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RESUMEN

La intensificacion de los sistemas agricolas del noroeste argentino ha originado un
incremento en la degradacion de la calidad de los suelos, con el consecuente aumento de
las enfermedades en el cultivo de soja. Al ser la microflora edafica una herramienta ideal
para determinar el deterioro del suelo, sus variaciones pueden indicar como manipular este
ambiente para favorecer las poblaciones de biocontroladores y con ello la sanidad del
cultivo. El objetivo de esta tesis fue evaluar el impacto del manejo bajo monocultivo vs. la
rotacion de cultivos, sobre la diversidad microbiana del suelo y su interaccién con
parametros quimicos y fisicos edaficos y la incidencia de enfermedades causadas por
hongos de suelo. Se tomaron muestran rizosféricas de distintos lotes (sitios) productivos y
sitios pristinos de la Localidad de Las Lajitas, Salta, durante 2009-10/2010-11/2011-12. Se
evaluaron diversos parametros biologicos, quimicos y fisicos, junto a la incidencia de
enfermedades causadas por hongos de suelo y el rendimiento del cultivo. La deforestacion
y las actividades agricolas convencionales modificaron la estructura y funcion de las
comunidades microbianas del suelo, ademas de los agentes potenciales de biocontrol de
enfermedades. Los manejos convencionales estuvieron asociados a bajos niveles de la
mayoria de los pardmetros bioldgicos y presentaron los mayores niveles de incidencia para
todas las enfermedades registradas. Ademas, estuvieron asociados a mayores emisiones de
Oxido nitroso, lo que contribuye al calentamiento global. Se pudo determinar a Fusarium
crassispititatum Scandiani, T. Aoki et O’Donnell, sp. nov., como la especie mas
predominante en la zona de estudio. Nuestros resultados apoyan la hipétesis e indican que
las practicas de manejo conservacionistas, mejoran las transformaciones bioldgicas en el
suelo, promoviendo la fertilidad del suelo. Fue posible validar la hipdtesis planteada en
este trabajo y confirmar que los manejos convencionales disminuyen la diversidad
microbiologica del suelo, alterando el equilibrio entre comunidades microbianas,

deteriorando sus condiciones quimicas-fisicas edaficas, y la sanidad del cultivo.

Palabras clave: Agricultura intensiva, diversidad estructural, diversidad funcional,
microorganismos de suelo, hongos patogenos.



ABSTRACT

In the northeast region of Argentina, the intensification of the agricultural systems
through the use of non- conservationist farming practices has led to a decrease of the
essential nutrients available for crop growth. This brings along an increased degradation of
soil quality and the consequent enlargement in diseases caused by soil-borne fungi. In
relation to chemical and physical variables, little is known about the impact of agricultural
practices on soil biodiversity in non-traditional areas of northern Argentina. Therefore, the
principal aim of this work was to evaluate the impact of conventional farming (soybean
monoculture) vs conservation management (soybean—maize rotation), on soil microbial
diversity and its interaction with soil chemical and physical parameters. The incidence of
soil-borne fungal diseases in soybean was evaluated as well. Soils under different
management systems and native vegetation were evaluated during 3 crop cycles (2009-
2010, 2010-2011 and 2011-2012) in Las Lajitas, Salta. Samples from agricultural soils
were obtained from the row zone. Several biological, chemical and physical parameters
were evaluated. Our studies indicate that deforestation and intensive agricultural activities
modified the structure and function of soil microbial communities, including potential
biocontrol agents. Monoculture was associated with low levels of biological, chemical and
physical parameters and presented the highest levels of incidence of soilborne diseases. In
addition, they were associated with higher emissions of nitrous oxide, which contributes to
global warming. We were able to determinate Fusarium crassispititatum Scandiani, T.
Aoki et O'Donnell, as the most dominant specie in the study area. Our results indicate that
conservation management practices improve biological transformations on soil validating
the hypothesis suggested in this work. It was also possible to confirm that conventional
maneuvers decrease soil microbial diversity, altering the balance between microbial

communities, impairing their chemical-physical edaphic conditions and crop health.

Key words: Intensive agriculture, Structural diversity and functional diversity

conventional management, soilborne deseases.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1. Realidad agricola del cultivo de soja en nuestro pais

Argentina tiene un vasto potencial agricola y grandes ventajas naturales para la
generacion de productos agropecuarios. Esto permitio que la superficie sembrada con
cultivos extensivos se expandiera en los Gltimos afios, de manera que en el ciclo 2009/10
alcanzo la cifra récord de produccion de mas de 92 millones de toneladas (tn) de granos
(SAGPy A, 2010). En este contexto, el cultivo de soja (Glycine max L.) ocupa una amplia
zona ecologica que se extiende aproximadamente desde los 23° S (en el extremo norte del
pais) a los 39° S (en el sur) de latitud, concentrandose principalmente en la region
pampeana. Es el cultivo de méas rapida adopcidn y expansion en la historia de la agricultura
argentina. De una produccion nacional de 59.000 tn (1970/71), llegé en 30 afios a
25.890.000 tn (2000/01) y a 40.300.000 tn en 2011/12, convirtiéndose, por su participacion
y aportes al valor de la produccién y exportacion, en el principal producto de la agricultura
nacional (Aldaya et al., 2010).

Argentina ocupa el décimo puesto como pais agricola segin un ranking de
superficie cultivada publicado por el Banco Mundial, sobre datos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Con 31 millones de
hectareas (ha) agricolas, el pais se ubica por debajo de Estados Unidos, India, Rusia,
China, Brasil y Australia y representa el 2,2% del area cultivada mundial total (Bolsa de
Comercio de Rosario, Argentina, 2012). En Argentina, la produccién agricola se basa
fundamentalmente en un paquete tecnoldgico que combina a los cultivos transgénicos, la
siembra directa (SD) y el herbicida glifosato. Asi, los cultivos transgénicos (soja, maiz y
algoddn) ocupan 23 millones de ha, cerca de tres cuartas partes del total sembrado en el
pais. A partir de la aplicacién de glifosato durante la produccion de los cultivos

transgénicos, se potencié el uso de este herbicida lo que permitio que la superficie agricola



argentina se expandiera hasta llegar a un 78,5 % bajo SD (Aapresid, 2012), donde la Gnica
posibilidad de control de malezas es el control quimico, tanto en cultivo como durante el
periodo de barbecho. Para el caso de la soja, en la campafa 2011-2012 y 2012-2013, la
superficie cultivada en el pais alcanzé los 18,7 y 19,5 millones de ha respectivamente, lo
que supone un 70% de la superficie total cultivada (Bolsa de Comercio de Rosario, 2013;
Agromercado, 2013) con un rinde promedio de 40,5 y 48,3 millones de tn, respectivamente
(Agromercado, 2013), mientras que en la region NOA la superficie implantada con soja
lleg6 a los 2,4 millones de ha. Dentro de la zona norte, Salta se destaca por su creciente
produccién, siendo para la provincia el cultivo de mayor superficie y volumen con un rinde
promedio de 2,9 qq y 1,5 millones de has sembradas en la presente campafia (SAGPy A,
2012).

1.2. Manejo de cultivos en siembra directa: rotacion vs.

monocultivo

El desarrollo tecnoldgico en el sector productivo, a partir del uso de cultivos con
altos rendimientos, aunque fuertemente extractivos, ha acompafado la expansion de la
frontera agropecuaria, teniendo al cultivo de soja como protagonista. Por lo que, la soja
cultivada bajo el sistema de SD fue avanzando sobre areas destinadas a la implantacion de
pasturas para uso ganadero, transformandose practicamente en agricultura permanente, lo
que obligd a aquellas actividades a desplazarse hacia zonas marginales (Grenz et al.,
2007). La tendencia actual de expansion de la frontera agraria e incremento de las
exportaciones esta impulsada por fuerzas competitivas que continGan en aumento. Este
proceso de “agriculturizacién” ha generado una simplificacion de los sistemas productivos
actuales, caracterizados por una deficiente planificacion de rotaciones y preponderancia del
monocultivo de soja (Botta et al., 2013). Esto ha generado nuevos riesgos ambientales o
bien agravado los ya existentes, requiriendo una respuesta por parte de la investigacion y
extension agricola. Entre estos riesgos estan la deforestacion y pérdida de biodiversidad, la
contaminacion de suelos y acuiferos por el creciente uso de agroquimicos, la perdida de la
fertilidad del suelo por la extraccion y escasa reposicion de nutrientes y la pérdida de la
capacidad de resiliencia de tierras con potencial productivo, lo que acelerd algunos



procesos que comprometen la sustentabilidad de los agroecosistemas. En nuestro pais, las
practicas culturales tendientes a la preservacion de los recursos naturales, generalmente no
son integradas a las tacticas de manejo de los cultivos (Micucci y Taboada, 2006). Por otra
parte, en el intento por aumentar el rendimiento y la competitividad, las practicas
destinadas a mejorar la sustentabilidad agricola no logran coincidir con las exigencias del
mercado actual (Martin, 2012, comunicacion personal). Sin embargo, el uso de
herramientas conservacionistas como la SD y los sistemas de rotaciones constituyen una
opcién proactiva para mitigar los efectos producidos por la agriculturizaciéon y el

monocultivo de soja.

El auge de la SD en la década de los 90°s, supuso un sistema de cultivo sostenible
que actualmente ha sido adoptado masivamente, transformandose en el paradigma de la
agricultura sustentable (Buschiazzo et al., 1998; Diaz-Zorita et al., 2002). Originariamente,
se comenz6 a aplicar la siembra sin laboreo con la finalidad de proteger al suelo para evitar
problemas de erosion durante el periodo de barbecho (Noé y Abril, 2010). Entre las
ventajas de la SD estan el control y reduccién de la erosion edlica e hidrica del suelo,
conservacion de la humedad, reduccion de la contaminacion, aumento de la eficiencia en el
ciclado de nutrientes, incremento del contenido de materia organica (MO), mejora en la
estructuracion del suelo, aumento de la permeabilidad e infiltracion de agua en el perfil y
mayores rendimientos (Buschiazzo et al., 1998), como también reduccion del consumo de
combustible y de tiempo en términos de recursos humanos (Babujia et al., 2010; Shrestha
et al., 2013). Ademas, la SD produce una mayor actividad y diversidad microbiana en el
suelo e incrementos en las densidades poblacionales de microorganismos benéficos en
comparacién con la labranza convencional (Vargas Gil et al., 2009), debido principalmente
a una menor perturbacion fisica de la estructura del suelo, lo que genera, a escala espacial,
modificaciones en la estructura de las comunidades microbianas residentes en él (Young y
Ritz, 2000). Considerando la difusion masiva que tiene la SD en nuestro pais, se decidié
para esta tesis, trabajar en este tipo de sistemas, ya que la adopcién de esta practica por
parte de los productores es altamente significativa, en comparacion a lo ocurrido en otros

paises (Buschiazzo et al., 2007).



Entre las practicas de manejo sustentables que se realizan bajo SD, se encuentra la
rotacion de cultivos. Esta practica involucra la alternancia temporal de diferentes cultivos
en el mismo espacio, lo cual tiene varios efectos positivos en el sistema productivo. Desde
el punto de vista de la fertilidad del suelo, la rotacién de cultivos constituye una préactica
conservacionista, hace un uso balanceado de los nutrientes comparado con el monocultivo,
evitando desequilibrios quimicos de importancia, aunque se complemente con fertilizacion
quimica que contemple las necesidades de cada cultivo (Bending et al., 2002 ; Costantini et
al., 2006).

Desde el punto de vista de las condiciones fisicas del suelo, la rotacion de cultivos
favorece su estructura, pues distintos sistemas radiculares exploran diferentes estratos del
perfil, permitiendo la colonizacion del suelo con raices de diferente arquitectura (Bohme y
Bohme, 2006). Ademas, el tipo de cobertura vegetal (restos de cosecha, enmiendas
organicas) determinado por el cultivo involucrado en la rotacién y el manejo de los
rastrojos, son algunos de los factores que afectan la magnitud de la poblaciéon de
microorganismos, y en consecuencia la intensidad de la actividad biolégica, como ha sido
demostrado en estudios realizados en nuestro pais (Abril et al., 2005; Vargas Gil et al.,
2009). De hecho, las plantas son promotoras de los cambios en las comunidades
rizosféricas, lo que permite que la rotacion de cultivos contribuya a la inhibicion de
patdgenos, debido a cambios en las caracteristicas de la comunidad microbiana del suelo
(Ding et al., 2011), fundamental para el control bioldgico de patégenos que lo habitan
(Vargas Gil et al., 2009). Por otro lado, los cultivos en rotaciones cortas 0 monocultivo a
menudo sufren el incremento de diversos patdégenos en comparacion con los cultivos en
rotaciones mas largas, o que se cultivan por primera vez (Bennett et al., 2010). Aln asi,
algunos antecedentes evidencian que la rotacion de cultivos es una préactica valiosa como
manejo sustentable de los agroecosistemas, sin embargo, no asegura la ausencia de

enfermedades causadas por hongos de suelo.

El monocultivo supone una practica de manejo no conservacionista que contribuye
a la baja de rendimientos en el cultivo y a la obtencion de granos de mala calidad sanitaria
y bajo vigor (Liu, 2011). La utilizacion de una sola especie genera un agotamiento de las

reservas de nutrientes en el suelo y con ello una disminucion de las actividades y
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diversidad microbiana edafica (Bending et al., 2002). Por ello, conociendo los efectos
benéficos de las practicas agricolas sustentables como la rotacién de cultivos, deberia
esperarse un crecimiento y una mayor inversion en el desarrollo de este tipo de estrategias
destinadas a la conservacion de nuestros recursos, que son el sostén nuestra produccion. En
este sentido, si bien existen antecedentes en nuestro pais sobre los beneficios de la rotacion
de cultivos en comparacién con el monocultivo, es necesario contar con informacién que
evidencie el nivel de deterioro de los suelos bajo uso agricola en relacién a situaciones de
referencia como lo son los suelos pristinos en la region subtropical del norte de nuestro

pais.

1.3. El suelo como recurso fundamental

La calidad del suelo se ha definido como la capacidad del mismo para funcionar
dentro de los limites del ecosistema a los fines de sostener la productividad bioldgica,
mantener la calidad del medio ambiente, y promover la sanidad vegetal y animal (Doran y
Parkin, 1996). Antes de la intervencion humana, el suelo se encontraba en un equilibrio
dinamico con el ambiente (Lal, 2004). Las perturbaciones debidas a las actividades
antropogénicas, causaron una intensa degradacién de los suelos que tuvieron
consecuencias negativas, no solo para el ambiente, sino para la seguridad alimentaria
global (Oldeman, 1992). Los registros observados de la capacidad productiva del suelo
indican que la degradacion inducida por el hombre constituye casi el 40% de la superficie
agricola del mundo, en principio como resultado de la erosion, la contaminacion
atmosférica, el uso intensivo del suelo, el cultivo extensivo de plantas, el sobrepastoreo, el
desmonte de tierras, la salinizacion y la desertificacion (Oldeman y van Engelen, 1993).
Particularmente en nuestro pais, en el NOA, segun estudios realizadas por el INTA a través
del uso de sensores remotos, se estima que el area degradada por las practicas agricolas
inadecuadas y por efecto del desmonte superd las 7.075 has en el transcurso de solo 10
afios (Volante, 2012). Durante la década del 70, el cultivo de poroto era el “dinamizador”
de la actividad agricola. EI monocultivo y el sistema de labranza que se utilizaban,
contribuyeron a crear condiciones favorables para la accion erosiva del agua, debido a que

el suelo permanecia desprotegido durante mucho tiempo, coincidiendo con la ocurrencia de



precipitaciones intensas (Garcia Medina, 2002). Posteriormente se incorpord a los sistemas
agricolas el empleo de la SD que reemplazo a la labranza intensiva, contribuyendo en parte

a mejorar las condiciones de fertilidad del suelo en la region.

En este contexto, para desarrollar sistemas de produccién sustentables, debemos
preservar y mejorar la calidad del suelo. Para ello, es necesaria una evaluacion de su salud
para identificar las areas agricolas con problemas, controlar los cambios en la
sostenibilidad en relacion al manejo empleado, a los fines de colaborar con los organismos
gubernamentales en la formulacién y evaluacion de politicas claras, en el marco de una

agricultura sostenible (Bezdicek et al., 2003).

En la mayoria de las situaciones, el uso de indicadores simples, conocidos como
indicadores de calidad de suelo (ICS) se emplean para evaluar la calidad del mismo,
constituyendo alternativas promisorias para monitorear la sostenibilidad de la
implementacion de tacticas de manejo (Epelde et al., 2014). Ademas permiten identificar
los efectos de las practicas agricolas en las diferentes propiedades del suelo y la sanidad de
los cultivos, la magnitud del impacto y el grado de exposicion (Brussaard et al., 2007).
Estos indicadores proporcionan informacion para caracterizar la composicion, estructura y
funcién de los sistemas agricolas complejos (Karr, 2012), siendo algunos de ellos simples,
eficaces, y faciles de monitorear (Dale y Kline, 2013). De hecho, numerosos autores
proponen que los indicadores utilizados para cuantificar la calidad del suelo deben ser
sensibles para detectar cambios, faciles de medir e interpretar, y accesibles para muchos
usuarios (Nannipieri et al., 2003; Benintende et al., 2008; Abril et al., 2009). Segun Doran
(1980), los ICS deben reflejar procesos del mismo, integrando sus diferentes propiedades y
siendo sensibles a los cambios ambientales. Tradicionalmente los ICS incluian a los
parametros quimicos y fisicos de rutina realizados a las muestras de suelo en evaluaciones
clasicas de monitoreo. Sin embargo, en la busqueda de nuevos indicadores, se incursiond
en el estudio de los microorganismos de suelo. En este sentido, las mediciones de la
microbiota edéfica cumplen muchos de los criterios de indicadores utiles para la
evaluacion sostenible del uso del suelo. Debido a su abundancia, diversidad estructural y

funcional y dado que ademas se correlacionan con funciones beneficiosas para el suelo



(Pankhurst et al., 2003, Brussaard et al., 2007), los indicadores biol6gicos o bioindicadores

representan parametros ecoldgicos sensibles para ser empleados como ICS.

En este trabajo no se seleccionaron indicadores, ya que esta tesis se plantea como
un estudio previo a esa seleccion. Los indicadores seran generados posteriormente a partir
de los resultados de este trabajo, siguiendo los criterios ampliamente aceptados para los
indicadores de calidad/degradacion de suelos, validandolos con la evaluaciéon de varios

sitios y durante tiempo prolongado.

1.4.  Los microorganismos y su rol clave en las funciones del suelo:

Cuantificacion y evaluacion

Un ecosistema sostenible depende de los flujos de nutrientes a través de los niveles
troficos, que estan mediados principalmente por microorganismos (Singh et al, 2004; Chen
et al., 2013, Badiane et al., 2001). Debido a la degradacién ambiental y a las malas
practicas agricolas, la biodiversidad intrinseca de los suelos ha sido objeto de numerosas
variaciones, lo que ha dado lugar a modificaciones en el funcionamiento de las
comunidades microbianas nativas de esos suelos. Como consecuencia, el resultado de estas
modificaciones, en términos de la capacidad de los ecosistemas para mantener las
funciones y servicios ecosistémicos, es de importancia fundamental. En este contexto, es
un desafio entender y predecir los mecanismos que gobiernan las acciones de la diversidad
microbiana del suelo y la relacion entre esa biodiversidad y otros procesos que ocurren en
el mismo (Maron et al.,, 2011). Las funciones que cumplen los microorganismos son
fundamentales para el crecimiento de los cultivos. Entre estas funciones se incluyen la
descomposicion de la MO en todas sus fracciones, el reciclado de material vegetal, la
movilizacion e inmovilizacion de minerales y contaminantes, la mejora en la aireacion del
suelo, la inhibicién de patdgenos, el incremento de la resistencia en plantas, la
estructuracion fisica del suelo y el aumento de la nutricion vegetal promoviendo su
crecimiento, entre otras. Por esto, los procesos en los que los microorganismos participan
estan fuertemente influenciados por el manejo agricola bajo el que se encuentren. En este

sentido, inicialmente, cuando se desmonta un bosque con fines agricolas, el sistema se



convierte en un sistema abierto. Esta situacion crea una dependencia de insumos de
nutrientes externos (Brussaard et al., 2007) con el fin de equilibrar la pérdida de nutrientes
por efecto de las cosechas, la lixiviacion y la erosion. En su climax, los bosques nativos
estdn en equilibrio, ya que las fuentes de Carbono (C) y nutrientes se reciclan
principalmente por medio de la accién microbiana y sus interacciones. Después de la
deforestacion y puesta en uso del suelo, se alcanza un nuevo equilibrio (Lemenih y
Fisseha, 2004). Sin embargo, y al menos en zonas tropicales y subtropicales, como las
regiones del noroeste argentino, las entradas de C en los sistemas recientemente
desmontados son generalmente mas bajos que en los bosques nativos. Por lo tanto, las
cantidades y la diversidad de compuestos Carbonados utilizados por microorganismos
como fuentes de energia se reducen, lo que afecta los ciclos biogeoguimicos en el suelo

(Badiane et al., 2001) y en consecuencia la diversidad microbiana.

Por otro lado, no solamente las funciones microbianas son fundamentales para
entender los procesos que se desarrollan en el suelo, sino también los microorganismos
constituyen un enorme reservorio de diversidad genética. La evaluacién de las formas de
vida taxonOmicas (abundancia y riqueza) contribuird a la generacion de conocimientos
basicos acerca de la identificacion de los taxones mas representativos. Sin embargo, 1o mas
valioso de esa informacion, es poder establecer la interrelacion entre la diversidad
estructural (grupos microbianos presentes) y funcional de las comunidades microbianas del
suelo. Para entender las relaciones entre la diversidad taxonémica y las funciones
microbianas se necesitan tanto de técnicas clasicas como de alta resolucion que permitan
detectar relaciones bioldgicas de la matriz del suelo que inciden directa o indirectamente
en su calidad y por ultimo en la productividad de los cultivos. Sin embargo, los estudios
sobre la cuantificacion de la biodiversidad del suelo y su papel en el funcionamiento
bioldgico del ecosistema, son menos comunes que otros estudios similares, como es el caso
de los organismos asociados a la fauna edafica (Gallardo y Aldridge, 2013). Las
dificultades técnicas para explicar y caracterizar la diversidad microbiana, la falta de
conocimientos sobre su distribucion espacial en pequefia y a gran escala, sus implicancias
en el funcionamiento del suelo, ademaés de las relaciones en los ciclos biogeoquimicos que
ocurren en el mismo, representan desafios actuales en la cuantificacion de la diversidad

microbiana edafica. Varios métodos microbiol6gicos se han desarrollado para estudiar la



diversidad microbiana en los suelos agricolas (Blume et al., 2002), aunque la mayor parte
de nuestro conocimiento sobre el cultivo de microorganismos se basa en el estimado de 1%
del total de la comunidad, que hasta ahora ha sido cultivada (Torsvik et al., 1998). La
aparicion de técnicas moleculares de nueva generacién, conjuntamente con las clasicas, se
presentan como alternativas capaces de valorar una gran cantidad de microorganismos que
no son cultivables en medios de cultivo (méas del 99% de la microbiota total) (Liu et al.,
2006). Es evidente que las técnicas moleculares ofrecen la oportunidad de detectar especies
raras, no cultivables y, por tanto, contribuyen a identificar los taxones de la comunidad
fungica y bacteriana del suelo complementando las limitaciones de la metodologia clésica.
Acompaiiando al conocimiento de la diversidad estructural, el estudio de la funcionalidad
de la microbiota de suelo resulta mas accesible a los fines practicos, siendo su aplicacién
estratégica para definir condiciones o practicas que permitan evaluar los efectos
producidos por el manejo agricola asi como para seleccionar organismos edaficos con

propiedades especificas para distintos fines.

