Glomus fasciculatum y taxa relacionados, y es uno de los taxa mas ubicuos de
planeta (Opik, et al., 2006, 2010; Moora et al., 2011). Gigaspora V139 también estd muy
distribuido geograficamente e incluye G. albida, G. decipiens, G. gigantea, G. margarita
(Opik et al., 2010). En contraste con Glomus VT113 el cual es reportado cominmente en
suelos antropogénicos, Gigaspora VT39 usualmente es relacionado con ambientes sin
disturbar y es practicamente no detectado en suelos bajo el uso del hombre (ej. Brito et al.,
2012; Hiiesalu et al., 2014; Valyi et al., 2014). Interesantemente, en este estudio ambos taxa
se hallaron con la misma abundancia. Esto revela que las practicas agronédmicas asociadas
con el cultivo de soja generaron un habitat favorable para Gigasporaceae. Posiblemente, los
siguientes factores serian los mayores causantes de este hecho: a) el uso generalizado de la
siembra directa, y b) la seleccidon de la soja por miembros de Gigasporaceae. Como se
menciond anteriormente, las esporas representan un propagulo clave para Gigasporaceae
ya que las hifas no son infectivas (Biermann y Linderman, 1983). En ausencia de disrupcion
del suelo por las practicas de siembra directa, las esporas formadas durante un ciclo de
cultivo permanecen en la misma zona donde fueron formadas, protegidas de la exposicidén

ambiental. De este modo, estan ubicadas estratégicamente para el contacto con las nuevas
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raices del cultivo del afio siguiente. Mas aun, las practicas asociadas a la siembra directa
promueven una mejor conservacion del agua del suelo lo cual también es favorable para la

germinacién de esporas (Koske, 1981; Tommerup, 1984).

Por otro lado, la seleccion preferencial por Gigasporaceae ejercida por las plantas de soja ha
sido propuesta anteriormente por Higo et al. (2013), y los resultados de este capitulo lo
corroboraron. Schenck y Kinloch (1980) compararon diferentes monocultivos y hallaron que
las esporas de G. margarita, G. gregaria y G. gigantea fueron las mas abundantes bajo
monocultivo de soja. Afios después, en los 90’s, varios estudios reportaron la presencia de
Gigaspora spp. en campos de soja (An et al., 1993; Hendrix et al., 1995; Saito y Vargas, 1991;
Johnson et al., 1991). Mas recientemente, con el avance las técnicas de secuenciacion de
ultima generacion, se confirmaron los patrones mencionados tanto en muestras de suelo
como de raices de soja (Beauregard et al., 2013; Cheng et al., 2013; Higo et al., 2013, 2014,
2015). Entonces, aunque la presencia de VT39 deberia haber sido prevista en nuestras
muestras, queda por dilucidar las causas y posibles consecuencias de su elevada abundancia

en los lotes de soja del area en estudio.

La simultanea gran abundancia de VT113 y VT39 implica ventajas ecoldgicas para las plantas
de soja. Las especies de HFMA relacionadas a ambos taxa difieren fuertemente en sus
atributos funcionales. Glomeraceae coloniza mas intensamente las raices que el suelo,
mientras que Gigasporaceae coloniza mas intensamente el suelo que la raiz (Hart y Reader,
2002). Estos patrones de crecimiento implican beneficios para las plantas. La extensiva
colonizacion extra-radical del micelio avanzando mas alla de la zona de agotamiento de la
raiz contribuye a la nutricién fosforada, mientras que el micelio interno brinda proteccién
contra patégenos (Maherali y Klironomos, 2007). En este estudio, la elevada abundancia
relativa de VT39 en el suelo comparada con la hallada dentro de la raiz es coincidente con el
patron de crecimiento previsto para Gigasporaceae, especialmente en suelos de la zona
Agricola donde se encontraron los menores niveles de P del suelo (Figura 4.7, Tabla 4.1). Tal
como postula Rosendahl (2008): “el ser raro o comun depende del habitat...”, aqui se puede
deducir que mientras que Glomus VT113 es definitivamente muy comun en suelos agricolas,

Gigaspora VT39 no parece ser una especie rara en suelos bajo cultivo de soja.

Se identificaron un total de 25 taxa indicadores en este estudio. Se encontré que 3 de los

nuevos VT fueron indicadores de los suelos de la zona Agricola: Glomeraceae INTA_4;
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Gigasporaceae INTA 2 y Archaeosporaceae INTA_7 (Tabla 4.5). La distribucidn de estos taxa
entre 3 familias distintas de Glomeromycota revela un aspecto positivo para el
mantenimiento de la diversidad. Los taxa indicadores de las raices de la zona Agricola
correspondieron exclusivamente a Glomeraceae y fueron especies ampliamente distribuidas
de HFMA. Se hallé en la base de datos MaarjAM que el taxa VT63 es mas frecuente en suelos
antropogénicos que los VT172 y VT140, los cuales son reportados principalmente en
pastizales y bosques. El VT310 no habia sido citado aun en Argentina, Alguacil et al. (2014) lo
reporté en huertos de Venezuela y ese fue el Unico antecedente en Sudamérica. La zona de
Sierras estuvo caracterizada por un gran numero de especies indicadoras, las cuales
pertenecieron a 4 familias de HFMA: Acaulosporaceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae y
Glomeraceae. De acuerdo a la base de datos MaarjAM, este es el primer reporte en
Sudamérica de los taxa de Diversisporaceae VT 54, 60, 61, 380, y Gigasporaceae VT318. Por
otro lado, encontrar el taxa Glomeraceae VT67 dentro de los indicadores de la zona de
Sierras fue inesperado. De acuerdo a MaarjAM, VT67 estad relacionado con Funneliformis
mosseae, una especie hallada comunmente en suelo arados (Helgason et al., 1998). Es
posible que la disrupcién del suelo producto de la reciente deforestacién haya generado un
ambiente mas propicio para esta especie. En oposicidn, la historia en siembra directa de las
zonas Agricolas y Mixta aparenta ser menos favorables para VT67. Por ultimo, los taxa
indicadores de la zona Mixta pertenecieron en su totalidad a Glomeraceae y todos ellos ya

habian sido citados en Argentina en pastizales y bosques (Davison et al., 2015).

4.5 CONCLUSIONES

En este capitulo se identificaron un total de 94 taxa de Glomeromycota en muestras de suelo
rizosférico y raices de soja, de los cuales 13 taxa eran inéditos. De acuerdo a las hipdtesis

planteadas al inicio del capitulo se concluye que:

H1- No se rechaza la primera hipodtesis. La composicién de las comunidades de HFMA del

suelo difirié entre las zonas en estudio y tuvo una gran correlacién con las variables de
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edaficas, en especial la textura. La zona Mixta mostré una composicién estadisticamente
diferente a la observada en las zonas Agricola y de Sierras, las cuales no difirieron entre si.
H2- No se rechaza la segunda hipdtesis. La comunidad de HFMA hallada en la zona Agricola,
la de mayor historial de cultivo de soja, fue diferente a las del resto de las zonas en estudio.
Posiblemente esto se deba a cierta adaptacién del hongo a las practicas agrondmicas
inherentes a la produccion de la leguminosa.

H3- No se rechaza la tercera hipdtesis. Se identificé gran abundancia de los taxa Glomus
VT113 y Gigaspora VT39 los cuales estan ligados a atributos funcionales complementarios.
Las 3 zonas estudiadas pudieron ser definidas a través de un total de 25 taxa indicadores.
Cabe destacar que los suelos de la zona Agricola se caracterizaron por 3 de los nuevos taxa

hallados en esta tesis.
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CAPITULO 5

EFECTO DE MICORRIZAS NATIVAS SOBRE LA NUTRICION FOSFORADA Y
PARTICION DE FOTOASIMILADOS DE SOJA
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5.1 INTRODUCCION

El fésforo (P) es un macronutriente esencial que constituye el 0,2% del peso seco de una
planta (Schachtman et al., 1998). Aunque es abundante en los suelos, su fuerte carga idnica
negativa hace que sea facilmente retenido por cationes tales como el hierro (Fe), aluminio
(Al) y calcio (Ca) o complejos organicos (Marschner, 1994). Sin embargo, la Unica forma en
que puede ser absorbido por las raices es como ion ortofosfato(H,PO4). Es por esto que a
pesar que la planta lo requiere en grandes cantidades su concentracién en la solucion de
suelo es infima y varia en un rango de 1 — 10 uM (Marschner, 1994). La baja disponibilidad
de este nutriente en el suelo ha llevado a que las plantas desarrollen diversas estrategias
para sortear su escasez. Una de las mas importantes y distribuidas en los ecosistemas es la

formacion de simbiosis con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA).

Se ha demostrado que el influjo de P en raices con micorrizas puede ser 3 a 5 veces mayor
gue en plantas no micorrizadas (Smith y Read, 2010). Las hifas extra radicales, al crecer mas
alla del suelo no colonizado por raices, pueden acceder a P de la solucién de suelo fuera de
la zona de agotamiento de la rizésfera y transferirlo a la raiz (Munkvold, et al., 2004). Este
proceso permite una difusion mads rapida del P a través de la matriz edafica. Segun Tinker
(1975), por unidad de longitud, la produccion de hifas demanda menos carbono (C) para la
planta que producir raices y, ademas, su reducido diametro les permite acceder a poros de
menor tamafio que los pelos radicales, aumentando efectivamente el volumen de suelo
explorado por la planta. Ademas, la rapida proliferacién de hifas le permite acceder a nuevos
parches ricos en P en un tiempo menor que el que necesitaria una planta para generar raices
en esa zona. Un segundo mecanismo de importancia en la nutricién fosforada mediada por
los HFMA, es que las hifas tienen un menor K., que las raices, por lo que pueden tomar P a
menores concentraciones en la solucion de suelo (Schachtman et al., 1998). Por ultimo, el
tercer mecanismo consiste en la habilidad del hongo en aprovechar formas de P del suelo
gue no son accesibles para la raiz. Esto puede implicar la solubilizacién de P inorganico o la
hidrdlisis de P organico a través de modificaciones localizadas de pH, produccién de aniones
organicos y fosfatasas (Smith y Read, 2010). Gracias al conjunto de estos mecanismos, las
hifas transfieren P a las células radicales en forma de polifosfatos que luego son
depolimerizados en la raiz y distribuidos a toda la planta (Ezawa et al., 2002; Smith et al.,

2003).
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Los HFMA son completamente dependientes de su huésped para cubrir los requerimientos
de C y no pueden completar su ciclo vital sin una planta (Smith y Read, 2010). Las células
corticales de la raiz liberan azucares al apoplasto, los cuales son hidrolizados y tomados por
el hongo (Schiupler et al., 2006). Una vez en la estructura fungica, el C es incorporado en
lipidos y transportado a través del micelio (Pfeffer et al., 1999; Bago et al., 2002). Los lipidos
son metabolizados y representan la principal fuente de C para el mantenimiento y extensién
de micelio extraradical en el suelo (Bago et al., 2000; Douds et al., 2000). La demanda de C
del hongo constituye un gran destino de fotoasimilados. La relacidn entre el costo de la
simbiosis micorricica y su beneficio determinard respuestas positivas o negativas en la

planta.

