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1 RESUMEN

La rotacion de cultivos y la siembra directa son practicas agricolas que han sido
adoptadas por los productores uruguayos como alternativas mds sustentables a las
practicas tradicionales, debido a sus efectos positivos sobre la productividad, el
control de patégenos y la conservacion de propiedades del suelo. Sin embargo,
poco se sabe acerca del impacto de estas practicas de manejo sobre las
comunidades microbianas del suelo, a pesar de que los procesos mediados por ellas
son esenciales para la productividad y estabilidad de los agroecosistemas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la rotacién de cultivos de
granos con pasturas sobre las comunidades bacterianas del suelo, con énfasis en las
que tienen potencial como promotoras del crecimiento vegetal. Se estudiaron dos
ensayos de larga duracién ubicados en estaciones experimentales de INIA, donde se
evallan sistemas agricolas con diferentes intensidades de uso del suelo en siembra
directa (INIA-Treinta y Tres) o con laboreo convencional (INIA-La Estanzuela). Se
tomaron muestras de suelo en otofo y primavera, durante 2 afos y se analizaron las
poblaciones de bacterias cultivables por técnicas de recuento (heterétrofas,
Pseudomonas fluorescentes, Bacillus spp., actinobacterias y fijadoras de N2 en vida
libre), asi como la estructura de la comunidad bacteriana total y de bacterias
fijadoras de N2 por una técnica independiente de cultivo.

En general, en ambos ensayos se observé una mayor abundancia de bacterias en las
rotaciones con mayor proporcion de pasturas. En el ensayo de INIA-La Estanzuela,
la introduccién de pasturas aument6 ciertas poblaciones bacterianas, igual o mas
que la fertilizacién quimica. En el ensayo de INIA-Treinta y Tres, los tratamientos de
rotaciones presentaron una abundancia bacteriana mayor o similar que en el cultivo
continuo de granos, pero menor que en el mejoramiento permanente de pasturas.
Las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre se vieron
favorecidas con la presencia de pasturas y fertilizacion, mientras que las
Pseudomonas fluorescentes y los Bacillus spp. mostraron poca respuesta al
tratamiento agricola. La poblacién de actinobacterias fue la mds sensible a cambios
en la intensidad de uso agricola, aumentando con la presencia de pasturas en la
rotacion.

La estructura de la comunidad bacteriana presente en las muestras de suelo se



analizé por DGGE (Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante) de un
fragmento del gen del ARNr 16S. El analisis del domino Bacteria mostr6 diferencias
en la estructura de la comunidad con el tratamiento agricola. En el ensayo de INIA-
La Estanzuela la comunidad bacteriana bajo rotacién fue diferente que bajo cultivo
continuo, mientras que en INIA-Treinta y Tres dependi6 de la estacién de muestreo
analizada. A partir de los resultados de DGGE se determinaron indices de
diversidad. En INIA-La Estanzuela la diversidad bacteriana fue menor en la rotacién
y en el cultivo continuo con fertilizantes respecto al cultivo continuo sin
fertilizantes. En INIA-Treinta y Tres la diversidad en la rotacién fue mayor que bajo
cultivo continuo, pero menor que en mejoramiento permanente o campo natural. Se
analizé también la estructura de la comunidad de bacterias fijadoras de nitrégeno
por DGGE de un fragmento del gen nifH que codifica para la enzima nitrogenasa.
En INIA-La Estanzuela se observaron diferencias en dicha comunidad entre los
sistemas de rotacion y los de cultivo continuo, mientras que en INIA-Treinta y Tres
no se encontraron diferencias relacionadas al tratamiento agricola.

Se analizaron las relaciones entre las variables microbiolégicas y fisicoquimicas del
suelo mediante andlisis multivariados. En el ensayo de INIA-La Estanzuela las
muestras de cultivo continuo se diferenciaron de las de rotaciones, estando la
variable pH mds asociada al cultivo continuo sin fertilizantes y la presencia de
bacterias y nutrientes a las rotaciones. En INIA-Treinta y Tres las parcelas de campo
natural y mejoramiento permanente se diferenciaron de los otros tratamientos,
presentando mayores valores de pH, poblaciones bacterianas y nutrientes, con
excepcion del fésforo disponible que se asocié principalmente al cultivo continuo.
Se confirmd la hipétesis planteada: la rotacién de cultivos de granos con pasturas
modifica la estructura de las comunidades de bacterias del suelo promotoras del
crecimiento vegetal, alterando su abundancia y diversidad. Los resultados de este
trabajo aportan conocimiento sobre las bacterias presentes en suelos uruguayos y
contribuyen al manejo sustentable de cultivos, promoviendo sistemas de produccién
que potencien las funciones de los microorganismos, presenten menor impacto

sobre el suelo y favorezcan su conservacion.

PALABRAS CLAVE: comunidad bacteriana, diversidad, rotaciones cultivo-pasturas,

experimentos de larga duracion.



2 INTRODUCCION

El suelo es un recurso no renovable a escala humana, y su funcionamiento no sélo
es importante en la produccion de alimentos vy fibras sino que también lo es en el
mantenimiento local, regional y global de la calidad ambiental (Doran & Zeiss
2000). La toma de conciencia de esta situacion ha aumentado el interés por evaluar
la sustentabilidad de las practicas agricolas y la calidad del suelo asociada a las

mismas.

La degradacion de las tierras usadas para la agricultura y la resultante pérdida de
biodiversidad y productividad de los suelos generan gran preocupacion. A pesar del
gran progreso en la productividad agricola en las Gltimas décadas, la degradacion de
los suelos ha reducido la capacidad productiva de los mismos en un 40%
aproximadamente (Girvan et al. 2003). Las prdcticas agricolas como ser cultivos
intensivos, laboreo y eliminacion de los residuos de los cultivos, contribuyen al
agotamiento de las reservas de materia organica de los suelos a nivel mundial

(Bustamante et al. 2010).

Los suelos sufren degradacién fisica a través de la erosién y compactacion. La
degradacion quimica ocurre debido a la acidificacion, al agotamiento de nutrientes,
a la contaminacién por residuos industriales y por el uso abusivo de fertilizantes y
pesticidas. Finalmente, la degradacién biolégica se debe al agotamiento de la

materia orgdnica y a la pérdida de biodiversidad (Girvan et al. 2003).

La biodiversidad del suelo ha sido identificada como un area que requiere particular

atencién en la agenda de trabajo de institutos de investigacién, organizaciones



internacionales, sectores publicos y privados y gobiernos, dada la importancia que
tienen los organismos que habitan el suelo al contribuir con un amplio rango de

servicios esenciales para el funcionamiento sustentable de todos los ecosistemas.

La biodiversidad confiere estabilidad y resiliencia a los ecosistemas. Debido a los
beneficios econdmicos de la biodiversidad del suelo en términos de sustentabilidad,
existe actualmente un mayor interés en comprender y conservar la diversidad de las
comunidades edaficas. Este es uno de los grandes retos que enfrenta la agricultura
para alcanzar la sustentabilidad, aspecto que fue totalmente ignorado durante la
revolucién verde. Tanto la funcién como la estructura de las comunidades
microbianas estan altamente afectadas por las caracteristicas del suelo y la
diversidad vegetal, pero también responden a alteraciones en las condiciones
ambientales debidas a la intervencion antropogénica a través de las prdcticas
agricolas (Ball et al. 2009; Butenschoen et al. 2011). La agricultura sustentable
procura mantener un nivel de productividad de los cultivos en el tiempo, sin
comprometer los componentes estructurales y funcionales de los agroecosistemas.
Histéricamente, la evaluacion de éstos se ha centrado en la cuantificacién de su
produccién, mientras que la valoraciéon de los procesos biolégicos esenciales para
su funcionamiento ha sido escasamente contemplada. Los sistemas de produccion

del Uruguay no escapan a esta realidad.



2.1 Sistemas de produccion agricola en Uruguay

Desde las etapas iniciales del desarrollo de la agricultura hasta fines de los afios 50,
nuestro pais se caracteriz6 por la siembra continua de cultivos, con laboreo
convencional, sin el control de erosién ni agregado de fertilizantes. Esto condujo a
balances negativos de C, N y P en el suelo y el consiguiente deterioro de sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas. A partir de la década del 60, se inicio la
aplicacion de fertilizantes (N, P, K) y en 1970 comenzaron a incluirse pasturas
(gramineas y leguminosas) sembradas en rotacién con los cultivos. Las rotaciones
cultivo-pastura contribuyen a la sustentabilidad porque tienen la capacidad de
revertir los procesos de degradacion de los suelos, recuperando en parte su
potencial productivo (Diaz 2003). De las especies que integran las pasturas, las
leguminosas forrajeras son el principal componente restaurador y sus ventajas sé6lo

se capitalizan si se asegura su persistencia productiva (Altier 1996).

A principios de los 80s, se comenzaron a implementar prdcticas de conservacién de
suelos y se desarrollaron las primeras experiencias en siembra directa de cultivos.
Desde el inicio de los 90s, la siembra directa fue adoptada rapidamente por un

importante nimero de productores (Morén 2003).

Las practicas que pueden causar las menores perturbaciones ambientales para la
biota del suelo son aquellas que consideran el manejo de los residuos, la reduccién
o ausencia completa del laboreo y la diversificacion temporal (rotaciones) y espacial
(pasturas mixtas) de cultivos. En nuestro pais, en materia de manejo sustentable de
suelos agricolas, se dispone actualmente de dos grandes alternativas tecnolégicas.

Por un lado, las rotaciones de pasturas y cultivos que aumentan la diversificacion



productiva (sistemas mixtos de produccién) y, por otro, la reduccion del laboreo,

teniendo su maximo desarrollo en la siembra directa.

La evaluacion de la sustentabilidad de los sistemas de producciéon que adoptan
nuevas tecnologias plantea la necesidad de cuantificar y comprender las variables
del suelo quimicas, fisicas y biolégicas, asi como también disponer de indicadores
que permitan determinar la calidad/salud del suelo (Doran & Zeiss 2000). Asi se
podra explicar y alertar sobre el impacto ambiental a largo plazo que tendran las

innovaciones de manejo de los suelos y cultivos (Diaz 2003).

2.2 Beneficios de la rotacion de cultivos

La agricultura de granos es la responsable de los mayores problemas ambientales
que acompanaron el desarrollo productivo en muchas regiones del mundo. La
preparacion anual de suelos condujo a la degradacién y erosion de los suelos mas
productivos en vastisimas regiones, ya que pocas actividades humanas se
desarrollan en tanta extension territorial. Uruguay no ha sido ajeno a eso (Diaz
2003). La materia orgdnica de nuestros suelos comenzé a ser afectada hace
aproximadamente 500 afos con la introduccién del ganado, especialmente por los
grandes periodos de sobrepastoreo que condujeron a la pérdida de misma. Desde
hace aproximadamente 100 afios el impacto fue mayor, con el comienzo de la
agricultura continua con laboreo, que determiné grandes pérdidas de suelos y su
materia organica. Hace 50 anos comenzaron a adoptarse las rotaciones con pasturas

que tienden a equilibrar el proceso promoviendo la acumulacién de materia



organica. En los dltimos 20 afios con la eliminacién del laboreo por adopcién de la
siembra directa surge otra potencial contribuciéon en este sentido. La accién del
hombre ocurre en un periodo muy breve en relacion al proceso de formacion de un
recurso natural y puede ser muy grave, por lo que es importante comprender las

consecuencias del manejo de los suelos (Diaz 2003).

