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ResuMEN. Para evaluar las comunidades fungicas es necesario identificar las especies presentes, cuantificar
la densidad de propagulos y también determinar su infectividad. En este estudio se evalud, mediante un
ensayo experimental, el potencial de colonizacién micorricico-arbuscular (PCM) de tres suelos bajo diferentes
sistemas de cultivo (pastizal natural, rotacién de cultivo y monocultivo de soja en siembra directa), en cuatro
sitios ubicados en diferentes areas geograficas de la Region Pampeana (Bengolea, Monte Buey, Pergamino y
Viale), y se usé a Vicia villosa Roth como planta testigo. Los usos del suelo y los sitios tuvieron efecto sobre el
PCM. Como esquema de rotacion, el monocultivo mostrd el mayor potencial para colonizar las raices de Vicia
villosa con respecto al pastizal natural, y la rotacién de cultivo en la mayoria de las combinaciones planteadas,
a diferencia de lo encontrado antes para los mismos suelos, donde el monocultivo disminuyé la riqueza de
las comunidades micorricicas determinadas por la densidad y la diversidad de esporas. Estos resultados
remarcan las limitaciones de los paradigmas de interpretacion de los sistemas simbiéticos generados a partir
de ensayos en condiciones controladas y el gran desconocimiento que atin existe sobre el funcionamiento de las
interacciones planta-microorganismo en el suelo. Alternativamente, estos resultados podrian ser consecuencia
de un efecto inhibitorio de la mayor fertilidad N-P en los suelos con rotacién de cultivo respecto de los suelos
bajo monocultivo debido a un manejo de reposicion histérica de nutrientes por fertilizacion, ausente en los
casos de monocultivo. El uso de una tinica especie vegetal en los ensayos de infectividad también podria estar
sesgando los resultados, ya que limitaria, por especificidad de hospedador, su expresion en la totalidad de la
comunidad micorricica del suelo.
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ABsTRACT. Arbuscular mycorrhizal colonization potential varies between agricultural practices and the
areas of the Pampas region. The evaluation of the fungal communities requires the identification of the
present species, the quantification of the density of propagules and also the determination of their infectivity.
In this study, arbuscular mycorrhizal colonization potential (MCP) was evaluated through an experimental
trial. Three soils with different land uses (natural grassland, crop rotation and soybean monoculture in direct
seeding) from four sites located in different geographical areas of the Pampas Region (Bengolea, Monte Buey,
Pergamino and Viale) were used as inoculum using Vicia villosa Roth. as a control plant. The land uses and
geographical areas had an effect on the PCM. Monoculture, as rotation scheme, showed greater potential to
colonize the roots of Vicia villosa, with respect to natural grassland and crop rotation in most of the proposed
combinations, although in previous work we had found that monoculture reduces the richness of the same
mycorrhizal communities determined by density and diversity of spores in these soils. These results suggest the
limitations of the paradigms of interpretation of the symbiotic systems generated from trials under controlled
conditions and a great lack of knowledge of the functioning of plant-microorganism interactions in the soil.
Alternatively, the result could be the consequence of an inhibitory effect of the greater fertility N-P in the soils
with crop rotation with respect to the soils under monoculture due to a management of historical replenishment
of nutrients by fertilization, absent in the cases of monoculture. The use of a single plant species in infectivity
assays could also be biasing the results and limiting the expression thereof, by host specificity, in the entire
soil mycorrhizal community.

[Keywords: fungi, land uses, no tillage systems, agroecosystems, Argentinean Pampas]
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INTRODUCCION

Los cambios en el uso de la tierra serian la
principal amenaza para la biodiversidad (Sala
etal. 2000). Recientemente, la aplicacién de un
meta-analisis permitié demostrar que, a escala
local, la conversién y/o la degradacion de los
ecosistemas promueven una disminucién
media de 8.1% de la riqueza de especies,
tanto por encima como por debajo de la
superficie del suelo (Newbold et al. 2015). Esa
disminucién de diversidad y, en particular,
de la comunidad microbiana del suelo,
afecta procesos esenciales como el ciclado de
nutrientes y la formacién y el mantenimiento
de la estructura del suelo, entre otros (Wardle
2006; van der Heijden et al. 2008).