En sistemas antropicos, se ha observado que en ciertas condiciones los HFMA pueden
promover mermas en el crecimiento y rendimiento de cultivos (Bever et. al. 2002, Johnson
et al., 1992a; Johnson, 2009). Bethlenfalvay et al., (1983) demostraron que la respuesta de
la planta depende de la composicion de la comunidad de HFMA del suelo y su interaccidon
con el huésped. Ciertas practicas agricolas pueden favorecer el predominio de hongos
menos mutualistas que priorizan la produccidon de estructuras de reserva, tales como
vesiculas, en lugar de la generacién de hifas absorbentes (Powell et al., 2009). Ademas, los
sitios de colonizacién radical pueden alojar HFMA que no son metabdlicamente activos
desde el punto de vista nutricional (Abdel-Fatah, 2001; Smith y Read, 2010). En los sistemas
agricolas actuales, los beneficios atribuidos a los HFMA son puestos a prueba por diversos
factores. Por ejemplo, la existencia de cultivares seleccionados en ambientes de alta
productividad (Verbruggen vy Kiers, 2010), y practicas poco sustentables, como el
monocultivo, que pueden favorecer a especies de HFMA mas infectivas en detrimento de
otras mas mutualistas (Fester y Sawers, 2011). En consecuencia, los agroecosistemas podrian

estar desaprovechando los beneficios de la simbiosis micorricica (Kiers y Denison, 2014).

El objetivo general de este capitulo fue estudiar el efecto de HFMA autdctonos y la oferta de
P sobre el crecimiento y particiéon de fotoasimilados de plantas de soja. Para ello se realizd
un experimento en macetas con suelo de 40 afios de historial de monocultivo de soja sin
fertilizacién y se compararon dos niveles de oferta de P en presencia o ausencia de HFMA.

Los objetivos especificos fueron:
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1) Medir niveles de colonizacién intra-radical (porcentaje y viabilidad de estructuras

micorricias) y extra-radical (longitud de hifas en el suelo).

2) Cuantificar variables de respuesta de la planta de soja relacionadas a la acumulacién de

biomasa y nutricion fosforada.

3) Cuantificar variables relacionadas a la particion de azucares en tejidos foliares y radicales

de la planta de soja.
Se pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

1) Los mayores niveles de colonizacidon micorricica intra y extra-radical se hallaran en la
situacidn de baja oferta fosforada del sustrato.

2) La simbiosis micorricica mejorara las variables de respuesta evaluadas en comparacién
con las plantas sin micorrizas, especialmente en la situacién de baja oferta fosforada del
sustrato.

3) La particion de azucares en tejidos foliares y radicales de las plantas de soja serd afectada

tanto por la oferta fosforada del sustrato como por la presencia de micorrizas.
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5.2 MATERIALES Y METODOS

Descripcion del suelo

El experimento en macetas se llevé a cabo con suelo de un ensayo a campo iniciado en 1975
en la Estacién Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de Marcos Juarez, Provincia de Cérdoba (Argentina, 32°43’S. 62°06°0). El suelo es un
Argiudol tipico, profundo, franco arcillo limoso de capacidad de uso | (INTA, 1978). El
experimento posee un disefio en bloques completamente aleatorizado con 4 repeticiones.
Para este estudio se escogieron las parcelas mantenidas bajo monocultivo de soja en
siembra directa, sin fertilizacién desde el inicio del experimento, para que constituyeran la
fuente de inéculo micorricico en las macetas. Se selecciond este suelo ya que la comunidad
nativa de HFMA es resultado de 40 afios de experimentacion y constituye un indculo de
historial conocido, adaptado a las condiciones de baja oferta nutricional y a la posible
seleccion impuesta por el hospedante. Al momento del muestreo se identificaron las
esporas siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo 2 y se hallaron las siguientes
especies: Acaulospora mellea (Schenk); Acaulospora scrobiculata (Trappe); Claroideoglomus
etunicatum (Becker y Gerdemann) SchuBler y Walker, 2010) y Rhizophagus intraradices

(Schenk y Smith) SchuBler y Walker).

Disefo del experimento

Para estudiar el efecto de la simbiosis micorricica y P disponible sobre el crecimiento y
particién de fotoasimilados de plantas de soja se evaluaron 2 tratamientos, con 2 niveles
cada uno: HFMA (+HFMA y —HFMA) y fertilizacion fosforada (+P y —P). La fuente de inéculo
de HFMA fue el suelo extraido del experimento de campo descripto anteriormente. La
recoleccidn se realizd a fines de septiembre de 2015, previo a la siembra del cultivo de soja.
Se muestrearon 0-10 cm superficiales con barreno de 7,5 cm de diametro, un total de 20
puntos por parcela, distribuidos al azar y luego se unificaron. El suelo se tamizé por 5 mm de

malla y se conservo a -52C hasta la realizacion del experimento.

La preparacion del tratamiento -HFMA demanda metodologias que no afecten las

propiedades del suelo, en especial la movilizacidon de nutrientes (Endlweber y Scheu, 2006).
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En este sentido, la erradicacidon de propagulos micorricicos autdctonos se realizé mediante la
incubacién del suelo fresco con una dosis de 10 pl g* de formaldehido (CAS 50-00-0) de
acuerdo a lo propuesto por Covacevich y Echeverria (2003). El procedimiento se llevé a cabo
en bolsas de polietileno con 200 g de suelo fresco, suministrando de manera uniforme una
solucién 5% (v/v) de formaldehido y agua destilada hasta alcanzar la dosis requerida. Se
mezcld la solucién con el suelo, luego las bolsas se cerraron herméticamente y se
mantuvieron en oscuridad a 252C durante 48 hs. Finalizado ese lapso de tiempo, se airearon
a temperatura ambiente durante 48 hs en capas de suelo no mayores a 1 cm de espesor
sobre bandejas plasticas. Para lograr una eliminacion completa de los gases de formaldehido
luego del aireado, las muestras se distribuyeron en volimenes de 50 g en frascos de vidrio
de 500 cc y se sometieron a 5 ciclos de vacio y recirculacién de aire (Jenkinson y Powlson,
1976). Un experimento preliminar demostré que esta técnica permite utilizar el suelo
inmediatamente sin afectar el crecimiento de las plantas de soja ni la formacién de nédulos
de Bradyrhizobium japonicum. Por ultimo, se separaron 4 sub-muestras de suelo con y sin

tratamiento de eliminacién de HFMA para realizar analisis quimicos (Tabla 5.1)

Tabla 5.1: Propiedades quimicas del suelo antes (+HFMA) y después (-HFMA) del
tratamiento con formaldehido (* Error Estandar)

Propiedad + HFMA - HFMA

P mg kg 23,8 (+0,26) 23,3 (+0,64)
% 3,3 (+0,16) 3,8 (+0,36)

pH 6,1 (+0,06) 6,6 (+0,10)

Los resultados corresponden a una profundidad de muestreo 0-10 cm. Se identificaron como +HFMA y —-HFMA
a las muestras de suelo sin y con tratamiento de formaldehido, respectivamente.

P: fésforo extractable (Bray y Kurtz, 1945); N-NOjs: nitrégeno de nitratos (Bremmer, 1965); C: carbono organico
(Walkleyy Black, 1934); pH: relaciéon suelo:agua 1:2,5

Ensayos preliminares demostraron que la naturaleza arcillo-limosa de este tipo de suelo
(80% arcilla y limo, INTA 1978), al ser tamizado impide una adecuada circulacién del agua y
del aire, dificultando el normal crecimiento de la planta. Es por esto que debid recurrirse a la
dilucién del suelo con otro material que favorezca dichos procesos. Se utilizd arena fina de

rio previamente enjuagada con agua destilada y tamizada en humedo por malla de 250 um.
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Debido a la importancia de la oferta de P y reaccidn del sustrato para el objetivo en estudio,
se midio el P extractable (Bray y Kurtz, 1945) y pH de la arena (1:2,5 p/v) luego del lavado. Se
detectd un nivel de P igual a 2 (+0,5) mgP kg™ y pH 8 (+0,01). En base a estos resultados se
decidio lavar la arena con una solucién 0,5 M Cl,Ca para extraer el P y disminuir el pH, luego
se enjuago con agua destilada hasta obtener un liquido de percolacién transparente y pH 6,5
constante. Para este proceso la arena se colocé en recipientes de 1000 cc, con perforaciones
en la base a través de las cuales se recolectd el fluido de percolacién. Finalizado el lavado, la
arena se secod en estufa de ventilacion forzada a 652C y se repitieron los analisis, no
detectandose trazas de P (Bray y Kurtz, 1945) ni cambios en el pH. La perlita se enjuagd con
agua destilada, no se halld P ni reaccion idnica para la determinacion de pH (el pH medido
era igual al del agua destilada de la relacién 1:2,5). Por ultimo, la arena y perlita secas se
tindalizaron en autoclave a 1212C durante 1 h, 2 ciclos cada 48 hs. Previo a su uso se verifico
si mantenian el P y pH medidos antes del tratamiento de calor. Al confirmarlo, se utilizaron
inmediatamente para la preparacion del ensayo. El experimento se realizd en macetas de
1000 cc siguiendo un disefio completamente aleatorizado con 8 repeticiones. Cada

recipiente se rellené de la siguiente manera:

- Superficie: 100 g de arena
- Medio: 555 g de una mezcla homogénea de 500 g arena, 50 g suelo, 5 g perlita

- Fondo: 100 g de una mezcla homogénea de 90 g arena y 10 g perlita

La mezcla de la porcidn corresponde el sustrato que definid los tratamientos +HFMA y —
HFMA segun si correspondia al suelo fresco sin o con eliminacién de propagulos micorricicos,
respectivamente. La dilucién con arena permitid exacerbar la deficiencia fosforada de los
tratamientos —P, una medicion realizada arrojé resultados de 8,7 a 10,2 mgP kg. Finalizada
la preparacion, las macetas se regaron con 150 cc de agua destilada, ya que era el volumen
necesario para llegar a la maxima capacidad de retencién de agua de la maceta seguin

estudios preliminares.