Las rotaciones de cultivos se asocian al concepto de sustentabilidad ambiental y
productiva, ya que es una practica de producciéon que permite mitigar y superar
varios problemas del monocultivo. Las rotaciones de cultivos pueden ser
simplemente la alternancia de cultivos anuales, o implicar la introduccién de
pasturas en rotaciéon con cultivos, con mayor potencial para contribuir a la
sustentabilidad (Diaz 2003). La nutricién de los cultivos puede ser mantenida
mediante la inclusiéon de leguminosas en la rotacion y el reciclado de nutrientes a
partir de los residuos del cultivo anterior y de las heces de los animales que las

pastorean si se incluyen leguminosas forrajeras (Gosling et al. 2010).

La rotacién de cultivos también ha demostrado ser beneficiosa para disminuir la
incidencia y severidad de pestes y enfermedades, dado que el huésped de los
diferentes fitopatégenos es alternado en el tiempo (Gosling et al. 2010). Existen
numerosos ejemplos de esto, en diversos cultivos y con diferentes patogenos.
Enfermedades de la papa causadas por Rhizoctonia solani, Streptomyces scabiei,
Spongospora subterranean y Verticillium dahliae han sido reducidas en un 10 a un
50% en relacion al cultivo continuo mediante la introduccién de rotaciones. Dichos
efectos se espera que sean mayores luego de varios ciclos de rotacion,

particularmente en relacion a las enfermedades producidas por organismos



patégenos del suelo (Larkin & Honeycutt 2006; Larkin, Honeycutt, Giriffin, et al.

2011; Bernard et al. 2012).

La efectividad de las rotaciones para reducir enfermedades puede depender de la
especie vegetal incluida en la rotacion y del patégeno considerado. En un
experimento de rotaciones en papa, se determiné que dos tipos de abonos verdes
redujeron un 18 y 25 % mads el marchitamiento causado por Verticillium sp. que la
rotacién con cebada, pero la rotacién con mostaza fue mejor en reducir otras
enfermedades del suelo, aumentando el rendimiento de la papa en un 12%
comparado con la rotaciéon con cebada. Sin embargo, ninguna rotacién igualé6 el
efecto del tratamiento quimico, que redujo 35% el marchitamiento causado por
Verticillium sp. y aumenté un 18% el rendimiento. Ademds, en el segundo ciclo de
rotaciones sélo la fumigacién quimica logré reducir las enfermedades, indicando
que pueden ser necesarios varios anos para alcanzar el potencial de las rotaciones
para suprimir patégenos en suelos muy infectados (Larkin, Honeycutt & Olanya
2011). En un estudio mds reciente, la rotacion del cultivo de papa con canola
(Brassica napus) como abono verde reduzco de un 10 a un 52% las enfermedades
del suelo causadas por Rhizoctonia solani, Helminthosporium solani'y Streptomyces

scabiei (Bernard et al. 2014).

En un estudio realizado en México sobre las practicas aplicadas por pequefios
productores durante 15 afnos, se determiné que la incidencia de la podredumbre de
raiz en maiz causada por patégenos del suelo disminuy6é cuando se plant6 en
rotacién con trigo. Esta practica asociada a otras como la siembra directa y la

retencion de residuos puede llevar a aumentos de un 25-30% en la produccién en



comparacion con practicas comunes de produccion como el laboreo, el

monocutlivo y la remocién de los residuos (Govaerts et al. 2008).

Los mecanismos parcialmente responsables de la reduccién en las enfermedades
incluyen cambios en las comunidades microbianas del suelo mediados por las
plantas u otros microorganismos (Bernard et al. 2012). El aumento en los
rendimientos de los cereales en rotacién con leguminosas, puede deberse a los
cambios producidos en la rizésfera que potencian el crecimiento temprano de la
planta (Alvey et al. 2003). Por otra parte, aquellas comunidades que habitan el suelo
no rizosférico, pueden ser las que reflejen mejor la influencia potencial que tendran

en los cultivos sucesivos de la rotacion (Larkin 2003).

2.3 Microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo juegan roles vitales en varios ciclos geoquimicos y
estan implicados en el 90 % de los procesos en este ecosistema, muchos
importantes para la calidad del suelo: regulan la descomposicién de la materia
organica, el reciclaje y la disponibilidad de nutrientes y contribuyen a la formacién
y el mantenimiento de la estructura edafica (Kirk et al. 2004; Brussaard et al. 2007).
También contribuyen a la nutricién y salud de las plantas, dado que sirven como
depdsito y fuente de la mayoria de los nutrientes, son capaces de solubilizar
minerales, producir hormonas vegetales, fijar el nitrégeno atmosférico, causar
enfermedades o antagonizar microorganismos deletéreos (Bardgett et al. 1997; Kirk

et al. 2004). Aunque los flujos de importantes gases con efecto invernadero como el



metano, 6xido nitroso y dioxido de carbono no son procesos enteramente
resultantes de la actividad microbiana, se ha sugerido que los mecanismos de fondo
involucran cambios en la diversidad y actividad de las poblaciones bacterianas
(Griffiths et al. 2003). También participan en la provisién de servicios ecosistémicos
tales como resistencia y resiliencia contra perturbaciones y estrés (Brussaard et al.

2007).

Las comunidades bacterianas del suelo y los procesos mediados por ellas son
criticos para el funcionamiento del ecosistema edafico y su productividad. Por esto,
existe la necesidad de integrar la comunidad bacteriana del suelo a nuestro
entendimiento de las interacciones ecosistémicas a diferentes escalas (planta,
comunidad vegetal y paisaje) (Kuske et al. 2002). Esta bien establecido que la
presencia o ausencia de grupos funcionales importantes de bacterias del suelo, por
ejemplo los fijadores de nitrégeno, pueden tener una fuerte influencia en los
procesos de las plantas y el suelo. Sin embargo, la comprensién de cémo la
composicion de bacterias dentro de los grupos funcionales (por e€j. las heterétrofas)
puede alterar la dindmica del ecosistema permanece incompleta. Dada la gran
variacion en las tasas de crecimiento y tiempos de generacion, y la capacidad para
utilizar distintos sustratos organicos que presentan las poblaciones de los diferentes
géneros, es altamente probable que la composicién bacteriana influya en los flujos

de carbono y nutrientes del suelo (Frank et al. 2003).

Algunos parametros microbianos tales como su biomasa, respiracion y actividades
enzimaticas son aspectos importantes de la salud del suelo, y representan valiosas

herramientas para monitorear la calidad de este recurso (Sharma et al. 2011).
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2.4 Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

Los microorganismos influyen en la fertilidad de los suelos agricolas, especialmente
con respecto a la disponibilidad de nutrientes para las plantas y a la supresion de

patégenos (Kennedy & Smith 1995).

Entre las formas de promocién directa del crecimiento vegetal, el aporte de
nitrégeno a las plantas por bacterias del suelo es la que ha sido mejor caracterizada.
La fijacién bioldgica de nitrogeno (FBN) atmosférico a formas quimicas asimilables
por los organismos superiores sélo puede ser efectuado por procariotas de los
dominios Bacteria y Archaea. Los microorganismos reducen el N2 mediante el
complejo enzimdtico nitrogenasa, el cual es altamente conservado. Algunos
microorganismos como los de la familia Rhizobiaceae realizan la FBN en asociacion
simbidtica con plantas leguminosas, mientras que otros pueden fijar nitrégeno en
vida libre, como los pertenecientes a los géneros Azotobacter y Azospirillum, entre

otros (Colnaghi et al. 1997).

La supresividad de patégenos vegetales involucra una menor incidencia de
enfermedades por ausencia del patégeno o incluso a pesar de la presencia del
mismo. Este fendmeno ha sido conceptualmente dividido en supresividad general y
especifica. La primera esta asociada a comunidades, y generalmente se desconocen
los microorganismos y mecanismos responsables. La supresividad especifica se debe
a interacciones especificas entre fitopatégenos y uno o mads antagonistas, por
ejemplo, un productor de antibidticos. La expresién del potencial supresivo para
fitopatégenos dependerd de los determinantes abidticos y de la estructura de la

comunidad microbiana del suelo. Asimismo, la supresividad contra patégenos esta
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afectada por diferentes estrategias de manejo de suelos (van Elsas et al. 2002). En
suelos supresivos, ciertos géneros bacterianos tales como Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia y las actinobacterias se encuentran a menudo en altas poblaciones

(van Bruggen & Semenov 2000).

Las bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces (actinobacterias)
han sido extensamente estudiadas como agentes de control biolégico. Los
mecanismos de accién que determinan su antagonismo de patdgenos incluyen:
competencia por nutrientes, produccion de antibiéticos o de enzimas hidroliticas, e
induccion de resistencia en la planta (Ligon et al. 2000). Alternativamente, cepas
pertenecientes a estos géneros incrementan el crecimiento de la planta porque
solubilizan nutrientes, liberan fitohormonas o disminuyen el nivel de metales
pesados en el suelo, por lo que se las incluye dentro del grupo de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR') (Kloepper 1995). La produccion de
antibiéticos en el suelo también se debe en gran medida a la presencia de
actinobacterias. Estos organismos también pueden parasitar patégenos flngicos

mediante la degradacién de sus esporas (Whipps 2001).

Por estas razones, determinar los manejos del suelo que influyen de forma positiva o
negativa en estas comunidades permitird mejorar la salud y nutricién de las plantas

mediante la implementacién de practicas agropecuarias adecuadas.

' PGPR: del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria.
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2.5 Diversidad microbiana

Las comunidades microbianas son extremadamente diversas. Su diversidad incluye
la composicion genética de los microorganismos, el ambiente o habitat donde se
encuentran y su rol ecolégico o funcional dentro del ecosistema (Schinner 1996;

Hunter-Cevera 1998).

Pueden haber grandes diferencias entre las evaluaciones de la diversidad
microbiana presente en ambientes naturales realizadas con diferentes técnicas. Estas
diferencias reflejan el estado fisiolégico de las bacterias, las cuales pueden ser
cultivadas bajo ciertas condiciones y desarrollarse en formas durmientes vy
probablemente no cultivables bajo otras condiciones. A partir del desarrollo de la
ecologia microbiana molecular se ha demostrado que la diversidad microbiana en la
naturaleza es mucho mayor de lo que se pensaba. Tanto por métodos dependientes
como independientes de cultivo se ha establecido que el suelo representa uno de los
habitats mdas diversos para los microorganismos. Nuestro conocimiento de la
diversidad microbiana del suelo es limitado, y los estudios realizados mediante
técnicas de ecologia microbiana molecular sugieren que existen grupos bacterianos
importantes en el suelo que desconocemos (Hunter-Cevera 1998; Rondon et al.

1999; Kuske et al. 2002; Kirk et al. 2004).