En esta tesis se utilizaron técnicas innovadoras y clasicas para monitorear el efecto
del manejo sobre la microbiota del suelo, con la finalidad de lograr complementariedad
entre las herramientas empleadas y obtener informacion méas acabada de la estructura y
funciones microbianas. Se emplearon técnicas microbianas clasicas como el recuento en
placa de hongos y bacterias totales cultivables, como asi también el recuento de algunos
grupos funcionales relacionados con la proteccion de los cultivos (hongos y bacterias
biocontroladores de patdgenos) y cuantificacion de biomasa y respiracion microbiana del
suelo. También se cuantificaron las proteinas relacionadas con la glomalina (GRSP), una
glicoproteina producida por los hongos micorricicos arbusculares. Por otro lado, se
emplearon técnicas de alta resolucion que permitieron un rapido estudio de los
microorganismos con fines comparativos como la construccion de perfiles de fosfolipidos
de acidos grasos (PLFA). Este estudio bioquimico permite la identificacion de algunos
taxones microbianos a partir de la cuantificacion de bioindicadores lipidicos. La actividad
microbiana global se evalué a partir de la cuantificacién de enzimas relacionadas con
ciclos de nutrientes (C y P) tales como aquellas vinculadas a la hidrdlisis de diacetato de
fluoresceina (FDA), enzimas deshidrogenasas y fosfatasas &cidas mediante

espectrofotdometro UV-Vis. Finalmente, las funciones microbianas relacionadas a la



dinamica de un nutriente esencial en el suelo para el crecimiento de los cultivos, como el
Nitrogeno (N), pudieron ser evaluadas a partir de la cuantificacion de genes especificos
relacionados con la codificacion de enzimas clave para el funcionamiento del suelo, a
partir PCR en tiempo real (g PCR). Para complementar las determinaciones

microbioldgicas, se cuantificaron variables quimicas y fisicas del suelo.

Estas evaluaciones permitieron conocer el potencial del suelo como reservorio de
biodiversidad en los diferentes ambientes evaluados en la region norte de nuestro pais bajo

cultivo de soja.

1.5. La diversidad microbiana en el manejo de enfermedades

causadas por hongos de suelo

La capacidad de un suelo de reducir la dispersion de los patégenos, se debe a
muchas interacciones que se dan entre las comunidades microbianas del suelo,
intimamente relacionadas con su biodiversidad (Hoitink y Boehm, 1999). Los
agroecosistemas poseen una gran riqueza de recursos biologicos para ser explorados en
programas de manejo fitosanitarios, ya que varios elementos de las comunidades
microbianas del suelo tienen la capacidad de inhibir el desarrollo de patdgenos a través del

control biolégico.

Tradicionalmente la sanidad de los cultivos se excluia en las definiciones de calidad
del suelo, sin tener en cuenta que en el suelo habitan microorganismos fitopatgenos. Esta
falta de abordaje se consider6 en las definiciones actuales de “salud del suelo”, y
contribuyd a incluir estos aspectos considerando al suelo como un recurso vivo, dindmico y
limitado en el que confluyen multiples factores. Aln asi, el componente fitopatoldgico
edafico continué siendo subestimado (Doran and Zeiss, 2000). Las enfermedades
transmitidas por hongos patdgenos que habitan en los suelos son dificiles de inhibir dado el
estado “oculto” de los microorganismos intervinientes (Janvier, et al., 2007). Ademas,
durante mucho tiempo, los productos quimicos de amplio espectro fueron ampliamente

utilizados para controlar este tipo de patdgenos, pero estos productos no presentaban una

10



accion especifica, lo que potencid la eliminacién de la microbiota edéfica en su conjunto,
incluyendo a los patdgenos y a otros microorganismos con funciones benéficas. Dada la
prohibicion en el uso de muchos productos quimicos, fue necesario encontrar métodos
alternativos inocuos para organismos no blanco y para la salud humana. De alli surgi6 la
necesidad de implementar practicas conservacionistas que incrementaran la riqueza nativa
del suelo, como la SD vy la rotacion de cultivos, entre otras practicas, sobre todo porque
pueden contribuir a reducir la incidencia de la enfermedad (van Bruggen y Semenov,
2000). Sin embargo, dado que no se puede generalizar que estas practicas sean apropiadas
para el manejo de enfermedades causadas por hongos de suelo, debe estudiarse en detalle
la respuesta de la microbiota edafica en interaccion con la sanidad de las plantas bajo estos

manejos.

En la matriz del suelo se dan complejas interacciones entre los microorganismos,
quienes compiten por fuentes nutricionales, especialmente N y Hierro (Fe) actian mediante
mecanismos de antibiosis, predacion, parasitismo, entre otras funciones, determinando
cambios en las poblaciones de patégenos y de antagonistas, las cuales comparten un mismo
nicho ecoldgico en el suelo y en la rizosfera (Chung et al., 1998; Mazzola, 2004). Los
suelos poseen capacidad biologica para restringir la progresion de la enfermedad, siendo
este fendmeno otorgado por la actividad de la diversa comunidad microbiana residente en
el suelo (Mazzola, 2004). Por ello, la biodiversidad confiere estabilidad y resiliencia a los
ecosistemas favoreciendo la resistencia a estreses. Mas aun, una reduccion de la
biodiversidad del suelo, especialmente la pérdida de especies clave con funciones Unicas,
puede conducir a un deterioro a largo plazo de su fertilidad y a la pérdida de la capacidad
productiva (Vargas-Ayala et al., 2000). Es por eso que, actualmente, deben desarrollarse
herramientas que permitan manejar los factores bidticos y abidticos del suelo,
incrementando la biodiversidad nativa, evitando asi la introduccion de microorganismos
exogenos, que pueden alterar el equilibrio entre las poblaciones microbianas del suelo.
Para ello, deben identificarse y cuantificarse inicialmente los componentes bioldgicos del
suelo, tanto los que estan directamente implicados en la actividad antagonista, como
también la diversidad microbiana general del suelo, y utilizar esta informacion como una
herramienta que permita seleccionar las practicas mas adecuadas para estos fines (Mazzola,
2004).
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Como parte de la biodiversidad, se pueden cuantificar grupos funcionales con
actividades especificas, como los potenciales agentes de biocontrol o biocontroladores. Se
conoce que cada uno de los biocontroladores presentes en el suelo responde de forma
diferente a los distintos tipos de suelo y su manejo, y en consecuencia afectan de distinta
manera a los cultivos, a los patégenos y a la relacion cultivos-patogenos (Meriles et al.,
2006; Papavizas, 1985). Dentro de los biocontroladores mas difundidos estan los hongos
Trichoderma spp., Gliocladium spp., y los hongos micorricico-arbusculares y entre las
bacterias encontramos a las Actinobacterias y al grupo de Pseudomonas fluorescentes,
cumpliendo distintos roles en el suelo. Estos microrganismos intervienen en el control
bioldgico de fitopatdgenos empleando diversas estrategias, Trichoderma spp. Yy
Gliocladium spp., poseen la capacidad de producir metabolitos volatiles secundarios que
cumplen funciones de antibidticos (Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991) al igual que
funciones de micoparasitismo. De la misma manera, algunas cepas de Actinobacterias y
Pseudomonas fluorescentes también tienen capacidad antagonista. Las Pseudomonas
producen sideréforos que impiden la captacion del Fe por parte de otros hongos patégenos,
mientras que las Actinobacterias utilizan su potencial antibiotico y enzimatico para reducir

el nivel de patégenos en el suelo (El-Tarabily y Sivasithamparam, 2006).

Se sabe que las practicas culturales tienen una fuerte influencia en la salud del suelo
y mas especificamente en sus atributos bioldgicos, por lo que el manejo de los cultivos
puede determinar el incremento o disminucion de las densidades poblacionales de los
microorganismos edaficos, incluidos los patogenos. Precisamente, la rotacion de cultivos
es una herramienta importante en la reduccion de enfermedades causadas por patégenos
que habitan en el suelo (Larkin, 2008). El cultivo continuo de un huésped susceptible, a
través del monocultivo o de hospedantes alternativos susceptibles, pueden dar lugar a la
acumulacion e incremento de poblaciones de patdgenos especificos, lo que resulta en una
disminucion en el rendimiento de los cultivos (Brussaard et al., 2007). La rotacion de
cultivos con plantas no hospedantes susceptibles, evita este efecto perjudicial,
disminuyendo las poblaciones de patdgenos especificas, debido a su mortalidad natural o a
las actividades antagdnicas de otros microorganismos del suelo (Estevez de Jensen et al.,

2004). Mas aun, los esquemas propuestos en la rotacion de cultivos pueden estimular
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algunas poblaciones microbianas especificas resultando en el desarrollo de efectos

benéficos para la planta y perjudiciales para el patdgeno (Mazzola, 1999).

En el norte de nuestro pais, hay numerosos antecedentes sobre los desbalances
ocurridos en los agroecosistemas por efecto del uso de practicas agricolas no sustentables,
que afectaron la sanidad de los cultivos y consecuentemente su rendimiento (Garcia
Medina, 2002). Particularmente en la provincia de Salta, la intensificacion agricola ha
producido un marcado incremento de enfermedades causadas por hongos de suelo en
distintos cultivos. De esta manera, se registraron enfermedades como el amarillamiento del
tabaco (Rhizoctonia solani (Khun), Fusarium spp. y Ralstonia solanacearum); las
podredumbres radiculares en el cultivo de poroto (Sclerotium rolfsii (Sacc.) y Rhizoctonia
solani (Khun)); mientras que en soja, Se registraron aumentos de la podredumbre
carbonosa (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid) en las ultimas camparias (Pérez
Brandan et al., 2012). Si bien existen variadas referencias sobre précticas de manejo que
contribuyen efectivamente a la disminucion de los patdégenos que habitan en el suelo, el
nivel de comprension de los mecanismos implicados es todavia limitado (Bailey et al.,
2008). A pesar de la presencia de grupos microbianos benéficos, como los
biocontroladores, las ventajas del manejo cultural adecuado y sustentable para incrementar
la calidad bioldgica del suelo se lleva a cabo mediante acciones graduales, generalmente
mas lentas que los efectos producidos por los productos quimicos, pero con mayor

durabilidad en el tiempo y con efectos acumulativos (Bailey y Lazarovits, 2003).

Es escaso el conocimiento que tenemos sobre el impacto que estan produciendo las
précticas agricolas sobre la biodiversidad del suelo, en interrelacion con variables quimicas
y fisicas edaficas en zonas productivas no tradicionales del pais, como el noroeste
argentino. Por esta razdn, este trabajo implica una importante contribucién al conocimiento
de la biodiversidad microbiana nativa de los suelos como herramienta de manejo de
enfermedades causadas por hongos que habitan en el suelo. Esto permitira comprender los
mecanismos involucrados en el manejo sustentable de nuestros recursos en
agroecosistemas de la zona sojera de la provincia de Salta. Es esencial entonces, aprender a
combinar las tecnologias para mejorar la produccion y preservar el agroecosistema en el

marco de una agricultura sustentable y no de una agricultura sostenida por insumos.
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HIPOTESIS

EI monocultivo de soja disminuye la diversidad de las comunidades microbianas del suelo,
deteriorando las condiciones quimicas y fisicas edaficas asociadas, afectando la sanidad

del cultivo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del manejo del cultivo de soja (en monocultivo y en rotacién de
cultivos), sobre la diversidad microbiana del suelo y su interaccién con parametros
quimicos y fisicos edaficos y la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo

que afectan al cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la diversidad de las comunidades microbianas del suelo en soja en
diferentes sistemas productivos, en cuanto a la abundancia de microorganismos
cultivables, potenciales biocontroladores, biomasa microbiana, contenido de proteinas

relacionadas con la glomalina (GRSP) y contenido de fosfolipidos del suelo.

2) Analizar la diversidad de las comunidades microbianas del suelo en soja en
diferentes sistemas productivos, en cuanto a las funciones microbianas como respiracion,
hidrolisis de diacetato de fluoresceina, actividad deshidrogenasa, fosfatasa acida y genes

relacionadas al ciclo del Nitrégeno.

3) Evaluar parametros quimicos y fisicos del suelo en soja en diferentes sistemas

productivos.
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4) Evaluar el efecto de diferentes sistemas productivos sobre la interaccion entre los
parametros microbioldgicos, quimicos y fisicos del suelo.

5) Relacionar la incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja con
la diversidad microbiana edéafica y la productividad del cultivo.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. SITIO DE ESTUDIO

Para cumplir con los objetivos planteados se seleccionaron lotes comerciales de
soja sembrados bajo SD en la localidad de Las Lajitas, provincia de Salta. Cada lote tiene
una superficie entre 40 y 60 has. Los mismos se encuentran distribuidos en la region segun

se describe en el mapa de la Tabla 2.1.

La localidad de Las Lajitas esta ubicada en el Departamento de Anta, situado en el
centro-este de la provincia a 1250 msnm (Latitud 24°532", longitud 65°28'23"). Esta
localidad concentra el 65% de la produccion provincial del cultivo de soja, con 230.000
has. Esta ubicada a 230 km al este de la ciudad capital de Salta y su gran relevancia se debe
al fuerte crecimiento productivo y a la continua incorporacion de tecnologia para el cultivo
de soja principalmente (Martin, J., 2012, comunicacion personal). La zona posee un clima
subtropical serrano con estacion seca en invierno y en verano con precipitaciones que

llegan a los 850 mm intensificandose hacia el oeste al acercarse a los cerros.

Con la finalidad de comparar situaciones contrastantes de manejo y de estudiar
situaciones reales, a diferencia de los ensayos de experimentacion, se decidio trabajar con
lotes de produccidn. Se seleccionaron diferentes sitios (lotes) de distintas fincas donde se
realiza manejo convencional en monocultivo y manejo conservacionista en rotacion.
Ademas se seleccionaron sitios de bosque tropical adyacente a los sitios bajo manejo. Los
suelos de los diferentes manejos presentan textura franca-franca arenosa, con un promedio
de 2-2,70% de MO, 0,2% de N total y pH 6,6.
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Fig. 2.1. Ubicacion de la zona de estudio, A) Fraccion de mapa de la provincia de Salta
donde se destaca el Departamento de Anta y sus localidades, entre ellas la localidad de Las
Lajitas. B) Fotografia de un lote de produccidn tipico de la localidad de Las Lajitas. C)
Imagen satelital de la localidad de Las Lajitas donde se muestran los lotes productivos sojeros
muestreados.
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Tabla 2.1. Tratamientos con distintos tipos de manejos agricolas.

Situaciones de manejo Sitios Historia Clasificacion Textural ~ Ubicacion geogréfica
MM1 Recientemente incorporados a la produccion de Franco/ Franco Arenoso 24 52°29.43”S
soja, con 2 afios de monocultivo 64 14°06.29”°0
Monocultivo (MM) MM2 6 afios de agricultura. 5 afios de monocultivo en Franco Arenoso 24 52°93.9°S
SD 64 15°14.3°0
MM3 30 afios de agricultura y 17 afios de SD. 24 afios Franco Arenoso 24 52°23.72”S
de monocultivo de soja 64 14°54.46”0
MR1 30 afios de agricultura. 15 afios en rotacion con Franco Arenoso 24 50°32.82”S
maiz 64 12°45.43”0
Rotacion de cultivos (MR) MR2 15 afios de agricultura. 6 afios en rotacion con Franco Arenoso 24 50°48.18”S
maiz 64 12°46.38”0
MR3 4 afios en rotacion con maiz Franco Arenoso 24.9896600’S
64.3439000”0
PR1 Suelo pristino de bosque tropical adyacente a los Franco Arenoso 24 52°34.03”S
sitios bajo manejo convencional 64 14°57.07°0
Suelo Pristino (PR) PR2 Suelo pristino de bosque tropical adyacente a los Franco Arenoso 24 98°42.30”S
sitios bajo manejo conservacionista 64 34°74.90”0
PR3 Suelo pristino de bosque tropical adyacente a los Franco Arenoso 24 98°49.30S
sitios bajo manejo conservacionista 64 34°86.70”0
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2.2. DISENO EXPERIMENTAL

En los tratamientos bajo manejo en monocultivo se evaluaron sitios (lotes) con
diferentes afios de implantacion de monocultivo de soja, mientras que en los tratamientos
bajo manejo en rotacion se analizaron sitios con distintos afios de rotacion (soja- maiz)
(Tabla 2.1.). Ademas se incluy6 en el analisis sitios de suelo pristino de bosque tropical
asociado a cada situacion de manejo contrastante. Los lotes fueron sembrados y manejados
de acuerdo a los protocolos establecidos por los productores de la zona. A la siembra, las
semillas de soja fueron tratadas con el curasemilla comercial a base de Carboxim + Thiram
(Vitavax Flo), para el control de malezas se empled glifosato (Roundup) a 4litros/ha y
metsulfurén metil (Zamba) a dosis de marbete, mientras que para el control de plagas se
aplico metoxifenocide (Intrepid SC.) segun dosis de marbete. Las variedades de soja
sembradas en ambas fincas corresponden a variedades de grupo de madurez 8 (GM VIII),
de ciclos determinados de Nidera, principalmente se sembraron las variedades A8000
(Tabla 2.2.). La densidad de siembra fue de 22-26 semillas por metro lineal con un poder
germinativo (PG) del 85% en promedio. A emergencia se establecieron 16-18 plantas por

metro lineal con ese PG. La soja no fue fertilizada ni se le aplicaron inoculantes.

Tabla.2.2. Caracteristicas de las variedades de soja incluidas en los ensayos.

Grupo de Ciclo Criadero Habito de Color flor
madurez/ crecimiento
Variedad
8
A-8000 8 Nidera Determinado Purpura
NA-8010 8 Nidera Determinado Purpura
NA-8413 8,4 Nidera Determinado Purpura

Para los sitios bajo rotacion las variedades de maiz sembradas fueron hibridos
tropicales resistentes a herbicidas y a plagas de la variedad DK390 VT triple pro
(Monsanto). Ademas, se realizaron los siguientes aplicaciones para el control de malezas:
Atrazina: 2.5 | ha™y Dual: 1.5 | ha™. El maiz se fertilizé con fosfato diaménico a razén de
50-70kg/ha, también con 20-50kg/ha de urea al voleo. Tanto el cultivo de soja como el de

maiz fueron sembrados en SD. Hacia el final del ciclo de soja, en madurez fisiologica, se
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realizé el muestreo de suelo y la evaluacion de enfermedades causadas por hongos
patdgenos que habitan en suelo, repitiéndose estas evaluaciones durante 3 campafias
agricolas correspondientes a los ciclos 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

El estudio empleado se puede clasificar como un estudio observacional (Feinsinger,
2003). Este tipo de estudio es comun en ecologia y recursos naturales, donde se analizan
circunstancias particulares que no tienen posibilidades de repeticion como en un
experimento controlado (Di Rienzo et al., 2012). Por lo tanto, mientras en un experimento
disefiado es posible asignar relaciones causales entre respuestas de los tratamientos, en este
tipo de estudio, nos limitamos a analizar las asociaciones observadas. En esta tesis, la
hipotesis de investigacion nos lleva a comparar cada variable entre las condiciones de
interés (monocultivo vs. rotacion) teniendo como situacién de referencia para cada

situacion el bosque tropical no disturbado (suelo pristino de monte natural).

Por ello, en los sitios de estudio se presentan unidades de respuesta que constituye
la unidad fundamental del estudio observacional que manifiesta los efectos de las
condiciones de interés. Esto se diferencia de los estudios manipulativos, en los que la
unidad de respuesta puede denominarse unidad experimental. Mientras la unidad de
evaluacion es la unidad estandarizada para la cual se registran los valores de la variable de

respuesta (Feinsinger, 2003).
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2.3. DISENO DE MUESTREO

Toma de muestras de suelo

Dentro de cada sitio, en cada lote se demarcé la zona de muestreo que fue
georeferenciada, presentando una superficie de 900 m?. A partir de la zona demarcada se
tomaron muestras de suelo para realizar las determinaciones correspondientes en el
laboratorio. En cada parcela de tratamiento se establecieron seis estaciones de muestreo,
siguiendo un disefio en W, a partir de las cuales se tomaron muestras de suelo compuestas
por 10 submuestras. Las muestras fueron luego divididas en tres partes para la
cuantificacion de variables microbianas, quimicas y fisicas del suelo. EI muestreo de suelo
se realizd teniendo en cuenta metodologia previa descripta en el Manual de Microbiologia
Ambiental (Hurst, 1997).

A partir de las muestras de suelo se realizd la determinacion de variables
microbioldgicas, quimicas y fisicas. Para evaluar los parametros microbiolédgicos las
muestras fueron extraidas a partir de la zona cercana a la raiz, sobre el surco, hasta los
primeros 10 cm de profundidad abarcando las seis estaciones de muestreo por repeticion

contabilizando un total de 18 muestras por tratamiento.

Para la determinacion de algunas variables microbianas (bioquimicas), las muestras
fueron inmediatamente colocadas en freezer a -20 °C. Mientras que para la cuantificacion
del resto de determinaciones microbioldgicas, las muestras fueron tamizadas (malla 2mm)
para ser inmediatamente colocadas en heladera y conservadas a 4° C hasta su posterior
procesamiento. Paralelamente se determiné la humedad (%) de cada muestra por lo cual se
tomo el peso inicial de cada muestra y luego de siete dias en estufa a 90 °C se determind el

peso final.

21



Fig. 2.2. Muestreo de suelos en sitios y bosque tropical de Las Lajitas. Campafias 2009-
2010, 2010-2011, 2011-2012. A) Muestra bioldgica dispuestas en bolsas plasticas listas
para su refrigeracion. B) Barreno utilizado en el muestreo modificado a 10 cm de
profundidad. C) Lote de monocultivo de soja. D) Personal de apoyo realizando el muestreo
quimico-fisico. E) Bosque tropical. F) Muestra microbiolégica del bosque tropical. G y H)
Lotes bajo rotacion soja-maiz.
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2.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

2.4.1. Analizar la diversidad de las comunidades microbianas del
suelo en soja en diferentes sistemas productivos, en cuanto a la
abundancia de microorganismos cultivables, potenciales
biocontroladores, biomasa microbiana, contenido de proteinas
relacionadas con la glomalina (GRSP) vy contenido de fosfolipidos del

suelo

Se cuantificaron los microorganismos cultivables, mediante recuento de hongos y
bacterias totales; y de los agentes potenciales de biocontrol del grupo de los hongos:
Trichoderma spp., y Gliocladium spp., y del grupo de bacterias: Actinobacterias y

Pseudomonas fluorescentes, presentes en el suelo.

Hongos totales (HT)

Los hongos representan en el suelo entre 70-80 % de la biomasa microbiana total,
tienen una marcada actividad heterotréfica sobre los restos vegetales, y entre sus
poblaciones se encuentran grupos con actividades relacionadas al antagonismo de hongos
patdgenos del suelo, como Trichoderma spp. y Gliocladium spp., conocidos agentes de
biocontrol. La abundancia de hongos totales es un indicador de calidad edéafica, y si
ademas se correlaciona este parametro con los potenciales biocontroladores, se puede

conocer el potencial de inhibicion de patégenos, en un determinado suelo.

Para el recuento de hongos totales se siguié la metodologia de Vargas Gil et al.
(2009). Se tomaron submuestra de 10 g que fueron transferidas a 100 ml de agua destilada
esterilizada, la suspension fue mezclada en un agitador orbital durante 30 minutos. Se tomé
1 ml de la suspension que fue colocado en tubos conteniendo 9 ml de agua destilada

esterilizada para realizar las correspondientes diluciones de suelo, que fueron ajustadas
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segun fue necesario. Finalmente, una alicuota a determinar se colocé en medio de cultivo
Agar papa glucosado (APG) con el agregado de rosa de bengala (20 mg/l), estreptomicina
(100 mg/l), y cloranfenicol (300 mg/l). Luego de 4 dias a 25 ° C se realizo el recuento de

las colonias.

Bacterias totales (BT)

La cuantificacion de las bacterias totales presentes en un suelo constituye un buen
indicador que refleja su nivel poblacional en un suelo bajo un determinado manejo. La
funcién bésica de las bacterias es la descomposicion y mineralizacion de los residuos
organicos, de donde obtienen su fuente energética y alimenticia. Mediante su metabolismo
liberan al medio sustancias como enzimas, proteinas, reguladores de crecimiento,
metabolitos y algunos nutrientes. Los beneficios de las bacterias para los cultivos se
relacionan con una mayor disponibilidad e incremento en el aporte de elementos basicos

para su desarrollo y produccion.