Para el tratamiento de fertilizacion fosforada (+P) se aplicaron 15,5 mgP maceta™ con una
soluciéon 10 mM de K,PO,4 (Cassman, 1980). Las macetas +P recibieron un riego inicial con 50

cc de dicha solucidn, mientras que las de —P se regaron con 50 cc de agua destilada.
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Las semillas de soja (Glycine max (L) Merr. cv NS-4611) previamente desinfectadas con una
solucion 10% de H,0, y enjuagadas con agua destilada, se pre-germinaron en arena estéril a
259C durante 10 dias. Se seleccionaron plantulas de tamafo uniforme y se colocé una por
maceta. En ese momento, se extrajeron los cotiledones para promover la actividad de
absorcion de la raiz, segun las recomendaciones de investigadores del Instituto de Fisiologia

y Recursos Genéticos Vegetales de INTA (Dr. Ramiro Lascano 2015, comunicacién personal).

Con la finalidad de aportar componentes de la microbiota nativa del suelo en el tratamiento
-HFMA, se prepard un extracto 75% (p/v) de suelo fresco con agua destilada que fue filtrado
a través de poros de 2,5 um de diametro (Whatman 589/3) con ayuda de una bomba de
vacio. Dicha apertura de malla no permite el pasaje de estructuras de HFMA pero si de
bacterias fijadoras de N y otros microorganismos (Coyne, 1999). Al momento del trasplante,

se aplicaron 2 ml del extracto sobre las radiculas de soja.

Los riegos se realizaron periédicamente con agua destilada segun la pérdida de peso de las
macetas. El contenido hidrico de mantuvo constante, igual al peso registrado al inicio del
experimento. Semanalmente se repitié la fertilizacion con P en el tratamiento +P. EI N se
suministré semanalmente con 50 ml de 15 mM CINH; ya que se decidié no realizar
inoculacién con bacterias fijadoras de N (Cassman, 1980). Se ha reportado que la ausencia
de micorrizas se correlaciona fuertemente con la nodulaciéon de soja y se podria haber
interferido indirectamente en la nutricidn nitrogenada (Ossler et al., 2015). Debido a la
escasa cantidad de suelo y para evitar posibles deficiencias nutricionales, todas las macetas
se fertilizaron cada 10 dias con 50 ml de solucion de macronutrientes: 1 mM CaCl,.2H,0;
0,75 mM MgS0,4.7H,0; 0,5 mM K;SO4; y 50 ml de solucion de micronutrientes 10 uM H3BOs;
4 uM FeS04.7H,0; 2 uM MnS04.H,0; 1 uM KI; 0,5 pM CuS0,4.5H20; 0,1 uM NaMo0Q,.2H,0;
0,2 uM CoCl,.6H,0 (Cassman, 1980).

El experimento se mantuvo por 60 dias en inverndculo, bajo luz natural durante los meses de

octubre y noviembre 2015, a 252C (+ 52C), a humedad relativa ambiente.
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Determinaciones

La totalidad de las mediciones se realizaron a la finalizacion del experimento. Para llevarlas a
cabo, 4 de las repeticiones se destinaron Unicamente a la cuantificacion de biomasa vegetal
y concentracidn de P, mientras que las restantes se emplearon para las mediciones en raices

y tejidos foliares que implicaban la destruccidn de las muestras.
- Porcentaje de micorrizacion

El porcentaje de hifas, vesiculas y arbusculos se midié de acuerdo a lo descripto en el

Capitulo 2. No se hallaron estructuras micorricicas en el tratamiento —HFMA.
- Viabilidad de estructuras micorricicas radicales

El test de viabilidad se basa en la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa por
deposicidon de purpura de formazan luego de la reduccidn del azul de tetrazolio en presencia
de succinato (Kough et al., 1987). La solucidon de incubacion se prepard como se detalla a
continuacion: 1 ml de 2,5 M succinato disédico (CAS 6106-21-4); 2,5 ml de solucion (4 mg ml’
!) de azul-nitro-tetrazolio cloruro (CAS 298-83-9); 2,5 ml Tris-HCl (0,2M, pH 7); 1 ml de 5 mM
Cl,Mg v 3 ml de agua destilada. Las raices de soja al momento de la finalizacién del
experimento, se lavaron y cortaron en fragmentos de 0,5 cm de largo. Un total de 0,5 g se
incubé en 2 ml de la solucion anterior durante 16 hs. Luego se elimind la solucion
incubadora, se afiadié 75% (p/v) hidrato de cloral (CAS 302-17-0) y se llevé a ebullicién en
bano termostatico durante 15 minutos. Por ultimo, se descarté dicha solucién y las raices se
cubrieron con 0,01% (p/v) fucsina acida (CAS 3244-88-0) diluida en acido lactico (598-82-3) y
se incubaron a 902C durante 10 minutos. Finalizada la tincién, las muestras se enjuagaron en
agua destilada y se conservaron en acido lactico hasta la cuantificacidon. Las raices se
montaron en portaobjeto y se realizd el recuento en microscopio dptico con aumento 50X
en 90 intercepciones por muestra. Para referirse a esta variable, a lo largo de esta tesis se

mencionara viabilidad y actividad como sinénimos.
- Longitud de hifas extra radicales

El nivel de colonizacion del sustrato por HFMA se determind midiendo la longitud de las hifas
extra radicales extraidas de la porcién media de la maceta. La metodologia descripta a

continuacion se adaptd de Hart y Reader (2002). Se pesaron 10 g de sustrato y se
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suspendieron en 250 ml de 3,6% (p/v) hexametafosfato de sodio (CAS 68915-31-1) durante
16 h para la dispersion del sustrato. Posteriormente, la suspensiéon se homogeneizd en
agitador magnético durante 2 minutos y se extrajeron alicuotas de 10 ml de cada muestra.
Luego se diluyeron en 250 ml de agua, se mezclaron en agitador magnético, se tomaron
alicuotas de 10 ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 xg. Se descartd el
sobrenadante, se suspendid el pellet en 5 ml glicerol (CAS 56-81-5) y se centrifugd
nuevamente a 75 xg durante 30 segundos. El sobrenadante se tifié siguiendo la metodologia
descripta para las raices en el Capitulo 2. Por ultimo, cada muestra se decanté en filtros de
jeringas de 13 mm de didmetro y 0,45 mm de malla (AC Whatman GD/X) los cuales se
enjuagaron con agua destilada, se montaron en portaobjetos y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Previo a la cuantificacion se les aplico aceite de inmersion para que
las estructuras se pudieran visualizar claramente. La presencia o ausencia de hifas se midio
en 100 intercepciones en microscopio optico a 50X. La longitud de hifas por gramo de

sustrato se calculd segun la Ecuacion 1 (Newman, 1966).

mxN=x*xA
2 %L

Ecuacion 1

Dénde: H es la longitud de hifas (mm), N es el nUmero de intercepciones, A es el area del
filtro, L es la longitud de la linea de intercepto del objetivo del microscopio. Luego H se
dividié por la cantidad de sustrato empleado, se le descontd la humedad de la muestra y se
multiplicé por los factores de dilucion empleados para llegar al resultado final expresado en

mm g’l.
- Crecimiento vegetal y concentracion de P

Al finalizar el experimento, se registrd la altura de las plantas (érganos aéreos) y el peso
fresco. Posteriormente, las plantas se secaron en estufa para cuantificar su peso seco y
concentracion de P siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo 2. Estas

determinaciones se realizaron en érganos aéreos y radicales separadamente.

Adicionalmente, también se realizd el recuento y peso de nddulos de la raiz principal con la

finalidad de corroborar la existencia de componentes de la biota del suelo en interaccién con
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la planta de soja. La presencia de estos microorganismos, permitié evaluar la efectividad del
extracto de suelo aplicado sobre las radiculas en el tratamiento de suelo con erradicaciéon de

propagulos.
- Concentracion de azucares solubles y almidén

El contenido de azucares solubles e insolubles (i.e. almiddn) se determind a partir de tejido
vegetal fresco extraido de la planta al momento de finalizar el experimento. En tubos de 1,5
ml se pesaron por un lado 100 mg de la primera hoja trifoliada completamente expandida, y
100 mg de raices en otro set de tubos. Las muestras se homogeneizaron en nitrégeno liquido
con la ayuda de micro-pistilos y se conservaron a -202C hasta su posterior analisis. La

metodologia que se describe a continuacidn esta basada en Leyva et al. (2008)

— Extraccion de azlcares solubles: se realiz6 mediante el agregado de 1 ml de 80% (v/v)
etanol 962 e incubacién durante 30 minutos a 802C. Luego, las muestras se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugaron durante 10 min a una velocidad de 12000 xg a 52C.
El sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se prosiguié con la extraccién de los

azucares insolubles del pellet.

— Extraccion de azucares insolubles: al pellet remanente del paso anterior se le agregd 1 ml
de 0,2 N H,SO4 se homogeneizd con agitador vortex durante 30 segundos, y se incubd a

1002C durante 30 minutos.

El proceso de analisis para la cuantificacion de azucares solubles e insolubles se realizé con
diluciones de 1:100 de los extractos obtenidos. El reactivo empleado para este analisis fue
0,1% antrona (CAS 90-44-8) diluido en 98% H,S0,4 (7664-93-9).. Se agregaron 250 ul de 0,1%
antrona a 750 pul de las diluciones de cada muestra. Se refrigeraron 10 minutos a 49C, y se
llevaron a incubacién durante 30 minutos a 802C. Para finalizar, se llevaron a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se midié la absorbancia a 620 nm. Estos procedimientos se
realizaron paralelamente sobre diluciones seriadas de glucosa para la confeccién de la curva

de calibracién.
- Estimacion de la dependencia micorricica

Con la finalidad de estimar el efecto de las micorrizas en ambas condiciones de nutricién

fosforada, se estimd la dependencia micorricica de la plantas de soja segun la Ecuacion 2
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(Plenchette et al., 1983). Las variables analizadas fueron la altura de plantas, biomasa vy

concentracion de P, y azucares.

NM
Dependencia micorricica (%) = 7 100

Ecuacion 2

Donde: M y NM se refiere a la variable vegetal medida con y sin micorrizas,

respectivamente.

Andlisis estadisticos

Se verificd previamente los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas del set
de datos mediante test de Shapiro-Wilks y grafico de dispersidn de residuales vs predichos;
respectivamente. Los datos de porcentaje de micorrizacion, viabilidad de estructuras
micorricicas y dependencia micorricica no cumplieron el supuesto de normalidad y por ello
se transformaron mediante el calculo del arcoseno de la raiz cuadrada de la variable
expresada como proporcion (Newsham, et al., 1995). En los graficos se presentan las medias
porcentuales para una mejor visualizacion. Una vez verificados los supuestos, los datos se
analizaron estadisticamente mediante ANOVA con el fin de determinar los efectos de HFMA,
P vy la interaccion HFMA*P. Cuando la interaccién o alguno de los efectos individuales
resultaron significativos (p<0,05), las medias se compararon mediante test Tukey. Las
mediciones relacionadas con la concentracién y acumulacion de P se compararon mediante
contrastes ortogonales entre las medias de +HFMA y —-HFMA dentro de cada situacion de
nutricion fosforada. Se recurrié a dicho andlisis debido a la magnitud de las diferencias entre
ambos niveles de P. Previamente se evaluaron posibles transformaciones de los datos pero
no resultaron adecuadas para incluir todo el set de datos en un unico test de comparacion.