Entre los organismos subterraneos
ampliamente distribuidos se encuentran
los hongos micorricico-arbusculares (HMA,
Glomeromycota), que se asocian con las raices
del 80% de las especies de plantas, a las que le
proveen acceso a nutrientes y proteccion contra
diversos tipos de estrés (Smith and Read 2008).
Los HMA son afectados por diferentes tipos de
usos de la tierra, tales como la fragmentacion
y los cambios en la estructura de hébitats
(Mangan et al. 2004; Grilli et al. 2014; Soteras
etal. 2015), la compactacion del suelo (Nadian
et al. 1997), los incendios (Aguilar Fernandez
etal. 2009; Longo et al. 2014), el pastoreo (Lugo
and Cabello 2002) y las practicas agricolas
(Jansa et al. 2006; Oehl et al. 2010; Stiirmer and
Siqueira 2011; Cofré et al. 2017). Numerosos
estudios documentaron el efecto de las
practicas de manejo agricolas, tales como el
tipo de labranza, la rotacion de cultivos, el
control de malezas y enfermedades, y el
manejo de nutrientes sobre las comunidades
de HMA (e.g., Jansa et al. 2006; Alguacil et
al. 2008). En términos generales, la labranza
convencional, el monocultivo y la fertilizacion
intensa promueven cambios significativos en
la composicion de las comunidades de HMA
al reducir su diversidad (Oehl et al. 2010;
Jansa et al. 2014). En términos comparativos,
las practicas agricolas conservacionistas,
como la siembra directa (SD), acompafiada
de rotacion de cultivos y disminucion de
agroquimicos, tienen efectos mas atenuados
sobre los propagulos fungicos (Vestberg et
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al. 2005), la esporulacion de HMA (Karasawa
et al. 2002) y la colonizacién micorricica
(Miller 2000). En el largo plazo, la rotacion
de cultivos promueve una mayor riqueza de
especies de HMA debido a las asociaciones
preferenciales entre las diferentes especies de
cultivos y hongos (Jansa et al. 2003; Yang et al.
2012). En contraste, los monocultivos tienden
a seleccionar HMA especificos que tienden
a ser mutualistas inferiores, es decir, menos
beneficiosos para sus hospedantes (Johnson
et al. 1992). En este contexto, los efectos de las
relaciones simbidticas entre plantas y HMA
fueron muy estudiadas, desde beneficiosas
hasta antagonistas (Johnson et al. 1997; Jones
and Smith 2004), segun la especie vegetal
(Pérez and Urcelay 2009), de qué variedad se
trate, de la disponibilidad de nutrientes del
suelo, delaidentidad planta-hongo (Lehmann
et al. 2012), de la combinacién de taxones de
HMA (Maherali and Klironomos 2007) y de
la infectividad micorricica del suelo (Cuenca
et al. 2003).

Si bien existen trabajos acerca de las
comunidades de HMA en suelos agricolas
argentinos bajo SD (Menéndez et al. 2001;
Schalamuk et al. 2006; Schalamuk and
Cabello 2010a,b; Faggioli and Cabello 2013;
Imaz et al. 2014; Druille et al. 2015; Cofré
et al. 2017), no hay estudios del efecto de
distintas practicas en SD sobre el potencial
de colonizacién micorricica (PCM). E1 PCM
se refiere a la capacidad que tiene un suelo
de iniciar la colonizacién micorricica en
una planta hospedadora (Plenchette et al.
1989; Martinez and Johnson 2010) a partir
de los diferentes propagulos (i.e., esporas,
fragmentos de raices colonizados e hifas de
micelio extraradical) que conforman el in6culo
de HMA en el suelo (Smith and Read 2008).
A su vez, la composiciéon de comunidades de
hongos dentro de las raices suele diferir de
la expresada en el banco de esporas (Sanders
2004). Distintas especies de HMA muestran
diferentes estrategias (e.g., Maherali and
Klironomos 2007; Chagnon et al. 2013) que se
ven reflejadas en la produccién de esporas en
el suelo y en distintos patrones de colonizacién
dentro de la raiz (Hart and Reader 2002;
Klironomos and Hart 2002). Estos tipos de
inéculos presentan distintas capacidades
infectivas para producir nuevas generaciones
de esporas (Schalamuck and Cabello 2010). En
este sentido, las esporas en suelo muestran
una diversidad de HMA mayor que las
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que se encuentran colonizando las raices
(Klironomos and Hart 2002; Schalamuck and
Cabello 2010). Por otra parte, las dificultades
de generar cultivos monospéricos de HMA
no permitié desarrollar una comprension
acabada de la especificidad de esta simbiosis
en relacién a su planta hospedera, a diferencia
de otros tipos de simbiosis de gran impacto
en la agricultura y los ecosistemas, como es
la simbiosis fijadora de nitrégeno (Smith and
Read 2008).

A escala regional, recientemente se observo
que la rotacién de cultivos mantiene una
riqueza de esporas de HMA mas alta que
el monocultivo, incluso cercana a la de
ecosistemas de referencia sin cultivos (Cofré et
al. 2017). Por lo tanto, cabria esperar patrones
similares en el PCM.

El PCM en agroecosistemas ha sido poco
evaluado en el mundo (Duponnois et al.
2001; Jansa et al. 2009; Burrows 2014; Gai et
al. 2015), y enla Argentina sé6lo se ha estudiado
en ecosistemas boscosos (Irrazabal et al. 2004;
Soteras et al. 2014). Los efectos que ocasionan
los diferentes manejos de suelo sobre los
HMA son contexto dependientes (Gonzalez-
Cortés et al. 2012; Hazard et al. 2013; Jansa et
al. 2014; Cofré et al. 2017). En este sentido, las
situaciones de uso de la tierra que se repiten
regionalmente constituyen escenarios ideales
para poner a prueba la respuesta del PCM bajo
las diferentes practicas agricolas enmarcadas
enla SD.