Las poblaciones de bacterias totales se cuantificaron siguiendo el protocolo de
Larkin (2003). Las diluciones de suelo y las alicuotas a colocar en el medio de cultivo

fueron ajustadas de acuerdo a las necesidades que surgieron durante el experimento.

Potenciales biocontroladores

Las propiedades antagonistas de Trichoderma spp. y Gliocladium spp. contra
patdgenos fungicos se basan en la activacién de varios mecanismos que incluyen la
competencia por los nutrientes y espacio, micoparasitismo, antibiosis, promocién de
crecimiento y activacion de las respuestas de defensa en las plantas. Debido a su capacidad
para proteger a los cultivos y disminuir las poblaciones de patégenos bajo diferentes
condiciones del suelo, estos hongos han sido ampliamente estudiados. Por ello, su
cuantificacion en el suelo supone una herramienta viable para conocer el estatus sanitario
de los mismos y su potencial uso en la agricultura. De igual modo, las poblaciones de

Actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes poseen la capacidad de disminuir la accion
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de fitopatdgenos a través de distintos mecanismos, su estudio y evaluacion en el suelo
representa una alternativa promisoria para disminuir el empleo de los agroquimicos que se

usan en la produccion agricola.

La cuantificacion de las poblaciones de hongos conocidos como biocontroladores
de enfermedades, Trichoderma sp. y Gliocladium sp., se realizd de la misma manera
empleando el mismo medio de cultivo, ajustando las diluciones y alicuotas segln fue

necesario (Vargas Gil et al., 2009).

Para el recuento de Actinobacterias se siguié metodologia previa (Vargas Gil et
al., 2009), empleando el medio de cultivo de Kiister modificado mediante el agregado de
cicloheximida (0.15 g/l) y propionato de sodio (0.4 g/l). Las placas fueron incubadas por 7

dias a 25° C en oscuridad.

Para la evaluacion de Pseudomonas fluorescentes empleando el medio de cultivo
King B (King et al., 1954). Se pesaron 100 g de suelo para hacerse las diluciones
necesarias a continuacion. Se tomé una alicuota que fue colocada en el medio de cultivo,
para dejarse las placas en oscuridad durante 4 dias, realizandose el recuento mediante el

empleo de luz UV.

Los datos se expresaron como unidades formadoras de colonia/g de suelo seco
(UFC/g suelo seco), utilizando los valores de peso seco del suelo, y teniendo en cuenta los
las suspensiones de suelos y las alicuotas empleados.

Por cada submuestra de suelo se sembraron dos cajas de Petri, totalizando doce
cajas por parcela para hongos totales, Trichoderma sp. y Gliocladium sp. y doce para

bacterias totales, Actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes.
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Biomasa microbiana

Carbono de la biomasa microbiana (CBM)

Este parametro es considerado un indicador de cambios en la MO del suelo, es por
esto que resulta muy Gtil ya que evidencia la respuesta del suelo frente a aportes organicos
de diferente naturaleza. El contenido en C de la biomasa microbiana refleja el tamafio de la
poblacion microbiana total del suelo. Este indice ha sido frecuentemente estudiado porque
responde de forma muy rapida y sensible a los cambios que se producen en el suelo, y
ademas porque es uno de los pocos parametros que controla gran parte de los procesos que
involucran la transformacion y ciclos de nutrientes, el mantenimiento de la MO labil, asi

como la macroagregacién (que favorece la retencion de agua y la aireacién del suelo).

Para cuantificar este parametro se utilizd la técnica de fumigacion-reinoculacion e
incubacion (Jenkinson y Powlson, 1976, modificada por Abril et al., 2005). La técnica se
basa en la determinacion del CO; liberado en la incubacion de muestras con NaOH 0,2 N a
28° C durante un periodo de 10 dias, previamente fumigadas con cloroformo durante 24 hs,
desfumigadas e inoculadas con suelo fresco. Simultaneamente se colocaron a incubar
muestras como testigos sin fumigar. Se pesaron 20 g de suelo, se llevaron las muestras a 60
% de capacidad de campo en recipientes herméticamente cerrados y se incubaron con 15
ml de NaOH.

La evaluacion del CO, liberado se realiz6 por titulacion del NaOH con HCL 0,2 N,
fenolftaleina como indicador y Cl,Ba como precipitante del NaCO3; formado. El célculo

del C-biomasa se efectué mediante la siguiente ecuacion:

C-biomasa (mg CO./g suelo) = C-CO, fumigado- C-CO, no fumigado/ 0.45
Se utilizaron blancos como testigos con la finalidad de descontar el CO, atmosférico.
Las determinaciones se realizaron empleando un frasco por submuestra de suelo,

totalizando seis réplicas por parcela para cada una de los parametros.
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Contenido de proteinas relacionadas con la glomalina (GRSP)

Se realizo la cuantificacion de proteinas relacionadas con la glomalina (GRSP) una
glicoproteina producida por los hongos micorricicos arbusculares (HMA). Esta proteina
influye en la agregacion del suelo, posee una gran adhesividad y resistencia a la
degradacidn, y presenta en su estructura quimica entre un 30-40% de C, lo que la hace un
componente importante de la MO, contribuyendo al secuestro de C en el suelo. Por otra
parte, por sus caracteristicas aglutinantes, la glomalina tiene intima relacion con la
estabilidad de agregados del suelo ya que estd involucrada en la conformacion de su
estructura. Por estas razones es un indicador ideal ya que su cuantificacion permite
establecer relaciones entre variables bioldgicas, quimicas y fisicas edaficas. Teniendo en
cuenta las limitaciones que presenta la técnica para su cuantificacion a partir de suelo
(Rillig, 2004), la variable que se cuantifica son las proteinas relacionadas con la glomalina
(GRSP).

La cuantificacion de GRSP, se realizd mediante espectrofotometro UV-Visible,
empleandose la técnica de Wright y Upadhyaya (1996). Se cuantifico la proteina
facilmente extractable. Se tomé 1 g de suelo tamizado a 2 mm y se colocé en 8 ml de
extractante. La GRSP facilmente extractable se determind mediante extraccion con 20 mM
de citrato de sodio (pH 7,0), esterilizando luego la solucion por autoclave (121° C) durante
30 minutos. Los extractos se centrifugaron a 10.000 g por 5 minutos y la proteina en el
sobrenadante se determind mediante el empleo de la coloracién de Bradford con albumina
de suero de bovino como estandar (Wright y Upadhyaya, 1996). Las determinaciones se
realizaron empleando un tubo de centrifuga por submuestra de suelo, totalizando seis

réplicas por parcela.

Perfiles de fosfolipidos (PLFA)

La estructura de las comunidades microbianas de suelo se estudi6 mediante sus
perfiles de fosfolipidos, de acuerdo con la metodologia utilizada por Meriles et al., 2009,

basada en Zelles (1999). Esta técnica se basa en la cuantificacion de fosfolipidos,

27


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0716-078X2000000400017&script=sci_arttext#WRIGHT96#WRIGHT96

constituyentes de las membranas celulares de los microorganismos, que son propios de
cada taxon, es decir que estos biomarcadores permiten estimar los componentes de cada
comunidad microbiana. Debido a la sensibilidad, alta reproducibilidad y costo de la
técnica, es una herramienta conveniente para determinar los grupos de hongos y bacterias
presentes en el suelo, permitiéndonos conocer la estructura de la comunidad y como se
modifica en respuesta a los diferentes tratamientos que se plantearon en los ensayos a

campo.

Los fosfolipidos de acidos grasos (PLFAs) comunmente utilizados como
biomarcadores de taxones microbianos son mostrados en la Tabla 2.3. La metodologia de
extraccion y condiciones de analisis de los perfiles de PLFAs se realiz6 acorde con Bossio
et al. (1998). En un tubo para centrifuga se pes6 10 g de suelo y se agregd 23 ml de una
mezcla cloroformo/metanol (2:1). Luego la muestra fue centrifugada (Cavour ® VT3216)
a 2500 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante obtenido se filtr6 en un tubo de vidrio.
Al tubo con sobrenadante se agregd 10 ml de cloroformo y 10 ml de buffer fosfato (pH:
7.4), se tap0 y agitd en el vortex. Se dejé reposar hasta la completa separacion de las fases
organica y acuosa. El contenido del tubo se transfirio a una ampolla de decantacion y la
fase organica fue colectada en un balon. El solvente se evaporé (rotavapor Buchi R-215) y
el residuo se resuspendié en 4 ml de cloroformo. Los lipidos del suelo fueron separados en
orden creciente de polaridad mediante una cromatografia en columna rellena con 0,5 g de
acido silicico (100-200 Mesh, Sigma St Louis, MO). Los lipidos neutros y los glicolipidos
se eluyeron con 5 ml de cloroformo y 10 ml de acetona, respectivamente. Los fraccion de
fosfolipidos se eluy6 con el agregado de 10 ml de metanol, y la solucién obtenida fue
posteriormente secada con N. La metilacién de los &cidos grasos se realizd con una
solucion de 1 ml de metanol/tolueno (1:1) y 1 ml de KOH 0,2 M incubados a 37 °C durante
15 min. Los &cidos grasos metil esterificados fueron extraidos con hexano (2 alicuotas de 5
mL) y la solucion fue posteriormente concentrada hasta sequedad. El residuo obtenido se
resuspendio en 150 uL de hexano y se midio en un cromatografo gaseoso de Perkin-Elmer
Clarus 500 equipado con una columna Elite-5 (Crossbond 5% difenil — 95% dimetil
polisiloxano) y detector de Ilama (FID). Los acidos grasos fueron analizados con una
pendiente térmica de 180 a 240 °C a 4 °C/min y una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. La

cuantificacion se realizd6 mediante el agregado de un estandar interno (19:0). Los &cidos
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grasos fueron identificados mediante una corrida previa de un estandar de ésteres metilicos
de acidos grasos bacterianos (Bacterial Acid Methyl Esters mix, Supelco, Bellefonte, PA).
La concentracion total de PLFAs fue estimada mediante la sumatoria de todos los acidos
grasos de fosfolipidos identificados, y utilizada como estimador de la biomasa microbiana
total (Bohme y Bohme, 2006). Una nomenclatura estandar es utilizada para describir cada
PLFA: el numero de atomos de C seguido por el nimero de dobles enlaces, separados por
dos puntos. Las conformaciones cis y trans son designadas con el sufijo “c” y “t”,
respectivamente. Otras notaciones son “Me” para el grupo metilo, “OH” para el hidroxilo,

€99
1

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

anteiso- de los acidos grasos.

Tabla 2.3. Acidos grasos de fosfolipidos comtinmente utilizados como biomarcadores para
grupos especificos de microorganismos.

Organismos PLFAs utilizados como biomarcador

Bacterias Gram-negativa 30H-12:0, 16:1w5¢, 16:1m7c, 16:1w7t, 16:1m9c,
ale:0, cyl7:0, 17:1w8c, 18:1wbc, 18:lw7c,
18:1w9c, cy19:0

Aerobios 16:107, 16:1w7t, 18:1w7c, 18:1w7t

Anaerobios cyl17:0, cy19:0

Bacterias Gram-positiva i14:0, i115:0, a15:0, br16:0, i16:0, a17:0, i17:0, i18:0

Gram-negativas / Gram-positivas 16:1o7t + 17:1®8c + 18:1w7c + cy19:0 / i14:0 +
i15:0 + a15:0 +i16:0 +i17:0 +al7:0

Bacterias (no especificas) 14:0, 16:0, 18:0

Actinobacterias 10Mel6:0, 10Mel7:0, 10Me18:0

Hongos 18:2106,9 (18:1w9c, 18:3w3)

Hongos / bacterias 18:2w6,9 / i15:0 + a1l5:0 + 15:0 + i16:0 + 16:1w7t
+il17:0+al7:0+17:0 + 18:1w7c + cy19:0

Ciclopropil19 / precursor cy19:0/ 18:1w7c

Hongos VAM 16:1m5c¢

Microeucariotas, plantas superiores 20:0, 21:0, 22:0, 23:0, 24:0, 25:0, 26:0

Microeucariotas 20:3w6, 20:40w6

Indicadores de estrés 16:1w7c/ cyl7:0, 16:1w8c/ cy19:0

Indicadores de estrés 16:1w7t/ 16:1w7c¢, 16:108t/ 16:1m8¢

Monoinsaturados 16:1w7t, 18:1wc, 18:1w7c, 16:1m5¢C

Saturados 10:0, 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0

Monoinsaturados / saturados 16:1o7t + 17:1w8c + 18:1w7c + 16:1w5c / 10:0 +
12:0 + 13:0 + 14:0 + 15:.0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 +
20:0
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2.4.2. Analizar la diversidad de las comunidades microbianas del
suelo en soja en diferentes sistemas productivos, en cuanto a las funciones
microbianas como respiracion, hidrdlisis de diacetato de fluoresceina y
actividad deshidrogenasa y fosfatasa acida y genes relacionados al ciclo

del Nitrégeno

Respiracion microbiana del suelo

La medicion del dioxido de C respirado es una estimacion de la presencia
microbiana en los suelos cultivados. Esto refleja la dinamica de su biota, por lo tanto,
evidencia los procesos metabdlicos edaficos. Estos procesos varian en funcién de factores
biofisicos y del manejo, por lo que la respiracion microbiana representa un reflejo de las

condiciones biologicas, quimicas y fisicas del suelo.

Se determiné mediante la liberacion de CO, (Alef, 1995, modificada por Abril, A.,
2012, com. personal). Se pesaron 10 g de suelo y se llevaron a 60 % de capacidad de
campo para posteriormente incubarlas con 15 ml de NaOH 0,2 N, durante un periodo de
siete dias. La liberacion de CO, se medio mediante titulacion con HCI 0,2 N, fenolftaleina
como indicador y CL,Ba como precipitante del NaCO3 formado. El célculo del CO2
producido se efectué mediante la siguiente ecuacion:
mg CO,/7dias/g suelo = (Blanco-Tratado)* 4.4/ Peso Seco
Se utilizaron blancos como testigos con la finalidad de descontar el CO, atmosférico.
Las determinaciones se realizaron empleando un frasco por submuestra de suelo,

totalizando seis réplicas por parcela para cada una de los parametros.

Actividad enzimatica

La actividad proteasa-lipasa-esterasa evaluada mediante la hidrélisis de diacetato
de fluoresceina (FDA) es ampliamente aceptada como un método preciso y simple para

medir la actividad microbiana total en una amplia gama de muestras ambientales,
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incluyendo los suelos. El diacetato de fluoresceina se hidroliza por enzimas extracelulares
y de membrana permitiendo la liberacién de un producto final coloreado que puede
medirse por espectrofotometria. Las enzimas responsables de esta hidrdlisis son
abundantes en el ambiente del suelo. Entre ellas se encuentran esterasas, proteasas y
lipasas y estan involucradas en la descomposicion de muchos tipos de tejido. En general,
mas del 90% del flujo de energia en un sistema de suelo pasa a través de los
descomponedores microbianos, por lo tanto, proporcionard una buena estimacién de la

actividad microbiana total.

Entre las complejas reacciones bioquimicas del suelo, las enzimas catalizan
innumerables procesos, siendo consideradas como biosensores de los cambios que puedan
producirse en la calidad edafica en respuesta al manejo. Particularmente, las enzimas del
tipo oxidorreductasas (deshidrogenasa), se cuantifican como medida generalizada de los
procesos microbianos del suelo. La enzima deshidrogenasa tiene un papel fundamental en
las etapas iniciales de oxidacion de la MO (ciclo del C), catalizando las reacciones que
degradan proteinas y péptidos, por lo que ademas estan involucradas en el ciclo del N.
Finalmente, la actividad fosfatasa acida permite la estimacion de formas de fosforo (P)
disponible para las plantas por medio de la accion de un amplio grupo de enzimas que
catalizan la hidrolisis de ésteres y anhidridos del acido fosférico. Principalmente la
fosfatasa acida pertenece al grupo de las enzimas inespecificas de las monoésterfosfato
hidrolasas. Su cuantificacion es posible mediante un método simple que trata la estimacion

colorimétrica del p-nitrofenol liberado por la actividad fosfatasa.

Actividad proteasa-lipasa-esterasa. Hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA)

Se cuantifico la actividad microbiana mediante la determinacion de la hidrolisis de
FDA, empleando la técnica de Adam y Duncan (2001). Se colocaron 2 g de suelo y 15 ml
de buffer fosfato de potasio 60 mM pH 7,6 en frascos de 50 ml. Se agregé a los frascos el
sustrato (FDA, 1,000 pg/ml) para comenzar la reaccion. Luego se agitd la suspension
durante 20 min a 30° C y 100 rpm. Inmediatamente se agreg6 15 ml de cloroformo/metanol
(2:1 v/v) para finalizar la reaccion. El contenido de los frascos fue luego transferido a tubos
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de centrifuga (50 ml) y centrifugados a 2,000 rpm por 3 min. El sobrenadante de cada

muestra fue filtrado en frascos cénicos y se midio en espectrofotdometro UV-Vis a 490 nm.

Actividad deshidrogenasa

La actividad deshidrogenasa se determind de acuerdo a la técnica citada por Garcia
et al. (1997). Se expuso 1 g de suelo (60% de su capacidad de campo) a 0,2 ml de una
solucion INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-cloruro de feniltetrazolio) al 0,4% durante 24
h a 28° C en oscuridad. El INTF formado (iodo-nitrotetrazolio formazan) fue extraido con
10 ml de metanol mediante agitacion rapida durante 1 min, y filtrado mediante papel de
filtro Whatman No. 5. EI INTF fue medido en espectrofotometro UV-Vis a 490 nm Perkin

Elmer.

Actividad fosfatasa acida

La actividad fosfatasa acida fue cuantificada mediante el método de Tabatabai y
Bremner (1969). Se peso 1 g de suelo y se determino el contenido de p-nitrofenol incubado
a 37°C durante 1 hora en una solucion tamponada de p-nitrifenilfosfato, midiéndose luego

por espectrofotémetro UV-Vis a 490 nm Perkin Elmer.

Cuantificacion de genes relacionados al ciclo del Nitrogeno

En sistemas agricolas tradicionales, la Fijacion Bioldgica de N Atmosférico (FBN)
constituye uno de los factores mas importantes dentro del ciclo biogeoquimico del N. EI N
es, por lo general, un nutriente limitante para el normal crecimiento de los cultivos. El
proceso de FBN, interviene ademas, en la reduccion del N atmosférico en amonio
biodisponible lo que representa una importante fuente de N al sistema. Las entradas de N al
suelo, producto de la FBN por microorganismos de vida libre, representan a veces, una
fuente menor en comparacion a lo que ocurre con sistemas como el de simbiosis

rhizobium-leguminosa. Sin embargo, la FBN se produce en la mayoria de los sistemas y
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representa la fuente mas dominante de N fijado en diferentes suelos. En Las Lajitas, la
fertilizacion inorganica no constituye una practica normal, de alli la importancia de evaluar

el flujo de N en estos sistemas agricolas.

Grupos filogenéticamente diversos de organismos procariotas, pertenecientes a los
dominios bacteria y archaea, tiene capacidad para realizar la FBN por lo que la abundancia
de los genes relacionados se puede evaluar a través de PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR). Los genes involucrados en el ciclo del N, son: nifH (FBN), AOB amoA, AOA

amoA (amonificacién-nitrificacion), nirK, nirS (reduccion) y nosZ (reduccion a Ny).

A los fines de su cuantificacion, el ADN del suelo se extrajo a partir de 250 mg de
suelo con el kit de extraccion NucleoSpin suelo (Macherey Nagel, Alemania), de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

El rendimiento de ADN y su pureza se midieron mediante el uso de un
espectrofotdometro (NanoDrop Technologies, Delaware). La cuantificacion absoluta de
todos los genes investigados se llevé a cabo por triplicado en un ciclador ABI Prism 7300
termociclador (Applied Biosystems, Alemania). Para la qPCR, se utilizaron 100 ng de
ADN plantilla de suelo diluido, 3% BSA (albimina de suero bovino), 10 pmol/ul de
cebadores (Metabion, Alemania), 12,5 pl power SYBR green PCR master mix (Applied
Biosystems), sulféxido de dimetilo (Sigma, Alemania) y DEPC. La composicién de la
mezcla de cada reaccién se presenta en la Tabla 2.4. Todas las corridas de PCR
comenzaron con una activacion enzimatica inicial a 95 °C durante 10 min. El subsecuente
perfil térmico fue diferente para cada gen, como se indica en la Tabla 2.5. La especificidad
de los productos de amplificacion fue confirmada por anélisis de las curva de fusion (55-
95°C, 0,5°C incrementos), y los tamafos esperados de la fragmentos amplificados se
verificaron en un gel de agarosa tefiido con bromuro al 1,5%. EI protocolo de PCR se llevo
a cabo de la siguiente manera: 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 45 seg a 95°C, 45 seg a 55°C y
45 seg a 72°C y para el periodo de elongacion 15 seg a 95°C, 30seg a 60°C y 15 seg a
95°C. La fluorescencia se midio al final del periodo de incubacion a 72°C. Para probar los

posibles efectos inhibidores (sustancias himicas coextraidas), sobre la amplificacion por
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PCR cuantitativa causada por extraidos simultdneamente de las sustancias humicas, la
dilucion optima para cada extracto de ADN fue determinado por pre-experimentos (datos
no mostrados) y controles negativos (MM). Para generar las curvas estandar para cada uno
de los genes diana, los productos de PCR procedentes de las cepas fueron clonados con
pGEM-T easy vector (Promega, EE.UU.) y se transformaron en Escherichia coli Topl0.
Las diluciones estandar de los plasmidos clonados se utilizaron para crear las curvas
estandar que variaron desde 10' hasta 10° copias del gen/ul. Las eficiencias de
amplificacion se calcularon mediante el uso de la férmula Efectiva=[10¢Y/Pendiente) 1]

(Esperschutz, et al., 2009).
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Tabla 2.4. Componentes de la reaccion de la mastermix usada para cuantificar los genes diana funcionales involucrados en el ciclo del N.

Amt (ul) componentes del ensayo

Grupo metabolico Gen 2X power 3% BSA Primer (10pmol pl™) Sulféxido  ADN Agua
Diana  SYBR Green Forward Reverse de dimetilo DEPC

Bacterias fijadoras de N nifH 12,5 0,5 0,30 0,30 - 2 9,4

AOB amoA 12,5 0,5 0,75 0,75 - 2 8,5

AOA amoA 12,5 0,5 0,50 0,50 - 2 9,0
Bacterias nirk 12,5 9,5 0,50 0,50 0,625 2 8,375
denitrificadoras nirS 12,5 0,5 0,50 0,50 0,625 2 8,375
nosZ 12,5 0,5 0,50 0,50 0,625 2 8,375

35



Tabla 2.5. Set de primers y perfiles térmicos usados para la cuantificacion absoluta de los genes diana funcionales involucrados en el ciclo del

N.

Gen Diana Set Primer Referencia Perfil Térmico del ciclador N° de ciclos

nifH nifH-F-Rdsch Rosch y Bothe, 2005 95°C/45 s, 55°C/45 s, 72°C/45 s 40
nifH-R-R&sch

amoA amoA-1F Treusch et al., 2005 94°C/60 s, 60°C/60 s, 72°C/60 s 39
amoA-2R

amoA 19F Leininger etal., 2006  94°C/45 s, 50°C/45 s, 72°C/45 s 40
CrenamoA616r48x

nirkK nirk-876 Boyle-Yarwood, 2008  95°C/15 s, 63°C-58°C/30's, 72°C/30s 6740
nirk-5R Michotey et al., 2000

nirS nirS-cd3af Mayer, J. et al., 2003 94°C/60 s, 57°C/60 s, 72°C/60 s 39
nirS-R3cd Simon, H. et al., 2005

nosZ nosZ-F Kloos et al., 2005 94°C/60 s, 57°C/60 s, 72°C/60 s 39
nosZ-R

36



2.4.3. Evaluar parametros quimicos y fisicos del suelo en soja en

diferentes sistemas productivos

La fertilidad del suelo, en un sentido estricto, se refiere a la capacidad de los suelos
para nutrir a las plantas con elementos minerales, sin embargo, un suelo puede ser fértil y
no productivo por incidencia de otros factores y cuando no se dan las condiciones
favorables para la produccion agricola. Por ello, unas de las herramientas més usadas para

realizar un buen diagnostico de suelo es el anélisis fisico-quimico.