Todos los analisis se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al., 2014).

Tesis Doctoral - CAPITULO V
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



116

5.3 RESULTADOS

Micorrizas en soja

- Presenciay viabilidad

La presencia de micorrizas en soja solo se registré en +HFMA, mientras que el tratamiento
de erradicacion de propagulos con formaldehido elimind completamente las estructuras
propagativas de estos hongos. En la Figura 5.1a se presentan los porcentajes de
micorrizacion de +HFMA en ambas situaciones de nutricion fosforada. Se registraron valores
de hifas y arbusculos en —P que superaron significativamente a los hallados en +P. Los
valores medios de hifas y arbusculos fueron: 58,8% (+ 4,8) y 57,2% (+5,8) en —P, y 37,9% (+
2,4) y 36,2% (+2,3) en +P, respectivamente. La presencia de vesiculas, en cambio, fue similar

en ambos tratamientos alcanzando un promedio de 18% (+3,8) en—Py 15,3% (+2,9) en +P.

La viabilidad de las estructuras micorricicas mostrd diferencias segln la nutricién fosforada
(Figura 5.1b). El 78% (+4,2) de hifas y el 93% (+ 6,3) de arbusculos observados en -P
presentaban actividad, mientras que en +P los valores alcanzaron 32% (+7,4) y 20% (+7,1),
respectivamente. También hubo diferencias en la actividad de las vesiculas, con un 68%

(¥7,3) en +P y 35% (6,5%) en —P.

Tesis Doctoral - CAPITULO V
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



117

100 -

[*))
—

O-P m+P
80 -

60

40 -

Colonizacion (%)

20

b) 100

%
—— %

80 - - *

40 -

Viabilidad (%)

HIFAS ARBUSCULOS VESICULAS

Figura 5.1: Porcentaje de colonizacion (a) y viabilidad (b) de hifas, arbusculos y vesiculas en
raices de soja a los 60 dias de recibir dos niveles de oferta fosforada (-P y +P). Los
resultados pertenecen al tratamiento +HFMA ya que no se hallaron estructuras
micorricicas en —HFMA. Las barras corresponden al error estandar (n=4). El asterisco (*)
representa diferencias estadisticamente significativas entre niveles de P en cada
estructura fungica (Tukey p<0,05)
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- Longitud de hifas micorricicas extra-radicales

La oferta de P afectd la colonizacién micorricica del sustrato medida a través de la longitud
de las hifas extra-radicales (Figura 5.2). La longitud en -P fue en promedio de 8,3 mm g
(+1,25) y en +P 3,2 mm g’ (+ 1,01). En comparacin, esto representa un 60% mas de
exploracion por unidad de masa de sustrato en —P que en +P, para las condiciones en las que

se llevé a cabo el experimento.

10 - *
O-p

W +P

Longitud de hifas (mm g-1)

Figura 5.2: Longitud de hifas de Glomeromycota (mm g*) en sustrato con plantas de soja a
los 60 dias de crecimiento bajo dos niveles de oferta fosforada (-P y +P). Los resultados
pertenecen al tratamiento +HFMA ya que no se hallaron estructuras micorricicas en —
HFMA. Las barras corresponden al error estandar (n=4). El asterisco (*) representa
diferencias estadisticamente significativas entre niveles de P (Tukey p<0,05)

Parametros de crecimiento de plantas de soja

- Altura, biomasa vegetal y nodulacion

Se observaron respuestas a los tratamientos de HFMA y P (Tabla 5.2). Se destacé que el peso
de las raices, tanto fresco como seco, no fue afectado significativamente por los
tratamientos. Sin embargo, la variable R:A fue altamente sensible, lo cual evidencia el

impacto de los efectos estudiados sobre |la biomasa aérea de la planta.
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Tabla 5.2: Altura, peso y nodulacion de plantas de soja luego de 60 dias de crecimiento en presencia (+HFMA) o ausencia (-HFMA) de
propagulos micorricicos autdctonos y condiciones de nutricion fosforada contrastantes (+P y —P). Valores medios (n=4) y resultados de

Tratamientos Altura (cm) Peso Fresco (g) Peso Seco (g) Nédulos’
Aéreo Raiz R:A' Aéreo  Raiz R:A' NUmero PF PS
+P 26,0 a 79a 40 05 b 16a 05 03 c 32,5a 253a 3.8a
+HFMA 21,5 ab 50 b 49 10a ,1b 06 05a 190 bc  150b  23ab
+P 18,8 b 67ab 56 09 a 12 b 06 046b 233b 164b 29ab
-HEMA — p 183 b 37 ¢ 42 11a 08 ¢ 04 05a 157 ¢ 72 ¢ 13 b

Resultados de ANOVA

HFMA * kK ns ns * * ns * ¥ * * *
P ns * kK ns ns x* ok k ns * Kk * ok * ns
HFMA*P ns ns ns ** ns ns *x ns ns ns

*R:A es la relacién entre la biomasa acumulada por tejidos radicales (R) y aéreos (A) con los datos de peso fresco o seco, segun corresponda.
SNédulos: Nimero (nédulos planta™); PF: Peso fresco (mg nédulo™); PS: Peso seco (mg nédulo™)

Resultados de ANOVA: *. p<0,05; **. P<0,01,***. P<0,001

Letras distintas indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0,05)

ANOVA.
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Concentracion y absorcion de P

La concentracién de P fue drasticamente afectada por la oferta del nutriente. En la situacién
+P (Figura 5.3a y 5.3c) fue en promedio 10 veces superior a la hallada en —P (Figura 5.3b y
5.3d). Ante la deficiencia de P impuesta en el experimento, las raices que crecieron en
+HFMA (Figura 5.3d) tuvieron 3 veces mas P que aquellas que no contaron con simbiosis
micorricica, aunque los valores se mantuvieron muy por debajo de lo observado en +P

(Figura 5.3c)

a) 10 - +P b) 10 - -P

g 08 @+ HFMA

O- HFMA
06 A

0.2 4

d) 06 -

0.5 4
0.4 - *
0.3 A

0.2 4

P radical {mg g™")

0.1

0.0 -

Figura 5.3: Concentracion de P de tejidos aéreos (a y b) y radicales (c y d) de plantas de
soja a los 60 dias de crecimiento bajo dos niveles de oferta fosforada: +P (izq.) y —P (der.);
en presencia (+HFMA) o en ausencia (-HFMA) de indculo micorricico autdctono. Las barras
corresponden al error estandar (n=4). El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente
significativas entre +HFMA y —HFMA para cada nivel de P individualmente, por contrastes
ortogonales (p<0,001). Nétese las diferencias de orden de magnitud del eje de ordenadas
(y) entre las Figuras de la izq. (+P) y der. (-P)
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La acumulacion de este nutriente en los tejidos vegetales de la planta de soja fue altamente
afectada por la disponibilidad de P (Figura 5.4). Se observoé que el contenido de P acumulado
en las raices difirio significativamente entre +HFMA y —HFMA, de manera opuesta segun el
tratamiento P (Figura 5.4c y 5.4d). El P acumulado en dérganos aéreos mostrd resultados

marginalmente significativos (p<0,08) en la situacidn +P (Figura 5.4a)

ji,
=
1

+ P b) 7 -P  m+HFMA
- O- HFMA

[@=]
1

P acumulado aéreo (mg pH!

P acumulado en raiz (mg pI'') &

Figura 5.4: Acumulacion de P de tejidos aéreos (a y b) y radicales (c y d) de plantas de soja
a los 60 dias de crecimiento bajo dos niveles de oferta fosforada: +P (izq.) y —P (der.); en
presencia (+HFMA) o en ausencia (-HFMA) de indculo micorricico autdctono. Las barras
corresponden al error estandar (n=4). El asterisco (*) representa diferencias
estadisticamente significativas entre +HFMA y -HFMA para cada nivel de P
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individualmente, por contrastes ortogonales (p<0,001). Noétese las diferencias de orden de
magnitud del eje de ordenadas (y) entre las Figuras de la izq. (+P) y der. (-P)
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- Concentracion de azucares solubles y almidon

La distribucién de fotoasimilados de la planta de soja fue afectada por los tratamientos
evaluados en este experimento (Tabla 5.3). Se observé una interaccién significativa HFMA*P
en la concentracion de azucares solubles del tejido foliar vegetal (ANOVA, p<0,05). En los
tejidos radicales, en cambio, se hallaron diferencias altamente significativas en respuesta al
P (ANOVA, p<0,001). La menor concentracién de azlcares solubles se registréo en +HFMA vy
+P (4,2 ug mg' PF). La relacién entre la concentracion de aztcares solubles y almidén (S:A)
fue afectada significativamente tanto por la oferta de P como por la presencia de micorrizas.
En promedio, los tratamientos +HFMA tuvieron una menor relacién S:A que —-HFMA para

cada nivel de P. En la raiz, en cambio, S:A se mantuvo constante para todos los tratamientos.

Tabla 5.3: Concentracién de azicares solubles y almidén (ug mg™’ PF) de plantas de soja
luego de 60 dias de crecimiento en presencia (+HFMA) o ausencia (-HFMA) de propagulos
micorricicos autdctonos y condiciones de nutricion fosforada contrastantes (+P y —P).
Valores medios (n=4) y resultados de ANOVA.

Azucares Solubles Almidén S:AS
Tratamientos Aéreo Raiz Aéreo Raiz Aéreo Raiz
concentracion Ug mg_l PF

+HEMA *P 86 b 42 ¢ 135a 121 06b 0,4
-P 12,3 a 5,7 ab 12,1a 13,9 10 b 0,4
-HEMA P 13,2 a 51 b 13,2 a 12,9 10b 0,4
-P 11,8 a 6,4 a 83 b 15,3 1,6 a 0,4
Resultados de ANOVA
HFMA * * * ns * ns
P ns ** ** ns * ns
HFMA*P * ns ns ns ns ns

S Relacién entre la concentracién de azcares solubles y almidon
Resultados de ANOVA: *. p<0,05; **. P<0,001; ns: no significativo
Letras distintas indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0,05)

Tesis Doctoral - CAPITULO V
Ing. Agr. M.Sc. Valeria S Faggioli



125

Dependencia micorricica

- Biomasay contenido de P

En la Figura 5.5 se presentan los resultados de la dependencia micorricica (DM) para las
variables de respuesta evaluadas sobre plantas de soja en dos condiciones de nutricion
fosforada. Los valores de DM mayores que cero indican una mejor performance de la planta
en +HFMA que en —HFMA, mientras que una DM menor que cero indica lo opuesto. En el set
de datos analizados, se observé que los tejidos radicales tuvieron una mayor respuesta a la
micorrizacion y que la misma fue afectada significativamente por la oferta de P. En este
sentido, tanto el peso, como la concentracidn y acumulacion de P de raices tuvieron DM
positiva en —P, y viceversa en +P. Los mayores valores de DM se observaron en la
concentracién y acumulacién de P en la raiz, los cuales alcanzaron un 81% (+3) y 73% (+2),
respectivamente, en el tratamiento —P (Figura 5.5). El resto de las variables medidas no
tuvieron respuesta estadisticamente significativa aunque se observaron tendencias segun el

tratamiento de P.