Las variaciones en la distribucién temporal y espacial de las bacterias, debido a las
variaciones en la distribucién del recurso, son factores que posibilitan una mayor
diversidad total de estos organismos. Dado su pequefio tamano y la variabilidad
espacial a pequefa escala en el suelo, se pueden desarrollar comunidades

especificas de cada micrositio, aumentando su diversidad en un suelo dado. Esta
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heterogeneidad dentro de la matriz del suelo dificulta la obtencién de informacién
ecoldgicamente significativa, ya que la gran variacion espacial entre réplicas puede
enmascarar, por ejemplo, cambios debidos a diferencias en las practicas agricolas
(Kennedy 1999; McCaig et al. 2001; Kuske et al. 2002). Las dreas de
descomposicion de restos vegetales en el suelo son sitios de proliferacién e intensa
actividad microbiana, y agregan heterogeneidad al sistema suelo. La estructura de la
comunidad en estos micrositios estd afectada ademas por la composicién quimica
del material vegetal. La posicién en el paisaje también afecta la distribucién y
composicion de determinados grupos de bacterias, y sus poblaciones y actividades
disminuyen rapidamente con la profundidad. Esto Gltimo se debe probablemente al
deterioro del sustrato, a la limitacién de nutrientes (principalmente carbono vy
nitrégeno), a la humedad, y a la presencia de exudados de las raices u otros cambios
quimicos o fisicos del suelo (Schinner 1996; Kennedy 1999; Kuske et al. 2002). La
mayor proporcién de la biomasa (50 %) y de la actividad (40-70 %) microbianas ha
sido encontrada en los primeros 5 cm de suelo. Estos valores también varian con el
tiempo, observdndose registros mdximos en verano y minimos en invierno (Bardgett
et al. 2001). Sin embargo, los cambios permanentes en la actividad biolégica del
suelo conviene estudiarlos en primavera, y los efectos especificos de las plantas
analizarlos a partir de muestras tomadas en otofio (Ohlinger 1996; Kuske et al.

2002).

Las poblaciones microbianas son una parte integral de las funciones del ecosistema.
Se ha propuesto que la pérdida de especies bacterianas podria no cambiar el
funcionamiento del ecosistema, los procesos biolégicos o las transformaciones

bioquimicas, debido a la redundancia en su actividad. Sin embargo, esta afirmacién
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puede estar limitada al poco conocimiento que poseemos de las caracteristicas de
las bacterias cultivadas, que constituye un porcentaje pequefio de la poblacién total.
La redundancia en bacterias parece no ser importante, sino que puede existir un alto
nivel de especializacién en los sistemas bacterianos. Organismos funcionalmente
similares pueden exhibir requerimientos de crecimiento y sobrevivencia variados, y
tolerar diferentes ambientes o hdbitats. Poco se sabe sobre el grado y funcién de la
diversidad microbiana en suelos, dado que la ecologia microbiana ha sido separada

tradicionalmente de la ecologia general (Hunter-Cevera 1998; Kennedy 1999).

Las funciones microbianas en los ecosistemas son tan diversas como los propios
microorganismos, por lo que algunos microbiélogos creen que puede ser mas dtil
examinar la diversidad funcional que la estructural (Hunter-Cevera 1998; Kennedy
1999). La combinacién de diferentes métodos que contemplen tanto las funciones
como la estructura de la comunidad microbiana parece lo mas adecuado para
evaluar la respuesta de los microorganismos frente a cambios ambientales o

perturbaciones (Ovreds 2000).

2.6 Meétodos para el estudio de la diversidad microbiana

Los microorganismos son extremadamente dificiles de investigar en la naturaleza,
debido a su pequefio tamafio y su simplicidad morfolégica. Esto ha llevado al uso
del cultivo para analizarlos, resultando en que algunos microorganismos han sido
muy bien estudiados, pero la gran mayoria no lo han sido. Las metodologias

moleculares permiten caracterizar la diversidad microbiana con menor sesgo, para
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proveer una imagen mas precisa de las comunidades y de su funcién en los

ambientes naturales (Rondon et al. 1999).

Los métodos para estudiar la composicion de las comunidades microbianas en el
suelo y estimar su diversidad pueden clasificarse en dos grupos: técnicas
bioquimicas y moleculares. Dentro de las técnicas bioquimicas se incluyen los
recuentos, el perfil fisiolégico de la comunidad por utilizacién de sustratos y el
analisis de FAME?. Tradicionalmente, la diversidad ha sido evaluada usando
plaqueos selectivos y recuento directo de viables. Estos métodos son rdpidos,
baratos y pueden proveer informacién sobre el componente activo heterétrofo de la
poblacién. Sus limitaciones incluyen la dificultad para separar las bacterias de las
particulas del suelo o de biofilms, la selecciéon de los medios y las condiciones de
crecimiento (temperatura, pH, luz) apropiados, la incapacidad para cultivar un gran
nimero de bacterias con las técnicas actuales, la posibilidad de inhibicién del
crecimiento entre colonias y el potencial esparcimiento de las mismas. Ademas, el
recuento en placa favorece aquellos microorganismos con altas tasas de
crecimiento. Todas estas limitaciones pueden influir en nuestra apreciacién de la

comunidad microbiana (Kirk et al. 2004).

Para superar los problemas asociados a las bacterias no cultivables, se han
desarrollado varios métodos para identificar y estudiar estos microorganismos
incluyendo el analisis de acidos grasos y numerosos métodos basados en ADN y
ARN (Kirk et al. 2004). Las técnicas basadas en ADN pueden proporcionar una
medida amplia de la composicién de las comunidades bacterianas del suelo, dado

que contempla tanto los miembros de la comunidad cultivables como los no

> FAME: metilésteres de los dcidos grasos (del inglés: fatty acid methyl ester)
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cultivables, que son los que generalmente predominan (Kuske et al. 2002). Por esto
el uso de PCR, que amplifica pequenas cantidades de ADN vy detecta
microorganismos presentes en bajo nimero en el ambiente, es ventajoso para

evaluar la diversidad microbiana (Hunter-Cevera 1998).

Muchos métodos para investigar la diversidad microbiana estan basados en el
andlisis de secuencia del gen del ARN de la subunidad ribosomal menor (ARNr 16S
o 18S para procariotas o eucariotas, respectivamente) ya que permite su
identificacion, asi como la prediccion de sus relaciones filogenéticas. Generalmente,
se aisla el ADN de muestras ambientales y se amplifica por PCR el ADN blanco
utilizando cebadores universales o especificos. Posteriormente, los productos
resultantes se separan de varias formas, obteniéndose una “huella digital”
(fingerprinting) de la comunidad (Rondon et al. 1999; Kirk et al. 2004). Los métodos
de fingerprinting de comunidades mas frecuentemente usados son DGGE y TGGE’,
que separan secuencias en base a diferencias en las propiedades de
desnaturalizacién, y por lo tanto en base a sus distancias de migracion en gradientes
quimicos y de temperatura, respectivamente. Teéricamente, la DGGE puede separar
moléculas de ADN con un par de bases de diferencia. Bandas especificas de DGGE
pueden ser escindidas del gel, re-amplificadas y secuenciadas, para aportar mas
informaciéon sobre microorganismos especificos y grupos taxonémicos de la
comunidad. Estos métodos permiten comparaciones rapidas, reproducibles y en
cierto modo baratas, ya que varias muestras pueden ser analizadas
simultdineamente. Son usados generalmente para detectar cambios en las

poblaciones microbianas a lo largo del tiempo y/o bajo diferentes condiciones

> DGGE y TGGE: electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante o de temperatura (del ingés:
Denaturing/ Temperature Gradient Gel Electrophoresis).
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ambientales. Estas técnicas permiten realizar andlisis de agrupamiento de los
patrones de bandeo, y comparar la presencia e intensidad relativa de bandas
individuales para calcular indices de diversidad, aunque recientemente se ha
cuestionado la validez de los analisis comparativos de diversidad mediante estos

métodos (McCaig et al. 2001; Kirk et al. 2004; Neilson et al. 2013).

Mas recientemente se ha comenzado a aplicar la secuenciacién masiva para
caracterizar las comunidades microbianas presentes en muestras ambientales,
permitiendo una mayor cobertura de los microorganismos presentes en las mismas
(Rastogi & Sani 2011). Esta técnica requiere una mayor inversion economica
(principalmente cuando se trabaja con un gran ndmero de muestras) y de una buena
capacidad de andlisis de datos bioinformaticos, pero su potencialidad para describir
comunidades complejas supera ampliamente a las técnicas de fingerprinting. Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que para responder algunas preguntas,

ambos abordajes son equivalentes (Cleary et al. 2012).

Tipicamente, los estudios de diversidad incluyen la diversidad relativa de
comunidades a lo largo de un gradiente de estrés, una perturbacion u otra diferencia
bidtica o abidtica (Kirk et al. 2004). Utilizando diversas técnicas moleculares,
(Ovreds & Torsvik 1998) encontraron que la diferencia entre dos suelos agricolas fue
significativamente mayor cuando se analiz6 la poblaciéon bacteriana total que
mediante el estudio de la poblacién cultivable. Los métodos como la DGGE son
potencialmente capaces de detectar cambios en la estructura de la comunidad a
nivel de especie, y por lo tanto se espera que detecten cambios menores en la

comunidad (Kirk et al. 2004).
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Otros trabajos apoyan la hipdtesis que las bacterias del suelo facilmente cultivables
pueden ser los principales contribuyentes al funcionamiento del ecosistema. El
efecto de la contaminacién por metales se observé sélo en patrones de DGGE a
partir de bacterias cultivadas y no del ADN total de la comunidad. La porcién
cultivable de la comunidad microbiana es un parametro ecolégico importante, y es
necesario evaluar su actividad y no sélo la presencia o ausencia de sus integrantes

(Ellis et al. 2003).

Con las técnicas actuales es dificil estudiar la diversidad real, dado que no sabemos
qué hay presente en el ambiente y no tenemos forma de determinar la precisién de
nuestro método de extraccion o deteccién. El mejor método a utilizar depende de
las preguntas a contestar y de los recursos disponibles (Kirk et al. 2004). Una
tendencia interesante es la de usar multiples métodos para analizar una muestra
dada, en la mayor cantidad de niveles posible, aportando una imagen mdas completa
de la diversidad microbiana y una evaluacion mds global de los cambios en su

estructura y funcién (Rondon et al. 1999; Kirk et al. 2004).

2.7 Efectos de las practicas agricolas sobre las comunidades microbianas

del suelo

A partir del analisis histérico del proceso de adopcion de tecnologias, se plantean
interrogantes en cuanto al efecto de las mismas sobre las propiedades del suelo que
determinan la sustentabilidad de los agroecosistemas. Las perturbaciones humanas

asociadas con la agricultura han emergido como una de las principales fuerzas que
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dan forma a la diversidad, estructura y productividad de los ecosistemas en todo el
planeta (Vitousek et al. 1997). Hasta ahora, mucho esfuerzo de investigacién ha
estado dirigido a entender como las practicas agricolas y de manejo del suelo
influyen en la estructura y diversidad de las comunidades aéreas. Sin embargo, a
medida que aumenta la conciencia sobre la importancia de los organismos del suelo
en regular los procesos ecosistémicos, tales como ciclado de nutrientes vy
descomposiciéon de la materia orgdnica, aumentan los estudios de cémo los
organismos descomponedores responden a regimenes de perturbaciones, vy
especialmente a aquellos relacionados a la agricultura (Bardgett et al. 2001).
Cuando un sistema natural es modificado por las actividades humanas con el
objetivo de producir alimentos, los cambios principales ocurren en el suelo y en las

comunidades biolégicas presentes en el mismo.