En este estudio se evalud, mediante una
aproximacién experimental, el PCM de
suelos bajo dos practicas agricolas dentro
de la SD: monocultivo de soja (MC) y
rotacion de cultivo (RC), y un ecosistema de
referencia, pastizal natural (PN), en cuatro
sitios dentro de diferentes areas geograficas
de la Pampa Argentina (Bengolea, Monte
Buey, Pergamino y Viale). A su vez, se
cuantificaron e identificaron las esporas de
HMA provenientes de los mismos suelos (usos
y sitios de las distintas areas geograficas) y se
agrupo esos datos a nivel de familia, ya que se
considera que las caracteristicas funcionales de
los HMA son filogenéticamente conservadas.
Se seleccioné a Vicia villosa Roth. (Fabaceae)
como especie trampa en los ensayos de
PCM ya que se la emplea como cultivo de
cobertura por sus importantes funciones (en
los agroecosistemas de las regiones templadas
del mundo se la utiliza como pastoreo directo,
heno, ensilaje, abonos verdes y suplemento
proteico) (Renzi 2009).
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Manejo de suelos y disefio experimental

El estudio se realiz6 en cuatro sitios ubicados
en diferentes dreas geograficas siguiendo una
transecta de 400 km orientada de oeste a este,
con un gradiente de texturas de suelo (suelos
arenosos al oeste y arcillosos al este), en el
centro de la Pampa Argentina: Bengolea y
Monte Buey (provincia de Cérdoba),
Pergamino (provincia de Buenos Aires) y Viale
(provincia de Entre Rios). En cada uno de los
sitios se seleccionaron tres usos de suelo como
tratamientos (ver Cofré et al. 2017 para mas
detalles). Dos usos de suelo se corresponden
con diferentes esquemas de rotacién bajo
siembra directa (SD) en campos productivos,
de acuerdo a la definicién de buenas practicas
agricolas de agricultura certificada establecida
segtin la Asociacién Argentina de Productores
de Siembra Directa (AAPRESID) y por la
Organizacién de Agricultura y Alimento.
Especificamente, uno de ellos consiste en
buenas practicas agricolas basadas en manejo
de rotacién de cultivo (RC) (soja [Glycine max
(L.) Merr.], maiz [Zea mays L.] y trigo [Triticum
aestivum L.]), incluyendo cultivos de cobertura
(Vicia villosa Roth.). El otro corresponde a baja
rotacién cercano al monocultivo de soja (MC).
En este contexto, las principales diferencias
entre rotacién y monocultivo se basan en una
mayor proporcién de soja en los MC y una
proporcién mas balanceada de maiz, trigo
y soja en los campos con RC, incluyendo en
esta ultima cultivos de cobertura invernales,
lo que resulta en un mayor rendimiento de
los diferentes cultivos. Suelos provenientes
de pastizales naturales (PN) cercanos a
los campos cultivados se utilizaron como
tratamientos de referencia porque no fueron
cultivados por lo menos durante los tltimos
30 afios. Las plantas dominantes presentes en
estos pastizales fueron: Andropogon ternatus
(Spreng.) Nees, Aristida adscensionis L., Bromus
catharticus Vahl., Paspalum dilatatum Poir., P.
notatum Fliggé, Poa ligularis Nees ex Steud,
Setaria vaginata Spreng. y Stipa speciosa Trin.
and Rupr.

Enla Tabla 1 se detalla la ubicacion, el clima,
la textura y las principales caracteristicas
quimicas de cada uno de los sitios en cada
area geografica. Para mas informacién de cada
uso de suelo y sitios de cada drea geografica,
ver Figuerola et al. (2012), Duval et al. (2013)
y Cofré et al. (2017).
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En septiembre de 2010, se colectaron tres
muestras de suelo (repeticiones) a 10 cm de
profundidad por medio de unbarreno de metal
(10 cm de didmetro), para cada combinacion
de uso de suelo/sitio. Cada muestra consistio
de 20 submuestras colectadas al azar dentro
de un area de 5 m? que se mezclaron para
obtener una muestra compuesta. Las muestras
estuvieron separadas por lo menos 50 m unas
de otras. La superficie de los campos bajo PN,
RC y MC en cada area comprende entre 2 a 4
ha. Las muestras se colectaron en el momento
en que todos los lotes bajo siembra directa se
encontraban con rastrojo o cultivos de verano.
Por lo tanto, la comunidad de HMA en el
suelo presente en las diferentes formas de
propégulos (i.e., raices, hifas y esporas) es la
que estd disponible para colonizar los cultivos
de verano de importancia agricola (soja y maiz,
en estos casos).

En un trabajo previo realizado en estos
mismos suelos (Cofré et al. 2017) se
identificaron en base a caracteres morfoldgicos
36 morfoespecies distribuidas en 7 familias:
Acaulosporaceae (6), Archaeosporaceae (1),
Claroideoglomeraceae (3), Entrophosporaceae
(1), Gigasporaceae (11), Glomeraceae (13) y
Pacisporaceae (1). Se obtuvieron los datos de
densidad total de esporas de cada familia para
correlacionarlos con los de PCM.