- Azucares solubles y almidon

Se observaron diferencias significativas en DM en la concentracion de azucares solubles y
almidon del tejido foliar en respuesta a la fertilizacion fosforada (Figura 5.6). Para ambos
parametros, se hallaron valores fuertemente negativos en +P, lo cual significa que en dicho
tratamiento de nutricion P, la presencia de micorrizas generd disminucion de la proporcion

de azucares solubles con respecto a la de almiddn.
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Figura 5.5: Dependencia micorricica (%) de plantas de soja a los 60 dias de crecimiento
bajo dos niveles de oferta fosforada: +P y —P; para las siguientes variables: Altura (cm);
Aéreo (g pI™"), Raiz (g pl™"), A+R: peso de la planta entera (g pl™*), R:A: relacién entre peso de
raices y drganos aéreos; basado en peso fresco o seco, segun corresponda. Fésforo: Aéreo
conc. y Raiz conc.: concentracion de P en érganos aéreos y radicales (mgP gY),
respectivamente. Aéreo acum. y Raiz acum.: acumulacion de P en d6rganos aéreos y
radicales (mg plI™'), respectivamente. A+R: es la suma de las fracciones anteriores (mgP pl
1), Las barras corresponden al error estandar (n=4). El asterisco (*) representa diferencias
estadisticamente significativas entre +P y —P (ANOVA, p<0,05).
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Figura 5.6: Dependencia micorricica (%) de plantas de soja a los 60 dias de crecimiento
bajo dos niveles de oferta fosforada: +P y —P; de azlcares solubles e insolubles en hojas y
raices de soja (ug mg™ PF). Las barras corresponden al error estandar (n=4). Los asteriscos
(*) indican diferencias estadisticamente significativas entre +P y —P (ANOVA, p<0,05).

5.4 DISCUSION

La oferta de P del sustrato inhibié parcialmente el establecimiento de la simbiosis
micorricica. Se observaron reducciones de la colonizacion intra-radical de 33% de hifas y un
40% de arbusculos (Figura 5.1a). Aunque estos resultados indican una disminucién, también
demuestran que la alta concentracién de P no impidid completamente el inicio de la
micorrizacion. Sin embargo, los resultados mas contrastantes entre ambos niveles de P se
observaron en la actividad de las estructuras fungicas intracelulares y en la densidad de hifas
extra-radicales (Figura 5.1b, 5.2). Las hifas y arbusculos viables en —P superaron 2 y 5 veces

lo observado en +P, respectivamente. Sumado a ello, la longitud de hifas extra-radicales en —
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P superaron en un 60% la hallada en +P. Uno de los mecanismos mas citados sobre la
regulacién de la micorrizacion de las plantas en condiciones de alta disponibilidad de P es la
supresion de la asignacion de C al hongo (Javot et al., 2007). Este proceso explicaria la
pérdida de viabilidad de las estructuras fungicas presentes en las raices. Es posible que ante
niveles altos de P la planta afecte la vida util de arbusculos e hifas acortando su periodo
activo y promoviendo su disrupcién (Gutjahr y Parniske, 2013). De este modo la planta
ejerce un doble control sobre los HFMA, el primero es inhibiendo parcialmente los niveles de
micorrizacion y el segundo disminuyendo el periodo de vida de las estructuras intra-
radicales. En situaciones de deficiencia de P, sucedié todo lo contrario. Los HFMA, ademas
de contar con estructuras micorricicas mas activas dentro de las raices, destinaron mas
fotoasimilados para la extensién del micelio extra-radical. Las hifas que colonizan el suelo
poseen eficientes mecanismos para la adquisicién de P, tales como la secrecidn de enzimas
para hidrolizar compuestos organicos, y la exudacién de aniones que modifican el pH
favoreciendo la solubilizacion de P precipitado o fuertemente adsorbido a coloides del suelo
(Jakobsen, 1995). Su reducido diametro le confiere una mayor superficie especifica, en
comparacion con los tejidos radicales, haciendo mas eficiente su poder de absorcién de P
por unidad de C (Smith y Read 2010). Jansa et al. (2005) observaron que la densidad de hifas
se correlacioné fuertemente con la transferencia de **P a la planta. Observaron que la
capacidad de extension hifal puede alcanzar los 10 cm desde la raiz. Lo cual confirma la
habilidad de estas estructuras de ir mucho mas alla de las zonas de agotamiento rizosférico.
Similares relaciones entre la densidad del micelio y la cantidad de P en la planta fueron
citadas por Jakobsen et al. (2001) y Schweiger et al. (1999). En un estudio comparando
diferentes especies, Munkvold et al. (2004) hallaron que la capacidad de absorcién de las
hifas es muy variable y que la densidad total es la que determina el beneficio neto en la
adquisicion de P. Finalmente, el hecho que la actividad de vesiculas haya sido mayor en los
tratamientos +P, también demuestra la capacidad del hongo de priorizar el destino de los
fotoasimilados hacia estructuras poco benéficas para la planta (Verbruggen y Kiers, 2010).
Nijjer et al. (2010) observaron que los HFMA destinaron 4 veces mas recursos a las vesiculas
en tratamientos con fertilizacion que en el tratamiento control. Los resultados hallados en
este capitulo corroboran la importancia de la regulacion de la planta sobre la simbiosis

micorricica de acuerdo a la oferta de P del medio.
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Los parametros de crecimiento relacionados a la acumulacién y particion de biomasa
respondieron significativamente a los tratamientos de HFMA y P (Tabla 5.2). Particularmente
en +P, se observé que la presencia de micorrizas (+HFMA) promovié incrementos en la
altura, mejoras en la acumulacion de materia seca aérea y reduccién en R:A (Tabla 5.2).
Plenchette et al. (1983) demostraron que al hacer crecer distintos cultivos bajo una
adecuada provision de P y otros nutrientes, algunos manifestaron mejoras en el crecimiento
en presencia de micorrizas, especialmente las leguminosas. Safir et al. (1972) observaron
que la simbiosis micorricica incrementd el crecimiento de soja tanto en situaciones de baja
como de alta oferta de nutrientes. El efecto benéfico de las micorrizas auin en ambientes sin
limitaciones nutricionales puede ser atribuido a las interacciones sinérgicas entre los HFMA 'y
las bacterias del suelo (Artursson et al., 2006). Cuando se establece la simbiosis micorricica
se conforma una regién en la proximidad de las hifas denominada micorrizosfera, la cual
tiene propiedades muy diferentes a las del suelo circundante (Rambelli, 1973). El efecto de
la micorrizosfera se debe a que el micelio libera compuestos orgdnicos ricos en energia que
incrementan la actividad y la proliferacion de microorganismos micorrizosféricos (Barea et
al., 2002). Entre ellos se encuentran bacterias reconocidas por su capacidad de promover el
crecimiento de las plantas (PGPR). Estas bacterias usualmente se ubican en contacto con las
raices y pueden incrementar el crecimiento de la planta a través de mecanismos tales como
mejoras en la nutricibn mineral, supresion de enfermedades y la producciéon de
fitohormonas (Zablotowicz et al., 1991). Algunas de ellas, por ejemplo, Pseudomonas y
Rhizobium crecen fuertemente adheridas al micelio y a través de éste pueden ingresar a
espacios de la raiz (Bianciotto et al., 1996a). Ademas, también se ha reportado que estas
bacterias tienen un gran poder estimulatorio sobre el crecimiento de los HFMA (Linderman,
1997). La fuerte relacion existente entre los HFMA vy bacterias queda de manifiesto al
demostrarse la presencia de células bacterianas como endosimbiontes micorricicos en varias
especies de Glomeromycota (Bianciotto et al., 1996b). El vinculo sinérgico entre los HFMA
con otros integrantes de la microbiota del suelo podria ser una de las principales causas de
las mejoras en los parametros de crecimiento hallados en plantas micorrizadas en ausencia
de limitaciones nutricionales (Artursson et al., 2006). Finalmente, ademas de la mayor
produccién de biomasa de +HFMA en +P, también se observd una reduccion en R:A, es decir,
se halléd una menor proporcién de biomasa asignada a la raiz en presencia de HFMA (0,31 vs

0,47). Menores valores de R:A son frecuentemente asociados a mejoras nutricionales y
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algunos estudios también lo han asociado a las simbiosis micorricicas (Asimi et al., 1980;
Piccini et al., 1988). La competencia entre el hongo y la raiz por los fotoasimilados es el
principal factor responsable de la tipica menor proporcion de peso de raices que de drganos
aéreos en plantas micorrizadas (Berta et al., 1990). Estos resultados confirman una vez mas,

el efecto significativo de los HFMA aun en condiciones no limitantes de nutrientes.

La deficiencia de P provocd drasticas disminuciones en el crecimiento aéreo de la planta,
tanto en + HFMA como en — HFMA, sin afectar el crecimiento de la raiz (Tabla 5.2). Uno de
los mecanismos mediante los cuales las plantas ajustan el desbalance de recursos exdgenos
es asignando mas biomasa a los drganos involucrados en la adquisicion de los recursos
escasos (Marschner, 1995). En consecuencia, ante una baja oferta de P del suelo, las plantas
tienden a asignar una mayor proporciéon de la biomasa a los 6rganos radicales, lo cual se
traduce en una mayor relacion R:A (Ciereszko et al., 1996). Fredeen et al. (1989) estudiaron
la influencia de la nutricién fosforada sobre el crecimiento de soja. Observaron reducciones
significativas del crecimiento aéreo en el tratamiento de bajo P y un efecto no detectable
sobre la biomasa acumulada en dérganos radicales (menor R:A). En su trabajo hallaron que
ante deficiencia de P, la soja disminuyd un 85% la expansion foliar y que ésta fue la causa
primaria de reduccion del crecimiento. Nuestros resultados sugieren que ante la deficiencia
de P impuesta en el experimento, la planta respondié primeramente a la escasez de P,
mientras que las micorrizacidon no influyéd en la respuesta de la planta en términos de

asignacion proporcional de biomasa a los érganos aéreos y radicales (Tabla 5.2).