El ndmero y actividad de los microorganismos del suelo dependen altamente de
caracteristicas de las comunidades de las plantas como su diversidad, composicion
de especies, genotipo, estado de desarrollo, cobertura del suelo, penetracion de las
raices, restos vegetales, etc. Las comunidades bacterianas, en particular, tienen una
dependencia importante del cultivo presente, puesto que la planta ejerce una
seleccion especifica mediante los exudados de la raiz y los restos vegetales, siendo a
veces los mayores determinantes de su estructura y funcionamiento (Latour et al.
1996; Schinner 1996; Miethling et al. 2000; Wieland et al. 2001; Garbeva et al.
2008; Ball et al. 2009; Berg & Smalla 2009; Andreote et al. 2010; Maul &

Drinkwater 2010; Butenschoen et al. 2011; Lamb et al. 2011).

Los estudios dedicados a evaluar el rol de la diversidad de macrofitas sobre la

estabilidad, resiliencia y funcionamiento de los ecosistemas asumen un
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acoplamiento entre la diversidad vegetal sobre el suelo y la diversidad microbiana
bajo el mismo. En realidad, se ha asumido por mucho tiempo que las comunidades
vegetales gobiernan la diversidad microbiana del suelo, pero poco se sabe sobre
cémo la composicion de especies vegetales y su diversidad influye en la
composicion de la comunidad de microorganismos del suelo. En algunos estudios
s6lo se observaron efectos de la diversidad vegetal sobre los perfiles de la
comunidad bacteriana de la rizésfera, y no del resto del suelo. Estos resultados
demuestran que el nivel de acoplamiento entre las comunidades de macréfitas y las
microbianas estd relacionada al grado de las interacciones involucradas
(Kowalchuk et al. 2002). Sin embargo, otros estudios mostraron que la influencia de
las plantas sobre la comunidad microbiana del suelo se extiende mas alld de la
rizosfera, alterando el funcionamiento de la misma también en el resto del suelo

(Kirk et al. 2004).

La microbiota del suelo es sensible, ademas, a disturbios producidos por el manejo
agricola, la contaminacién ambiental y otros tipos de estrés (Schinner 1996;
Kennedy 1999). La reduccién en la diversidad vegetal que ocurre debido a
disturbios tales como laboreo, sobrepastoreo y contaminantes, pueden disminuir

también la diversidad microbiana (Kennedy 1999).

Existen diversos antecedentes sobre el efecto del manejo del suelo sobre las
comunidades microbianas. Buckley & Schmidt (2003) reconocieron diferentes
patrones en la estructura de comunidades microbianas en suelos con o sin historia
reciente de cultivo. Se han encontrado claras diferencias en la estructura y en la
diversidad fisiolégica de varios grupos microbianos entre suelos bajo pasturas

permanentes, monocultivos o sometidos a rotaciones (van Elsas et al. 2002). En otro
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estudio, se observé que las técnicas de manejo agricola (laboreo, laboreo minimo o
laboreo cero) impactaron la composicion de la comunidad microbiana mas que la
cantidad de precipitaciones (Kirk et al. 2004). Sin embargo, no se detectaron
diferencias entre la estructura de la comunidad bacteriana de rizésfera de maiz en

tratamientos bajo siembra directa o con laboreo (Schmalenberger & Tebbe 2003).

El impacto de las practicas agricolas sobre las comunidades microbianas del suelo
ha sido observado por ejemplo luego de la aplicaciéon de compost (Bernard et al.
2012) y por la rotacién de cultivos (Viebahn et al. 2005; Larkin 2008; Bernard et al.
2012). Sin embargo, los resultados pueden depender de las técnicas utilizadas y del
grupo microbiano analizado. Viebahn et al. (2003; 2005) observaron un impacto de
la rotacion del cultivo de papa sobre las comunidades de Ascomycetes por DGGE

pero no sobre la comunidad microbiana total por ARDRA.

Dado que la rotacién de cultivos y otras practicas como el manejo de residuos
vegetales y la solarizacion son cominmente asociadas a la reducciéon de
enfermedades, su efecto ha sido mas estudiado sobre la interaccion de
microorganismos benéficos y patdgenos del suelo (Raaijmakers et al. 2009). Sin
embargo, otros integrantes de las comunidades que tienen importancia para el
rendimiento y la salud de los cultivos también podrian verse afectados por estas
practicas. Pocos estudios han analizado el efecto de practicas agricolas sobre grupos
funcionales o filogenéticos especificos como las micorrizas, bacterias del ciclo de
nitrégeno o solubilizadoras de fosfato (Zarea et al. 2009; Wakelin et al. 2010; Azziz
et al. 2012). En los dltimos anos varios estudios han utilizado métodos dependientes
e independientes de cultivo para estudiar el impacto de técnicas de manejo agricola

sobre la estructura y funcién de las comunidades microbianas del suelo bruto, pero
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menos se han enfocado al andlisis de las comunidades rizosféricas (Bajsa et al.

2013).

La diversificacion temporal o espacial de cultivos a través de la rotacién o el cultivo
mixto se espera que influya en las comunidades microbianas dada la importancia
que tiene la especie vegetal en su estructura y funcién (Garbeva et al. 2008). El
efecto de la rotacién de cultivos y el monocultivo ha sido documentado para
poblaciones totales de bacterias y hongos, diversidad de bacterias totales o
especificas de un grupo, bacterias antagonistas, micorrizas arbusculares vy
actividades enzimaticas (Garbeva et al. 2008; Gorlach-Lira & Stefaniak 2009; Tian et

al. 2009; Sharma et al. 2012).

Algunos estudios mostraron que la diversificacion de las rotaciones puede resultar
en mayor biomasa microbiana que el cultivo continuo de granos (Zelles et al. 1992;
Zelles et al. 1995; Drijber et al. 2000). En general, varios estudios indicaron que los
sistemas de pradera y el agregado de materia orgdnica tienden a aumentar la
biomasa y diversidad microbianas, mientras que los suelos con barbecho presentan
menor biomasa y diversidad (Zelles et al. 1992; Zelles et al. 1995; Bossio et al.
1998). Dichos cambios pueden depender del tipo de cultivo incluido en la rotacion,
y no siempre implicar una mejora en el estado de la materia orgdnica o la actividad
microbiana, vitales para el ciclado de nutrientes y la productividad a largo plazo del

suelo.

En nuestro pais existen varios estudios sobre las propiedades fisicas y quimicas del
suelo en diferentes agroecosistemas, y su relacién con la calidad del mismo (Garcia

& Morén 1992; Morén & Sawchick 2002). Sin embargo, la informacién sobre la
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composicion de las comunidades edéficas, sus interrelaciones y su relacién con la
calidad del suelo es escasa. En un estudio en praderas naturales se determiné que el
efecto producido por el pastoreo bovino sobre los hongos del suelo no es revertido
luego de 5 afios de exclusion del mismo, que llevé a un cambio en el nimero de
propagalos mas que en la composicion de las comunidades (Bettucci et al. 1993). Se
han realizado algunas evaluaciones sobre los cambios estructurales y funcionales de
ecosistemas microbianos edaficos provocados por los cambios en el uso del suelo.
La comparacion entre calidad de suelo bajo plantaciones de Eucalyptus spp. con
mas de 20 afos y bajo praderas naturales mostré que la biomasa microbiana se
mantiene aunque la estructura ecosistémica sea diferente, incrementandose la
representacion de hongos y los mecanismos oxidativos (Carrasco 2003). Estudios
similares realizados por Sicardi et al. (2004) mostraron diferencias en la respiracion
del suelo, el coeficiente de mineralizacion de carbono y actividades enzimaticas,
resultando estas Ultimas buenos indicadores de calidad de suelo. Pereyra et al.
(2003) evaluaron el efecto de la siembra directa o en cobertura y el uso de
herbicidas sobre indicadores biolégicos de la calidad de suelo, en un ensayo con
dos afos de antigliedad y observaron que el potencial de in6culo de hongos
endomicorriticos fue estimulado por ambos sistemas de labranza. Por otra parte,
existen estudios sobre la composiciéon de la comunidad microbiana y su actividad
metabdlica en cultivos de arroz, que se enfocan en las bacterias del ciclo del
nitrégeno y oxidantes de metano, combinando métodos moleculares y dependientes

de cultivo (Fernandez Scavino et al. 2010).
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2.8 Experimentos de larga duracion de rotaciones cultivos

Mediante el estudio sostenido de secuencias de rotaciones se pueden generar bases
de datos que permitan correlacionar las propiedades del suelo con el rendimiento

de los cultivos, aportando valores deductivos confiables (Schoenholtz et al. 2000).

En Uruguay, existen algunos experimentos de larga duraciéon para evaluar la
introduccion de pasturas cultivadas en rotacion con cultivos. Desde 1963, en INIA-
La Estanzuela se realiza un experimento en el que se evaltan diferentes sistemas de
produccién con laboreo convencional, comparandose la agricultura continua de
cultivos de grano con rotaciones de éstos y pasturas (Morén & Diaz 2003). La
introduccién en Uruguay de la siembra directa llevé a la conduccién desde 1995 de
un experimento con similares caracteristicas al anterior pero bajo siembra directa en

INIA-Treinta y Tres (Terra & Garcia Préchac 2001).

A lo largo de los afos se ha incrementado la cantidad de variables estructurales,
productivas y biolégicas que fueron progresivamente estudiadas y monitoreadas en
estos ensayos. En los comienzos los estudios se limitaron practicamente al
seguimiento de nutrientes, materia organica y la producciéon de las pasturas y
cultivos. Progresivamente se fueron incorporando evaluaciones de propiedades
fisicas, fracciones del fésforo, biomasa microbiana, potenciales de mineralizacion,
malezas, epidemiologia de enfermedades, insectos, aspectos econémicos,
mesofauna del suelo, etc. Se ha progresado mucho en la compresién de los aspectos
basicos que gobiernan los tratamientos aplicados en los diferentes sistemas de
manejo del suelo y cémo los mismos explican la produccion de cultivos y pasturas

(Terra & Garcia Préchac 2001; Morén & Diaz 2003). La existencia de estas areas
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experimentales permite realizar estudios para determinar el impacto de la intensidad
de uso del suelo sobre otros componentes bidticos como las comunidades

bacterianas que no han sido alin abordadas.

2.9 ANTECEDENTES

En el Laboratorio de Ecologia Microbiana del [IBCE, en colaboraciéon con
investigadores de INIA, se comenzé a trabajar en una linea de investigacion para
identificar los efectos de diferentes prdcticas agricolas sobre las comunidades
microbianas del suelo, con énfasis en aquellas capaces de favorecer el crecimiento

de las plantas.