Determinacion del potencial de colonizacion
micorricica de cada suelo

El suelo que se us6 como inéculo consistié
en un homogeneizado de las tres muestras
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de suelo recolectadas en cada uno de los usos
(PN, RC y MC) de cadasitio (Bengolea, Monte
Buey, Pergamino y Viale). Los suelos fueron
tamizados (malla 1 cm de didmetro) a fin de
remover hojarasca, restos de rastrojo, piedras
y palos pequefios. Se realizaron tres diluciones
(1:2, 1:8 y 1:32) de cada homogenizado del
suelo con perlita y vermiculita esterilizadas
(1 henautoclavea 100 °Cy 1,5 atm de presion)
(Diaz and Honrubia 1993). En los resultados
se analizan las diluciones 1:2 y 1:32 como
situaciones contrastantes. La mezcla de suelo
fue transferida a macetas de 400 cm® y se
realizaron 12 repeticiones por dilucién por
in6culo (324 macetas).

Las semillas de V. villosa se esterilizaron
superficialmente en NaClO al 10%, y se
las lavé con agua estéril. Una vez crecidas
en arena esterilizada, se trasplantaron dos
plantulas a cada maceta. El experimento se
mantuvo en invernadero (22/19 °C dia/
noche, fotoperiodo de 14/10 h dia/noche) y
las plantas se regaron por aspersién durante 1
minuto dos veces al dia. Para evaluar el PCM
mediante el estado de micorrizacién, para
cada dilucion, uso de suelo y area geografica
se cosecharon las plantas de 4 macetas a los
15,30y 60 dias posteriores al inicio del ensayo
a fin de obtener una cinética en el tiempo. Los
sistemas radicales de las plantas se lavaron y
tifieron siguiendo la técnica de Grace y Stribley
(1991) y Brundrett et al. (1996). Las raices se
clarificaron con KOH 10%, 10 minutos a 90
°C. Posteriormente, se lavaron y acidificaron
en HCL por 1 minuto para luego tefiirlas con

Tabla 1. Ubicacion, clima, textura y clasificacién de los suelos de cada uno de los sitios ubicado en cada drea geografica
de la Pampa Argentina. Propiedades quimicas de cada suelo para los diferentes usos: pastizal natural (PN), rotacién
de cultivo (RC) y monocultivo de soja (MC) en cada drea geografica.

Table 1. Location, climate, texture and soil classifications at each site located in different geographical areas of the
Argentinean Pampas. Chemical properties of soils according to different cropping systems: natural grassland (NG),

crop rotation (CR) and soya bean monoculture (MC).

Bengolea Monte Buey Pergamino Viale
PN RC MC PN RC MC PN RC MC PN RC MC
Latitud (S) 33°01'31” 32°58'14” 33°56'36” 31°52'59”
Longitud (O) 63°37'53" 62°27'06" 60°33'57" 59°40'07”
Elevacién (m s. n. m) 231 110 56 91
Precipitacion anual (mm) 880 930 1000 1156
Temperatura media anual (°C) 17 17 16 18

Textura Franco arenoso

Franco limoso

Franco limoso Arcillo limoso /

Franco arcillo limoso

Tipo de suelo Haplustol éntico Argiudol tipico Argiudol tipico Argiudol vértico
Carbono organico total (COT, %) 1.81+ 157+ 1.28+ 358+ 22+ 1.84+ 286+ 1.85+ 1.89+ 331+ 3.87+ 261+
0.1 0.04 0.1 0.36 0.02 0.03 0.09 0.14 0.04 0.63 0.56 0.07
Nitrogeno total (NT %) 0.14+ 0.12+ 0.11x 028+ 0.17+ 0.13+ 0.24+ 0.16+x 0.14+ 026+ 0.29+ 0.2+
0.01 0.00 0.003 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.001 0.05 0.04  0.005
Fosforo disponible (mg/kg, P) 13.8+ 7.07+ 9.63+ 3456+ 71.33+ 6.27+ 43+ 11.17+ 513+ 5.73+ 27.37+ 33.33+
2.89 0.73 1.85 61.88 245 0.26 1.52 4.83 0.12 1.52 4.39 5.00
pH 63+ 58+ 57+ 55+ 56+ 6.1+ 573+ 6.1+ 61+ 643+ 6.83+ 5.67+
0.03 0.06 0.00 0.18 0.06 0.00 0.07 0.0 0.00 0.58 0.23 0.13
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azul de anilina al 0.05% durante 5 minutos a
90 °C. Las raices tenidas se examinaron bajo
lupa estereoscépica Nikon SMZ745T a fin de
evaluar la colonizacion micorricica arbuscular
(CMA) con el método de intersecciéon en
gradilla (Giovannetti and Mosse 1980).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo
con el software estadistico InfoStat Plus
version 2011 (www.infostat.com.ar). Para
todos los datos se comprobaron los supuestos
de normalidad y homogeneidad mediante
las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene,
respectivamente. Cuando los datos mostraron
una distribucion no normal, se trasformaron
alog10. Con los datos obtenidos se realizé un
analisis de la varianza (ANAVA) para poner a
prueba diferencias del PCM entre los usos de
suelo y entre sitios de estudio de las diferentes
areas geograficas. El uso de suelo (con tres
niveles: PN, RC y MC) y los sitios en cada
area geografica (con cuatro niveles: Bengolea,
Monte Buey, Pergamino y Viale) fueron los
factores fijos del modelo. Para examinar las
diferencias del PCM entre los usos de suelo
dentro de cada sitio, se utiliz6 el uso de suelo
como factor fijo del modelo (con sus tres
niveles) para cada una de los sitios.