La oferta de P determind grandes diferencias en la concentracion y acumulacion del
nutriente en las plantas de soja (Figuras 5.3 y 5.4). En promedio, las concentraciones
halladas en +P fueron un orden de magnitud superior al promedio de —P. Estos resultados
coinciden con los hallados por Lendenmann et al. (2011) quienes registraron un aumento en
la concentracidn de P en plantas micorrizadas con deficiencia del nutriente, pero aun asi los
niveles de P permanecieron muy por debajo de los detectados en condiciones de alta oferta
del nutriente. Por tal motivo, en la discusion de estos resultados, el efecto de las micorrizas
se abordard para +P y —P por separado. Asi, por ejemplo, en +P la concentracién del
nutriente no mostrd diferencias significativas debido a la presencia de micorrizas, ni en
organos aéreos ni radicales (Figura 5.3a y 5.3c). Este resultado era esperable, puesto que al

crecer sin escases de P, la planta cuenta con mecanismos para regular su concentracion sin
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que llegue a valores téxicos (Marschner, 1995). Los valores hallados coinciden con los
registrados por otros autores en cultivo de soja (Fernandez, et al.,, 2011; Fredeen et al.,
1989). En cuanto a la acumulacion total del nutriente en +P, se observaron incrementos en
las raices del tratamiento —HFMA (Figura 5.4c). Este resultado es muy particular porque
pone de manifiesto una mayor eficiencia en el uso de P en las plantas micorrizadas. Segun
Marschner (1995), en ausencia de limitaciones, las plantas mas eficientes son aquellas que
destinan mas recursos a la produccion de tejido foliar para aumentar la fijaciéon de C via
fotosintesis. Sin embargo, como se observa en la Figura 5.4c, por algin motivo que se
desconoce, las plantas en —HFMA priorizaron la produccion de raices y se tornaron menos
eficientes. Esto podria suceder si algin otro recurso fuera limitante, como el agua o N
(Hermans et al., 2006), pero no seria lo que sucedid en este experimento ya que se fertilizd
con N para evitar prescindir de la fijacidon simbidtica y se mantuvieron constantes los niveles
de agua del suelo. En términos de asignaciéon de biomasa, tal vez ésta sea una caracteristica
propia del cultivar en ambientes ricos en P que, en este caso, presentd un gran potencial de

mejora gracias a la simbiosis micorricica (Verbruggen y Kiers, 2010).

El efecto de las micorrizas en —P se manifestd con aumentos significativos de la
concentracién y acumulacién de P en las raices (Figuras 5.3d y 5.4d). Los érganos aéreos no
presentaron diferencias entre si para dichos pardmetros. En ambientes pobres en P el efecto
inmediato de las micorrizas es una mejora en la nutricion de la planta (Smith y Read, 2010).
Los resultados confirmaron parcialmente esta afirmacién. Es decir, si se registré una mejora
en las variables relacionadas al P en las plantas de +HFMA; pero en lugar de observarse en
tallos y hojas se observd en la raiz (Figuras 5.3bd y 5.4bd). Definitivamente, este hecho no
coincide con lo esperado segun los antecedentes consultados. Por lo general, en plantas
micorricicas, la concentracion de P por unidad de peso seco es mayor, pero no tan
exacerbada por unidad de peso seco de la raiz (Koide, 1991). La mayor concentraciéon y
acumulacién de P en +HFMA en comparacion con -HFMA, especialmente en la raiz, podria
indicar que otro factor de crecimiento (carbohidratos, otros nutrientes) comenzd a ser
limitante (Marschner y Dell, 1994). Las plantas adaptadas a ambientes extremadamente
deficitarios de P se caracterizan por tener bajas tasas de crecimiento y de este modo
mantienen estable la concentracion del nutriente (Chapin, 1980). Las variedades

comerciales, en cambio, tienen ciclos muy cortos, con altas tasa de crecimiento y demanda
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inmediata de recursos (Marschner, 1995). Lo que habria ocurrido en este experimento es
gue las plantulas de soja crecieron rapidamente en los primeros dias después del trasplante,
al ser pequeiias, la disponibilidad de P del sustrato sumado al beneficio de las micorrizas les
permitid mantener una alta tasa de crecimiento. Es decir, el P del medio y el tomado por las
micorrizas les alcanzaba. Sin embargo, en un momento dado el P comenzé a ser fuertemente
limitante y los hongos micorricicos ya no pudieron abastecer la demanda de la planta. En
soja, la deficiencia de P disminuye la asimilacidn fotosintética de dioxido de C debido a la
disminucion en el pool de RuBP lo cual se visualiza como una reduccién en la tasa de
expansion de hojas (Fredeen et al., 1989). Entonces, en este experimento, los tejidos foliares
habrian dejado de crecer y en consecuencia se redujo la demanda aérea de nutrientes
tomados por la raiz, los cuales comenzaron a acumularse. Es interesante comparar lo que
ocurrido en —P entre ambos tratamiento de HFMA. En -HFMA, la tasa de crecimiento foliar
parece haberse detenido antes puesto que la biomasa aérea fue de 0,88 g pI* y en +HFMA
alcanzé 1,18 g pl™ (Tabla 5.2). Esta diferencia de crecimiento (+25%) seria gracias al plus de P
conferido por las micorrizas. Sin embargo, ante tan extrema deficiencia fosforada, la
simbiosis no pudo abastecer la demanda de la planta y comenzaron a manifestarse las

consecuencias de la deficiencia de P.

La particion de fotoasimilados es una de las propiedades mas afectadas por la deficiencia de
P. Cantidades sub-6ptimas del nutriente disminuyen la tasa de fijacion de didxido de
carbono y la expansion de superficie fotosintética foliar (Brooks, 1986). En soja esto se
produce por una reduccién de la actividad de la enzima RuBP (Freeden et al., 1989). La baja
concentracion de P en el citoplasma de dichas células tiene consecuencias sobre el
metabolismo de los azucares, particularmente en la fotosintesis, glicdlisis y respiracion
(Plaxton y Carswell, 1999). El almidén comienza a acumularse como consecuencia de la
disminucion de la demanda para crecimiento y respiracion (Pieters et al., 2001). En plantas
de soja, se ha observado un incremento en la concentracidn de almidén en hojas vy raices,
mientras que los azucares solubles tienden a alojarse principalmente en la raiz (Fredeen et
al., 1989). En plantas micorrizadas estos patrones de asignacion de carbohidratos se ven
modificados por la demanda de C del hongo (Graham et al.,, 1997). Por lo general, la
presencia de micorrizas esta correlacionada con una reduccién en concentracién de hidratos

de C solubles, mientras que el efecto sobre el almidén puede o no ser detectado (Douds,
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2000). Los resultados obtenidos en este capitulo, en general corroboran lo esperado en

cuanto a la particion de hidratos de C en respuesta a la oferta de P y HFMA.

En las plantas micorrizadas que crecieron en +P se observd una reduccion en la
concentracion de azucares solubles tanto en hojas como en raiz (Tabla 5.3). La relacion entre
la concentracion de ambos tipos de hidratos de C en hojas fue la mas baja de todo el
experimento (Tabla 5.3). Estos resultados coinciden con lo hallado por otros autores (ej.
Douds, 2000; Graham et al., 1997). Cuando el metabolismo del C no se ve afectado por la
deficiencia de P, la raiz demanda mas C rapidamente asimilable para el mantenimiento de la
simbiosis micorricica y esto se manifiesta en una menor concentracion de azucares solubles
en la planta. En este sentido, en ausencia de limitantes, la simbiosis estimula la fotosintesis
debido a la mayor demanda de fotoasimilados (Jakobsen, 1995). El comportamiento de la
planta de soja ante deficiencia de P y —-HFMA fue completamente opuesto al descripto
anteriormente. Las plantas tuvieron una gran concentracion de azucares solubles en la raiz y
muy bajo nivel de almidén en hojas (Tabla 5.3). El aumento de la concentracién responde a
la detencidn del crecimiento de la planta y a que movilizaron los azucares hacia la raiz para
favorecer su desarrollo y exploracion del sustrato en busqueda de P (Douds, 2000).
Finalmente, los tratamientos —P de plantas micorrizadas y +P de plantas sin micorrizas
tuvieron una distribucion de hidratos de C no diferente estadisticamente entre si (Tabla 5.3).
Esto permite inferir que la presencia de micorrizas en —P promovié una asignacion de
fotoasimilados similar al de una planta que crecié sin deficiencias del nutriente. En general,
los resultados obtenidos en este capitulo corroboran la importancia del P en el metabolismo

de los azucares y el efecto de las micorrizas en cuanto a su demanda desde la raiz.

La dependencia micorricica (DM) fue un indice propuesto por Plenchette et al. (1983) para
estimar el grado de respuesta de una planta a la presencia de micorrizas. En este capitulo, la
estimacion de la DM permitio resaltar las diferencias, mencionadas anteriormente, en el
crecimiento, nutricion fosforada y asignacion de hidratos de C de la planta de soja (Figuras
5.5y 5.6). Se observd que todas las variables medidas en la raiz (i.e biomasa, concentracion y
acumulacién de P) fueron afectadas negativamente por la fertilizacién P (Figura 5.5). Estos
resultados eran predecibles debido al efecto antagdnico de la fertilizacion y las micorrizas en
cuanto a la asignacién de recursos a la raiz (Jakobsen, 1995). Sin embargo, algunas de las DM

halladas merecen especial atencion, por ejemplo, la DM positiva en el peso seco (+25%) y
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acumulacién de P aéreo (+25%) de las plantas en ambos tratamientos de P. Esto corrobora la
importancia de los hongos micorricicos para la leguminosa en términos de la particion de
biomasa y nutrientes, independientemente del nivel de P del medio (Fredeen y Terry, 1988;
Safir et al., 1972; Verbruggen y Kiers, 2010). En cuanto a la concentracién de azucares, la DM
también resalta los aspectos mencionados anteriormente. Los valores negativos de la DM en
la concentracidon de azucares solubles (en +P) y en la relacidn S:A en hojas (en +P y —P) puede
atribuirse directamente a la demanda de C por parte del hongo (Tinker et al., 1994). Es decir,

vuelve a confirmarse el efecto de la simbiosis incluso en la situacidn +P.

5.5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este capitulo permitieron detectar diferencias en los niveles de
colonizacidn micorricica intra y extra-radical, en el crecimiento y acumulacion de P y en la
particién de azucares de las plantas de soja en respuesta a los tratamientos de fertilizacion

fosforada y micorrizacion.
Con respecto a las hipdtesis planteadas al inicio del capitulo, se concluye que:

H1- No se rechaza la primera hipdtesis. La severa restriccion de P impuesta en el
experimento elevd significativamente los valores hallados de estructuras micorricicas (hifas y
arbusculos) dentro de las raices y la formacion de micelio extra-radical en comparacion con
la situacion de alto P del sustrato. Las estructuras fungicas de reserva (vesiculas)
mantuvieron su valor en ambos escenarios de nutricion P pero incrementaron
significativamente su viabilidad en ante elevado nivel de P del sustrato.