El estudio del impacto de sistemas de producciéon agropecuaria sobre las
comunidades microbianas presentes en suelos uruguayos se inicié6 tomando como
modelo ensayos de larga duracién instalados en estaciones experimentales de INIA,
en los que se evaltan diferentes sistemas de rotaciones agricola-ganaderas bajo
laboreo convencional o siembra directa, y el efecto del pastoreo bovino en campo
natural. En estos ensayos se determinan regularmente parametros vinculados a la
producciéon y a las propiedades fisicoquimicas del suelo. Sin embargo,
caracteristicas relacionadas con las propiedades biolégicas del suelo habian sido
menos exploradas. En el marco de proyectos de investigacién conjuntos se
analizaron las comunidades microbianas, evaluando la abundancia y diversidad de
las comunidades flingicas patégenas y de las comunidades bacterianas con

potencial como promotoras del crecimiento vegetal (Pseudomonas fluorescentes,
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Bacillus spp., actinobacterias, bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN) vy

solubilizadoras de fosfato).

Esta tesis se enmarcé en dos Proyectos de Investigacion:

- “Evaluacion de la biodiversidad en suelos bajo diferentes sistemas de produccién”.

Proyecto PDT 108/29, DICYT. Responsable cientifico: Alicia Arias

- “Diversidad de bacterias diazotréficas y solubilizadoras de fosfato en suelos con
rotaciones de cultivos”. Proyecto PDT 63/063, DICYT. Responsable cientifico:

Natalia Bajsa

Los ensayos de larga duracién utilizados como modelo son llevados a cabo por el
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria y se sintetiza informacién sobre los

mismos en las siguientes publicaciones:

- Morén, A. & Diaz, R. (2003). Simposio: 40 afios de rotaciones agricolas ganaderas.

INIA, Serie Técnica N° 134.

- Terra, J. & Garcia-Préchac, F. (2001). Siembra directa y rotaciones forrajeras en las

lomadas del este. Sintesis 1995-2000. INIA, Serie Técnica N° 125.
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La rotaciéon de cultivos de granos con pasturas modifica la estructura de las
comunidades de bacterias del suelo promotoras del crecimiento vegetal, alterando

su abundancia y diversidad.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la rotacién de cultivos de granos con pasturas sobre las

comunidades de bacterias con potencial como promotoras del crecimiento vegetal.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar en sistemas de rotaciones de cultivos de grano con pasturas:

1. La abundancia de las poblaciones cultivables de Pseudomonas
fluorescentes, Bacillus spp., actinobacterias y bacterias fijadoras de nitrégeno en
vida libre.

2. La estructura de la comunidad bacteriana total y de comunidades de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

3. Las relaciones entre las variables microbiolégicas y las propiedades fisicas

y quimicas del suelo.

28



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Descripcion de los ensayos

Se analizaron dos ensayos de larga duracion ubicados en Estaciones Experimentales
del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA). En estos ensayos se
evallan sistemas de rotaciones agricolas-ganaderas, aplicando tratamientos con

diferente intensidad de uso del suelo (Figuras 1y 2).

4.1.1 Estacion Experimental INIA - La Estanzuela, Colonia (34°20’S, 57°43’W).

Este ensayo se instal6 en 1963 sobre un suelo de tipo Brunosol Eutrico (franco,
arcillo, limoso) (Morén & Diaz 2003). En él se evaltan, bajo laboreo convencional,
diferentes sistemas de uso de suelo que contrastan principalmente en la relacién de
periodos con pasturas y con cultivos de grano. Las parcelas son de 25 m por 200 m,
instaladas a lo largo de la pendiente. Cada tratamiento cuenta con tres repeticiones
no sicronicas en bloques al azar. Los tratamientos seleccionados para este estudio,

ordenados en intensidad decreciente de uso del suelo fueron:

Cultivo continuo sin fertilizaciéon (CCS): cultivos de grano con secuencia de sorgo
(Sorghum bicolor) - cebada (Hordeum vulgare) - girasol 2* (Helianthus annuus) -

trigo (Triticum aestivum) (Sistema 1).

Cultivo continuo con fertilizaciéon (CCC): cultivos de grano con la misma secuencia

que CCS pero con aplicacion de fertilizantes con N y P (Sistema 2).
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Rotacion corta (RC): 66% del tiempo de la rotacion (4 afnos) con cultivos de grano
(cebada - girasol 2* - trigo) y 33% (2 afos) con trébol rojo (Trifolium pratense)

(Sistema 7).

Rotacion media (RM): 50% del tiempo (3 afos) de la rotacién con cultivos de grano
(sorgo - cebada - girasol 2 - trigo) y 50% (3 afios) con pradera artificial de trébol
blanco (Trifolium repens), lotus (Lotus corniculatus) y festuca (Festuca arundinacea)

(Sistema 5).

Rotacion larga (RL): 33% del tiempo (1 afo) de la rotacién con cultivos de grano y
66% (2 afios) con trébol rojo y pradera artificial de trébol blanco, lotus y festuca

(Sistema 4).

4.1.2 Estacion Experimental Palo a Pique, INIA - Treinta y Tres (33°15'36''S,

54°29'26"'W)

Este ensayo se instal6 en 1995 en suelos de tipo Argisol y Planosol para evaluar
distintas intensidades de uso del suelo en siembra directa y bajo pastoreo bovino
(Terra & Garcia Préchac 2001; Terra & Garcia Préchac 2002; Terra et al. 2006).
Cada unidad experimental tiene un tamafno de 6 ha y los tratamientos aplicados,

ordenados en intensidad decreciente de uso del suelo son:

Cultivo continuo (CC): dos cultivos forrajeros por ano, en invierno avena (Avena
sativa) en mezcla con raigras anual (Lolium multiflorum) para pastoreo, y en verano

sorgo (Sorghum bicolor) o moha (Setaria italica) para pastoreo o ensilaje.
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Rotacion corta (RC): 2 aios de cultivos forrajeros como en CC y 2 anos de pradera
artificial compuesta por trébol rojo (Trifolium pratense) vy raigrds (Lolium

multiflorum).

Rotacion larga (RL): 2 anos de cultivos forrajeros como en CC y 4 afios de pradera
artificial compuesta por trébol blanco (Trifolium repens), lotus (Lotus corniculatus) y

dactylis (Dactylis glomerata).

Mejoramiento permanente (MP): pradera artificial permanente de trébol blanco,

lotus y raigrds renovada cada 3 o 4 afios.

Campo natural (CN): pradera natural restaurada sin fertilizacién, con historia previa

de agricultura.

Todos los tratamientos estan sometidos a pastoreo bovino, con las siguientes cargas
animales: CC a 2,5 UG*ha, RCy RL a 1,9 UG/ha, MP a 1,4 UG/ha, y CN a 0,8 a

0,9 UG/ha.

El experimento no tiene repeticiones sincrénicas; todos los componentes de las
diferentes rotaciones estan presentes al mismo tiempo en 12 parcelas: 6 de RL, 4 de
RC, 1 de CC, MP y CN. El tamano de cada unidad experimental es de 6 ha. Con
excepcion del ndmero de aplicaciones de glifosato por ano, que estd directamente
relacionado con la intensidad del uso del suelo, los manejos de suelo y sanitario que
reciben los tratamientos son similares. Las pasturas son fertilizadas con 30 kg/ha de
Ny 60 kg/ha de P-Os a la siembra y refertilizadas en otofio con 50 kg/ha de P2Os.

Los cultivos anuales de invierno o verano son fertilizados en la siembra con 30

* UG: unidades ganaderas
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kg/ha de N y 30 kg/ha de P:0s. Durante la estacion de crecimiento, después del

pastoreo o corte, se aplican 35 kg/ha de N por afo (Terra et al. 2006).

B
Figura 1. Mapa de Uruguay; se indican en color los __'- e '
Departamentos donde estan localizados los ensayos que fueron ‘ Vo I:,
analizados en esta tesis: Colonia (al oeste) y Treinta y Tres (al este). e _‘_H_w___:f":

4.2 Obtencion de muestras de suelo

La toma de las muestras de suelo se realiz6 durante 4 anos sucesivos (tabla 1), en
otofio y primavera. Para los andlisis microbiolégicos, de cada tratamiento se
tomaron 6 muestras compuestas de 15 tomas de suelo al azar con calador (diametro
2-3 cm) a partir de la superficie del suelo (0-10 cm). Las muestras fueron secadas al
aire a 20 °C en caso de ser necesario y tamizadas por malla de 2 mm para su
homogeneizacién. Se conservaron dos fracciones de cada muestra, una a 4 °Cy a

otra a -20 °C 0 -80 °C para su posterior analisis.

Los analisis fisicoquimicos del suelo se realizaron a partir de una muestra compuesta

por parcela, obtenida de 0-10 cm de profundidad.
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Figura 2. Fotografias de algunos tratamientos de los ensayos analizados, en fase de

cultivos de trigo o sorgo (izquierda) o pastura (derecha), en INIA-La Estanzuela

(arriba) o INIA-Treinta y Tres (abajo).

Tabla 1. Fechas de muestreo, en primavera y otofio, en ambas estaciones

experimentales.

Primavera 1
Otono 1
Primavera 2
Otono 2
Primavera 3*
Otono 3
Primavera 4
Otono 4

INIA - La
Estanzuela

19/10/04
13/04/05
05/10/05
10/05/06
18/05/07
24/10/07
04/06/08

INIA - Treinta y
Tres

12/10/04
20/04/05
10/10/05
22/05/06
03/05/07
18/10/07
02/06/08

* En la primavera de 2006 no se realizaron muestreos debido a la falta de continuidad en la

financiacién del proyecto.
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4.3 Recuentos bacterianos

En todas las muestras (conservadas a 4°C por un maximo de 2 meses) se determiné
el nimero de bacterias viables pertenecientes a diferentes grupos por la técnica de
recuento en placa. Para esto se suspendieron 5 g de suelo en 45 mL de pirofosfato
de sodio 0.1% (p/v) estéril y se agitaron a 150 rpm durante 30 minutos. Se realizaron
diluciones seriadas en pirofosfato de sodio 0.1% (p/v) estéril que se sembraron en
gota para heterétrofos (por triplicado), incorporado para fijadores de nitrégeno (por
duplicado) y en superficie para los restantes grupos bacterianos (por duplicado) en

placas con los siguientes medios.

Heterdtrofos aerobios: medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco® (TSA 1/10)

suplementado con cicloheximida 100 pg/mL (Smit et al. 2001).

Pseudomonas fluorescentes: medio King’s B (KB, King et al. 1954) suplementado
con ampicilina 50 pg/mL, cloramfenicol 12,5 pg/mL y cicloheximida 100 pg/mL

(Geels & Schippers 1983).

Bacillus spp. (recuento de esporas aerobias): medio TSA 1/10, incubando
previamente las diluciones de suelo a 85°C durante 30 minutos para eliminar las

células vegetativas (Stevenson & Segner 1992).

Actinobacterias: medio Starch Casein Agar (SCA) suplementado con cicloheximida

100 pg/mL (Leoni & Ghini 2003).
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Bacterias fijadoras de nitrogeno en vida libre: medio Nfb (Dobereiner 1980)
suplementado con cicloheximida 100 pg/mL, con una sobrecapa de agar-agua 2 %

(p/v) con cicloheximida 100 pg/mL.

Las placas se incubaron a 25°C y se determind a las 48 h el nimero a de colonias
totales (heterétrofos y Bacillus) o fluorescentes bajo luz UV (Pseudomonas). A los 7
dias se contaron nuevamente heterétrofos, fijadores de nitrégeno y las colonias

tipicas de actinobacterias.