Se utiliz6 la prueba a posteriori de Fisher
(LSD) (P<0.05) para comparar las medias
entre las variables de efecto fijo y sus
interacciones. Se calcularon los coeficientes
de correlacion de Spearman entre las familias
de HMA identificadas, las variables quimicas
de los suelos de la Tabla 1 (pH, Carbono
organico total [COT], Nitrégeno total [NT] y
Fésforo disponible [P]) y los porcentajes de
colonizacién en las raices de V. villosa.

RESULTADOS

Potencial de colonizacion micorricica, usos de
suelo y sitios

Las raices de V. villosa mostraron las
estructuras tipicas de los HMA: puntos de
entrada, hifas, vesiculas y arbtsculos. El
PCM se evalud a través del porcentaje de CMA
que oscil6 entre 0 y 68% para la dilucién 1:2 'y
entre 0 y 59% para la dilucién 1:32. Para estas
dos diluciones de suelo, la CMA present6
diferencias significativas entre los usos a los
30y 60 dias, y entre los cuatro sitios para todas
las situaciones planteadas (15, 30 y 60 dias)
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de crecimiento de las plantas de Vicia, con
excepcién de 1:32 a los 60 dias.

Respecto al suelo menos diluido (1:2), la
CMA resulto significativa para la interaccién
usos de suelo y sitios de estudio a los 30 dias
(Tabla 2). Los valores mas altos para esa
variable se registraron en PN de Pergamino
y los mas bajos en MC de Viale. A los 60 dias
de crecimiento de las plantas los valores mas
altos se observaron en el MC con respecto a
los otros usos de suelo. En cuanto a los sitios,
Bengolea y Pergamino registraron los valores
mas altos, Viale intermedios y Monte Buey los
mas bajos.

Conladilucién 1:321aCMA mostrélos valores
mas altos en los campos bajo monocultivo y
los mas bajos en rotacién (Tabla 2). Entre los
sitios de estudio, los valores maés altos para
esa variable fueron observados en Pergamino
y los més bajos en Monte Buey. Se observé
interaccién significativa entre usos de suelo
y sitios a los 30 dias. Los valores mas altos de
CMA se observaron en el MC de Pergamino
y los més bajos en Monte Buey.

Potencial de colonizacion micorricica y usos de
suelo dentro de cada sitio

La CMA aumenté a lo largo del tiempo para
los usos de suelo y sitios de estudio (Figura
1 y material suplementario), con algunas
excepciones. Para la dilucién 1:2 la CMA
presentd diferencias significativas entre los
usos de suelo en Bengolea a los 15 dias, y en
Monte Buey y Viale a los 30 dias de crecimiento
de las plantas de Vicia. Los valores més altos
se observaron para el PN en Bengolea y Viale,
y para el MC en Monte Buey.