Cuantificacidn de parametros quimicos

Las muestras de suelo obtenidas a partir de cada estacion de muestreo fueron
procesadas en el laboratorio de suelos de la EEA INTA Cerrillos, Salta, para determinar los

siguientes parametros:

Carbono total (Materia Organica) (CO)

El método se basa en el procedimiento propuesto por Black (1965). EI C organico
(CO) se oxida parcialmente por una solucién de dicromato de potasio en medio &cido. El
agregado de acido sulfirico aporta el medio para la reaccién y el calor necesario para que
se produzca la oxidacion del C. El exceso de dicromato se valora mediante volumetria

redox con una solucién ferrosa.

Nitrégeno total (Nt)

La mayor proporcion de N se encuentra en la fraccion organica. Uno de los
métodos més difundidos para el analisis de este elemento es el de Kjeldahl modificado. Su
determinacion se basa esencialmente en una oxidacion hiumeda (Norma IRAM, 2009). Se

advierte que una pequefia proporcién de compuestos organicos que contienen enlaces N-N
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y N-O, y otros inorganicos, como nitritos y nitratos, se determinan parcialmente. La
digestion se realiza por calentamiento de la muestra con acido sulfarico y catalizadores que
promueven la oxidacion de la MO y la conversion del N organico a amonio. El digesto se
alcaliniza y el amoniaco que se desprende se recoge en &cido bdrico y se titula con &cido
valorado para cuantificar el contenido de N (Bremner, 1996).

Nitrato (NO) y Amonio (NH.,)

Se realizO por microdestilacion por arrastre de vapor mediante el agregado
exactamente de 100 ml de SO, K; al 4% y microtitulado con H, SO4 0,005 N.

pH (pH)

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

2009) en una relacién 1:2.5 v/v suelo: agua con un periodo de equilibrio de una hora.

Fdsforo extractable (Pe)

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

realizan a 882 nm para cuantificar el P (Bray y Kurtz, 1945).
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Conductividad eléctrica (CE) y Capacidad hidrica de saturacion (CHS)

La CE se determind por suspension de la muestra de suelo en una solucién de agua
destilada en una relaciéon de 1:2.5 v/v con un periodo de equilibrio inicial de una hora
dejando en reposo un ahora mas, leyendo en celda conductimétrica ajustada con solucion
estandar de CIK 0,01 N (Norma IRAM, 2006).

La CHS se determind por diferencia de peso humedo y seco en pasta de suelo. Para
ello el suelo se satura con agua a fin de solubilizar ciertos minerales. Se seca en estufa a
105°C y se determina el porcentaje (%) de saturacion mediante la determinacion del peso

Seco.

Cuantificacién de parametros fisicos

Textura

Se determin0 por el método de la pipeta de Robinson (USDA, 1992). Este permite
cuantificar la abundancia relativa de las particulas de diametro menor a 0,053mm, es decir,
de las fracciones denominadas arcilla y limo. EI método se basa en la diferente velocidad
de sedimentacion que tienen las particulas, de acuerdo a su didmetro, en el seno de un

fluido. Finalmente se determiné el porcentaje de arena, limo y arcilla de cada muestra.

Estabilidad de agregados del suelo (EA)

Se cuantificd con el métodos de microtamices empleando el equipo “EA 250~
(Corvalédn et al., 2000) utilizando muestras compuestas disturbadas. Para ello, fue
necesario el tamizado de la muestra para seleccionar agregados de 1 a 2 mm que son
colocados en microtamices de malla 0,25 mm (A.S.T.M. N° 60) donde son sometidos a la
accion disruptora del agua. La EA cuantifica los agregados que permanecen inalterados

luego de la tamizacion en agua. Se expresd como porcentaje de agregados de suelo estable
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(%) y los valores pueden estar comprendidos entre 1 % para suelos fuertemente

degradados y 80 % para suelos organicos o de bosque tropical.

Densidad Aparente (DA)

Fue cuantificada siguiendo metodologia de Blake y Hartge (1986). Se evalud por
medio de un cilindro metéalico de 281cm?, el cual fue previamente enterrado en la cara

horizontal de un pequefio perfil de suelo (0-15cm) realizado en cada estacion de muestreo.

2.4.4. Evaluar la incidencia de enfermedades causadas por hongos
de suelo en soja con la diversidad microbiana edafica y la productividad

del cultivo

Se determind la incidencia de las principales enfermedades causadas por hongos de
suelo en soja. Luego se correlacionaron los resultados obtenidos con la diversidad
microbiana del suelo y el rendimiento del cultivo. Para ello se siguié la siguiente

metodologia:

Evaluacion de enfermedades

La determinacion de incidencia (% de plantas enfermas sobre el total muestreado)
de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja se realizé de acuerdo a bibliografia
previa (March y Marinelli, 2005). EI momento de la evaluacién de incidencia fue hacia el
final del ciclo del cultivo, en etapa de madurez fisioldgica. Se monitorearon los sitios con
monocultivo y con rotacion siguiendo un disefio en W, considerando 25 muestras por cada
brazo y 10 plantas por muestra en el mismo surco, separadas entre si por 30 surcos. Esta
metodologia es frecuentemente usada con enfermedades causadas por hongos del suelo
(March y Marinelli, 2005). Las evaluaciones fueron realizadas al estado fenoldgico R6-R7

para evitar invasiones saprofiticas de otros patdgenos.
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En el campo, las plantas de soja y maiz con sintomas de enfermedades causadas por
hongos de suelo se reconocieron por sus sintomas y fueron transportadas al laboratorio
para la posterior confirmacion del agente causal. En el laboratorio, se tomaron muestras de
tejido enfermo que se colocaron en camara humeda. Luego de 24 horas se confirmé al
microscopio optico el agente causal de los dafios observados. Solo en los casos necesarios,
se realizaron siembras de tejido enfermo en medio de cultivo para determinar el patdgeno
involucrado. Se desinfecto el tejido con hipoclorito de sodio al 5% durante 2 minutos, y
luego se coloc6 en medio de cultivo general (Agar papa glucosado) y/o especifico en los

casos en que fue necesario.

Rendimiento del cultivo (Rend)

Se cuantificd el rendimiento total (kg/ha) del cultivo de soja y maiz luego de la

cosecha de los sitios, para relacionarlo con los parametros de fertilidad del suelo.

2.4.5. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se Ilevaron a cabo empleando el programa InfoStat (Di
Rienzo et al., 2012). Como herramienta exploratoria se empled el Analisis de
Componentes Principales (ACP), con la finalidad de reducir la dimension de las variables
analizadas. Ademas, este analisis permitié detectar las variables que tuvieron mayor inercia
en la separacién de los tratamientos. Luego se realizaron Analisis de la Varianza para la
diferenciacion entre medias de tratamientos, con un nivel de significancia de P <0.05. El
cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza del error
experimental se comprobd mediante el test de Shapiro-Wilks y graficos de dispersion,
utilizando los residuos y predichos del modelo ajustado. En los casos de incumplimiento de
supuestos se realizd la transformacion méas conveniente. Las diferencias entre tratamientos
fueron determinadas mediante el uso del test de diferencias minimas significativas (LSD)
(Steel et al.,, 1997). Se consider6 a las campafias como repeticiones y no como

tratamientos.

41



Para establecer las relaciones entre las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas
y la incidencia de enfermedades por hongos de suelo, se empled el analisis de correlacion
de Pearson (P <0.05).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

Abundancia de microorganismos cultivables: Hongos totales,
bacterias totales y potenciales microorganismos biocontroladores:
Trichoderma spp., Gliocladium spp., Pseudomonas fluorescentes y

Actinobacterias
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Fig. 3.1. Poblaciones cultivables de hongos y bacterias totales en suelos bajo monocultivo de
soja (MM), rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las
campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

UFC: unidades formadoras de colonia, hongos (x 10* g%, bacterias (x 10° g™). Barras con diferentes letras indican
diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma campafa.
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En la Figura 3.1 se muestran las poblaciones de hongos (HT) y bacterias (BT)
cultivables totales encontradas en los agroecosistemas bajo monocultivo (MM), rotacién
(MR) vy suelo pristino de bosque tropical (PR). Los HT y las BT mostraron un rango
poblacional de 6,70-5,26 y 8,91-7,04 Log UFC g suelo seco, respectivamente (Fig. 3.1).
En todas las campafias evaluadas, los suelos PR mostraron mayores valores poblacionales
de HT y BT cultivables en comparacion con suelos bajo MM. Por otro lado, PR no mostré
diferencias estadisticamente significativas respecto a MR. Durante las campafias 2009-
2010 y 2010-2011, los HT cultivables bajo MR presentaron valores poblacionales similares
a MM, mientras que en la campafa 2011-2012, MR fue superior a MM (Fig. 3.1. A).
Finalmente, y a excepcion de lo ocurrido durante la primera campafia, los suelos bajo MR
presentaron mayores niveles poblacionales de BT cultivables que los encontrados en suelos
bajo MM (Fig. 3.1. B).
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Fig. 3.2. Poblaciones cultivables de hongos potenciales biocontroladores, Trichoderma
spp. y Gliocladium spp. en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de cultivos
(MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las campafias agricolas 2009-2010,
2010-2011 y 2011-2012.

UFC: unidades formadoras de colonia, hongos (x 10* g). Barras con diferentes letras indican diferencias significativas
segun el test de LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma campafia.

El manejo empleado afectd de distinta manera las densidades de propagulos de
Trichoderma spp. y Gliocladium spp. (Fig. 3.2). Los rangos poblacionales de Trichoderma
spp. y Gliocladium spp. fueron de 6,16-4,52 y 6,00-4,00 Log UFC g* suelo seco,
respectivamente. En todas las campafas agricolas, los suelos bajo MM presentaron
menores valores poblacionales de hongos potencialmente biocontroladores en comparacion
con PR (Fig. 3.2). Por otro lado, en la mayoria de las campafias evaluadas, los suelos PR y

MR revelaron similares valores poblacionales de ambos biocontroladores. Sin embargo, en
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la camparia 2009-2010, los niveles poblacionales de Trichoderma spp. y Gliocadium spp.
bajo PR, mostraron mayores valores poblacionales en comparacién a MR. A excepcién de
lo ocurrido para Gliocladium spp., en la primera campafia, en los suelos bajo MR se

registro un incremento de estos microorganismos en comparacion con MM (Fig. 3.2.B).
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Fig. 3.3. Poblaciones cultivables de bacterias potenciales biocontroladoras, Actinobacterias
y Pseudomonas fluorescentes en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de
cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las campafas agricolas
2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

UFC: unidades formadoras de colonia, bacterias (x 10°g%). Barras con diferentes letras indican diferencias significativas
segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma campafia.
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Las poblaciones de las bacterias biocontroladores actinobacterias y el grupo de
pseudomonas fluorescentes fueron afectadas en diferente grado por el manejo agricola. Las
actinobacterias y pseudomonas fluorescentes presentaron un rango poblacional de 6,90-
4,82 y 6,51-5,00 Log UFC g™ suelo seco, respectivamente (Fig. 3.3). En general, y en lo
referente a las poblaciones de actinobacterias, PR present6 similar nivel poblacional que
los suelos bajo MM, a excepcion de lo ocurrido en la primera campafa, donde PR>MM
(Fig. 3.3.A). De la misma manera y en general, PR mostré similares valores que MR, salvo
en la primera campafia donde PR fue mayor que MR. Por otro lado, los suelos MR
mostraron similar nivel poblacional que MM, a excepcién de la tercera campafia donde

MR fue mayor que MM.

En cuanto a pseudomonas fluorescentes y durante todas las campafias evaluadas,
los suelos PR presentaron los mayores niveles poblacionales de este biocontrolador (Fig.
3.3.B). Sin embargo, las poblaciones de pseudomonas fluorescentes fueron similares en los
suelos MR y MM. En la tercera campafa, los niveles poblacionales de pseudomonas

fluorescentes bajo MR fueron significativamente mayores a los encontrados en MM.
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Fig. 3.4. Poblaciones cultivables de hongos potenciales biocontroladores (Trichoderma
spp. (A) y Gliocladium spp. (B)) cultivados en medio especifico CRS.
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Fig. 3.5. Poblaciones cultivables de bacterias potenciales biocontroladoras (Actinobacterias
(A) y Pseudomonas fluorescentes (B)) cultivados en medio Kuster y King A 'y B
respectivamente.
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Biomasa microbiana y contenido de proteinas relacionadas con
glomalina (GRSP)
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Fig. 3.6. Carbono de la biomasa microbiana (CBM) en suelos bajo monocultivo de soja
(MM), rotacién de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las
campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

El contenido de Carbono de la biomasa microbiana (CBM) fue afectado de distinta
manera de acuerdo al tipo de manejo empleado (Fig. 3.6). Los niveles de CBM mostraron
valores entre 1,91-0,25 mg CO, g™ suelo seco/semana. En todas las campafias evaluadas,
el contenido de CBM fue significativamente mayor en PR que en los suelos MR y MM. En
general, se observo que los niveles de CBM encontrados en los suelos MR fueron mayores
que los registrados en los suelos MM. Sin embargo, durante la tercera campafia, el CBM en

suelos MR no mostro diferencias significativas respecto a los suelos MM.
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Fig. 3.7. Contenido de proteinas relacionadas con la glomalina (GRSP) en suelos bajo
monocultivo de soja (MM), rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical
(PR), durante las campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

El contenido de proteinas relacionadas a glomalina (GRSP) fue afectado de distinta
manera por el manejo agricola (Fig. 3.7). Los valores de GRSP se presentaron en el rango
de 6,35-1,24 mg g* suelo seco. Durante todas las campafias agricolas evaluadas, el
contenido de GRSP fue significativamente mayor en los suelos PR en relacién a los
contenidos encontrados en los suelos MR y MM. A excepcién de lo ocurrido en la primera
campafia, el contenido de GRSP encontrado en los suelos MR fue significativamente

mayor que en los suelos MM.
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Contenido de fosfolipidos del suelo
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Fig. 3.8. Perfiles de fosfolipidos (PFLAS) en suelos bajo monocultivo de soja (MM),
rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las campafas
agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segin el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

La evaluacion de los perfiles microbianos mediante la cuantificacion de
fosfolipidos (PLFAS) s6lo fue estimada en la campafia 2009-2010 (Fig. 3.8). Los distintos
manejos agricolas afectaron de forma significativa la estructura de las comunidades
microbianas del suelo. La totalidad de los taxones evaluados (Gram +, Gram -
actinobacterias y micorrizas vesiculo-arbusculares) resultaron més abundantes en PR que
en los suelos MM. A excepcion de lo ocurrido con los actinobacterias, la misma situacion
fue observada en los suelos PR respecto a los suelos MR. Dentro de los manejos agricolas,
MR siempre presenté mayor abundancia en todos los taxones evaluados. Sin embargo, la
abundancia de bacterias Gram - en ambos sistemas agricolas fue similar. Por ultimo, la

biomasa microbiana total mostro el siguiente orden de abundancia: PR>MR>MM.
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Respiracion microbiana, hidrolisis de diacetato de fluoresceina y

actividad fosfatasa acida
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Fig. 3.9. Respiracion microbiana en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de
cultivos (MR) vy suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las campafas agricolas
2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

La respiracién microbiana (RM) present6 valores entre 1,51-0,06 mg CO, g ™ suelo
seco/semana (Fig. 3.9). En todas las campafas agricolas, los suelos PR presentaron los
mayores niveles de RM. A excepcion de lo ocurrido en la ultima campafia, los suelos MR

mostraron niveles mas elevados de RM que los suelos MM.
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Fig. 3.10. Actividad microbiana en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de
cultivos (MR) vy suelo pristino de bosque tropical (PR), durante las campafas agricolas
2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012. A) Actividad hidrdlisis de diacetato de fluoresceina
(FDA). B) Actividad deshidrogenasa. C) Actividad fosfatasa acida.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.
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Las actividades enziméticas del suelo variaron de acuerdo al manejo empleado
(Fig. 3.10). La actividad hidrdlisis de diacetato de fluoresceina (FDA), deshidrogenasa
(DH) y fosfatasa acida (FA) presentaron rangos entre 67,00-14,52 ug INT g™ suelo seco;
7,35-0,78 ppm y 229,84-1,83 pumol nitrofenil g™ suelo seco, respectivamente. Durante las
tres camparias evaluadas, los suelos PR registraron altos niveles de actividad FDA y FA
(Fig. 3.10 Ay C). Ademas, la actividad FDA fue mayor en suelos MR que en suelos MM,
a excepcion de la dltima campafia. Por su parte, la actividad FA presento similares niveles
para MR y MM en todas las campafias. Contrariamente, y a excepcién de la segunda
campafia, la actividad DH mostré niveles similares entre PR y MR. Sin embargo, salvo lo
ocurrido en la segunda campafia, los niveles de actividad DH de los suelos PR fueron mas
elevados que los encontrados MM. Por su parte, los suelos MR presentaron actividades

significativamente superiores a los suelos MM.
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Abundancia de genes funcionales involucrados en el ciclo del

Nitrogeno
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Fig. 3.11. Ciclo del Nitrogeno
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Fig. 3.12. Namero de copias de los genes funcionales nifH, amoA y amoB relacionados al
ciclo del N en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de cultivos (MR) y suelo
pristino de bosque tropical (PR), durante las campafias agricolas 2009-2010 y 2010-2011.

Numero de copias de genes: ng de ADN del gen. Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el
test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma campafia.
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En la Fig. 3.11 se describe el ciclo del N y en la Fig. 3.12 se muestra el nimero de
copias de genes funcionales relacionados al ciclo del N (nifH, amoA, amoB, nirS, nirK y
nosZ) evaluados bajo dos sistemas de manejo contrastantes y suelo pristino de bosque
tropical. Estas evaluaciones so6lo se realizaron cuando se habia sembrado soja como
cultivo de superficie (camparias 2009-2010 y 2010-2011).

El nimero de copias de los genes nifH, amoA, amoB variaron de acuerdo al manejo
empleado (Fig. 3.12). La abundancia de genes nifH vari6 entre 3,8x10° a 3,2x10* nimero
de copias del gen (Fig. 3.12.A). Los suelos MR presentaron mayor nimero de copias de
este gen que los suelos PR para la mayoria de las campafias evaluadas, a excepcion de la
campafia 2009-2010. Por otro lado, durante ambas camparias, PR y MR mostraron mayor
abundancia del gen nifH que lo encontrado en MM. EI nimero de copias del gen amoA
varié entre 15,5x10" a 43,1x10° ntimero de copias del gen amoA (Fig. 3.12.B). Durante la
primera campafia, PR y MR registraron similares valores y difirieron significativamente
de MM, donde se observo el menor nimero de copias de amoA. Durante la segunda
campafia, los suelos PR mostraron mayor nimero de copias del gen amoA respecto a lo
encontrado en MR y MM, siguiendo el siguiente orden decreciente: PR>MR>MM. En
cuanto al gen amoB, el numero de copias encontradas en los tratamientos vario entre
3,7x10°-1,0x10° nlimero de copias del gen amoB (Fig. 3.12.C). Durante la primera
campafia, el namero de copias del gen amoB fue mayor en los suelos PR, mientras que
los suelos MR y MM presentaron similares valores. Para la segunda campafia, no se

encontro diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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Fig. 3.13. Numero de copias de los genes funcionales nirS, nirK y nosZ relacionados al
ciclo del N en suelos bajo monocultivo de soja (MM), rotacién de cultivos (MR) y suelo
pristino de bosque tropical (PR), durante las campafias agricolas 2009-2010 y 2010-2011.

Numero de copias de genes: ng de ADN del gen. Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el
test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma campafa.

59



Teniendo en cuenta todos los tratamientos y campafias evaluadas, el nimero de
copias del gen nirS, fluctu6 entre 29,1x10% a 53,8x10° (Fig. 3.13.A). Durante la primera
campafia, los suelos PR y MR presentaron un similar nimero de copias del gen nirS,
mientras que MR mostré6 mayores valores respecto a MM. En la segunda campafia, PR
presentd la mayor abundancia de este gen, registrando el siguiente orden decreciente:
PR>MR>MM. El ntimero de copias del gen nirK varié entre 68,8x10" a 28,3x10° niimero
de copias del gen nirK (Fig. 3.13.B). En la primera campafia, se observd que la
abundancia del gen fue mayor en PR respecto a MR y MM. Por su parte, los suelos MR
mostraron mayor nimero de copias del gen que lo registrado en los suelos MM. Durante
la segunda campafia, PR presento similares valores que MR y mayores valores que MM,
mientras que MR mostré mayor abundancia del gen que MM. Por ultimo, el nimero de
copias del gen nosz, fluctug entre 27,9x10° a 25,9x10° (Fig. 3.13.C). En todos los
tratamientos de la primera campafia, los suelos PR registraron los mayores niveles de
copias del gen. A su vez, los suelos MM mostraron un mayor niumero de copias que los
suelos MR. Durante la segunda campafia, ambos tratamientos, PR y MM, presentaron

similares nimero de copias del gen nosZ y mayores valores que MR.
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Fig. 3.14. Biplot del ACP para el efecto de sistemas de monocultivo de soja (MM),
rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR) sobre pardmetros
microbiologicos del suelo durante las campafas agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-

2012.

CP: Componente principal. HT: Hongos totales, BT: Bacterias totales, Tr: Trichoderma spp., Glio: Gliocladium spp, Act:
Actinobacterias, Pseud: Pseudomonas fluorescentes, CBM: Carbono de la biomasa microbiana, GRSP: Proteinas
relacionadas a la glomalina, RM: Respiracién microbiana, FDA: Actividad FDA, DH: Actividad deshidrogenasa, FA:
Actividad fosfatasa y genes funcionales del ciclo del nitrégeno: nifH, amoA, amoB, nirS, nirK, nosZ.

La Fig. 3.14 describe la dimensionalidad del conjunto de parametros bioldgicos
evaluados en los diferentes sitios geograficos. EI Analisis de Componentes Principales
(ACP) separo6 claramente los suelos agricolas de los suelos pristinos de bosque tropical.
Los ejes CP1 y CP2 explicaron el 36,8% vy el 24,2% de la variabilidad total,
respectivamente. A lo largo CP1, los sitios PR (PR1, PR2 y PR3) se separaron del resto de
los sitios agricolas, mientras que los sitios bajo MR, se ubicaron en el centro del plano,

entre los sitios PR y MM. Los sitios bajo MM se localizaron del lado izquierdo del plano.
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El sitio MM3 se separd aun més del resto de los sitios sobre CP1, mientras que el sitio PR3
se ubico del lado opuesto. CP2 separ0 el sitio MM3 de los demas sitios. Las variables que
mas contribuyeron a las separaciones de los sitios PR de los sitios agricolas fueron: HT,
BT, Tr, Glio, CBM, GRSP, RM y FDA. Los genes que tuvieron mayor relevancia en la
separacion de los sitios fueron amoA, amoB, nirK y nirS. La correlacion cofenética

obtenida a partir del analisis de componentes principales fue de 0,922.
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Parametros quimicos del suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacién de cultivos.