3.3.1 Humedad. Se determiné el porcentaje de humedad de cada muestra secando
10 g de suelo en estufa a 100°C durante 48 h, para expresar los resultados como

UFC/g de suelo seco (Frioni 2006).

4.4 Analisis molecular

La estructura de la comunidad microbiana se evalu6 por electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) de
productos de PCR obtenidos a partir del ADN extraido de muestras de suelo
(Muyzer et al. 1993). Se amplificaron fragmentos del gen del ARN ribosomal 16S
para analizar la comunidad bacteriana total o de ciertos grupos filogenéticos, y un

fragmento del gen nifH para estudiar la comunidad diazotréfica.

En el primer caso (ARNr 16S) se analizaron 2 6 3 muestras de los tratamientos mas
contrastantes de ambos ensayos, obtenidas en dos estaciones (primavera 1 y otono

2) y conservadas a -80°C. La comunidad diazotréfica se analiz6 en 3 a 6
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repeticiones de cada tratamiento de ambos ensayos, en las muestras de primavera 3,

conservadas a -20°C.

3.4.1 Extraccion de ADN. El ADN presente en cada muestra se obtuvo a partir de
0.5 g de suelo utilizando el kit FastDNA SPIN for Soil (Q-Biogene) y el equipo
FastPrep® o el kit PowerSoil™ DNA lIsolation (MO BIO Laboratories, Inc.), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se analiz6 el tamano del ADN por
electroforesis en geles de agarosa 0.8% (p/v) con buffer TBE (Tris-borato 89 mM,
EDTA 2 mM; pH 8) 0.5X o TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1T mM; pH 9) 1X, a 80 V
por 1 h (Sambrook et al. 1989). Ademas se estim6 su concentracién y pureza por
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260, 280 y 320 nm (longitudes de
onda con maximos de absorbancia para 4cidos nucleicos, proteinas y acidos

himicos, respectivamente).

3.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction). Se realizaron amplificaciones del gen del
ARNr 16S a partir del ADN purificado, utilizando cebadores especificos para el
dominio Bacteria, los géneros Pseudomonas y Bacillus, y el filo Actinobacteria.
También se analiz6 el gen nifH que codifica para una subunidad de la enzima
nitrogenasa, resposable de la fijacion biolégica de nitrégeno (tabla 2). En el caso de
los PCRs especificos de grupo se utiliz6 un PCR anidado, empleando una dilucién
del primer producto como molde para la segunda reaccién. Los productos de PCR
se analizaron primero en geles de agarosa 1% (p/v) en TBE 0.5X (100 V, 45 min) o

TAE (90 V, 1 h) y luego por DGGE.
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Tabla 2. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR.

GRUPO 1a reaccion 2a reaccion Referencia
Bacteria F968f-GC y R1401 ---- Nibel et al. 1996
Pseudomonas spp. Ps-f y Ps-r F968f-GCy Ps-r  Widmer et al. 1998;

Evans et al. 2004

Bacillus spp. BacF y R1401 F968f-GC y R1401 Garbeva et al. 2003
Actinobacteria F243 y R1401 F968f-GC y R1401 Heuer et al. 1997
Fijadores de N FGPH19y PolR  AQERY PolF-GC Poly et al. 200f1;

Simonet et al. 1991

GC: cola 5’ con secuencia rica en GC (Muyzer et al. 1993)

Las reacciones de PCR fueron realizadas de la siguiente forma:

Bacteria. La mezcla de reaccion se preparé con 1 pL de una dilucion 1/5 del ADN
purificado (10-50 ng), 0.2 mM de cada desoxinucleétido trifosfato (ANTP), 10 pmol
de cada cebador, MgCl. 2.5 mM, 5 pg de seroalbimina bovina (BSA), formamida
1% (v/v), 2.5 U de Tag ADN polimerasa y Taq buffer 1X en un volumen total de 50
uL. El programa de PCR consistié en un paso de desnaturalizacion a 94°C por 2
min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, hibridacion a
55°C por 1T min y extension a 72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por 10

min (adaptado de Peixoto et al. 2002).

Pseudomonas spp. La mezcla para ambas reacciones contenia 1 pL de solucién de
ADN, 0.2 mM de cada dNTP, 20 pmol de cada cebador, MgCl. 2.5 mM, 5 pg de
BSA, formamida 1% (v/v), 2.5 U de Tag ADN polimerasa y Taq buffer 1X en un
volumen total de 50 pL. En la primera reaccion se utiliz6 una dilucién 1/5 del ADN
purificado (10-50 ng) y el programa consisti6 en un paso de desnaturalizacion a
94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 min,
hibridacién a 65°C por 1 min y extensién a 72°C por 1 min, y una extension final a
72°C por 10 min. En la segunda reaccién se us6 el producto de la primera sin diluir

o diluido 10, 20 o 100 veces segin la amplificacién obtenida y el programa
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consistié en un paso de desnaturalizacion a 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacién a 62°C por 1 min y extensién a
72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por 10 min (adaptado de Evans et al.

2004).

Bacillus spp. La mezcla para la primera reaccién contenia 1 pL de una dilucién 1/5
del ADN purificado (10-50 ng), 0.2 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada cebador,
MgCl2 3.75 mM, 5 pg de BSA, formamida 1% (v/v), 5 U de Tag ADN polimerasa y
Taq buffer 1X en un volumen total de 50 pL. El programa de PCR consisti6é en un
paso de desnaturalizacion a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion a 65°C por 90 s y extension a 72°C
por 2 min, y una extension final a 72°C por 10 min. La segunda reaccién fue igual
que la realizada para Bacteria, con una dilucién 1/100 del producto de la primera

reaccion (adaptado de Garbeva et al. 2003).

Actinobacteria. La mezcla para la primera reaccion se preparé con 1 pL de una
dilucién 1/5 del ADN purificado (10-50 ng), 0.2 mM de cada desoxinucleétido
trifosfato (dNTP), 2.5 pmol de cada cebador, MgCl. 2.5 mM, 2.5 pg de
seroalbimina bovina (BSA), formamida 1% (v/v), 2.5 U de Tag ADN polimerasa y
Taq buffer 1X en un volumen total de 25 pL. El programa de PCR consisti6é en un
paso de desnaturalizacion a 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 1 min, hibridacién a 63°C por 1 min y extensién a
72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por 10 min. La segunda reaccién fue
igual que la realizada para Bacteria, con una dilucién 1/100 del producto de la

primera reaccion (adaptado de Heuer et al. 1997).

Fijadores de nitrogeno. Ambas mezclas de reaccién contenian 0.2 mM de cada
desoxinucleétido trifosfato (ANTP), 0.5 yM de cada cebador, MgCl> 3.5 mM, 10 o
20 ng de seroalbimina bovina (BSA), dimetilsulféxido (DMSO) 5% (v/v), 1.25 0 2.5
U de Tag ADN polimerasa y Taqg buffer 1X en un volumen total de 25 o0 50 pL en la
primera o segunda reaccion, respectivamente. En la primera reaccioén se utiliz6 1 pL
del ADN purificado (diluido 1/10 para las muestras de La Estanzuela y 1/20 para las

muestras de Treinta y Tres) y en la segunda reaccioén se utilizaron 3 pL del producto
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obtenido en la primera. Se seleccioné un programa de PCR con dos temperaturas de
hibridacién que consistié en 2 min a 94°C, 11 ciclos de T min a 94°C, 1 min a 61°C
y 2min a 72°C, 10 ciclos de 1T min a 94°C, 1 min a 58°C y 2 min a 72°C y una
extension final a 72°C por 5 min (Demba Diallo et al. 2004).

3.4.3 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Los productos de PCR se
analizaron por DGGE en un equipo DCode™ Universal Mutation Detection System
(Bio-Rad) o Denaturing Gradient Gel Electrophoresis Systems TTGEK-2401 (C.B.S
Scientific). Los geles de poliacrilamida contenian un gradiente lineal de agentes
desnaturalizantes, diferente segin el grupo bacteriano a analizar, y en algunos casos
también un gradiente en el porcentaje de acrilamida (tabla 3). Se sembraron
diferentes volimenes de los productos de PCR con el objetivo de analizar
cantidades de ADN comparables en todas las muestras. La corrida electroforética se
realiz6 a 60°C utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM; pH 9;
Sambrook et al. 1989) y en las condiciones especificadas en la tabla 3. Se utilizé
alguno de los siguientes marcadores de migracion: 1) mezcla de amplicones del gen
del ARNr 16S obtenidos con los cebadores de Bacteria a partir de ADN de las cepas
Pseudomonas sp. SVGG17, Gluconoacetobacter sp., Serratia sp. C16, Bacillus
liqueniformis y Rhodococcus sp. Q (Laboratorio de Ecologia Microbiana Molecular,
UFRJ — Brasil); 2) mezcla de productos de PCR del gen nifH de las siguientes cepas:
Herbaspirillum seropedicae 269, Sinorhizobium meliloti 1021, Rhizobium loti U226
y Rhizobium fredii (Departamento de Bioquimica y Genémica Microbianas, IIBCE);
3) marcador de peso molecular GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas). Los geles
se revelaron con SYBRgreen y fotografiaron bajo luz UV. Las imagenes obtenidas se

analizaron como se describe en el punto 4.
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Tabla 3. Condiciones para la separacion de los productos de PCR por DGGE.

GRUPO % de agentes  Acrilamida Condiciones de Referencias
desnaturalizantes (%) electroforesis

en el gradiente*

Bacteria 40-70 6-9 70V, 16 h Peixoto et al. 2002
Pseudomonas spp. 50-70 6 70V, 16 h Evans et al. 2004
Bacillus spp. 45 - 65 6-9 100V, 15 h Garbeva et al. 2003
Actinobacteria 40 - 60 6 150V, 6 h Heuer et al. 1997
Fijadores de N 45 -70 6 70V, 16 h Demba Diallo et al. 2004

*100% de agentes desnaturalizantes: urea 7M y formamida 40% (v/v), previamente

desionizada con la resina AG® 501-X8 (Bio-Rad).

4.5 Analisis fisicoquimicos de suelo

Los analisis fisicoquimicos de las muestras de suelo fueron realizados por el
Laboratorio de Andlisis de Suelos y Agua de INIA-La Estanzuela. Se realizaron las
siguientes determinaciones, mediante las técnicas indicadas entre paréntesis: pH (en
agua); carbono organico (Tinsley); nitrogeno total (Kjeldahl); nitratos (CuSOs vy
potenciometria); amonio (KCl y colorimetria), potencial de mineralizacion de
nitrégeno (PMN; incubacién anaerdbica), fésforo disponible (Bray | para las
muestras de La Estanzuela y acido citrico para las muestras de Treinta y Tres);
contenido de bases: Ca y Mg, (acetato de amonio a pH 7; absorcién atémica), K y
Na (acetato de amonio a pH 7; emisién atémica), acidez titulable (acetato de
calcio), capacidad de intercambio catiénico (CICpH7; bases + acidez titulable),

porcentaje de saturacién de bases (% de la CIC ocupada por los cationes Ca, Mg, K
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y Na), C-MOP (C en la materia orgdnica particulada fina (f) o gruesa (g)), C-MOAM

(C en la materia orgdnica asociada a la fraccién mineral) y textura (Bouyoucos).