En el suelo diluido 32 veces, a los 15 dias,
la CMA mostré diferencias significativas en
Viale, con los valores mas altos registrados
en RC y los mas bajos en MC. A los 30 dias
de crecimiento, la CMA mostré diferencias
significativas entre los usos de suelo en
Bengolea, Monte Buey y Pergamino. Para
Bengolea, los valores mas altos se registraron
en PN y los mas bajos para RC. En Monte
Buey y Pergamino los valores mas altos se
observaron en MC y los mas bajos en RC.
Al final del experimento (60 dias), la CMA
mostré diferencias significativas entre los
usos de suelo en Monte Buey, y los valores
mas altos se observaron en los campos bajo
MC con respecto a los otros dos usos de suelo
(Figura 1 y material suplementario).
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Tabla 2. Colonizacién micorricico-arbuscular (%) de Vicia villosa para dos diluciones de suelo (1:2, 1:32) de cada uno de
los usos (US) utilizados como inéculo: pastizal natural (PN), rotacién de cultivo (RC) y monocultivo (MC), durante tres
fechas de cosecha (15, 30 y 60 dias a partir del inicio del experimento) en los cuatro sitios (S) de cada drea geografica:
Bengolea (B), Monte Buey (MB), Pergamino (P) y Viale (V). Los valores son la media + error estandar. Resultados del
ANAVA entre usos de suelo, sitios y su interaccion. Letras diferentes indican diferencias significativas segtin la prueba
a posteriori LSD Fisher (P<0.05). ns, no significativo; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Table 2. Arbuscular mycorrhizal colonization of Vicia villosa for two soil dilutions (1: 2, 1:32) of each land uses (US)
used as inoculum: natural grassland (NG), crop rotation (CR) and monoculture (MC), during three harvest dates (15, 30
and 60 days from the beginning of the experiment) in the four sites (S) of each geographical area: Bengolea (B), Monte
Buey (MB), Pergamino (P) and Viale (V). The values are the mean + standard error. Results of ANAVA between land
uses, geographical areas and their interaction. Different letters indicate significant differences according to the Fisher
LSD a posteriori test (P<0.05). ns, non-significant; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Factor Término ge‘ilé‘es F P %gei?g F ?ge(ilgg F P
Dilucién 1:2
Us PN 11.76+3.25 017 ns 24.80+5.87 a 3.05 * 21.39+#491ab 332 *
RC 10.13+3.23 14.75+2.86 b 14.12+2.81 b
MC 11.1+4.37 21.29+3.80 ab 29.05+4.67 a
S B 2.90+0.98 ¢ 36.39  *** 24.67+4.30 b 149 29.19+5.60 a 327 %
MB 1.18+0.98 bc 11.01+4.09 c 11.48+4.65b
P 31.23+3.74 a 36.73+4.91a 28.07+4.45 a
A% 8.66+2.17 b 8.72+2.11 ¢ 17.35+4.29 ab
us*s PN*B 5.98+2.18 bc 111 ns 36.61x10.59ab 323  ** 29.22+13.84 036 ns
PN*MB 0.16+0.16 ¢ 2.50+0.53 e 4.18+0.99
PN*P 28.71+6.74 a 44.27+13.74 a 32.28+8.08
PN*V 12.17+3.12 b 15.82+4.61 cde 19.86+8.01
RC*B 1.89+0.72 bc 21.70£3.50 bed 24.29+7.01
RC*MB 0.40+0.40 ¢ 2.60+1.06 e 5.32+1.10
RC*P 27.97+4.59 a 28.17+1.26 abc 17.18+4.99
RC*V 10.24+5.20 be 6.52+0.75 de 9.69+3.54
MC*B 0.83+0.53 be 15.70+1.09 cde 34.5+9.39
MC*MB 2.98+2.98 bc 27.92+6.27 abc 24.92+12.06
MC*P 37.00+8.42 a 37.74+5.49 ab 34.75+8.22
MC*V 3.57+1.22 bc 3.82+0.94 e 22.49+9.77
Dilucién 1:32
us PN 4.75+1.92 012 ns 8.23+1.65b 7.11 ** 12.75£3.57 b 3.86 *
RC 4.44+1.54 6.41£5.50 b 9.33£9.88 b
MC 3.96+2.13 13.73£3.92 a 20.2249.39 a
S B 0.26+0.26 b 2527 9.51+1.29b 20.06  *** 16.31+3.42 129 ns
MB 0.00+0.00 b 3.14+1.02 ¢ 8.62+2.47
P 14.37£2.39 a 19.82+4.46 a 16.53+3.12
v 291+1.01b 5.37+1.53 ¢ 14.94+4.53
Us*S PN*B 0.78+0.78 ¢ 0.8 ns 13.99+1.10 b 8.41 ¥ 14.17+5.67 094 ns
PN*MB 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 e 2.13+0.22
PN*P 15.41+4.60 a 11.42+3.36 be 12.38+2.50
PN*V 2.82+0.61c 7.5142.23 bedef 22.33+12.16
RC*B 0.00+0.00 ¢ 4.89+1.19 cdef 13.46+7.23
RC*MB 0.00+0.00 ¢ 2.90+1.99 def 4.49+1.56
RC*P 11.87+3.18 ab 10.98+2.68 bed 14.07+5.88
RC*V 5.91+2.24 be 6.88+3.64 bedef 5.29+2.53
MC*B 0.00+0.00 ¢ 9.65+1.39 bede 21.32+5.63
MC*MB 0.00+0.00 ¢ 6.52+0.59 bedef 19.23+2.76
MC*P 15.85+£5.32 a 37.04+7.20 a 23.14+6.61
MC*V 0.00+0.00 ¢ 1.71+0.83 ef 17.20+4.54 abc
Andilisis de correlacion Glomeraceae y con Acaulosporaceae sélo

con el suelo mas diluido (1:32) (Tabla 3). Para

La CMA mostrd Correlaci()n SigniﬁcatiVa y ambas dﬂuciones de Suelo/ a los 30 dias[ la
positiva para ambas diluciones (1:2,1:32) alos  CMA fue positiva con Acaulosporaceae, y
15 dias, con las familias Entrophosporaceae, con Entrophosporaceae solo con el suelo
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Figura 1. Colonizacién micorricico-arbuscular (%) de las plantas de Vicia villosa crecidas en tres suelos con diferentes
usos (pastizal natural [PN], rotacién de cultivo [RC] y monocultivo [MC]) en dos diluciones (1:2 y 1:32) del suelo
durante tres fechas de cosecha (15, 30 y 60 dias a partir del inicio del experimento) para los cuatro sitios en cada area

geografica. Los valores son la media + error estindar (n=4).

Figure 1. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) colonization of Vicia villosa seedlings grown in three soils with different
uses, natural grassland (NG), crop rotation (CR) and monoculture (MC). in two soil dilutions (1:2 and 1:32) during
three harvesting dates (15, 30 and 60 days from the beginning of the experiment) for four sites in each geographical

area. The values are the mean =+ standard error (n=4).