Tabla 3.1. Promedio de parametros quimicos del suelo en sistemas de monocultivo de soja (MM), rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino
de bosque tropical (PR), durante las campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Parametros Suelo Pristino de bosque tropical (PR)  Suelo bajo monocultivo de soja (MM) Suelo bajo rotacion de cultivos (MR)
Quimicos

Sitios PR1 PR2 PR3 Media MM1 MM2 MM3 Media MR1 MR2 MR3 Media
CcO 2,03 1,85 2,24 2,04 a 1,60 1,46 1,11 139¢c 1,46 1,60 1,87 164b
Nt 0,18 0,16 0,18 0,17 a 0,15 0,13 0,10 0,12¢c 0,14 0,14 0,15 0,14 b
NO3 27,77 25,27 32,33 2845a 41,80 18,47 12,01 24,09b 17,78 14,05 28,33 20,05¢
NH, 12,74 9,59 1533 1255a 13,25 7,22 7,10 9,19b 12,50 9,11 12,33 1131a
pH 6,09 6,31 6,00 6,13 ¢c 7,04 6,99 6,80 6,94 a 6,78 6,91 6,43 6,70 b
Pe 43,50 36,43 3556 38,49a 39,81 3156 1531 28,89b 28,52 23,34 30,67 2751b
CE 0,68 0,65 0,72 0,68 a 0,69 0,47 0,29 0,48 b 0,33 0,30 0,73 045b
CHS 29,47 29,10 28,22 2893a 26,87 29,78 26,84 27.83b 27,86 28,37 27,33 27,85b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segin el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en de una misma campafia. CO: Carbono organico (%), Nt: Nitrogeno total (%),NO5:
Nitrato (ppm), NH,4: Amonio (ppm), pH: pH, Pe: Fosforo extractable (ppm), CE: Conductividad Eléctrica (mhos/cm), CHS: Capacidad Hidrica de saturacion (%).
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Un resumen de las principales propiedades quimicas del suelo bajo MR, MM y PR
se presenta en la Tabla 3.1. En general, las propiedades quimicas del suelo fueron
afectadas en distinto grado por el tipo de manejo agricola empleado. Los contenidos de CO
y Nt se presentaron en niveles entre 2,03-1,11% y 0,18-0,10%, respectivamente. LoOS
niveles de CO y Nt encontrados en los suelos PR, fueron mayores que los encontrados en
los suelos MM y MR, mientras que los contenidos de CO y Nt observados en MR fueron

superiores a los suelos bajo MM.

El contenido de NO7; en los suelos evaluados varié entre 41,80-12,01 ppm. Los
niveles de NO; encontrados en PR fueron superiores a los suelos bajo MR y MM. Por otro
lado, los niveles de NO'; en los suelos MR fueron inferiores a los encontrados en MM. El
contenido de NH, se presentd en niveles entre 13,25-7,10 ppm. El contenido de NH,4 fue
mayor en PR y MR en relacion a MM. El contenido de NH,; encontrado en MR fue

significativamente mayor que el encontrado en MM.

El pH del suelo mostr6 valores en un rango de 7,04-6,00. Los suelos PR
presentaron los niveles mas bajos de pH. EI pH fue més elevado en los suelos MM que en

los suelos PR y MR. A su vez, el pH fue mayor en MM respecto a MR.

El contenido de Pe varié entre 43,50-15,31 ppm. EI Pe fue superior en los suelos
bajo PR. Se observd que los contenidos de Pe registrados en los suelos MR y MM fueron

similares.

La CE vario entre 0,73-0,29mhos/cm. En general, la CE fue mayor en los suelos PR
respecto a los suelos MM y MR. Ademas, se registrd6 mayor CE en los suelos MM que en
MR. Finalmente, la CHS se presenté en un rango entre 29,78-26,87%. La CHS fue
superior en los suelos PR respecto a MM y MR. Asimismo, los suelos MM presentaron

igual CHS que los suelos MR.
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Parametros fisicos del suelo en sistemas bajo monocultivo de soja,

rotacion de cultivos y suelo pristino de bosque tropical

Los niveles de estabilidad de agregados del suelo (EA) y densidad aparente (DA)
en suelos bajo MR, MM vy suelos PR se presentan en la Fig. 3.15.
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Fig. 3.15. Estabilidad de agregados del suelo (EA) y densidad aparente (DA) en suelos
bajo monocultivo de soja (MM), rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque
tropical (PR) durante las campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.
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Los niveles de EA variaron entre 50,00-11,33%. Durante las tres campafas
agricolas, los suelos bajo PR presentaron los mayores niveles de EA. Los valores de EA
encontrados entre MM y MR fueron similares, a excepcion de lo ocurrido en la ultima
campafia donde se registrd un notorio incremento en los suelos MR respecto a MM (Fig.
3.15.A). La DA vari6 entre 1,76-0,91g cm™. En las tres campafias agricolas se observo
que, la DA de los suelos PR presentaron los valores mas bajos. En general, la DA fue

mayor en los suelos MM (Fig. 3.15.B).
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Correlacion entre los parametros microbioldgicos, quimicos y fisicos del suelo.

Tabla 3.2. Andlisis de correlaciones parciales (p<0,05) entre los principales parametros microbioldgicos, quimicos y fisicos de suelos
provenientes de distintos sistemas productivos y suelo pristino de bosque tropical. Promedio de las campafias 2009-2010, 2010-2011 y 2011-

2012.
Parametros microbioldgicos

HT BT Tr Glio Act Pseud CBM GRSP RM FDA DH FA
Co 0,54 0,558* 0,64* 0,51* 0,51* 0,55* 0,68* 0,69* 0,80* 0,65* 0,38* 0,57*
Nt 0,62  0,73* 0,61* 0,559 0,51* 0,51* 0,67 0,52 0,68 0,59* 0,26 0,51*
Pe 0,46*  0,38* 0,34 0,20 0,32 0,35 0,34 0,32 0,51* 0,21 0,09 0,23
EA 0,54 054 0,60 0,552 0,40* 0,59* 0,72 0,74 0,76* 0,63* 0,38* 0,50*
DA -0,62* -0,60* -0,59* -0,60* -0,47* -0,51* -0,68* -0,72* -0,80* -0,67* -0,25 -0,68*

* Diferencias significativas segiin LSD test (P < 0.05).HT: Hongos totales, BT: Bacterias totales, Tr: Trichoderma spp., Glio: Gliocladium spp, Act: Actinobacterias, Pseud: Pseudomonas
fluorescentes, CBM: Carbono de la biomasa microbiana, GRSP: Proteinas relacionadas a la glomalina, RM: Respiracion microbiana, FDA: Actividad FDA, DH: Actividad deshidrogenasa y
FA: Actividad fosfatasa, CO: Carbono organico, Nt: Nitrégeno total, Pe: Fosforo extractable, EA: Estabilidad de Agregados y DA: Densidad Aparente.
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En la Tabla 3.2. se muestra el analisis de correlacion efectuado entre los parametros
microbiologicos, quimicos y fisicos durante las campafias 2009-2010, 2010-2011 y 2011-
2012. La mayoria de los parametros microbiologicos correlacionaron de manera
estadisticamente significativa y positiva con los contenidos de CO y Nt. En general, se
observd que el aumento de los contenidos de CO y Nt del suelo incremento
proporcionalmente los contenidos de HT, BT, biocontroladores, CBM, GRSP y actividades
enzimaticas. Sin embargo, la actividad DH no mostrd una correlacion significativa con Nt

y Pe, pero si lo hizo con CO y EA.

El contenido de Pe fue el parametro que menor correlacion presentd con los
parametros microbioldgicos. El promedio de las evaluaciones mostré que el contenido de
Pe solo correlacion6 con HT, BT y RM. Por otro lado, los incrementos de Pe en el suelo no
produjeron un aumento significativo en el contenido de GRSP y FA, a excepcién de la

Gltima camparia donde si se observd una correlacion significativa.

Se observd que todos los parametros microbiolégicos correlacionaron
significativamente con la EA. En general, los contenidos de HT, BT, Tr, Glio, Act., Pseud.,
CBM, GRSP, RM, FDA, DH y FA, mostraron una correlacion significativa y positiva en
relacion a los incrementos de la EA del suelo. La actividad DH mostré una correlacion

significativa pero bajo con la EA.

En general, los HT, BT, Tr, Glio, Act., Pseud., CBM, GRSP, RM, FDA y FA
fueron inversamente proporcionales a la DA. Por el contrario, no se observaron
correlaciones estadisticamente significativas entre la actividad DH en relaciéon a las

variaciones de la DA de los suelos.
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Fig. 3.16. Biplot del ACP para el efecto de sistemas bajo monocultivo de soja (MM),
rotacion de cultivos (MR) y suelo pristino de bosque tropical (PR) sobre pardmetros
microbiologicos, fisicos y quimicos del suelo durante las campafas agricolas 2009-2010,
2010-2011 y 2011-2012.

CP: Componente principal, HT: Hongos totales, BT: Bacterias totales, Tr: Trichoderma spp., Glio: Gliocladium spp, Act:
Actinobacterias, Pseud: Pseudomonas fluorescentes, CBM: Carbono de la biomasa microbiana, GRSP: Proteinas
relacionadas a la glomalina, RM: Respiracién microbiana, FDA: Actividad FDA, DH: Actividad deshidrogenasa, FA:
Actividad fosfatasa, genes funcionales del ciclo del nitrdgeno: nifH, amoA, amoB, nirS, nirK, nosZ, CO: Carbono
organico, Nt: Nitrégeno total, NO3: Nitrato, NH,;: Amonio, pH: pH, Pe: Fdsforo extractable, CE: Conductividad
Eléctrica, CHS: Capacidad Hidrica de saturacion, EA: Estabilidad de Agregados y DA: Densidad Aparente.

El ACP de las variables microbiologicas, quimicas y fisicas separd la mayoria de
los suelos bajo manejo agricola de los suelos PR (Fig. 3.16). CP1 y CP2 explicaron un
53,2% de la variabilidad total. A lo largo del CP1, los sitios agricolas MM y MR se

separaron de los sitios PR y se dispusieron del lado izquierdo del plano.
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Dentro de los sitios agricolas, MM2 y MM3 se agruparon hacia la izquierda de
MR1 y MR2, quedando MM1 separado de los tratamientos MM. Dentro del tratamiento
PR, el sitio PR3 se separ0 hacia el lado derecho de los PR2 y PR1. PR2 qued0 dispuesto
cercano al centro del plano. A lo largo del eje 2, se observé que MML1 se separd del resto
de los sitios agricolas y PR, mientras que PR3 fue el que mas separado estuvo de los sitios
MM3 y MM2. A partir del andlisis del autovectores obtenido del ACP se observo que las
variables que mas contribuyeron a las separaciones entre sitios agricolas de los sitios de
suelo pristino fueron: BT, Tr, Pseud, CBM, GRSP, FDA, FA, amoB, nirK, nosz, CO, Nt,
pH, EA, DA. La correlacion cofenética observada en el ACP fue de 0,841.

Incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en

distintos sistemas productivos

En las Figuras 3.17, 3.18 y 3.19 se destacan las principales enfermedades causadas

por hongos patdgenos de suelo durante dos camparias consecutivas.
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Fig. 3.17. Incidencia de las enfermedades més frecuentes encontradas en el cultivo de soja
bajo monocultivo (MM) vy rotacion de cultivos (MR), durante las campafas agricolas 2009-
2010 y 2010-2011.

A) PRS: Podredumbre radicular de la soja causada por Rhizoctonia solani (Khun).

B) SMS: Sindrome de la muerte sibita causada por un complejo de especies de Fusarium.
Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segin el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.
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Las enfermedades mas frecuentes encontradas en el cultivo de soja fueron: la
podredumbre radicular de soja causada por Rhizoctonia solani (Khun) (PRS) y el sindrome
de la muerte subita causada por un complejo de especies de Fusarium, principalmente
Fusarium crassistipitatum Scandiani, T. Aoki et O’Donnell (especie predominante en la
region) (SMS) (Fig. 3.17). Estas enfermedades se presentaron con diferente incidencia en
el cultivo de soja (Fig. 3.17. Ay B). En la campafia 2009-2010, los valores de incidencia
de PRS oscilaron entre 2,00-0,67%, mientras que los de SMS lo hicieron entre 5,33-0,67%.
Durante esta campafia la incidencia de PRS y SMS fue significativamente mayor en el
cultivo MM que en MR.

En la siguiente campafia (2010-2011) los valores de incidencia de PRS y SMS
fueron levemente superiores a los encontrados en la campafa anterior. La PRS y SMS se
presentaron en un rango entre 2,67-0,33% y 6,29-0,67%, respectivamente. Al igual que en
la campafa 2009-2010, la incidencia de PRS y SMS fue significativamente mayor en MM

que en MR.
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Fig. 3.18. Incidencia de las enfermedades menos frecuentes encontradas en el cultivo de
soja bajo monocultivo (MM) y rotacién de cultivos (MR), durante las campafias agricolas
2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012.

A) PCS: Podredumbre carbonosa de la soja causada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

B) TSR: Tizén por Sclerotium rolfsii (Sacc) en soja.
Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segin el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

Las enfermedades menos frecuentes encontradas en el cultivo de soja fueron: el

tizon por Sclerotium rolfsii (Sacc.) (TSR) y la podredumbre carbonosa de la soja causada
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por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (PCS) (Fig. 3.18). Durante la campafia 2009-
2010, la PCS se presento con bajos valores de incidencia (1,33-0,67%) y no se registro la
presencia de TSR (Fig. 3.17.B). En esta campafa, los niveles de incidencia de PCS

encontrados en MR fueron similares a los encontrados en MM (Fig. 3.18.A).

En la siguiente campafia (2010-2011), se registrd por primera vez la presencia de
TSR con valores de incidencia entre 1,43-0,2%, pero solo se la encontrd en el tratamiento
MM (Fig. 3.18.A). Ademas, PCS registrd rangos de incidencia entre 1,71-0,67% y su
incidencia en el cultivo fue significativamente mayor en MM que en MR.
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Fig. 3.19. Incidencia de las principales enfermedades encontradas en maiz bajo

monocultivo (MM) y rotacion de cultivos (MR), durante la campafia 2011-2012.

A) PC: Podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

B) PFV: Podredumbre basal causada por un complejo de especies de Fusarium.
Barras con diferentes letras indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una
misma campafia.

Finalmente, en la dltima campafia (sembrada con maiz) se registraron solamente
dos enfermedades: la podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina
Tassi (Goid) en maiz (PC) y la podredumbre radicular causada por diversas especies de
Fusarium, entre los que se encuentra Fusarium verticillioides (PFS) (Fig. 3.19. Ay B). Los
niveles de incidencia de PC presentaron un rango entre 6,00-0,18%, mientras que los de
PFV oscilaron entre 5,67-0,33%. De igual modo que en las camparias anteriores, el cultivo
de maiz en MM present6 significativamente mayor incidencia de ambas enfermedades en

comparacion con MR.
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Productividad del cultivo en sistemas bajo monocultivo de soja y

rotacion de cultivos

Tabla 3.3. Rendimiento de soja y maiz (Kg/ha) en sistemas bajo monocultivo de soja
(MM) vy rotacion de cultivos (MR) durante las campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011
y 2011-2012.

Rendimiento (Kg/ha) Soja Maiz

2009-2010

Monocultivo de soja 3153+50 b nd

Rotacién de cultivos 3630435 a 7131430
2010-2011

Monocultivo de soja 2654+47 b nd

Rotacion de cultivos 3816438 a nd
2011-2012

Monocultivo de soja nd 6589+25 b

Rotacion de cultivos nd 7920427 a

Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05) entre tratamientos en una misma
campafa. Nd: No determinado.

En la Tabla 3.3 se muestra el rendimiento (Kg/ha) de los cultivos bajo sistemas de
monocultivo de soja (MM) y rotacion de cultivos (MR), durante las campafias agricolas
2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012. Durante las dos primeras campafia agricolas los
rendimientos de soja oscilaron entre 3684-2627Kg/ha y 4048-2129Kg/ha, mientras que los
de maiz lo hicieron entre 7131-7000Kg/ha. La dltima campafia agricola (2011-2012),
sembrada con maiz, presentd rangos de rendimiento entre 8200-7400Kg/ha. En todas las
campanfas/cultivos evaluados los rendimientos obtenidos MR fueron significativamente

superiores a los observados en MM.
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Correlacién entre los principales parametros microbiologicos del

suelo y las enfermedades causadas por hongos de suelo

Tabla 3.4. Anélisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre los principales parametros
microbioldgicos, quimicos Y fisicos del suelo y las enfermedades causadas por hongos de
suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de cultivos del este de la Provincia
de Salta durante la campafia 2009-2010.

Podredumbre por

Sindrome de la muerte

Podredumbre carbonosa

zﬁir;rigztsrgsfg :g:)c;glcos, Rhizoctonia solani IS:uuzgzraium Macrophomina
(PRS) crassistipitatum (SMS) phaseolina (PCS)
Hongos totales (HT) -0,32 -0,66* -0,59*
Bacterias totales (BT) -0,43* -0,18 0,22
Trichoderma spp. (Tr.) -0,40* -0,49* -0,29
Gliocladium spp. (Glio.) -0,02 0,38 -0,33*
Actinobacterias (Act.) -0,27 -0,21 -0,23
Pseudomonas -
fluorescentes (Pseud) 0,32 0,03 0,34
Carbono de la biomasa 0 Eax ORI A%
microbiana (CBM) 0,54 0,61 042
Glomalina facilmente
extractable (GRSP) 0,07 0,08 0,04
Respiracién Microbiana N 2@ P
(RM) 0,36 0,55 0,24
Hidrolisis de Diacetato de x *
Fluoresceina (FDA) -0.34 0,42 0,27
Actividad Deshidrogenasa - )
(DH) -0,25 -0,40 0,04
Actividad Fosfatasa (FA) -0,57* -0,51* 0,28
Carbono Orgénico (CO) -0,52* -0,66* -0,09
Nitrégeno total (Nt) -0,67* -0,60* -0,03
Fasforo extractable (Pe) -0,60* -072* 0,24
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Tabla 3.4. Andlisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre los principales pardmetros
microbiologicos, quimicos Yy fisicos del suelo y las enfermedades causadas por hongos de
suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de cultivos del este de la Provincia
de Salta durante la campafia 2009-2010. Continuacion.

Pardmetros Podredumbre por Sindrome de la muerte subita Podredumbre carbonosa
bioldgicos, Rhizoctonia solani Fusarium Macrophomina phaseolina
quimicos y fisicos  (PRS) crassistipitatum (SMS) (PCS)

Estabilidad de

Agregados del -0,45* -0,50* -0,23

suelo (EA)

Densidad *

Aparente (DA) 0,39 0,45 0,24

Rendimiento N ERk e N 2@*

(Rend) 0,56 0,67 0,36

* Diferencias significativas segln test LSD (P < 0.05).

Durante la campafia 2009-2010, la PRS correlacion6 negativa y significativamente
con la mayoria de las variables microbioldgicas, quimicas y fisicas (Tabla 3.4). Sin
embargo, de los microorganismos cultivables evaluados, PRS solo correlaciond negativa y
significativamente con Trichoderma spp. En general, en cuanto a las actividades
microbianas, la PRS se asocidé negativamente con RM, FDA y FA. Por su lado, los
incrementos de incidencia de PRS estuvieron asociados significativamente a las
disminuciones en los contenidos de la mayoria de los parametros quimicos y fisicos.
Respecto a SMS, la enfermedad correlacion6 negativa y significativamente con la mayoria
de los parametros microbioldgicos, quimicos y fisicos. Dentro de los biocontroladores
evaluados y al igual que lo ocurrido con la PRS, el SMS solo correlaciond negativamente
con Trichoderma spp., y no se observo una correlacion estadisticamente significativa con
los demas agentes de biocontrol. A excepcion de lo ocurrido con GRSP, las demas
variables quimicas y fisicas analizadas correlacionaron negativamente con la presencia de
SMS. Por ultimo, PCS solo correlaciond negativa y significativamente con HT, Glio,
Pseud, CBM y DA.
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Tabla 3.5. Andlisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre los principales pardmetros
microbiologicos, quimicos y fisicos del suelo y las enfermedades causadas por hongos de
suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de cultivos del este de la Provincia
de Salta durante la campafia 2010-2011.

Podredumbre Sindrome de la muerte Podredumbre Podredumbre
Parametros bioldgicos, radicular por sdbita Fusarium carbonosa radicular por
guimicos y fisicos Rhizoctonia solani crassistipitatum (SMS) Macrophomina Sclerotium rolfsii

(PRS) phaseolina (PCS) (PSR)

Hongos totales (HT) -0,65* -0,69* -0,44* -0,12
Bacterias totales (BT) -0,80* -0,81* -0,49* -0,33
Trichoderma spp. (Tr) -0,63* -0,73* -0,58* -0,29
Gliocladium spp. (Glio) -0,71* -0,76* -0,63* -0,46*
Actinobacterias (Act) -0,32* -0,34* 0,10 -0,02
Pseudomonas
fluorescentes (Pseud) 0,15 0,19 0,31 0,06
Carbono de la biomasa - - -
microbiana (CBM) -0.39 -0,46 -0,40 -0,12
Glomalina facilmente 0 Ao . . )
extractable (GRSP) 0.49 0,57 0,55 0,28
E%ng/ﬁ))lrauon Microbiana 0,68+ 0.75* 0,58+ -0.37*
Hidrolisis de Diacetato 0 R 0 RAk Y. )
de Fluoresceina (FDA) 0,55 0,66 0,66 0,31
Actividad
Deshidrogenasa (DH) 0,28 0,20 0,10 0,20
Actividad Fosfatasa (FA) -0,24 -0,37* -0,37* -0,08
Carbono Organico (CO) -0,64* -0,70* -0,45* -0,33
Nitrogeno total (Nt) -0,68* -0,73* -0,43* -0,38*
Fosforo extractable (Pe) -0,45* -0,43* -0,08 -0,26
Estabilidad de
Agregados del suelo -0,44* -0,50* -0,40* -0,23
(EA)
Densidad Aparente (DA) 0,75* 0,75* 0,43* 0,36*
Rendimiento (Rend) -0,71* -0,50* -0,43* -0,21

* Diferencias significativas segin test LSD (P < 0.05).
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Durante la campafia 2010-2011 (Tabla 3.5.) las enfermedades encontradas en el
cultivo de soja fueron maés frecuentes y presentaron mayor incidencia que las observadas
en la campafia anterior (Fig. 3.17). En esta campafia y en lo referido a la incidencia de la
PRS y el SMS, se observo una correlacion negativa y significativa entre la mayoria de las
variables microbiol6gicas, quimicas y fisicas evaluadas. A excepcion de lo ocurrido con
Pseud., DH y FA, los incrementos de incidencia de PRS y SMS correlacionaron
significativamente con las disminuciones en los contenidos de los pardmetros evaluados,
incluso con los de agentes de biocontrol. Por su parte, la PCS correlacioné significativa y
negativamente con la mayoria de los pardmetros microbioldgicos, quimicos y fisicos.
Dentro de los biocontroladores, la PCS correlacioné negativamente con Trichoderma spp.,
y Gliocladium spp. Por dltimo, el TSR so6lo correlaciond con las variables Gliocladium

spp., RM, Nty DA, pero no lo hizo con el resto de los pardmetros evaluados.

Tabla 3.6. Andlisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre los principales pardmetros
microbioldgicos, quimicos y fisicos del suelo y las enfermedades causadas por hongos de
suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de cultivos del este de la Provincia
de Salta durante la campafia 2011-2012.

Podredumbre Podredumbre carbonosa
Parametros biolégicos, quimicos radicular por por
y fisicos Fusarium Macrophomina phaseolina
verticillioides (PFS) (PC)
Hongos totales (HT) -0,38* -0,36*
Bacterias totales (BT) -0,77* -0,70*
Trichoderma spp. (Tr) -0,75* -0,70*
Gliocladium spp. (Glio) -0,47* -0,39*
Actinobacterias (Act) -0,70* -0,75*
Pseudomonas fluorescentes (Pseud) -0,43* -0,32
Carbono de la biomasa microbiana -0.59% 0,56+

(CBM)
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Tabla 3.6. Anélisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre los principales pardmetros
microbiologicos, quimicos Yy fisicos del suelo y las enfermedades causadas por hongos de
suelo en sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de cultivos del este de la Provincia
de Salta durante la campafia 2011-2012. Continuacion.

Pod_r edumbre Podredumbre carbonosa
) S radicular por
Parametros biolégicos, por
quimicos y fisicos nggr_lu_m Macrophomina phaseolina
verticillioides (PC)
(PES)

Glomalina facilmente extractable -

(GRSP) -0,35 -0,30
Respiracién Microbiana (RM) -0,60* -0,55*
Hidrolisis  de  Diacetato  de - *
Fluoresceina (FDA) 0,52 0,45
Actividad Deshidrogenasa (DH) -0,63* -0,53*
Actividad Fosfatasa (FA) -0,27 -0,27
Carbono Organico (CO) -0,67* -0,62*
Nitrogeno total (Nt) -0,67* -0,60*
Fosforo extractable (Pe) -0,47* -0,44*
Estabilidad de Agregados del suelo A A2k .