4.6 Analisis de datos

3.6.1 Recuentos bacterianos. Los datos obtenidos de los recuentos fueron
convertidos segun el porcentaje de humedad de cada muestra para poder expresarse
como unidades formadoras de colonias (UFC)/g suelo seco, segln las siguientes

formulas (Frioni 2006):

UFC/g suelo seco = UFC/g suelo fresco x h

Factor de correccion de la humedad (h): h= 100 + H%
100

Porcentaje de humedad (H%): H% = PF — PS x 100
PS

PF: Peso Fresco; PS: Peso Seco

Estos valores fueron transformados a log10 y analizados utilizando el programa
Statistica 5.0. Se examind la normalidad de los datos por el test de Shapiro-Wilk y la
homogeneidad de varianzas mediante el test de Bartlett. En los casos donde la
distribucion de los datos fue normal y las varianzas homogéneas, se evaluaron para
cada variable (abundancia de los grupos de bacterias) las diferencias entre los

tratamientos mediante ANOVA de una via (con tratamiento como factor) y el test de
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Tukey’s HSD (Honestly Significant Difference). De lo contrario, se realiz6 el analisis
de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de Mann-Whitney. Los
analisis se realizaron de forma independiente para cada estacion del ano

considerada.

3.6.2 DGGE. Los patrones de bandas de los geles de DGGE fueron analizados
mediante una de las siguientes metodologias: 1) con el programa ImageQuant 5.2,
descartandose las bandas que representaran menos del 1% de la sumatoria de la
intensidad de las bandas de cada carril; a partir de los perfiles densitométricos se
construyeron matrices binarias de presencia y ausencia de bandas y se realizaron
andlisis de agrupamiento de las muestras con el programa Statistica 7.0; 2) con el
programa GelCompar Il. En ambos casos se utilizé el coeficiente de Pearson para
determinar la distancia métrica y el algoritmo UPGA (Unweighted Pair-Group

Average) para construir los dendogramas (Peixoto et al. 2006; Aboim et al. 2008).

3.6.3 Calculo de indices de diversidad. Los indices de diversidad fueron calculados
a partir de los resultados de DGGE utilizando el programa Past. El indice de
Shannon (H) (Shannon & Weaver 1963) fue calculado de acuerdo a la siguiente
ecuacion: H = - X Pi log Pi, donde Pi es la proporcién representada por cada banda
de DGGE (en superficie) en relacién al nimero total de bandas. El indice de
Simpson se calculé como A =1- X Pi*. El indice de Equitatividad fue calculado como
E=H/InR (Eichner et al. 1999), donde la medida riqueza (R) es calculada como el
nimero de genotipos (bandas) encontrados en una muestra (Peixoto et al. 2010; Liu

et al. 2007; Wu et al. 2011).
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3.6.4 Analisis multivariados. Para evaluar las interacciones entre las variables
biolégicas, fisicas y quimicas del suelo se seleccioné el analisis de componentes
principales (ACP) que es un método de ordenacién lineal, a partir de los valores del
gradiente de recambio de las variables en un andlisis DCA (Detrended
Correspondence Analysis) segin ter Braak & Smilauer (1998). Los datos de las
variables se estandarizaron mediante la férmula: (valor-media)/desvio estdndar. Se

utilizé el programa Canoco 4.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Abundancia de poblaciones bacterianas cultivables en suelo

Se determind el tamano de poblaciones cultivables de bacterias con potencial como
promotoras del crecimiento vegetal, en el suelo de ambos ensayos de rotaciones,
durante varias estaciones de muestreo. También se determiné la poblacion de las
bacterias heterétrofas aerobias como una referencia del estado general de la

microbiota del suelo.

El nimero de bacterias determinado para cada grupo se encontré aproximadamente
en los mismos 6rdenes de magnitud en todos los muestreos. En ambos ensayos, en
general la tendencia observada fue una mayor abundancia de bacterias en las
parcelas con mayor proporcién de pasturas en el tratamiento agricola, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas en todos los casos. Las
comparaciones estadisticas se realizaron entre tratamientos en cada estacion y sitio

de muestreo.

5.1.1 Ensayo INIA - La Estanzuela

Las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes fueron las que mostraron mayor
variabilidad, en un rango de 10°-10° ufc/g de suelo. En el ensayo de INIA - La
Estanzuela, s6lo se observaron diferencias significativas en los muestreos de otofio,
con una menor abundancia de estas bacterias en el tratamiento de cultivo continuo

sin fertilizacién que en los demds tratamientos (figura 3).

44



La cantidad de esporulados aerobios (principalmente Bacillus spp.) se encontr6
siempre en el orden de 10° ufc/g suelo. En este grupo de bacterias las diferencias
significativas se encontraron en los 2 muestreos de primavera, con una menor
abundancia también en el tratamiento de cultivo continuo sin fertilizacion

comparado con los demds tratamientos (figura 4).

Pseudomonas fluorescentes
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Figura 3. Poblaciones de Pseudomonas fluorescentes en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la
abundancia en los diferentes tratamientos. CCS: cultivo continuo sin fertilizantes;
CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM: rotacion media; RL:
rotacion larga. Letras diferentes representan diferencias significativas dentro del
mismo grupo de barras (p<0,05); las barras de error corresponden al desvio
estandar.
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Figura 4. Poblaciones de Bacillus spp. en muestras de suelo del ensayo de INIA - La
Estanzuela en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la abundancia en los
diferentes tratamientos. CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo
continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM: rotacién media; RL: rotacién
larga. Letras diferentes representan diferencias significativas dentro del mismo grupo
de barras (p<0,05); las barras de error corresponden al desvio estandar.

Para las actinobacterias se registraron valores de 10°-10" ufc/g suelo, con
poblaciones menores nuevamente en el tratamiento de cultivo continuo sin
fertilizacion y mayores en las rotaciones con mayor y menor porcentaje de pasturas
(rotacion larga y corta, respectivamente). La rotacion media y el tratamiento de
cultivo continuo con fertilizantes presentaron poblaciones intermedias e iguales
entre si. Si bien estas tendencias se observaron en las cuatro estaciones de muestreo,
en el primer otoio las diferencias no resultaron estadisticamente significativas (figura

5).

46



Actinobacterias
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Figura 5. Poblaciones de actinobacterias en muestras de suelo del ensayo de INIA -
La Estanzuela en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la abundancia en los
diferentes tratamientos. CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo
continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM: rotacién media; RL: rotacién
larga. Letras diferentes representan diferencias significativas dentro del mismo grupo
de barras (p<0,05); las barras de error corresponden al desvio estandar.

Las poblaciones de bacterias heterétrofas (del orden de 107 ufc/g suelo) fueron
menores en el tratamiento de cultivo continuo sin fertilizantes, aumentando con el
agregado de fertilizantes y con la proporciéon de pasturas en la rotacion. Estas
diferencias resultaron estadisticamente significativas en 2 de las 4 estaciones de
muestreo analizadas (figura 6). La misma tendencia se observé en la abundancia de
bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre (del orden de 10°-107 ufc/g suelo),
aunque en uno de los 3 muestreos donde se analizé no resultd estadisticamente

significativa (figura 7).
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Figura 6. Poblaciones de bacterias heter6trofas en muestras de suelo del ensayo de
INIA - La Estanzuela en 4 estaciones de muestreo (otofo 2, otono 3, primavera 4,
otono 4). Promedio de la abundancia en los diferentes tratamientos. CCS: cultivo
continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC: rotacién corta;
RM: rotaciébn media; RL: rotacion larga. Letras diferentes representan diferencias
significativas dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las barras de error
corresponden al desvio estandar.
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Figura 7. Poblaciones de bacterias fijadoras de N en vida libre en muestras de suelo
del ensayo de INIA - La Estanzuela en 3 estaciones de muestreo (otoio 3,
primavera 4, otono 4). Promedio de la abundancia en los diferentes tratamientos.
CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC:
rotacion corta; RM: rotacién media; RL: rotacion larga. Letras diferentes representan
diferencias significativas dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las barras de
error corresponden al desvio estandar.

48



5.1.2 Ensayo INIA - Treinta y Tres

En el ensayo de INIA - Treinta y Tres las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes
también mostraron gran variabilidad, encontrandose en un rango de 10*-10° ufc/g de
suelo. La tendencia indic6é una menor abundancia de estas bacterias en el
tratamiento de cultivo continuo de granos, intermedia en las rotaciones y mayor en
mejoramiento permanente y campo natural. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos en ninguno de los muestreos (figura

8).

La cantidad de esporulados aerobios se encontré en el rango de 10°-10° ufc/g suelo.
En este grupo de bacterias no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos del ensayo, aunque se registr6 la tendencia de una mayor abundancia
en el mejoramiento permanente y campo natural, que en las rotaciones y el cultivo

continuo (figura 9).

Para las actinobacterias se registraron valores de 10°10” ufc/g suelo, con
poblaciones mayores nuevamente en mejoramiento permanente y campo natural,
con significancia estadistica en las primeras 2 de las 4 estaciones analizadas (figura

10).

Las poblaciones de bacterias heterdtrofas (del orden de 107 ufc/g suelo) fueron
menores en el tratamiento de cultivo continuo, aumentando en las rotaciones vy el
campo natural, y mayores en el mejoramiento permanente. Estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas s6lo en una de las 4 estaciones de

muestreo analizadas (figura 11).
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Pseudomonas fluorescentes
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Figura 8. Poblaciones de Pseudomonas fluorescentes en muestras de suelo del
ensayo de INIA - Treinta y Tres en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la
abundancia en los diferentes tratamientos. CC: cultivo continuo; RC: rotacion corta;
RL: rotacién larga; MP: mejoramiento permanente de pradera; CN: campo natural.
Letras diferentes representan diferencias significativas dentro del mismo grupo de
barras (p<0,05); las barras de error corresponden al desvio estandar.