mas diluido. A los 60 dias, la dilucién 1:
2 present6 relaciones positivas con las
familias Acaulosporaceae y Pacisporaceae.
Correlaciones fuertemente negativas se
presentaron entre la CMA y el fésforo
disponible (P), el Carbono organico total (COT)
y el Nitrégeno total (NT). Entrela CMA y el P

esos datos se presentaron en ambas diluciones
de suelo y en todos los tiempos de cosecha,
entre la CMA y COT y el NT alos 30 y 60 dias
en la dilucién 1:2 y a los 60 dias en la dilucién
1:32. La CMA se correlacioné positivamente
con el pH a los 30 dias para la dilucién 1:32
(Tabla 3).
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Tabla 3. Analisis de correlaciéon de Spearman entre los porcentajes de colonizacién de las raices de Vicia villosa (crecidas
en las diferentes diluciones de suelo (1:2 y 1:32) y durante las tres fechas de cosecha (15, 30 y 60 dias a partir del inicio del
experimento)) y las distintas familias de hongos micorricico-arbusculares (HMA) identificadas y las variables quimicas
de los suelos (Carbono orgénico total, COT; Nitrégeno total, NT; Fésforo disponible, P). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Table 3. Spearman correlation analysis between the colonization percentages of Vicia villosa roots grown in the different
soil dilutions (1:2 y 1:32) and during three harvesting dates (15, 30 and 60 days from the beginning of the experiment)
and the different families of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) identified and chemical variables of soils (total organic
Carbon,COT; total Nitrogen, NT; available Phosphorus, P). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Colonizacién segtin dilucién (dfas)  1:2 (15) 1:2(30) 1:2(60) 1:32 (15) 1:32 (30) 1:32 (60)
Familia de HMA /variables quimicas
Acaulosporaceae 0.51 0.71* 0.63* 0.55% 0.81** 038
Archaeosporaceae 0.08 -0.38 -0.27 -3.00E-03-0.3 -0.16
Claroideoglomeraceae 0.39 0.27 0.24 0.38 0.45 0.22
Entrophosporaceae 0.58* 0.52 0.43 0.64* 0.69**  0.16
Glomeraceae 0.65* 0.44 0.15 0.58* 0.5 0.17
Gigasporaceae -0.06 0.36 0.49 0.03 0.32 -0.05
Pacisporaceae 0.41 0.41 0.6* 0.42 0.53 0.45
CcoT 0,15 -0.34*  -0.46* 0.23 -0.26 -0.41%
pH 0.26 0.28 0.31 0.26 0.33* 0.22
NT 0.22 -0.34*  -0.48** 0.30 -0.26 -0.43**
P -0.50**  -0.76%** -0.69** -0.50** -0.59** -0.46**
Discusion agricultura orgénica o labranza convencional

En este trabajo se evalué el potencial de
colonizacién micorricica (PCM) en suelos
provenientes de diferentes sistemas de
cultivo: monocultivo de soja (MC), rotaciéon
de cultivo (RC) y un pastizal natural (PN)
como referencia, en 4 sitios ubicados en
diferentes areas geograficas de la Pampa
Argentina: Bengolea y Monte Buey (provincia
de Cérdoba), Pergamino (provincia de Buenos
Aires) y Viale (provincia de Entre Rios). Los
resultados muestran actividad micorricica
arbuscular en la mayoria de los casos
analizados. El PCM presenté valores de 0 a
68%, similares a los observados en estudios
previos (Purin et al. 2006; Bedini et al. 2013;
Soteras et al. 2014; Gai et al. 2015). Ademas,
el PCM resulté diferente entre los manejos de
suelo para ambas diluciones (1:2 y 1:32) y entre
los diferentes sitios localizados en las distintas
areas geograéficas. Sin embargo, los patrones
de variaciéon no resultaron consistentes
con lo observado en las comunidades de
esporas (Cofré et al. 2017). Para la mayoria
de las combinaciones, el PCM de las raices
de V. villosa se increment6 con el tiempo
excepto Viale, mostrando los valores mas
altos en MC a los 60 dias de crecimiento de
las plantas. En esta linea, se observaron altos
valores de PCM en bosques degradados del
centro de la Argentina (Soteras et al. 2014).
Por otro lado, Purin et al. (2006) observaron
mayores PCM en pastizales utilizados como
control que en plantaciones de manzana bajo

al sur de Brasil. En conjunto, estos resultados
muestran que el efecto de los usos de la tierra
sobre el PCM varia con el sistema estudiado y
el tipo de uso. E PCM vari6 entre los sitios de
estudio, lo que es consistente con lo observado
en la composicion de las comunidades HMA
(Cofré et al., 2017). Es posible que otros
factores como la historia de uso de los suelos,
las propiedades fisico-quimicas propias
de cada sitio y el “provincialismo” de los
microorganismos del suelo estén influyendo
estos patrones de respuesta (Hedlund et al.
2003; Ge et al. 2008).