(EA) 0,43 0,37
Densidad Aparente (DA) 0,30 0,29
Rendimiento -0,563* -0,59*

* Diferencias significativas segin test LSD (P < 0.05).

Cuando se analizaron las correlaciones obtenidas en la campafia 2011-2012 se
observd una marcada correlacion negativa y significativa entre las variables analizadas
(Tabla 3.6). Las dos enfermedades encontradas en maiz, PC y PFS correlacionaron
negativamente y significativamente con casi todos los parametros biologicos, quimicos y
fisicos, a excepcion de FA, DA y GRSP (solo en PC). Asimismo, la PFS se correlacion6
negativamente con los incrementos en las poblaciones de todos los biocontroladores,

mientras que PC lo hizo con todos a excepcidn de Pseud.
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incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo junto al
rendimiento en respuesta al manejo agricola: Analisis de componentes
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Fig. 3.20. Biplot del ACP para el efecto de sistemas bajo monocultivo de soja y rotacion de
cultivos sobre parametros microbiologicos, fisicos y quimicos del suelo durante las
campafias agricolas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012, en relacién a la presencia de

enfermedades causadas por hongos de suelo y el rendimiento del cultivo.

CP: Componente principal, HT: Hongos totales, BT: Bacterias totales, Tr: Trichoderma spp., Glio: Gliocladium spp, Act:
Actinobacterias, Pseud: Pseudomonas fluorescentes, CBM: Carbono de la biomasa microbiana, GRSP: Proteinas
relacionadas a la glomalina, RM: Respiracion microbiana, FDA: Actividad FDA, DH: Actividad deshidrogenasa, FA:
Actividad fosfatasa, genes funcionales del ciclo del nitrégeno: nifH, amoA, amoB, nirS, nirK, nosZ, CO: Carbono
organico, Nt: Nitrégeno total, NO®: Nitrato, NH,: Amonio, pH: pH, Pe: Fésforo extractable, CE: Conductividad
Eléctrica, CHS: Capacidad Hidrica de saturacion, EA: Estabilidad de Agregados y DA: Densidad Aparente, Rend:
Rendimiento, PRS (RS): Rhizoctonia solani, PCS (Mp): Macrophomina phaseolina, PFC (FS): Fusarium Crisipititatum,
PSR (SR): Sclerotium Rolfsii.

Ambos ejes de CPs (CP1 y CP2) explicaron el 55.60% de la variabilidad total. El
ACP separ6 los sitios bajo MM de los sitios bajo MR (Fig. 3.20). A lo largo de CP1 se

observé una clara diferenciacion entre los sitios MM3 y MMZ2, respecto al sitio MM1 que
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se dispuso del lado opuesto. Asimismo, sobre el lado izquierdo del plano el sitio MM3 se
separ0 del sitio MM2. Los sitios MR1, MR2 y MR3 se agruparon de derecha a izquierda
cerca del centro del plano. A lo largo del eje 2 se observé similar tendencia, MM1 se
separd claramente de MM3 y MM2, diferencidndose también de MR1, MR2 y MR3. Las
variables que mas contribuyeron a las separacion de los sitios MM3 y MM2 fueron: PRS
(RS), PFS (FS) y DA, mientras que las variables que mas contribuyeron a la separacién de
los sitios MR1, MR2, MR3 de MM fueron: HT, Tr, Act, RM, CBM, FDA, DH, CO, NHy,

EA y rendimiento de la soja. La correlacion cofenética para este analisis fue de 0,945.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Abundancia de microorganismos cultivables, potenciales
biocontroladores, biomasa microbiana, contenido de proteinas
relacionadas con la glomalina (GRSP) y contenido de fosfolipidos del
suelo bajo monocultivo, rotacion de cultivos y suelo pristino de bosques

tropicales.

Microorganismos cultivables

Segun los resultados obtenidos en nuestro estudio y en base a la generacion de
conocimiento adquirida en esta tesis, las distintas practicas de manejo empleadas en la
localidad de Las Lajitas, en la region de Anta, al este de la provincia de Salta, modificaron
la estructura y funcién de las comunidades microbianas del suelo y su relacion con los
pardmetros quimicos y fisicos edéaficos, alterando en consecuencia la sanidad del cultivo de

soja.

Una de las principales causas de pérdida de biodiversidad microbiana en los
bosques nativos es sin duda el avance de la frontera agropecuaria (SAGPyA, 2012), ya que
produce cambios poblacionales en los microorganismos del suelo y en sus funciones
(Hungria et al., 2009). Debido a que miles de has. han sido desmontadas para el cultivo de
diferentes especies agricolas, en particular soja, en los dltimos diez afios, se generaron
distintas situaciones de estrés, sometiendo a los microorganismos a modificaciones en sus

mecanismos para su supervivencia, crecimiento y multiplicacion.
En nuestro estudio, el manejo agricola influyd negativamente en las densidades

poblacionales de HT, BT y potenciales biocontroladores, respecto a los sitios de referencia.
En general, los niveles poblacionales de HT, BT, Trichoderma spp., Gliocladium spp.,
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Actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes fueron mayores en los suelos pristinos de
bosque tropical (PR) respecto a los sitios agricolas. Un mayor impacto en las poblaciones
microbianas fue registrado en los sitios donde se realiz6 manejo bajo monocultivo de soja
(MM). Por lo general, las poblaciones de BT, Trichoderma spp., Gliocladium spp.,
Actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes, bajo MM, presentaron una menor
abundancia respecto a las mismas poblaciones microbianas estimadas en PR. Bajo rotacion
de cultivos (MR), los HT fueron similares en todos los sitios, mientras que los valores
poblacionales de BT fueron iguales que PR y mayores que MM. Bajo MR, los potenciales
biocontroladores registrados se presentaron en mayores niveles respecto a MM, sin

embargo, fueron similares en los suelos pristinos.

La presencia y supervivencia de las poblaciones de hongos y bacterias del suelo se
ve afectada por el manejo agricola (Vargas Gil et al., 2008, Meriles et al., 2009). La
elevada rentabilidad de la soja en la provincia de Salta y en el pais, hace que el cultivo de
esta especie agricola se realice habitualmente bajo monocultivo. Por este motivo, es de
esperar que los suelos sin rotacion de cultivos, presenten alteraciones en sus poblaciones
microbianas edaficas. En este sentido, existe una copiosa evidencia sobre la participacion
del monocultivo de soja en la disminucion de la diversidad y abundancia de las

poblaciones de microorganismos del suelo (Fanin et al., 2011 y Crecchio et al., 2007).

Sin embargo, existen pocos trabajos que establezcan comparaciones sobre la
dindmica estructural y funcional de dichas poblaciones bajo distintos manejos agricolas en
el NOA argentino. Algunos autores sostienen que las practicas de manejo convencionales
pueden originar un desbalance inmediato entre los microorganismos del suelo,
principalmente entre las poblaciones de hongos totales (Zhang y Chu, 1998). Por el
contrario, Wu et al. (2013a) sostienen que el efecto del monocultivo sobre las poblaciones
edaficas solo es apreciable a largo plazo. En el presente estudio, los valores poblacionales
de HT observados bajo los sistemas agricolas fueron similares a los suelos PR. Estos
resultados sugieren que las poblaciones fungicas presentan una elevada tolerancia a las
situaciones de estrés. Es ampliamente conocido que las estrategias ecoldgicas de los
hongos son mas complejas que las de bacterias, lo que permitiria a estas Gltimas responder

mas rapidamente a los cambios producidos (Alvarez et al., 1995). Los hongos son
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considerados K estrategas en relacion a las bacterias (R estrategas), ya que poseen diversas
ventajas a la hora de enfrentar los disturbios en su ambiente (Bailey et al., 2002). Los
menores requerimientos energeticos que presentan los hongos en relacion a las bacterias,
ademés de una mayor eficiencia para transformar los sustratos carbonados en C
microbiano, podria favorecer el establecimiento de las comunidades fangicas en los
manejos mejoradores y en ambientes pristinos (Frey, 2007). Los hongos compiten
eficazmente por los restos de madera (lignocelulosa) y restos vegetales, presentando una
celuldlisis mas efectiva en relacion a las bacterias, por lo que su participacion en los
primeros estadios de una perturbacion, como lo que ocurre en un desmonte, seria mas

activa.

Por otro lado, Shen et al. (2008) y Meriles et al. (2009) observaron también que las
poblaciones de potenciales biocontroladores presentaron una marcada disminucién bajo
manejos convencionales, viéndose particularmente afectadas por el incremento en los afios
de implantacion de la soja. Al respecto, Dighton et al. (1997) y Vargas Gil et al. (2011)
observaron una disminucion en las poblaciones de Trichoderma spp., Gliocladium spp. y
Actinobacterias por efecto de précticas no conservacionistas y sistemas agricolas
convencionales. Sin embargo, estos autores no incluyeron en sus estudios el efecto de
distintos afios de implementacién del manejo convencional. Varios reportes han sefialado
que el monocultivo genera alteraciones en el microambiente rizosférico, lo que beneficia el
establecimiento de ciertas poblaciones de microorganismos y condiciona el de otras
(Bastida et al., 2008; van Elsas, 2000; EImholt y Labouriau, 2005). En el presente estudio,
los residuos de maiz aportados por el cultivo en la rotacién tuvieron un efecto benéfico
sobre las poblaciones de Trichoderma spp., Gliocladium spp., y Pseudomonas
fluorescentes. Autores como Meriles et al. (2009), Larkin (2003) y Shen et al. (2013),
afirmaron que los residuos aportados por el cultivo anterior son capaces de alterar las
poblaciones de Trichoderma spp., Gliocladium spp. y otros biocontroladores como las
Actinobacterias y Pseudomonas. EI componente bioldgico de un sistema a traves del
manejo del CO y N aportado por los distintos sistemas radiculares, principalmente los
aportados por los residuos de la planta, se ven influenciados por la calidad de los residuos
del cultivo anterior (Galantini y Rosell 2006). En concordancia, Doran et al. (2006)
indicaron que los residuos de maiz dejados por plantas C4 producen grandes cantidades de

C comparados con los de soja, lo que puede haber inducido el aumento principalmente de
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las poblaciones de Trichoderma spp., Gliocladium spp., favoreciendo el desarrollo de las
poblaciones de HT y BT registradas en los tratamientos MR. Estos resultados resaltan los
efectos de la inclusion del maiz en los sistemas de rotacion de cultivos y su impacto sobre

el establecimiento de microorganismos benéficos.

Carbono de la Biomasa Microbiana

El contenido de Carbono de la biomasa microbiana (CBM) se present6 en rangos
similares a lo registrado por diversos autores (Iglesias, 2008). Los resultados del presente
trabajo ponen de manifiesto como la rotacién de cultivos puede favorecer el incremento en
los contenidos de CBM. En la mayoria de las campafas evaluadas, el contenido de CBM
fue mayor en PR y menor en los sitios bajo MM. Particularmente, el sitio con més afios de
monocultivo (MM3) presento los niveles mas bajos de CBM. Es ampliamente conocido
que la rotacion de cultivos favorece el ciclado de nutrientes y mejora las condiciones de
microclima rizosférico (Kandeler et al., 1999). En el presente trabajo, la inclusion de
leguminosas durante el barbecho junto con el empleo de cultivos con gran aporte de
material vegetal al suelo contribuyé al incremento de los stocks de C microbiano. Es
probable que el aumento de CBM registrado en los manejos conservacionistas haya
lentificado la mineralizacion del C en comparacion con los suelos bajo monocultivo de
soja. Similares resultados fueron observados por Nyamadzawo et al. (2009) cuando
estudiaron el efecto de la rotacion de cultivos (barbecho-maiz) y el monocultivo sobre el
contenido CBM asociado al C mineralizable y al CO. La disminucion de CBM registrada
en los sistemas convencionales también podria estar relacionada con los procesos fisicos
que ocurren en los suelos bajo monocultivo. La compactacion del suelo producida por la
SD o la maquinaria agricola propicia un particular ambiente para el crecimiento de las
ciertas poblaciones microbianas en detrimento de otras (Salinas-Garcia et al., 2002 y
Wight et al., 2005). EI CBM en sistemas agricolas conservacionistas supone un aporte
indispensable de carga microbiana a los sistemas y un incremento de los stocks de CO,
contribuyendo al aumento del secuestro de C y a una mejora en la calidad biologica del

suelo.
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Contenido de Proteinas relacionadas a la Glomalina del suelo (GRSP)

En el presente trabajo los niveles de proteinas relacionadas a la glomalina (GRSP)
fueron coincidentes con otras investigaciones llevadas a cabo bajo distintos manejos
agricolas (Rillig et al., 2010; Wright et al., 2007 y Haddad et al., 2009). Los niveles mas
altos de GRSP fueron registrados en suelos PR, mientras que los méas bajos fueron
observados en MM. En todas las campafias evaluadas, los sitios MR presentaron mayores
niveles de GRSP que aquellos bajo MM. Al respecto, Wright et al. (2005) reportd un
incremento de los niveles de GRSP en suelos bajo manejos mejoradores en comparacion
con los manejos convencionales. Del mismo modo, otros autores (Preger et al., 2007;
Wright y Upadhyaya, 1998) informaron que la inclusion de maiz en la rotaciéon a largo
plazo incrementd la variedad y cantidad de los nutrientes del suelo, permitiendo un
aumento en los niveles de GRSP. Existen indicios (Wright et al., 2007) de que algunos
sistemas agricolas sustentables favorecen la produccion de GRSP y en consecuencia
contribuyen a la agregacion del suelo. Se sabe que el contenido de glomalina representa el
3,2% del C total en sistemas conservacionistas (Lovelock et al., 2004) y mas del 5% del
CO (Rillig et al., 2002). Por otro lado, se estima que las hifas micorricicas junto con la
glomalina contribuyen con méas del 15% al CO total del suelo (Miller y Jastrow 2000). El
manejo de nuestros recursos, a través de la diversificacion de cultivos, deberia permitir el
incremento del contenido de GRSP, contribuyendo a la produccién y al mantenimiento de
las hifas de los hongos micorricicos. Varios autores reconocen la importancia de la GRSP,
especialmente debido a que su contenido no se reduce en el suelo por sus caracteristicas
recalcitrantes (Rillig et al., 2003 y Preger et al., 2007), siendo esto solo aplicable a las
cuantificaciones de la GRSP total. La GRSP facilmente extraible actia como un agente de
unién transitoria con las particulas elementales del suelo, ya que es una proteina de
reciente deposicion, lo que permite evidenciar variaciones como resultados de cambios en
el ambiente (Rillig et al., 2010 y Rillig, 2004). En el presente trabajo de tesis se evalud la
GRSP facilmente extraible, que suele asociarse a variaciones por efecto de las practicas
culturales. Segun lo observado en este estudio y sobre la base de los resultados de otros
autores (Rillig et al., 2003) se sugiere que, a pesar de que la SD, contribuye a preservar los
contenidos de GRSP, se deben reforzar las estrategias que coaccionen para mejorar las
condiciones del suelo a través del empleo de tacticas conservacionistas (Haddad et al.,

2009; Wright y Upadhyaya, 1996). Finalmente, segin los resultados obtenidos en este
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trabajo, las cuantificaciones de GRSP podrian constituir indicadores sensibles para medir

los impactos de determinadas practicas de manejo.

Perfiles de fosfolipidos del suelo

El estudio de perfiles de fosfolipidos (PLFA) permitio la identificacion de 14
acidos grasos, comunmente reportados por otros autores (Rahman et al., 2008). Ademas,
fueron identificados otros &cidos grasos microbianos en concentraciones cercanas al limite
de deteccion. Por esta razon, y con la finalidad de evitar errores en el analisis, estos ultimos

acidos grasos no fueron incluidos en el presente analisis.

El presente trabajo revel6 un importante impacto de los diferentes manejos
agricolas sobre la estructura de las comunidades microbianas del suelo. Tanto las bacterias
Gram + como Gram -, presentaron una abundancia superior en PR respecto del resto de los
tratamientos. Las bacterias Gram + provenientes de los suelos bajo MR mostraron valores
de abundancia méxima respecto del resto de los sistemas agricolas. Estos resultados
concuerdan parcialmente con los encontrados por Bossio et al. (2005), quien reporté una
mayor abundancia de bacterias Gram + en suelos pristinos, en comparacion con suelos

agricolas.

De manera similar, aunque menos marcado, los suelos PR y MR presentaron la
mayor abundancia de biomasa flngica total y hongos micorrizico-arbusculares. Estos
resultados podrian estar asociados al mayor contenido de MO en los suelos PR y MR
respecto a los suelos bajo monocultivo y a la alta sensibilidad de los hongos micorrizicos
frente al manejo cultural (Albertsen et al., 2006; Brito et al., 2013). En concordancia, los
suelos bajo MR presentaron valores de abundancia microbiana similares a los obtenidos en
sistemas agricolas de monocultivo (Wixon y Balser, 2013). Otros reportes también han
sefialado el impacto de los manejos no-conservacionistas sobre la estructura genética de las
comunidades microbianas del suelo en zonas tropicales y subtropicales (Bossio et al.,
2005; Nogueira et al., 2006; Aboim et al., 2008).
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La biomasa microbiana total es un importante parametro utilizado en test
ecolodgicos, ya que los microorganismos forman una parte vital en la cadena de produccion
de agroalimentos (Beelem y Doelman, 1997). En el presente trabajo los sistemas bajo MR
presentaron una biomasa total similar a la de suelos pristinos. Por otro lado, los suelos
provenientes de sitios bajo MM mostraron los niveles mas bajos de biomasa microbiana
total. Ambos resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros autores
(Pankhurst et al., 2003), y podrian estar relacionados con las diferencias en el aporte de C
labil y otros nutrientes provistos por el rastrojo y los residuos especificos de cada cultivo
(Montecchia et al., 2011). Ademas, se encontrd una buena correlacién entre el contenido
de biomasa microbiana cuantificada por la técnica de fumigacion-incubacion y los
contenidos microbianos estimados por analisis de perfiles de PLFA Dichas correlaciones
han sido reportadas previamente por otros autores (Brito et al., 2013 y Meriles et al.,
2009).

Funciones microbianas: Respiracion, hidrolisis de diacetato de
fluoresceina, actividad deshidrogenasa, fosfatasa acida y genes
relacionados al ciclo del Nitrégeno en sistemas bajo monocultivo,

rotacion de cultivos y suelos pristinos de bosque tropical.

Enzimas microbianas

La respiracion microbiana del suelo (RM), actividad hidrolizante del diacetato de
fluoresceina (FDA), actividad deshidrogenasa (DH) y actividad fosfatasa acida (FA) se
vieron significativamente afectadas por los distintos manejos agricolas. En las tres
campafias evaluadas se registrd una mayor actividad de RM, FDA y FA en suelos PR
respecto a los demas tratamientos, mientras que RM y FDA fueron mayores en MR

respecto a MM. La actividad FA se presentd con similares valores entre MR 'y MM.

Se sabe que en los suelos pristinos de bosque tropical, como los evaluados en este
trabajo, las tasas de actividad enzimatica total, son significativamente mas altas que en los

suelos bajo monocultivo de soja, por el aporte constante de residuos de distintos origenes.
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De hecho, estudios realizados por Brackin et al. (2013) mostraron que inicialmente
un suelo agricola presenta un 50% menos actividad enzimatica que un suelo de bosque
tropical, por lo que la actividad FDA ha sido sugerida como un posible indicador para
medir la actividad microbiana general, debido a que las enzimas lipasas, proteasas y
esterasas presentan alta ubicuidad en los suelos y estan involucradas en la hidrolisis de
FDA (Gillian y Duncan, 2001 y Green et al., 2006). En los bosques tropicales, estas
enzimas descomponen los biopolimeros complejos presentes en el suelo, por lo que su
actividad en este tipo de sistemas es mayor. Esto demuestra porqué la actividad FDA fue
mayor en el tratamiento PR, lo que sugiere ademas, que una mayor produccion de enzimas
extracelulares, no constituye un factor limitante en este tipo de suelos. Del mismo modo,
sabemos que el pH &cido caracteristico de los suelos pristinos de bosque tropical favorecen
el establecimiento de microorganismos solubilizadores de P, dado el mayor aporte de
residuos de distinto tipo en los sitios sin disturbar, lo que potenciaria el incremento de FA
en los tratamientos PR, como lo ocurrido en el presente trabajo. Similares resultados
fueron observados por Singh et al. (2012) y Tang et al. (2011) sobre la dindmica de ciertas
actividades y enzimas microbianas, como RM, FDA y FA, en suelos considerados de
bosque tropical y suelos degradados por el manejo antropico. Ellos mostraron que estas
actividades se presentaron en mayores niveles en los suelos pristinos en relacion a los

suelos bajo uso agricola.

Por otro lado, de acuerdo a Wardle (2002), las propiedades microbioldgicas del
suelo pueden ser fluctuantes segun distintos niveles de perturbacion. Sin embargo, la
extrema perturbacion, como ocurre bajo la presion de seleccién impuesta por el
monocultivo a largo plazo, pueden reducir la actividad y crecimiento microbiano del suelo
y llevar a la predominancia de un menor nimero de especies y, por lo tanto, provocar la
reduccion de la diversidad y la funcionabilidad de las enzimas intervinientes en los ciclos
biogeoquimicos (Wardle, 2002), como lo observado en la mayoria de los pardametros
funcionales evaluados en este trabajo. Ademas sustenta la idea que, la deforestacion de los
bosques nativos y la degradacion del suelo debido a la produccion continua de cultivos,
son algunos de los cambios més importantes y significativos inducidos por el hombre
(Doran et al., 1996).
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Los manejos MM presentaron bajos niveles de RM, FDA y FA, ocurriendo lo
contrario en MR. Esto se encuentra en concordancia con lo expresado por autores como
Fanin et al. (2011) y Crecchio et al. (2007) que mostraron como el efecto a largo plazo de
ciertos monocultivos y su relacion con el manejo conservacionista y suelos pristinos de
bosque tropical, afectaron significativamente las actividades enzimaticas en los suelos

evaluados.

Se sugiere, a partir de la evidencia aportada por los datos de esta tesis, que ante un
evento de perturbacidn, las funciones microbianas se ven afectadas en primera instancia, en
comparacién a lo que ocurre con la estructura de la comunidad microbiana. Debido a que
el crecimiento de los microorganismos esta limitado por las fuentes labiles de Py C en el
suelo, las cuales les proporcionan un rapido acceso a la energia, los menores contenidos
enzimaticos se observaron en los manejos convencionales de largo plazo en relacion a los
manejos conservacionistas (Singh et al., 2012, Acosta-Martinez et al., 2008 y Franchini et
al., 2007). Sin embargo, existen reportes que afirman que las primeras diferencias
funcionales se atribuyen principalmente a las labranzas mas que a los afios de cultivo de
algunas especies de interés agricola (Hungria et al., 2009 y Souza et al., 2013). Este hecho
también fue observado por numerosos autores (Brackin et al., 2013; Vargas Gil et al.,
2009, Meriles et al., 2009 y Yuan y Yue, 2012), que sostienen que la agricultura de larga
data reduce considerablemente las actividades enzimaticas de los suelos bajo uso agricola.
Esto indicaria ademas, que en los suelos bajo manejo en monocultivo, la incorporacion de
MO en forma de humus, es relativamente baja comparada con los suelos bajo manejo
conservacionista y mas aun con los suelos pristinos del bosque tropical. En estos ltimos se
incrementa la disponibilidad de fuentes carbonadas, (ademés de otras fuentes
nutricionales), lo que determina un incremento de las actividades enziméticas, ocurriendo
lo contrario en suelos bajo monocultivo de soja. Ademas, la adicion de C exdgeno en los
suelos en rotacion estimula la oxidacion biolégica y con ellos los niveles de RM vy la
actividad enzimatica en su conjunto. Se sugiere que el efecto de los manejos MR fue
marcado en las funciones microbianas, lo que favorecid su incremento, esto fue detectado
en los sitios con distintos afios de manejo bajo monocultivo de soja de este estudio. De
hecho, al constituir una herramienta de manejo sustentable, la implementacion de la
rotacion, supone una mejora también en las condiciones funcionales de los suelos

evaluados, lo que indicaria que los efectos benéficos pueden darse a corto plazo, situacion
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que también fue reportada por diversos autores (Hungria y Vargas, 2000, Franchini et al.,
2007).