H2- No se rechaza la segunda hipdtesis. La simbiosis micorricica generd aumentos en la
produccién de biomasa aérea en ambos tratamientos de nutricion P y en la acumulacion de
este nutriente en plantas con severa deficiencia fosforada.

H3- No se rechaza la tercera hipotesis. Ante elevada oferta de P hubo menor concentracion
de azucares solubles de la planta y estos valores se redujeron aun mads en presencia de
micorrizas. El almidén, en cambio, fue mas estable y respondié en tejido aéreo a la

deficiencia de P en ausencia de micorrizas.
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CAPITULO 6

DISCUSION GENERAL
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Los agroecosistemas son ecosistemas artificiales simplificados en biodiversidad, que se han
vuelto muy productivos gracias a los aportes externos. La produccion de soja en Argentina
ha generado la simplificacién de la estructura del ambiente en grandes extensiones,
afectando fuertemente la diversidad natural. La dominancia de una especie a escala
geografica determina la exclusidn de otras, y en consecuencia la riqueza especifica (numero
de especies) y el equilibrio en la abundancia (importancia relativa de las distintas especies)
decrecen tanto a nivel local como regional (Chapin et al., 2000). Una menor diversidad
agricola también es indicadora de deterioro ambiental, donde tanto la diversidad de cultivos
como la diversidad de especies y procesos ecoldgicos asociados a paisajes heterogéneos se
ven afectados negativamente (Altieri, 1999).

El conocimiento de un agroecosistema no solo incluye a los cultivos sino también a las
comunidades de la microbiota autdctona sobre las cuales se incide directamente (Kiers y
Denison, 2014). Al ser simbiontes obligados, los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) son organismos altamente sensibles a las practicas agricolas y muy
relacionados a las leguminosas (Smith y Read, 2010). Se han reportado innumerables
beneficios sobre los cultivos no sélo relacionados a la nutricidn sino también a la
contribucién de servicios ecosistémicos tales como la conservacion del carbono del suelo,
reduccion de emision de gases de efecto invernadero y disminucion de la contaminacion por
lixiviacién y escurrimiento (Verbruggen y Kiers, 2014). Fester y Sawers (2011) proponen que
uno de los desafios mas grandes de la agricultura moderna es adaptar los agroecosistemas a
las necesidades de las comunidades de la microbiota benéfica para optimizar las funciones
en las que intervienen. Para ello debe contarse una visidon holistica que contemple la
adopcidn de practicas sustentables para mantener la diversidad de los HFMA autdctonos vy,
en consecuencia, la provision de los servicios ecosistémicos que éstos confieren.

A pesar de la importancia de la simbiosis micorricica en los agroecosistemas y de la gran
expansion del cultivo de soja, la informacién local disponible sigue siendo escasa. El objetivo
general de esta tesis fue estudiar variables de estructura y funcién de comunidades nativas
de HFMA en soja con énfasis en la nutricion fosforada del cultivo en agroecosistemas de la
provincia de Coérdoba. Para ello, se delimitaron areas homogéneas de historial de uso
Agricola, Mixto y de reciente desforestacion de la serrania cordobesa. Se generd
conocimiento acerca de la capacidad infectiva de los suelos (Capitulo 2), la composicion de

las comunidades autdctonas basada en la morfologia de las esporas (Capitulo 3) y en
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técnicas de secuenciacion de ultima generacion tanto en muestras de suelo como de raices
de soja (Capitulo 4), y la contribucidon de las micorrizas a la nutricién fosforada de soja
(Capitulo 5).

La infectividad micorricica se ha definido como la habilidad natural de un suelo que contiene
HFMA de inducir la formacion de micorrizas en las plantas (Plenchette et al., 1989). Dada su
relevancia, Jansa et al. (2009) proponen que sea considerada como un indicador de la
calidad del suelo y sugieren establecer umbrales de infectividad considerados “normales”
para ciertos manejos de suelo y condiciones ambientales. En esta tesis se identificaron dos
escenarios para las micorrizas en cuanto a la infectividad, por un lado, los suelos de la zona
Agricola y de Sierras y por el otro, los suelos de la zona Mixta. Se observé que en promedio
la infectividad del primero fue un 46% superior a la del segundo (Tabla 2.2). Esta diferencia
estuvo basada en caracteristicas intrinsecas de cada ambiente, en especial, debido al suelo y
al clima. La infectividad se correlacioné en forma positiva con variables del suelo (C, agua y
arcilla); de la planta (biomasa y P absorbido); y con la presencia de estructuras fungicas en
las raices de soja (hifas, arbusculos). En cambio, el contenido de P del suelo y la arena se
correlacionaron de manera negativa con la infectividad (Tabla 2.4). La correlacién hallada
con el C del suelo es una evidencia del rol de estos organismos en la dindamica del C edafico.
Clemmensen et al. (2013) observaron que los HFMA son reguladores importantes de la
dindmica de C en el suelo debido a la degradacion gradual de las estructuras flngicas
residuales. Sumado a ello, otra porcion de la reserva de C de origen micorricico es la
conformada por los exudados de estos hongos los cuales contribuyen a la agregacion y a la
acumulacién de materia organica del suelo (Wilson et al., 2009). Por otra parte, la
particularidad de la zona Mixta es que correspondid no sélo a los suelos de texturas mas
gruesas sino que también fueron los de mayor contenido de P. Ambos factores, fueron
relacionados negativamente con la infectividad. El efecto de la arena se atribuyd a las
variaciones en el contenido hidrico del suelo que podria dificultar el establecimiento de la
simbiosis. Mientras que el impacto del P sobre las micorrizas, deriva de respuestas
fisioldgicas de las plantas que atentan contra los mecanismos de formacién y mantenimiento
de las micorrizas. La importancia de la infectividad como parametro de calidad del suelo se
manifestd a través de su relacién con la produccion de biomasa vegetal y acumulacion de P
del cultivo. Al observarse que estos resultados correspondieron a valores basados en la

comunidad (i.e. variables por unidad de superficie) y no en plantas individuales, es posible
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que las redes de micelio micorricico que conectan a las plantas del cultivo estén permitiendo
una mejor distribucidon de los recursos entre plantas conectadas. Estos resultados
permitieron dilucidar las implicancias del mantenimiento de los HFMA del suelo ya que una
produccidn sustentable es aquella que considera tanto la performance de los cultivos como
de las comunidades de microorganismos simbidticos del suelo (Kiers y Denison, 2014).

El estudio de la estructura de las comunidades autdctonas de Glomeromycota basado en la
morfologia de esporas y en técnicas moleculares sobre muestras de suelo, generd valiosa
informacidén que servira de antecedente para futuras investigaciones. Ambas técnicas fueron
complementarias desde el punto de vista de la informacidon que proporcionaron. Basados en
la morfologia de esporas, en este trabajo se identificaron 36 especies de HFMA, 7 de las
cuales se hallaron luego de multiplicacidon en plantas trampa. Este resultado representa uno
de los relevamientos de mayor riqueza de especies hallada en un agroecosistema (Cofré,
2014; Schalamuk y Cabello, 2009; Schalamuk et al., 2006). Adicionalmente, la secuenciacién
a partir de muestras de ADN de suelo detectd 84 VT (taxa virtual o filogrupo), uno de los
valores mas altos registrados en sistemas agricolas (Lumini et al., 2010; Helgason et al.,
1998). Ambas metodologias brindaron informacidn complementaria y en cierto punto
contradictoria. Por un lado, las esporas reflejaron que la zona de Sierras poseia una
comunidad mas rica, diversa y equilibrada. Se ha reportado que suelos con vegetacidn nativa
poseen mayor diversidad que cuando son afectados por la mano del hombre (Cofré, 2014;
Colombo et al., 2014) y que la fertilizacion y el uso de pesticidas pueden alterar el equilibrio
de las comunidades nativas de HFMA afectando la diversidad (Bainard et al., 2014;
Beauregard et al., 2013; Druille et al., 2013ab). Por otro lado, el ADN demostré que los
suelos de las zonas Agricola y de Sierras no diferian entre si en la riqueza de HFMA y que la
zona Mixta alojaba una comunidad diferente (Tabla 4.4). Los andlisis de correlacién
(vectorial y test de Mantel) mostraron que el gradiente textural habria sido la caracteristica
definitoria de las comunidades de HFMA identificadas a partir de muestras de ADN (Figura
4.5a). Es decir, segun esta metodologia, el predominio de arena (i.e. zona Mixta) o arcilla
(i.e. zonas Agricola y de Sierras) fue el factor que determind la estructura de la comunidad
de HFMA del suelo. Al interpretar esta informacion puede deducirse que ambos analisis
(taxondmico y molecular) fueron necesarios para comprender el verdadero impacto del
cultivo de soja y del ambiente edafico sobre este componente de la biota del suelo. La gran

diferencia entre ambas aproximaciones metodoldgicas (i.e. morfologia de esporas vs
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técnicas moleculares) radica en que mientras las esporas reflejan componentes activos y
viables de HFMA; la técnica molecular basada en ADN gendmico del suelo puede contener
moléculas de ADN o células de especies que no necesariamente podran establecer simbiosis
por no ser metabdlicamente activas (Baldrian et al., 2012). La siembra directa, al prescindir
de la remocién del suelo, podria ser propicia para la preservacién de dicha informacién
genética (Zhang et al., 2015). En términos generales, el hecho de que a través de las esporas
se haya detectado un efecto deletéreo del historial de uso del suelo, que trascendid la
caracteristica textural, es un alerta sobre la pérdida de diversidad de Glomeromycota como

consecuencia de la agriculturizacién a largo plazo.