Los agroecosistemas poseen caracteristicas
particulares que influyen en la actividad de los
HMA. Mientras que en ecosistemas naturales
existen diferentes especies de plantas de
distintas edades y estacionalidad hospedando
los HMA, en sistemas agricolas como es el caso
de los campos bajo RC y MC en este estudio,
se observan dos periodos estacionales muy
marcados: una parte del afio (febrero) en la
que se registra una gran densidad de plantas
hospedantes pertenecientes a la misma especie
vegetal, y otra parte del afio (septiembre) con
ausencia de hospedantes o, en algunos casos,
con presencia de cultivos de cobertura o
cultivos de invierno. Los resultados de este
trabajo se enmarcan dentro de un muestreo,
en una estacién del afio (primavera) y en una
especie de planta, y muestran la infectividad
que tienen los suelos previos a la siembra de
la soja.
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En estos mismos sitios de muestreo, Cofré
et al. (2017) observaron que la densidad de
esporas fue mayor en el pastizal natural que
en los campos bajo siembra directa (MC y RC),
excepto para Monte Buey. La riqueza mostré
un patrén similar sélo en Bengolea y no se
observaron diferencias en los otros sitios de
estudio. En el presente trabajo, los patrones de
infectividad mostraron en general valores mas
altos en MC lo que sugiere que no existe una
relacion directa entre la densidad de esporas
de HMA vy la infectividad del suelo medido
con una unica especie hospedera (V. villosa).
Es posible que la infectividad se relacione
con alguna especie o conjunto de ellas mas
que con la densidad total o la riqueza. En este
sentido, los anélisis de correlacion muestran
una relacién positiva del PCM con las familias
Entrophosporaceae y Glomeraceae en las dos
diluciones y con Acaulosporaceae en una de
ellas. De estas tres familias, Glomeraceae es
la que promueve mayores porcentajes de
colonizacién micorricica y menos beneficios
en términos de crecimiento y nutricién
(Maherali and Klironomos 2007, 2012). Por
lo tanto, las implicancias funcionales de los
PCM observadas en este trabajo deberian
ser evaluadas experimentalmente para cada
una de las situaciones de uso. De este modo
se podria establecer la relevancia de las
diferencias en la composicion de esporas y del
PCM en el crecimiento y nutricién de la soja.
Seria interesante detectar, mediante técnicas
moleculares, los HMA que se encuentran
colonizando las raices de las plantas de
estudio (Redecker et al. 2000; Davison et
al. 2012), ya que las especies de la rizosfera
no necesariamente reflejan los simbiontes
radicales (Clapp et al. 1995). En estudios
previos se observé que la colonizacién
micorricica no necesariamente se relaciona con
el beneficio proporcionado por los HMA hacia
la planta (Gange and Ayres 1999; Smith and
Read 2008), por lo que una especie de planta
puede tener altos porcentajes de colonizaciéon
micorricica arbuscular sin que los HMA con
los que se asocia les brinden algtin beneficio
(Johnson et al. 1997).

Es importante notar las diferencias en la
fertilizacién histérica de P y N en los campos
bajo RC y MC (ver Duval et al. 2015), donde
los mayores valores se observan en los campos
sujetos a rotacion. Esto podria explicar en parte
los bajos valores de colonizacién observados
en V. villosa para esos mismos campos, ya
que en general existe una relacién negativa
entre la fertilidad del suelo y la colonizacién
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micorricica (Treseder 2004). Los analisis
de correlacién negativos entre la CMA y el
P, el COT y el N son consistentes con esta
afirmacién. Més aun, los suelos del PN y los
campos bajo RC en Monte Buey mostraron
los valores mas altos de P disponible (Tabla
1) que las otras combinaciones de usos de
suelo y areas geogréficas. Estos altos valores
de P disponible se pueden explicar porque
dichos lotes poseen una historia previa de
cria de ganado porcino, actividad que genera
grandes cantidades de P organico que con
el tiempo puede mineralizarse y dar lugar
a concentraciones elevadas de P disponible
(Jorge Romagnoli, Establecimiento La Lucia,
Monte Buey, comunicacién personal; Luis
Wall, datos no publicados). En este trabajo y
en Cofré et al. (2017) se observaron los valores
mas bajos de CMA, densidad y riqueza de
esporas de HMA en el PN seguido por RC en
Monte Buey.

Finalmente, los resultados aqui presentados,
junto con las observaciones realizadas
previamente sobre la densidad y la diversidad
de esporas de HMA en estos mismos suelos
(Cofré et al. 2017) sefialan las limitaciones del
paradigma actual de las simbiosis de HMA. El
conocimiento de estas simbiosis se desarroll6
histéricamente sobre la base de ensayos en
condiciones controladas y que se interpelan
frente a la complejidad de la estructura y
dindmica de los microbiomas actualmente
reconocidos enlos suelos (Figuerola etal. 2014).
Tal como lo sefialan Ryan and Graham (2018),
los resultados obtenidos en experimentos de
invernadero generalmente no son aplicables
al campo, ya que no imitan las condiciones
que ocurren en la naturaleza (e.g., ausencia
de condiciones extremas o variaciones
ambientales, el efecto de la esterilizacion
del suelo sobre los microorganismos y los
nutrientes, uso de una tinica o pocas plantas,
limitacién del espacio para que se desarrollen
las raices, entre otras).

CONCLUSION

Este trabajo sugiere que los campos
bajo monocultivo de soja del centro de la
Argentina presentan un mayor potencial de
colonizacién micorricica en plantas de Vicia
villosa, aunque las diferencias significativas
mostraron excepciones. Los patrones de
variacion de la colonizacién observados en
V. villosa fueron diferentes a los de las otras
variables analizadas (densidad y riqueza de
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esporas) para la comunidad de HMA en los
mismos sitios (Cofré et al. 2017). Posiblemente,
una o varias especies de HMA estén jugando
roles especificos en promover esta diferencia
funcional. De forma complementaria, las
condiciones histéricas de uso de suelos
y las limitaciones de utilizar una tnica
especie como planta hospedadora expliquen
parte de los resultados observados en este
estudio. Finalmente, se pone en relieve las
limitaciones de los paradigmas actuales de
la simbiosis micorricica y la necesidad de
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