Actividad Deshidrogenasa

Respecto a lo ocurrido con la actividad deshidrogenasa (DH), se observé una
respuesta diferente a la registrada con las demas enzimas evaluadas en este trabajo. En
general, la actividad DH se presentd en similares niveles en los suelos PR y en MR. Del
mismo modo y en general, los sitios bajo MM presentaron menor actividad DH que los
sitios MR, por lo que la rotacion de cultivos favorecio6 el incremento de la actividad DH.
La enzima DH es una enzima intracelular que se encuentra activa en las células vivas y
constituye un indicador importante de la actividad microbiana del suelo (Tabatabai, y
Bremner 1969 y Trasar-Cepeda et al., 2008). En consecuencia también constituye un
indicador del sistema redox microbiano, por lo que se la suele considerar como un buen
exponente de las actividades oxidativas del suelo y un indicador general de la actividad
microbiana del mismo (Bach et al., 2013; Nannipieri et al., 2003). Se ha demostrado que,
la incorporacion continua de residuos frescos al suelo, aumenta la actividad DH del suelo,
lo que podria explicar porque esta enzima se presentd en mayor nivel en los suelos MR en
relacion a los suelos MM. De hecho, varios autores informaron que la DH es mucho mayor
en sistemas bajo rotacion de cultivos que bajo monocultivo (Velmourougane et al., 2013, y
Zhang et al., 2010). Postulamos que el mayor contenido de CO que vuelve al suelo
estimula la DH, por ello se observo significativamente mayor actividad DH, en los
manejos MR, que en los MM. Sin embargo, esta situacion no explica que en los suelos PR,
la DH encontrada fuera igual y en una campafia menor, que la encontrada en los sitios bajo
MR. Una explicacion a esta situacion es que la actividad DH tiene un papel fundamental en
las etapas iniciales de descomposicién de la MO (Ross, 1971) y debido a que la MO en los
suelos pristinos de bosque tropical se encuentra mas estabilizada, las entradas del material
vegetal lignificado son dificiles de digerir siendo mas importantes que lo que ocurre en
suelos bajo rotacion de cultivos. También es probable que en PR, la MO al encontrarse
estabilizada, sufra otros procesos diferentes a la oxidacion primaria, en comparacion a lo
que sucede con los residuos de cosecha en los tratamientos conservacionistas.
Aparentemente, la presencia de arboles y arbustos de los bosques tropicales, por sus

caracteristicas, condicionan el desarrollo de ciertos parametros del suelo desde un punto de
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vista microbiolégico, ademas de generar un ambiente edafico mas acido. Al ser la enzima
DH una enzima intracelular y susceptible a las bajas de pH (Ross, 1971), es posible que en
PR, esta actividad esté determinada por otros grupos microbianos diferentes a los
encontrados en los tratamientos MM y MR, lo que en definitiva determinaria el
comportamiento observado. Ademas de esto, se deben considerar, otros factores del lugar
(la composicion de especies, el tipo de canopia, la textura del suelo y la disponibilidad de
nutrientes) y los datos climaticos estacionales, que en definitiva, para algunos autores, son
las grandes determinantes de las variaciones de la DH, mas ain que las précticas de manejo
antropico (Quilchano et al., 2002 y Badiane et al., 2001).

Los resultados de este trabajo coinciden con los encontrados por Rutigliano et al.
(2004), que muestra que la presencia de abundante cobertura vegetal influye en el
desarrollo microbiano y su actividad DH. Sin embargo, otros estudios son necesarios para

corroborar estos resultados.

Genes funcionales del ciclo del Nitrogeno

Debido a la ausencia de fertilizacion en los sistemas agricolas de Las Lajitas, el
estudio de la dindmica de las transformaciones bioldgicas del N en el NOA argentino
resulta de gran interés. Nuestros resultados revelaron que el numero de copias de genes
funcionales relacionados al ciclo del N variaron diferencialmente de acuerdo al manejo
agricola empleado. En general, los suelos PR mostraron una alta proporcién de los genes
funcionales nifH, amoA, amoB, nirS y nirK. En ocasiones, dichos genes se presentaron en
igual proporcion en los suelos PR y MR. A excepcidén de amoB, el manejo MR siempre
presentd mayor nimeros de copias de dichos genes. Una particular respuesta se observo en
el gen nosZ. Si bien el gen nosZ se presentd en mayor proporcion en los suelos PR, el MM

también mostré mayores niveles que MR.

En el presente estudio, la fijacién biolégica de N evaluada a través de la
cuantificacion de los genes nifH se vio favorecida por el manejo conservacionista. El
elevado nuimero de copias de este gen encontrado en los sitios bajo MR supone una

situacion mejoradora, originada en los sistemas de rotacion de cultivos. Al respecto,
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autores como Zehr et al. (2003); Coelho et al. (2009) y Zou et al. (2011) cuantificaron el
numero de copias del gen nifH en suelos con distintos gradientes de perturbacion, como
bosques naturales, suelo bajo monocultivo de soja y suelo bajo manejo conservacionista.
Los autores mostraron que las situaciones intermedias de perturbacion presentaron un
incremento significativo en el nimero copias del gen nifH, a diferencia de lo ocurrido para
los otros tratamientos. Ademas, nuestros resultados también coinciden con los trabajos
realizados por Prosser et al. (2012), quien afirmo que la mayor diversidad de
microorganismos del suelo (fijadores de N, incluidos), pueden mantenerse aun en los
niveles intermedios de perturbacion. Bajo esta situacion, las actividades antrdpicas que
permitan la aireacién y oxigenacién en el suelo, podrian estimular las poblaciones de
microorganismos, protegiendo la biodiversidad y la estabilidad de los ecosistemas y
aumentando la tasa de fijacion biolégica de N (Silgram y Shepherd, 1999; Jackson et al.,
2003). En concordancia, nuestro estudio revel6 un mayor nimero de copias gen nifH en los
sitios bajo manejo MR en relacion a los sitios pristinos de referencia. La escasez relativa de
algunos genes funcionales del ciclo del N en PR, indica tasas relativamente bajas de
mineralizacion neta. Esta afirmacion se encuentra en analogia con la observacion de que
los suelos pristinos tienden a tener tasas brutas relativamente altas de mineralizacion de N,
mientras que las tasas netas son mayores en los suelos agricolas adyacentes (Ward et al.,
2005).

En relacion a lo ocurrido con los genes nifH, se sabe que el tamafio de las
poblaciones de bacterias AOB (especialmente las del domino archaea (amoA)),
generalmente son mas altas bajo situaciones de perturbacién intermedio, como las
asociadas a los manejos conservacionistas, en relacion a situaciones no perturbadas
(Martir-Torres et al., 2013; Cavagnaro et al., 2008). Bajo este contexto, a pesar de que los
sitios PR presentan consistentemente mas MO del suelo en comparacién con MM y MR, se
observé en general, igual abundancia de genes amoA respecto a los sitios MR. Los genes
AOB se encuentran en la mayoria de los ambientes aerdbicos donde el amonio esta
disponible a través de la mineralizacion de la MO o mediante entradas de fuentes de N
antropogénicas externas, como fertilizantes y residuos, ademas de la fijacién bioldgica de
N (Kowalchuk et al., 2000). Por otro lado, se sabe que las archaeas amoA constituyen el
principal y predominante grupo de bacterias oxidantes del amonio en distintos ambientes.

La deteccion de secuencias amoA en condiciones extremas soporta la idea de la ubiquidad
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de este tipo de bacterias (Jung et al., 2011), por lo que su presencia en los tratamientos bajo
rotacion de cultivos no es inusual. De hecho, varios autores (Limpiyakorn et al., 2011,
Leininger et al., 2006 y Schleper et al., 2010) mostraron que las archaeas amoA son mas
abundantes que las bacterias amoB en distintos ambientes naturales. El bosque tropical y
los tratamientos conservacionistas que presentan en general pH mas bajo, se ven
favorecidos por el incremento de las archaeas amoA. Se ha demostrado que las archaeas
amoA son mas estables y no responden tan sensitivamente a las diferencias ambientales
como su contraparte bacterias amoB, como lo revela este estudio. Ademas, se lo considera
el grupo mas contribuyente a la oxidacion bioldgica del N orgénico. De hecho, ciertas
investigaciones muestran que las archaeas oxidantes del amonio no se ven afectadas por el
contenido de amonio en el suelo, mientras que el pH del suelo pareciera ser el factor mas
importante que determina la abundancia de las bacterias AOB (pardmetro que no se vid
modificado en los tratamientos de esta tesis).

Los genes nirS y nirK se presentaron en mayor proporcion en los suelos PR,
aungue en ocasiones MR mostré similares niveles de estos genes que los encontrados en
suelos PR. Estos genes intervienen en las primeras etapas de denitrificacion, a través de la
reduccion del nitrito a 6xido nitrico, por lo que se sugiere que en MR, esta etapa del ciclo
del N se encuentra en normal funcionamiento. Sin embargo, no se observo esta situacion
en nosZ, donde se presentd en mayor proporcion en los MM que en MR, lo que sugiere
caminos incompletos en las etapas de denitrificacion del ciclo del N, y apoya los resultados
obtenidos por otros autores (Jung et al., 2011 y Shen et al., 2013). Esta situacion se puede
atribuir a mayores emisiones de éxido nitroso en suelos bajo MM. Se sabe que el éxido
nitroso es un gas con efecto invernadero que contribuye al calentamiento global y al
cambio climatico. Se lo considera mas perjudicial que el CO, y el metano (Zumft y Heinz,
2007) por lo que su deteccion temprana es de importancia en los sistemas agricolas
convencionales. Debido a que el suelo bajo MM en este trabajo, presenté mayor nimero de
copias de nosZ, se pone en evidencia el gran impacto que tuvieron los monocultivos en las
distintas etapas del ciclo del N, sobre todo en las etapas finales de denitrificacion que
llevarian a una mayor produccion de 6xido nitroso. Esto supone una importante alteracion
del normal funcionamiento del ciclo del N en un ecosistema, en especial de uso agricola.
De esta manera, a partir de estos descubrimientos se podra difundir la importancia de la

pérdida de diversidad biologica con el consecuente aumento de las emisiones de gases
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invernaderos, y contribuir a su mitigacion. Como se indica en este trabajo, los sitios bajo
manejo MR se vieron beneficiados a partir de las menores pérdidas de N por

denitrificacion y por el incremento de la fijacion bioldgica de N.

Por lo expuesto, podemos resumir que los parametros asociados a las funciones
microbianas son mas sensibles que los demas parametros evaluados para monitorear los
cambios en el uso del suelo por efecto de las practicas de manejo, lo que demuestra su
utilidad como indicadores de la calidad del suelo en las regiones subtropicales (Hungria et
al., 2009 y Souza et al., 2013; Vargas Gil et al., 2009 y Meriles et al., 2009).

Parametros quimicos y fisicos del suelo en soja en sistemas bajo

monocultivo y rotacion de cultivos.

Parametros Quimicos

En este estudio, los pardmetros quimicos del suelo variaron en funcion del manejo
empleado. En general, los parametros quimicos como CO, Nt, Nitrato (NO™) y Amonio
(NH,), Fosforo extractable (Pe), Conductividad eléctrica (CE) y Capacidad hidrica de
saturacion (CHS), fueron afectados negativamente por el manejo agricola en relacion a las
situaciones pristinas de referencia. En general, tampoco se observaron diferencias entre
manejos de suelo, por lo que se puede inferir que estos parametros no permitieron
evidenciar los efectos a largo plazo de la rotacion de cultivos vs el monocultivo. Sin
embargo, durante la Gltima campafia, el CO aumento considerablemente en MR respecto a
MM, mostrando que en algunos sitios bajo MR el efecto de la rotacion de cultivos fue

efectivo y permitié mejorar las condiciones del suelo.

Segun la clasificacion agrondmica realizada por Corvalan et al. (2000) los suelos
de este estudio presentan una buena aptitud agricola, donde los parametros de fertilidad
evaluados en este trabajo (CO, Nt y Pe) permitieron clasificar a los suelos de Buenos a
Regulares. Los contenidos de CO, Nt y Pe fueron menores en los manejos agricolas en

relacion a los suelos pristinos, lo que demuestra el efecto negativo que tienen algunas
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practicas antropicas sobre los parametros quimicos del suelo. Existe abundante
informacion sobre los efectos que producen las practicas agronémicas en los parametros
quimicos de fertilidad del suelo (Micucci y Taboada, 2006; Buschiazzo et al., 2001).
NUmerosos estudios realizados en Argentina muestran cémo el CO, Nt se ven afectados
por las practicas convencionales debido al bajo aporte de material vegetal y la ausencia de
rotaciones de cultivos adecuadas (Buschiazzo et al., 1997). Esta situacién en Las Lajitas
no es ajena, y las pérdidas de MO por efecto del manejo son subestimadas. En este
contexto, la implementacion de la SD y el no-laborear el suelo, podria aumentar los
contenidos de CO y parametros asociados. Con este simple manejo del suelo se podria
mejorar las condiciones estructurales y su entorno quimico y fisico, ademas de promover
un mejor desarrollo radicular. La situacion actual en Las Lajitas no ayuda a establecer
conductas sustentables por parte de los productores. Existen varios reportes que muestran
el efecto que produce a largo plazo el monocultivo de soja de hasta 20 afios de
implantacion, llegando a la conclusién que la soja continua produce una reduccion del 19%
en el CO y Nt del suelo, en comparacion con lo ocurrido en las rotaciones con sorgo-trigo-
soja, con mayores aportes de material vegetal al suelo (Dou et al., 2013). Otros estudios
(Chen et al., 2009) mostraron que la soja en monocultivo produce una mayor extraccion de
los nutrientes del suelo, ademas de un bajo aporte de residuos, repercutiendo en
disminuciones de los contenidos de CO y Nt del suelo. En Argentina, el monocultivo de
soja reduce entre un 20 y 30% el CO en el suelo, lo que impacta a largo plazo en el
rendimiento de los cultivos (Sa Pereira et al., 2012). Algunos reportes sostienen que los
manejos convencionales en monocultivo, aun bajo SD, generan una importante pérdida de
la calidad del suelo y reducen la productividad debido a la pérdida de nutrientes. En el
presente trabajo, las reducciones de CO estuvieron en promedio ubicadas en rangos
similares respecto a los contenidos observados en los suelos pristinos. Estudios realizados
por Kelley et al. (2003) mostraron el efecto benéfico de los manejos conservacionistas
sobre algunos pardmetros quimicos del suelo. Dicho estudio concluyé que la rotacion de
cultivos incrementa un 25% los contenidos de CO y Nt en las capas superficiales del suelo
comparados con los manejos convencionales. En el presente estudio observamos un
incremento significativo de la MO del suelo en la ultima evaluacion, cuando la soja fue
precedida por maiz en la rotacion, comparada con el monocultivo. Los resultados de este
trabajo se encuentran en concordancia con lo reportado por Chen et al. (2009), quién

inform6 que los residuos de maiz duplicaron el contenido de CO, Nt del suelo y otros
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atributos quimicos del suelo, en comparacion con el monocultivo de soja. Dicho efecto
resultdé en un aumento del contenido de MO del suelo en presencia de residuos de maiz. El
CO esta compuesto por residuos de cosechas, restos microbianos y microfauna. Las
ganancias netas o pérdidas de CO del suelo dependen de las velocidades relativas de los
aportes externos de CO al sistema, como la biomasa vegetal que se pierde a través de la
eliminacién de residuos debida a los sistemas de labranza o a la escasez de residuos que
dejan algunos cultivos en la rotacion (Spargo et al., 2008 y Kelley et al., 2003). Las
pérdidas de MO, debido al mal uso de la tierra, son dificiles de detectar ya que se producen
muy lentamente en afios, como se evidencié en los sitios bajo manejo agricola en el
presente trabajo. Aun asi, la implementacion de sistemas conservacionistas seran siempre

las mejores alternativas.

Por su parte y en general, los contenidos de NO'3 y NH,4 se presentaron en niveles
similares en suelos bajo MM y MR. Es ampliamente conocido que las tasas de nitrificacion
son significativamente mas altas en los manejos conservacionistas que en los suelos bajo
monocultivo. Sin embargo, en este estudio, no pudimos detectar diferencias entre ambos
manejos. Aln asi, el sitio con méas afios de monocultivo (MM3) presentd los menores
valores de ambos parametros. Es muy probable que al haberse producido una disminucion
en el contenido de CO, en los suelos bajo MM los procesos de descomposicién de la MO
no se lleven a cabo normalmente, de manera que habra menos sustrato disponible para los
microorganismos que intervienen en la mineralizacion (incluido la del Nt del suelo y con
ello menores valores de NO™ y NH,). Por otro lado, se estima que en los suelos de bosques
tropicales, el aporte constante de hojarasca y residuos forestales haya contribuido a que las

bacterias nitrificadoras colaboren en los incrementos de NO™ y NH,.

Durante las dos primeras campafas, el contenido de Pe fue similar en los suelos
pristinos y entre los manejos agricolas. Hacia la tercera campafia se observaron diferencias
entre los sitios PR, MM y MR. Es de esperar que, en las primeras etapas de
implementacion de manejos agricolas (cuando se produce el desmonte y la quema de
arboles) resulten alterados el equilibrio de las poblaciones microbianas y los ciclos
biogeoquimicos. Esta situacion pudo observarse en el sitio MM1. Si bien se espera una
pérdida masiva de nutrientes durante la limpieza y quema de los arboles, inmediatamente

después del desmonte, se produce una mayor disponibilidad inmediata y pasajera de
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nutrientes en el suelo, incluido el Pe. Después del desmonte, el CO del suelo se volatiliza
en la forma de CO,, Sin embargo, el Pe sufre otras alteraciones mas complejas (Tiessen et
al., 1992). Durante la quema de bosques, una fraccion del Pe preexistente en la vegetacion
se pierde en forma de particulas liberadas a la atmdsfera y se deposita méas alla de la
guema, contribuyendo a la fertilidad de los sitios vecinos. El resto del Pe se deposita en
forma carbonizada en la parte superior del suelo, junto con el material organico
parcialmente quemado. Numerosos estudios han mostrado un aumento de P después de la
quema y posterior implementacién del cultivo. Asi lo demuestran los valores observados
de Pe en el presente estudio, aunque este efecto sea contrarrestado con el tiempo, llegando

a un equilibrio, pero sin superar los valores originales (Janssen et al., 1990).

Los valores de CE en PR, fueron los mas elevados, mientras que MM presentd
mayores niveles de este parametro respecto a MR. En general, la CHS mostré similares
estimaciones en PR, MM y MR, lo que indicaria la ausencia de cambios en el contenido

hidrico del suelo por efecto de las practicas agricolas durante el periodo ensayado.

El pH fue mas acido en el suelo pristino respecto a los sitios bajo manejo agricola.
Las hojarascas, resinas y corteza de los arboles y arbustos que componen la vegetacion
natural de los bosques pristinos, fueron probablemente los responsables de la acidificacion
registrada en los suelos de PR y del posterior incremento de la CE en el suelo.
Mtambanengwe et al., (2006), sostienen que los suelos acidos implican una baja en la
calidad del suelo, excepto en el éptimo rango de pH 6 a 7, como lo ocurrido en el presente
trabajo. Algunos autores sugieren que las pérdidas de MO por efecto de las practicas
convencionales, pueden incrementar la retencion de cationes, alterando el efecto tampon
del pH, la infiltraciéon del agua en el perfil del suelo, y disminuyendo la CE y la CHS
(Fares y Polyakov, 2006). Sin embargo, estos efectos no pudieron ser constatados en los

manejos conservacionistas del presente estudio.
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Parametros fisicos

En este estudio los pardmetros fisicos del suelo variaron en funcion del manejo
empleado. Los mayores valores de estabilidad de agregados del suelo (EA), fue encontrada
en los sitios PR. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre MM y MR,
salvo en la ultima campafia, donde MR superé ampliamente a MM. Por su parte, la
densidad aparente (DA) fue mayor en suelos bajo MM respecto a MR y fue menor en
suelos PR. Se estima que esta situacion podria llevar a una continua disminucion de los
agregados del suelo y a un aumento de la DA debido a la compactacion del suelo sufrida
por los afios de manejo convencional en monocultivo. En este sentido, Alekseeva et al.
(2009) reportaron disminuciones en EA por efecto de los manejos convencionales en
relacion a situaciones pristinas. Estos autores concluyeron que valores altos de EA indican
que el suelo mantiene mejor estructura y aireacion, una mayor infiltracion y una menor
escorrentia. En la estructura del suelo se sostienen muchas de las funciones més
importantes del ambiente edafico, por lo que el mantenimiento de niveles aceptables de EA
por efecto de buenas préacticas agricolas representa un desafio importante a considerar. A
su vez, en nuestro estudio, la EA correlaciono positivamente con los contenidos de CO y
Nt, por lo que su incremento por efecto de los manejos conservacionistas fue sumamente
beneficioso y se vio plasmado en las posteriores evaluaciones. Numerosos estudios
fundamentan los beneficios de los manejos conservacionistas en la mejora de la EA del
suelo. Hernandez-Hernandez y Ldpez (2002), observo una disminucion drastica en los
macroagregados estables al agua en los suelos cultivados en comparacion con los suelos
pristinos de bosques tropicales. Segun estos autores, la disminucion fue mas acentuada en
el caso de los suelos bajo manejo convencional respecto al bosque nativo principalmente
durante la estacion lluviosa por efecto de la compactacion del suelo. Ademas, estos autores
observaron que los suelos de bosques pristinos y los que estaban bajo rotacién tenian

mayor estabilidad de agregados, debido a las mejoras en su condicion fisica.

Los parametros quimicos y fisicos del suelo evaluados en el presente trabajo
permitieron discriminar los efectos de los manejos agricolas respecto a las situaciones
pristinas, pero no siempre fueron capaces de diferenciar los efectos producidos entre

manejos. Sin embargo, su evaluacion y monitoreo es una de las formas méas adecuadas de
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evaluacion de la fertilidad edafica. La comprension integrada y holistica de los pardmetros
quimicos y fisicos juntos a los bioldgicos representara la forma futura de evaluacién de la

calidad de los agroecosistemas.

Interaccion entre los parametros bioldgicos, quimicos y fisicos del

suelo en sistemas bajo monocultivo y rotacion de cultivos.

En el presente estudio se registraron correlaciones significativas entre los
parametros bioldgicos, quimicos y fisicos del suelo. En general, la mayoria de los
parametros bioldgicos, como HT, BT, Tr, Glio, Act, Pseud, CBM, GRSP, RM, FDA y FA,
mostraron una correlacion positiva y significativa con los contenidos de CO y Nt del suelo.
Al estar la actividad microbiana heterotréfica total limitada por la baja disponibilidad de
sustrato, sobre todo de CO y Nt, en los manejos agricolas, se obtuvieron bajos recuentos de
HT, BT, y potenciales agentes de biocontrol (Tr, Glio, Act y Pseud) cuando los niveles de
la mayoria de los parametros quimicos fueron bajos. Sabemos que estos microorganismos
obtienen sus fuentes nutricionales de diferentes pooles disponibles de MO del suelo (Singh
et al., 2007). Ryals et al. (2014) y Hubbard et al. (2013) mostraron que determinados tipos
de coberturas vegetales, como los sustratos con ligninas con altos contenidos de CO y N,
favorecen el incremento en los recuentos de HT y BT del suelo y de los agentes potenciales
de biocontrol. Esta afirmacién podria explicar las correlaciones positivas obtenidas en el
presente trabajo. La acumulacion de residuos de alta calidad tiende a mejorar el
crecimiento y la reproduccion de los biocontroladores del suelo (Salinas-Garcia et al.,
2002). Por otro lado, el aporte de fuentes nitrogenadas y carbonadas debido al ingreso de
residuos de maiz tiende a promover el incremento de algunas poblaciones microbianas del
suelo (Pankhurst y Lynch, 1995; Bowles et al., 2014; Bernard et al., 2012 y Kladivko,
2001), generando un microhabitat con fluctuaciones menos marcadas de la humedad y
temperatura, proporcionando a estos biocontroladores un ambiente mas humedo, con el

consiguiente aumento de las actividades observadas en este trabajo.