Sin lugar a dudas, una de las ventajas mas notables de las técnicas moleculares es la
identificacidon de especies o taxa de HFMA dentro de las raices de la planta huésped. En esta
tesis, se observd que las raices de la zona de mayor historial de uso antrdpico (zona Agricola)
presentaron una comunidad micorricica distinta a la de cualquier otra comunidad hallada en
este estudio (Tabla 4.4). Entre los potenciales causantes del ensamblaje intra-radical de las
comunidades, la intensidad del manejo agricola se ha citado como generador de
anidamiento de las comunidades (Verbruggen et al., 2012). Este concepto es muy utilizado
para describir un patréon de ensamblaje no aleatorio de las especies. Aunque Verbruggen et
al. (2012) y Valyi et al. (2014) encontraron que la causa del anidamiento era la pérdida de
especies debido a las practicas de manejo y la intensidad de uso del suelo, respectivamente;
en este estudio la riqueza se mantuvo estable entre las zonas (Figura 4.3). Entonces, la
variaciéon en abundancia de los taxa seria la causa del ensamblaje diferencial de las
comunidades de HFMA dentro de las raices. En este estudio, los sitios Agricolas fueron los de
mayor historial bajo practicas antropogénicas, las cuales en los uUltimos afios se focalizaron
en priorizar el rendimiento de la soja mediante el uso de pesticidas y fertilizantes. Druille et
al. (2013ab; 2015) demostraron que el glifosato afecta la viabilidad de las esporas y la
colonizacidn micorricica, y hay cuantiosa informacién sobre el efecto de la fertilizacion sobre
la composicion de las comunidades dentro de las raices y la abundancia de especies
(Camenzind et al., 2014, Beauregard et al., 2010; Liu et al., 2015). En consecuencia, ante un
mayor historial sojero es posible que ciertos taxa hayan desarrollado habilidades
competitivas para colonizar las raices dando como resultado una comunidad que no sdlo fue

diferente a cualquier otra en este estudio (Figura 4.5b), sino que también difirié a la hallada
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en el suelo circundante (Figura 4.6a, Tabla 4.4). Mediante la secuenciacidn de la porcién del
gen 18S rRNA amplificado a partir de las muestras de ADN de raices, también se pudo
corroborar los resultados inferidos del bioensayo de infectividad micorricica. En este sentido,
se observo que los suelos de menor infectividad (zona Mixta) fueron los de menor riqueza de
taxa dentro de las raices de soja (Figura 4.3). Es decir, que se confirmaron los efectos
negativos del alto P y arena del suelo, tanto en el inicio como en el mantenimiento de la
simbiosis. En el Capitulo 2 se habia planteado que en condiciones semiaridas, de suelos
arenosos, la simbiosis posiblemente era llevada a cabo por un reducido nimero de especies
de acuerdo a su estrategia de colonizacion (Hart y Reader, 2005). Los resultados obtenidos
sugieren que fueron las condiciones edaficas las que no favorecieron el inicio de la simbiosis.
Podria especularse, entonces, que la macroporosidad de los suelos arenosos habria
dificultado el contacto entre el indculo y las raices de soja, lo cual es un requisito
indispensable para el inicio de la infeccidn (Wilson y Trinick, 1983); ademas, la escasez de
agua y las altas temperaturas propias de un clima semidrido interfieren en las etapas de
germinaciéon de esporas (Tommerup, 1983) y el desarrollo de microorganismos
intervinientes en dicho proceso (Tommerup, 1985). El establecimiento de la simbiosis en
plantas de soja aun bajo condiciones tan desfavorables plantea el interrogante acerca de los

mecanismos que les permite llevarlo a cabo.

Otro aspecto a destacar de este estudio son las especies indicadoras y abundantes halladas a
través del método tradicional de identificacién de esporas y la secuenciaciéon. Una especie
indicadora es un organismo que define un rasgo o caracteristica del ambiente en el que se
encuentra, pueden ser especies raras o dominantes ante un ambiente o condicion (Dufrene
y Legendre, 1997). Las especies o taxa abundantes, en cambio, son generalmente ubicuas y
altamente frecuentes y abundantes en gran variedad de ecosistemas (Valyi et al., 2014).
Segun Peay (2014), con el advenimiento de las técnicas de secuenciacién de ultima
generacion, la informacion disponible sobre la composicion de las comunidades fungicas es
cada dia mas abundante. El autor propone que los estudios no se limiten solamente a
generar un listado de los taxa sino que se aborden con mas detalle especies individuales, al
menos, aquellas predominantes. Entonces, en los Capitulos 3 y 4 se identificaron las
especies mas abundantes; y su presencia e implicancias en el agroecosistema se discutieron

detalladamente. En este sentido, una de las especies halladas merece especial atencion:
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Glomus fuegianum. A través de la morfologia de esporas, se pudo identificar como una
especie de gran abundancia en el area de estudio e indicadora de la zona Agricola (Tablas 3.1
y 3.3; Figura 3.3). Se menciond ademads, que es un caso especial ya que es escasamente
citada en la literatura internacional (Blaszkowski et al., 1998; Goto y Maia, 2005; McGee y
Trappe, 2002), y aunque es mas frecuente en estudios locales, no ha sido reportada como
una especie abundante (Becerra et al., 2011; Cofré, 2014; Colombo et al., 2014; Lugo vy
Cabello, 2002). Sin embargo, la abundancia de esta especie no aparecié reflejada en los
resultados obtenidos a partir de técnicas moleculares. Varios motivos podrian ser los
causantes de la diferencia entre la informacion generada a partir de ambas metodologias. En
primer lugar, la asignacion taxondmica de las secuencias de este estudio se realizé mediante
la comparacion con una base de datos de secuencias pre-existentes (MaarjAM), en la cual no
hay registros de Glomus fuegianum. Este hecho no es andmalo ya que de las 261 especies

identificadas por caracteres de esporas, (http://schuessler.userweb.mwn.de/ consulta

21/04/2016) sélo c. 30% ha sido secuenciada a partir de cultivos puros (Hart et al. 2015). En
la base de datos de MaarjAM, los filogrupos compuestos por secuencias con >97% de
similitud fueron identificados como “taxa virtual” (Opik et al., 2010). Esto corresponderia a
“especies moleculares” o “especies ambientales” ya que muchas de ellas no poseen dentro
de su filogrupo ninguna secuencia de HFMA obtenida a partir de cultivos puros de esporas
(Hibbett y Taylor, 2013). En MaarjAM, se alcanzaron los 353 taxa (ultima actualizacién:
04/02/2015), y este numero sigue creciendo, lo que podria indicar que la riqueza de
Glomeromycota aln estd siendo subestimada (Opik et al., 2014). Por otra parte, Opik et al.
(2010) observaron que el criterio de asignacion de taxa basado en la similitud de una porcién
del gen 18S rRNA no posee el mismo poder resolutivo en la diferenciacién de especies para
todos los géneros de HFMA, principalmente Ambispora, Diversispora y Scutellospora (de
Souza et al., 2005; Walker et al., 2007; Gamper et al., 2009). Es decir, para estos géneros, la
base de datos MaarjAM clasifica en un rango taxondmico mas alto que el de especie
(Gamper et al.,, 2009). Lo que podria haber sucedido con las secuencias de Glomus
fuegianum es que quedaron agrupadas junto con las de Glomus fasciculatum en el filogrupo
denominado VT113. Esto se fundamenta en que, mientras que Glomus fuegianum fue muy
frecuente y abundante, no se identificaron esporas de Glomus fasciculatum ni en las
muestras de campo ni a partir de plantas trampa (Tabla 3.1). Tal como menciona Peay

(2014), incluso cuando los algoritmos y las bases de datos se perfeccionen, los estudios no
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pueden prescindir del conocimiento sobre la ecologia y la biologia de las especies. Los
resultados de este estudio demuestran la importancia de la generacién de informacion
basada en la taxonomia de esporas como complemento de la informacion generada a partir
de técnicas de secuenciacidén de ultima generacidn, y viceversa.

El rol del P en la simbiosis entre HFMA autdctonos y el cultivo de soja se pudo ir visualizando
a lo largo de los Capitulos de esta tesis. En el Capitulo 2, se demostrd su rol en la regulacién y
desarrollo de la infeccion micorricica, y mantuvo siempre correlaciones negativas tanto con
la infectividad como con los porcentajes de estructuras fungicas cuantificadas en la raiz. En
el Capitulo 3, este nutriente demostrd afectar negativamente a las comunidades nativas de
HFMA, principalmente la riqueza, diversidad y densidad de esporas. Ademads, en la Figura
3.6, se observa como las comunidades de mayor riqueza de especies se correlacionaron
fuertemente con el contenido de P de la planta y, de modo opuesto, con la oferta de P del
suelo. Este resultado posee una connotacién sobresaliente acerca de la importancia del
mantenimiento de las especies autdctonas de Glomeromycota para garantizar el
aprovechamiento de P del suelo, especialmente en suelos de baja disponibilidad del
nutriente. En el Capitulo 4, se infirid que el efecto del P del suelo estuvo parcialmente
subordinado por otras condiciones restrictivas inherentes a las propiedades texturales.
Finalmente, en el Capitulo 5, en un experimento ad hoc con una comunidad de HFMA nativa
adaptada a 40 afos de monocultivo de soja sin fertilizacidn, los resultados demostraron el
rol benéfico de estos organismos. Por un lado, el monocultivo podria haber favorecido a
especies de HFMA mas infectivas en detrimento de otras mds mutualistas, sin embargo, la
ausencia de fertilizacion podria haber generado lo opuesto (Fester y Sawers, 2010; Johnson,
2009). Los resultados demostraron el efecto benéfico en términos de adquisicion de P y
acumulacién de biomasa de las plantas de soja incluso en niveles altos de P (Figura 5.4, Tabla
5.2). El vinculo sinérgico entre los HFMA con otros integrantes de la microbiota del suelo
podria ser una de las principales causas de las mejoras en los parametros de crecimiento
hallados en plantas micorrizadas en ausencia de limitaciones nutricionales (Artursson et al.,
2006). Es posible concluir entonces, que a pesar del efecto del P sobre la composicién de las
comunidades nativas de Glomeromycota y el impacto negativo que presentd sobre indices
bioldgicos e infectividad; en esta tesis se detectaron evidencias de respuesta positiva de la
soja a la formacién de la simbiosis micorricica, aun en condiciones de elevada oferta del

nutriente.
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Futuras lineas de investigacion que surgen de la tesis

Los resultados obtenidos han permitido dilucidar gran parte de los interrogantes planteados.
Sin embargo, surgieron nuevas inquietudes y una de las mas destacadas es la necesidad de
generar cultivos puros de esporas de Glomus fuegianum y su posterior secuenciacidon para
incorporarlo a bases de datos internacionales pertinentes. Para tener en cuenta la
variabilidad de secuencias dentro de la misma especie habria que secuenciar esporas
generadas a partir de diferentes cultivos de Glomus fuegianum, varias esporas de cada uno
(Selosse et al., 2016), e ingresar a las bases de datos la totalidad de las secuencias generadas
para obtener informacién de la variabilidad de las mismas (Hart et al., 2015). De esta
manera se podrd conocer la prevalencia de esta especie a nivel internacional, sin embargo,
debido a su frecuencia en estudios locales, permitird enriquecer los estudios nacionales
basados en estas nuevas tecnologias. Esto mismo deberia realizarse para diferentes especies
halladas en los suelos en estudio y contemplando diferentes regiones del ribosoma para la

asignacion taxondmica en estudios ambientales (Lindahl, et al., 2013).
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