Es ampliamente aceptado que los bajos contenidos en CO y Nt pueden reducir la
RM, el CBM, vy las actividades enzimaticas (Kaur et al., 2000). De hecho, los bajos

ingresos de CO y Nt a partir de la MO en suelos con escasa cobertura vegetal, determinan
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los bajos niveles de algunos parametros bioldgicos encontrados en el presente trabajo y en
otros (Motavalli et al., 2003; Yoshitake et al., 2007 y Gnankambary et al., 2008). La
cobertura vegetal actia como protectora de la biomasa microbiana contra la degradacion y
limita la mineralizacién de la MO (Traoré et al., 2007; Thirukkumaran y Parkinson, 2002;
Vance y Chapin, 2001 y Gnankambary et al., 2008). Esto hace que, en el presente trabajo,
las correlaciones entre el CO, Nt y la actividad enzimatica global sean significativas y
positivas. A su vez, el aumento del CO del suelo podria otorgar una mayor capacidad en la
estabilizacion de las enzimas microbianas que intervienen en los ciclos biogeoquimicos
frente a perturbaciones antropicas (Bending et al., 2002). De hecho, al ser la biomasa
microbiana del suelo un constituyente labil de la MO, actia como fuente y sumidero de los
nutrientes de las plantas (Singh et al., 2012 y Smith et al., 2000) regulando el

funcionamiento de las actividades enzimaticas.

Por otra parte, durante las tres campafias evaluadas, todos los parametros bioldgicos
monitoreados no siempre correlacionaron positiva y significativamente con los contenidos
de Pe. En los casos en los cuales si se observé correlacion, a medida que el contenido de Pe
aumentd, también lo hizo el contenido de HT, BT, potenciales biocontroladores como
Actinobacterias y Pseudomonas fluorescentes, RM vy actividad FA pero ésta solo en la
Gltima evaluacion. Las correlaciones entre Pe y GRSP fueron estadisticamente
significativas y presentaron una asociacion interesante lo cual es dificil de alcanzar bajo
condiciones de campo. Al respecto, varios autores (Rillig et al., 2002; Thougton et al.,
2014) sugieren que el empleo de cultivos susceptibles a la micorrizacion, como el maiz y el
sorgo en los manejos conservacionistas mejoran con los incrementos de Pe. Ademas, estos
cultivos favorecen e incrementan el micelio viable externo, las esporas de hongos HMA y
en consecuencia el contenido de GRSP en los suelos, facilitando de este modo la absorcién
de P por los cultivos siguientes y en forma indirecta la estabilidad de los agregados del
suelo (Kabir y Koide, 2000 y Karasawa et al., 2002). Se sabe que las altas concentraciones
de Pe estan negativamente correlacionadas con la diversidad de HMA, sin embargo, la
presencia de dosis bajas de Pe estimula la micorrizacion y con ello la disponibilidad de
GRSP, lo que podria haber ocurrido en este trabajo. A su vez, esto hace que se mejoren los
parametros quimicos y fisicos asociados a la actividad biolégica e incrementen los
contenidos de HT y BT (Alguacil et al., 2010; Bedini et al., 2007; Yoshitake et al., 2007;
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Singh et al.,, 2009 y Dijkstra et al., 2010), posibilitando las correlaciones positivas

observadas en este trabajo.

Durante la Gltima campafia, la actividad FA aumentd proporcionalmente al
contenido de Pe. Este resultado sugiere que las distintas formas en que se encuentra el P en
el suelo no estan en exceso, permitiendo y potenciando la actividad de la enzima FA a
formas de P disponibles. Se sabe que la actividad FA se ve favorecida por los incrementos
de los contenidos de fuentes fosforadas en el suelo, incluso las disponibles (Redel et al.,
2007). Sin embargo, cuando los niveles de Pe son elevados (por ejemplo por efecto de la
fertilizacion), la actividad FA se ve inhibida (Borie et al., 2002). Este mecanismo
“feedback™ podria explicar el mayor contenido de Pe en los sitios recién incorporados al
manejo agricola. Del mismo modo, frente a la ausencia de fertilizacion y a partir del aporte
continuo de P por efecto de los residuos dejados en los manejos conservacionistas, la

actividad FA se vio beneficiada.

Las propiedades fisicas del suelo como EA y DA también son importantes en la
determinacién de la actividad microbiana potencial y su dindmica. Es ampliamente
conocido que los residuos en la superficie del suelo pueden afectar alguna de sus
propiedades fisicas, como la resistencia a la penetracion, la retencion de agua, la EA y la
DA (Muiioz et al., 2007). En nuestro estudio, los parametros biologicos HT, BT, Tr, CBM,
GRSP, RM, FDA y FA correlacionaron positiva y significativamente con la EA, donde los
niveles més altos fueron registrados en PR y en MR, mientras que la DA lo hizo de manera
inversa. Varios autores mostraron que las practicas conservacionistas pueden contribuir a
la mejora en la agregacion del suelo (Doran 1980; Spedding y Spencer, 1995). La retencion
de residuos carbonados en los suelos, puede directamente afectar la EA y DA, mejorando
la estructura del suelo y aumentando la diversidad de poblaciones de microorganismos
edaficos y sus actividades enzimaticas (Roldan et al., 2006). Tang et al. (2011) reportaron
que los residuos de maiz favorecen la formacion de agregados del suelo. Sin embargo, al
aplicar un fungicida y bactericida sobre los tratamientos con residuos, se produjo un
profundo declive en las poblaciones de HT y BT del suelo. En consecuencia en el
contenido de CBM vy la actividad microbiana general fue reducida junto con la EA. Esto
demuestra la profunda influencia de las poblaciones de HT y BT, que junto con la

produccion de hifas externas y varios compuestos carbonados (como los polisacaridos
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extracelulares), contribuyen a la formacion de la estructura del suelo. En el presente trabajo
se establecieron marcadas correlaciones significativas entre estos parametros. Por su lado,
otros estudios encontraron correlaciones significativas y positivas entre la EA y el CBM,
en diferentes ensayos de larga duracion, las que estuvieron en concordancia con lo
observado en este estudio (Roldan et al., 2006; Cosentino et al., 2006 y Bossuyt et al.,
2001). De hecho, Hernandez-Hernandez et al. (2002) evaluaron la distribucién de CBM en
el suelo y su importancia en el establecimiento y formacion de los agregados estables del
suelo, bajo manejo convencional y conservacionista. Ellos observaron una mayor
proporcion de CBM en sistemas de manejos conservacionistas, que estuvo asociada a una
mayor formacion de los macroagregados del suelo. Los autores concluyeron que, el empleo
de sistemas de manejo conservacionistas en ecosistemas de degradados bajo cultivo
intensivo, es de vital importancia. Al no producirse una perturbacién severa en el suelo, el
contenido de CBM aumentaria, mejorando la estabilidad estructural de macroagregados en
el perfil. Estos que son aspectos cruciales para el mejor funcionamiento del
agroecosistema. Consecuentemente esto permitio y resultd en un aumento del CBM, de las
funciones en el suelo y en definitiva un mejor crecimiento y exploracioén radicular. En este
trabajo, las practicas de conservacion disminuyeron la DA y aumentaron la EA,
optimizando la distribucién de los poros y su conectividad debido a una mejor
estructuracion y actividad bioldgica en el suelo, junto a una adecuada distribucién en el
perfil de los organismos con capacidades benéficas, lo que se vio plasmado por las

correlaciones positivas y significativas que se obtuvieron entre parametros.

Es interesante destacar también que la EA correlaciond positivamente con los
contenidos de GRSP. En concordancia, Rillig et al. (2002, 2006, 2010) obtuvieron altas
correlaciones entre estos mismos parametros, estimados en suelos de similar textura a los
utilizados en nuestro estudio. Es conocido que el revestimiento hidréfobo de las
glicoproteinas protege a las hifas de los hongos y les permite sobrevivir en condiciones
adversas, impidiendo una disminucion de los macroagregados del suelo en los ciclos de
humedecimiento y secado durante el crecimiento del cultivo. Ademas, la produccion de
GRSP es capaz de aumentar el flujo de CO en el suelo y por lo tanto, mejora la agregacion
del suelo. Para Rillig et al., (2002) y otros autores (Bending et al., 2002, Spedding et al.,
1995 y Holt, 1997), después de 10 afios de manejos de conservacion, la interaccion entre

distintos parametros de fertilidad del suelo, como el CO, Nt, y Pe podrian influir
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indirectamente en la EA, favoreciendo su incremento en los suelos, ademas de

proporcionar recursos para la biota del suelo.

Por todo lo expuesto, los atributos biol6gicos, quimicos y fisicos que caracterizan a
los sistemas agricolas tradicionales estan sujetos a multiples y complejas interacciones y
fluctuaciones, debido principalmente a las practicas antropicas, ademas de las intrinsecas
naturales a las que estan sometidas. Su monitoreo y seguimiento contribuiran a fortalecer
las evaluaciones de calidad edafica y a comprender los mecanismos implicados en la

dindmica compleja del sistema suelo y su interaccién con el cultivo empleado.

Incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo en soja 'y
su relacion con la diversidad microbiana edafica y la productividad del

cultivo en sistemas bajo monocultivo y rotacién de cultivos.

En este trabajo las principales enfermedades encontradas con mayor incidencia en
el cultivo de soja, fueron: el sindrome de la muerte subita (SMS) y la podredumbre
radicular de la soja causada por Rhizoctonia solani (Khun) (PRS). EI SMS estuvo causado
por un complejo de especies de Fusarium, entre los cuales se pudo determinar a Fusarium
crassistipitatum Scandiani, T. Aoki et O’Donnell como la especie mas predominante en la
zona de estudio. Hasta el momento, este patdgeno no ha sido reportado en la region, y
constituye un valioso aporte para los programas de monitoreo de enfermedades realizados
en la zona productora de Las Lajitas. También se detectd, con menor incidencia, la
podredumbre carbonosa de la soja causada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.
(PCS). Finalmente y so6lo en la dltima campafia de soja, se detectd a Sclerotium rolfsii
(Sacc.) (TSR), agente causal del tizon por Sclerotium o también llamada la podredumbre
de la soja. En el cultivo de maiz (Gltima campafia) se registro la podredumbre carbonosa
(PC) y la podredumbre de raiz causada por especies de Fusarium, entre las cuales se pudo
identificar a Fusarium verticillioides (PFS).

Varios autores reportaron la presencia de estos patdgenos en el cultivo de soja en el

noroeste argentino, por lo que su presencia en los lotes con soja de la zona esta
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ampliamente difundida (Pérez Brandan et al., 2012; Vargas Gil et al., 2011). En el presente
trabajo, los manejos bajo monocultivo de soja presentaron los mayores niveles de
incidencia de enfermedades, mientras que los valores méas bajos fueron registrados en los
manejos conservacionistas. Estos resultados muestran la magnitud del impacto que puede
producir el cultivo de una misma especie agricola y la importancia que puede tener la
permanencia de un sistema agricola en la regulacion de la incidencia de enfermedades

causadas por hongos de suelo.

La PCS fue reportada como una enfermedad de dificil manejo, incrementando
progresivamente su incidencia en nuestra regién productora bajo condiciones ambientales
secas Y altas temperaturas (Pérez Brandan, C., 2009). Almeida et al. (2001) estudiaron la
reaccion de M. phaseolina en distintos cultivares de soja en SD. La investigacion reveld
que este patdgeno sufrié un aumento de su incidencia en aquellos cultivares sembrados
continuamente. Por otro lado, Franco et al. (2008) también registraron una menor
incidencia de la PCS en SD bajo rotacion con maiz, debido principalmente a las
condiciones de baja humedad y temperatura que proporcionan los residuos del cultivo
anterior dejados en la superficie del suelo. Sin embargo, ninguno de estos trabajos
especificd la duracion de los sistemas de manejo, ni relaciond sus resultados con
parametros biologicos del suelo. En nuestro estudio, la permanencia de monocultivo
permitio el establecimiento del patdgeno en las raices de soja, en concordancia con las
disminuciones de diversidad microbiana y de los pardmetros quimicos y fisicos asociados.
Se sabe que M. phaseolina es un patégeno cosmopolita, saprofito y plurivoro, que afecta a
una amplia gama de hospedantes (algodon, maiz, sorgo, mani, girasol, etc.), e infecta a las
plantas expuestas a condiciones de estrés (Tesso et al., 2005 y Pérez Brandan et al., 2012).
Ademas tiene la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en los residuos de cultivos, siendo
clave la seleccion del cultivo a incluir en la rotacién con soja (Almeida et al., 2003). M.
phaseolina también es considerado un patégeno débil, debido a su sensibilidad frente a la
competencia con otros microorganismos del suelo (Canaday y Schmitthenner, 1982). Esta
caracteristica particular de M. phaseolina proporciona las bases para el disefio de nuevas

alternativas de manejo.

Por su parte, el SMS es una enfermedad ampliamente difundida en el noroeste

argentino (Rupe et al., 1999; Popler, 2010). Recientes analisis filogenéticos, moleculares y
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morfoldgicos han mostrado tres especies estrechamente relacionadas dentro del clado 2 del
complejo de especies de Fusarium solani que pueden inducir, en soja, el SMS (constituido
por F. virguliforme, F. tucumaniae, y F. brasiliense). Otros descubrimientos mostraron la
presencia de otra especie patogénica novedosa clasificada como Fusarium crassistipitatum,
segun los analisis fenotipicos de macro y micro caracteres, ademas de analisis moleculares
de secuencias multilocus de ADN (Aoki et al., 2012). En este trabajo fue posible aislar e
identificar al patogeno Fusarium crassistipitatum de las muestras de suelo y de plantas con
sintomas de la enfermedad (Scandiani, M., com. pers., 2013). Estos resultados ponen de
manifiesto la ubicuidad de este patdgeno y la importancia fitosanitaria de su deteccion para
futuras investigaciones epidemioldgicas. Hasta el momento son pocos los resultados
obtenidos que contribuyan al mejoramiento genético en busca de cultivares resistentes a
SMS (Aoki et al., 2012). Investigaciones anteriores han demostrado como el empleo de la
rotacion trigo-maiz-soja, puede reducir las pérdidas de rendimiento en comparacion con lo
observado en el monocultivo de soja (Covert et al., 2007). Igualmente, Rupe et al. (1997)
encontraron que la rotacion de soja con sorgo y trigo reduce los patogenos del suelo
vinculados al SMS en relacién al monocultivo, debido principalmente a la interrupcion del
ciclo de vida de estos patdgenos y a los cambios producidos en el ambiente microbiano
rizosférico. Sin embargo, Li et al. (2000) afirmaron que algunos cultivos (maiz, trigo,
raigrds, amaranto y quinoa) son susceptibles de infeccién por F. virguliforme, pero no
desarrollan sintomas de necrosis radicular. Estas plantas parecian ser asintomaticas a la
enfermedad, sin embargo, las cantidades de ADN del patégeno detectado en raices
inoculadas fueron similares a las detectadas en plantas de soja inoculadas con el mismo
patdgeno. En consecuencia, la especie de cultivo a incorporar en la rotacion con soja
deberia ser tenida en cuenta a la hora de implementar acciones tendientes al control de esta
enfermedad (Pérez Brandan et al., 2014a, Xing y Westphal, 2009 y Stone y Putman, 2004).

La podredumbre radicular producida por Rhizoctonia sonali (Khun) es una de las
enfermedades de soja mas comunmente reportadas en la region del NOA Argentino.
Rhizoctonia sonali es un patogeno saprofitico que sobrevive en el suelo y en los restos
vegetales bajo la forma de esclerocios y micelio (Sharon et al., 2008). De esta manera, la
calidad de los residuos del suelo pueden afectar su actividad parasitica y su indéculo

potencial. En la actualidad, no existen cultivares resistentes a R. solani, por lo que algunos
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autores proponen el uso de buenas practicas agricolas en el control de este agente
etioldégico (Baird et al., 1991 y Chen et al., 1995).

Por ultimo, Sclerotium rolfsii (Sacc.) aparece en soja como una enfermedad de
menor importancia. De hecho, en este trabajo se presentd con baja incidencia en la Gltima
campafia de soja, pero no se lo registré en el cultivo de maiz ya que este cultivo no es
hospedante del patégeno. Por otro lado, la utilizacion de variedades resistentes a S. rolfsii
no es comercialmente favorable. Generalmente, su presencia esta asociada a la persistencia
del monocultivo y rotaciones cortas en cultivos susceptibles (Akem y Dashiell, 1991), de
alli la presencia de este patdogeno en los manejos bajo monocultivo de soja del presente

trabajo.

El uso de coberturas vegetales, la rotacion de cultivos, el empleo de compost y
sistemas de labranza reducida han sido promovidas como opciones de manejo tendientes a
la reduccion de la incidencia de enfermedades fungicas. Ademas, estas practicas pueden
contribuir a la mejora de la calidad biologica del suelo (El-Tarabily y Sivasithamparam,
2006).

El presente trabajo mostrd correlaciones significativas entre la incidencia de
enfermedades y algunos parametros bioldgicos, quimicos y fisicos. Algunos trabajos han
demostrado la estrecha relacion existente entre las enfermedades radiculares y la
diversidad bioldgica del suelo (Vargas Gil, et al., 2009 y Meriles et al., 2009). EIl empleo
de préacticas conservacionistas puede favorecer el desarrollo de microorganismos
antagonistas de patogenos, ademas de contribuir en la mejora de las condiciones edéaficas
(Danon et al., 2010 y Sennoi et al., 2013). Reforzando estas afirmaciones, Pérez Brandan
et al. (2012) mostraron que el analisis de las secuencias de ADN registré la presencia de
hongos frecuentemente asociados con agentes eficaces de control bioldgico. De la misma
manera, cada una de las variables estudiadas correlacion6 significativa y positivamente con
cada variable relacionada a la diversidad microbiana. De hecho, estos mismos autores
reportaron que una menor incidencia de enfermedad se correlaciona con altos niveles de
CBM, actividad enzimatica general y densidades de propagulos de microorganismos de

biocontrol. La presencia de Trichoderma spp. y Gliocladium spp en el suelo puede
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contribuir a la destruccion de las estructuras de supervivencia de organismos patdgenos
(El-Tarabily y Sivasithamparam, 2006; Partridge y Gems, 2006; Rabeendran et al., 2006).

En el caso del SMS, sabemos que el maiz es también huésped de otras especies de
Fusarium. En este estudio los residuos de maiz, favorecieron las poblaciones de HT, BT y
potenciales biocontroladores, ya que sus residuos constituyen una fuente de energia y
nutrientes para los microorganismos edaficos. Ademas, se sabe que los patdgenos que
conforman el SMS son semi biotréficos (parasitos no obligados) y viven la mayor parte de
su ciclo de vida como un parasito, pero bajo ciertas condiciones pueden crecer
saprofiticamente en materiales organicos no vivos. Al tener habilidades saprofiticas su
poblacion puede aumentar después de la adicién de enmiendas organicas. Sin embargo,
suponemos que ante la competencia por los sustratos organicos previamente colonizados
por otros organismos patogenos, los Fusarium del SMS, se comportaron como
competidores relativamente pobres. Por esta razon, creemos que una de las principales
causas para la reduccion de la presion de esta enfermedad, podria ser la mejora de la salud
de las raices por la inclusion de maiz en la secuencia de cultivos, a pesar de ser un huésped
alternativo de las especies de Fusarium, un beneficio que, obviamente, se puede obtener
solo a través de la rotacion de cultivos como lo observado por otro autores (Chen et al.,
2001; Marzano et al., 2013; Xing et al., 2009; Aziz etal., 2013y Yu et al., 2012).

Al cumplir los microorganismos en el habitat del suelo varias funciones esenciales
para el desarrollo de un cultivo sano, las practicas de manejo agronémico deberian
considerar estas caracteristicas para favorecer la productividad de los cultivos de manera
sustentable, incrementando la riqueza microbiana nativa del suelo. Por eso sugerimos que
bajo estas condiciones, las plantas pueden evitar la infeccion por parte de los patdgenos
que habitan en el suelo, ya que este sistema se vuelve mas resistente a las perturbaciones
en relacion a los sistemas de manejo convencional, donde la estabilidad bioldgica se ve

comprometida, por el alto grado de estrés a los que estan sometidos estos sistemas.
La mayoria de los trabajos publicados describen el efecto de las practicas de

manejo de cultivos sobre las poblaciones microbianas del suelo. Sin embargo, segun

nuestro conocimiento, existen pocas investigaciones que permitan vincular el estudio de las
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comunidades microbianas del suelo con el impacto de la microbiota edéafica sobre la salud

de los cultivos.

108



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La metodologia ajustada para el desarrollo de esta tesis permitié cuantificar
eficientemente las variables microbianas del suelo en respuesta al manejo. Entre estas
técnicas, se destaca una de las mas complejas como la evaluacién de perfiles de
fosfolipidicos en suelo (PLFA) y técnicas moleculares relacionadas a la cuantificacion de
genes del ciclo del N.

Este estudio demostrd que la deforestacion y las actividades agricolas modificaron

la estructura y funcion de las comunidades microbianas del suelo.

Los manejos bajo rotacion de cultivos, en general, presentaron mayor abundancia
microbiana (HT, BT y potenciales biocontroladores), y mayor contenido de CBM y GRSP

en relacion al monocultivo de soja.

Los manejos bajo rotacién de cultivos presentaron mayor diversidad microbiana

(PLFA) y actividad microbiana (RM, FDA, DH y FA), en relacion al monocultivo de soja.

Las funciones microbianas se vieron afectadas en primera instancia, en
comparacion a lo ocurrido con la estructura de la comunidad microbiana. Los manejos bajo
rotacion de cultivos, presentaron mayor nimero de copias del gen nosZ, lo que se puede
atribuir a mayores emisiones de 6xido nitroso, lo que contribuye al calentamiento global y
al cambio climatico. Su deteccion constituye un importante aporte al manejo de los
sistemas agricolas convencionales. La deteccion de mayor nimero de copias del gen nosZ
en el monocultivo de soja, permitié demostrar como los monocultivos afectan al balance de
las distintas etapas del ciclo del N, alterando las etapas finales de denitrificacion e

incrementando las emisiones de éxido nitroso.
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Los manejos bajo rotacion de cultivos presentaron igual contenido de nutrientes
(MO, Nt, NO-3, NH4 y Pe) pero mejor condicion fisica (EA y DA) en relacion a la

rotacion de cultivos.

Los manejos bajo monocultivo de soja presentaron los mayores niveles de
incidencia para todas las enfermedades causadas por hongos de suelo, registradas en este

trabajo.

Se pudo aislar e identificar una especie patogénica novedosa de Fusarium,
Fusarium crassistipitatum, lo que permitié mostrar su ubicuidad y permanencia en
distintos sistemas agricolas, incluso los del noroeste argentino. Esto constituye un valioso
aporte para los programas de monitoreo de enfermedades que se realizan en la zona

productora de Las Lajitas.

La diversidad microbiana del suelo es una herramienta valiosa para reducir la
incidencia de enfermedades causadas por hongos de suelo. La rotacion de cultivos
incrementa la diversidad microbiana del suelo, favoreciendo la presencia de algunos
biocontroladores y disminuyendo la presencia de algunos patdgenos. Sin embargo, para

SMS las opciones de manejo deben ser analizadas cuidadosamente.

En base a lo expuesto, fue posible validar la hipétesis planteada en este trabajo y
confirmar que el monocultivo de soja disminuyen la diversidad microbioldgica del suelo,
alterando el equilibrio entre comunidades microbianas, deteriorando su condicion fisica, y

la sanidad del cultivo de soja.
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