Bacillus spp.
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Figura 9. Poblaciones de Bacillus spp. en muestras de suelo del ensayo de INIA -
Treinta y Tres en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la abundancia en los
diferentes tratamientos. CC: cultivo continuo; RC: rotacién corta; RL: rotacion larga;
MP: mejoramiento permanente de pradera; CN: campo natural. Letras diferentes
representan diferencias significativas dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las
barras de error corresponden al desvio estandar.
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Actinobacterias
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Figura 10. Poblaciones de actinobacterias en muestras de suelo del ensayo de INIA
- Treinta y Tres en 4 estaciones de muestreo. Promedio de la abundancia en los
diferentes tratamientos. CC: cultivo continuo; RC: rotacion corta; RL: rotacion larga;
MP: mejoramiento permanente de pradera; CN: campo natural. Letras diferentes
representan diferencias significativas dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las
barras de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 11. Poblaciones de bacterias heterdtrofas en muestras de suelo del ensayo
de INIA - Treinta y Tres en 4 estaciones de muestreo (otofno 2, otoiio 3, primavera
4, otono 4). Promedio de la abundancia en los diferentes tratamientos. CC: cultivo
continuo; RC: rotacion corta; RL: rotacion larga; MP: mejoramiento permanente de
pradera; CN: campo natural. Letras diferentes representan diferencias significativas
dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las barras de error corresponden al
desvio estandar.
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La abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre (del orden de 10’
ufc/g suelo) fue menor en rotacién corta y campo natural y mayor en mejoramiento

permanente, con diferencias significativas en uno de los 3 muestreos (figura 12).
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Figura 12. Poblaciones de bacterias fijadoras de N en vida libre en muestras de
suelo del ensayo de INIA - Treinta y Tres en 3 estaciones de muestreo (otoiio 2,
otoino 3, primavera 4, otono 4). Promedio de la abundancia en los diferentes
tratamientos. CC: cultivo continuo; RC: rotacién corta; RL: rotacién larga; MP:
mejoramiento permanente de pradera; CN: campo natural. Letras diferentes
representan diferencias significativas dentro del mismo grupo de barras (p<0,05); las
barras de error corresponden al desvio estandar.
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5.2 Estructura de comunidades bacterianas en suelo

La estructura de la comunidad bacteriana total y de ciertas poblaciones se analiz6
utilizando una metodologia independiente de cultivo. A partir de las muestras de
suelo se extrajo ADN de alto peso molecular (figura 13), y de concentraciéon y

pureza apropiadas para ser utilizado en reacciones de PCR (datos no mostrados).

10000
3000

1000
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de algunas de las extracciones de ADN a
partir de muestras de suelo. Como marcador de peso molecular se utiliz6 el Gene
Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific); se indica el tamano del fragmento mayor
y de las 3 bandas de referencia en pares de bases.

Con el ADN purificado se realizé el analisis por PCR-DGGE del dominio Bacteria y
del género Pseudomonas, y se intentaron ajustar las condiciones de PCR para el
género Bacillus y el filo Actinobacteria. Ademds de la diversidad estructural se
estudi6 la comunidad diazotréfica total mediante la misma técnica dirigida a un gen

funcional (nifH).

53



5.2.1 Diversidad del dominio Bacteria

Se analiz6 la estructura de la comunidad del dominio Bacteria en ambos ensayos,

en los principales tratamientos agricolas, y en 2 de las estaciones muestreadas.

Se realizaron reacciones de PCR a partir de diluciones del ADN extraido, utilizando
cebadores especificos para la regiéon V6-V8 del ARNr 16S, que se unen a las bases
968-984 y 1385-1401 del gen (posiciones correspondientes al gen del ARNr de E.
coli). Se obtuvo una banda de 473 pb (correspondiente a los 433 pb amplificados
por los cebadores mds 40 pb de la cola GC), observandose gran variabilidad en la
amplificacién obtenida para las diferentes muestras (figura 14). Algunas muestras no
fueron incluidas en el andlisis posterior por haberse obtenido una amplificacion

insuficiente.

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores
especificos para Bacteria. 1- Marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder
(Invitrogen), se indica el tamafio del fragmento mayor y de las 2 bandas mas
cercanas al amplicén esperado en pares de bases ; 2 a 17- Amplificacion a partir del
ADN obtenido de muestras de suelo; 18- control negativo de la reaccion.
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Los productos de PCR se separaron por DGGE, sembrando diferentes volimenes de

cada muestra para igualar la cantidad de ADN por carril.

Los patrones obtenidos presentaron entre 20-40 bandas principales por muestra en
el suelo de La Estanzuela y entre 15-30 en Treinta y Tres. Se realizé un andlisis de
agrupamiento de los patrones de bandas en las muestras utilizando el programa

GelCompar, y los resultados se presentan en forma de dendogramas.

Se observaron comunidades caracteristicas de cada sitio, ya que en un analisis
conjunto de todas las muestras se diferencian 2 agrupamientos correspondientes a

los perfiles de Treinta 'y Tres y de La Estanzuela (figuras 15y 16).

Se realizaron andlisis de agrupamiento independientes para cada sitio y estacion de
muestreo.

En el ensayo de La Estanzuela, las réplicas de los tratamientos mostraron mds de un
95% de similitud entre si, salvo por las muestras que presentaron poco o mucho
ADN debido probablemente a una menor o mayor amplificacion en el PCR
(CCSaPR, CCCbPR, CCCbOT) que no fueron consideradas en el analisis. Las
comunidades bacterianas presentes en los tratamientos con cultivo continuo fueron
diferentes a las encontradas en las parcelas con rotacion de cultivos. Las muestras de
cultivo continuo sin fertilizantes (CCS) presentaron un 95% de similitud con las de
cultivo continuo con fertilizantes (CCC), agrupandose entre si, y presentando menos
de un 90% de similitud con las muestras de la rotacién media (RM) (figura 15).
Analizando por separado los datos obtenidos en primavera, los resultados fueron
similares, salvo por la menor similitud encontrada entre las muestras de cultivo

continuo y las de la rotaciéon (85%) (figura 16). La mala amplificacion de las
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muestras de otofio no permitié realizar un andlisis independiente para esta estacion;
las pocas muestras analizadas resultaron muy similares entre si (93%) y no se
observé diferencia en la composicion de la comunidad en relacion al tratamiento

agricola (figura 17).

CCCb OT

CCSa PR
CCSb PR
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CCCc PR
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CCCb'OT
CCCb PR

Figura 15. Andlisis por DGGE del dominio Bacteria en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela. Dendograma generado por el programa GelCompar
a partir de los perfiles de bandas obtenidos para cada muestra. Los valores
representan la similitud entre las muestras expresada en porcentaje. CCS: cultivo
continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RM: rotacion
media. a, b y c son repeticiones del mismo tratamiento. OT: otofio; PR: primavera.

_____________ . . e PR
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CCCb PR
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Figura 16. Analisis por DGGE del dominio Bacteria en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela obtenidas en primavera 1. Dendograma generado
por el programa GelCompar a partir de los perfiles de bandas obtenidos para cada
muestra. Los valores representan la similitud entre las muestras expresada en
porcentaje. CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo continuo con
fertilizantes; RM: rotaciéon media. a, b y c son repeticiones del mismo tratamiento.
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Figura 17. Andlisis por DGGE del dominio Bacteria en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela obtenidas en otoiio 1. Dendograma generado por el
programa GelCompar a partir de los perfiles de bandas obtenidos para cada
muestra. Los valores representan la similitud entre las muestras expresada en
porcentaje. CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RM: rotacién media. a, b y c son
repeticiones del mismo tratamiento.

En el Ensayo de INIA - Treinta y Tres, las réplicas de los distintos tratamientos
también se agruparon con un porcentaje de similitud de alrededor de 95%, salvo
por las muestras correspondientes a la rotacion en primavera, que no se agruparon
juntas. Se observo una clara relacion entre la estructura de la comunidad de Bacteria
y el tratamiento agronémico. La estructura de la comunidad bacteriana en campo
natural (CN) resulté similar a la encontrada en el mejoramiento permanente (MP) de
pasturas, con una similitud de 88% en primavera y 94% en otofio, pero bien
diferenciadas si se compara entre estaciones. Por otra parte, las comunidades bajo
cultivo continuo (CC) fueron mas similares a las encontradas en la rotacién corta
(RC), con similitudes de 95% en primavera y 90% en otofio. El grupo conteniendo
muestras de CN y MP present6é una similitud con el grupo de CC y RC de 80% en
primavera y 85% en otono. En este Gltimo grupo se observé una menor
equitatividad en términos de diversidad, ya que presenté 3 bandas dominantes y

varias bandas con menor intensidad que en las demds muestras (figuras 18 y 19).
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Figura 18. Analisis por DGGE del dominio Bacteria en muestras de suelo del
ensayo de INIA - Treinta y Tres obtenidas en primavera 1. Dendograma generado
por el programa GelCompar a partir de los perfiles de bandas obtenidos para cada
muestra. Los valores representan la similitud entre las muestras expresada en
porcentaje. CC: cultivo continuo; RC: rotacién corta; MP: mejoramiento permanente
de pradera; CN: campo natural. a y b son repeticiones del mismo tratamiento.
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Figura 19. Andlisis por DGGE del dominio Bacteria en muestras de suelo del
ensayo de INIA - Treinta y Tres obtenidas en otofio 1. Dendograma generado por el
programa GelCompar a partir de los perfiles de bandas obtenidos para cada
muestra. Los valores representan la similitud entre las muestras expresada en
porcentaje. CC: cultivo continuo; RC: rotacién corta; MP: mejoramiento permanente
de pradera; CN: campo natural. a y b son repeticiones del mismo tratamiento.

Se calcularon métricas de diversidad a partir de los datos de DGGE, considerando la
intensidad de las bandas como medida de la abundancia de cada bacteria
amplificada. En el ensayo de INIA - La Estanzuela, el tratamiento en que la

diversidad fue mayor de acuerdo a los indices de Shannon y Simpson, fue el de

cultivo continuo sin fertilizantes. El de cultivo continuo con fertilizantes y la
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rotacion media presentaron valores similares de diversidad, en ambas estaciones de
muestreo. La medida de equitatividad fue mayor bajo cultivo continuo con
fertilizantes, seguido de la rotacién, y menor bajo cultivo continuo sin fertilizantes

(tabla 4).

Tabla 4. Indices de diversidad del dominio Bacteria a partir de los resultados de

DGGE del ensayo de INIA - La Estanzuela, en primavera y otofo.

INDICE de PRIMAVERA OTONO
DIVERSIDAD
CCS CCC RM CCC RM
Shannon (H) 3,278 3,0885 3,0745 3,1945 3,1815
Simpson (1-D) 0,95435 0,9499 0,9488 0,9555 0,95305
Equitatividad
(eAH/S) 0,813 0,8896 0,8664 0,9039 0,8461

CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RM: rotaciéon media.

En el ensayo de INIA - Treinta y Tres se encontré una mayor diversidad de la
comunidad bacteriana en el mejoramiento permanente y en campo natural respecto
a los otros tratamientos. En primavera fueron similares los valores encontrados en
MP y CN, mientras que en otoiio fue mayor la diversidad en CN que en MP. A su
vez, la diversidad en la rotacién corta fue mayor que bajo cultivo continuo. Los
resultados de equitatividad fueron diferentes en primavera y otofio, pero el menor
valor fue en el tratamiento de cultivo continuo, en ambas estaciones (tabla 5).

Tabla 5. indices de diversidad del dominio Bacteria a partir de los resultados de
DGGE del ensayo de INIA - Treinta y Tres, en primavera y otofo.

INDICE de PRIMAVERA OTONO

DIVERSIDAD - ™¢¢ RC | MP | CN cC RC | MP | CN
Shannon(H) 2,7465 | 2,736 | 3,1465 | 3,1325 | 2,4555 | 2,5325 | 2,779 | 3,0055
Simpson (1-D) | 0,92535 | 0,93045 | 0,9544 | 0,95165 | 0,90115 | 0,91035 | 0,92915 | 0,9475
f:',t':j‘;')‘”dad 0,8661 |0,93875[0,9368 | 0,908 | 0,865 |0,89905 |0,87975 | 0,9415

CC: cultivo continuo; RC: rotacion corta; MP: mejoramiento permanente; CN: campo natural

59




5.2.2 Diversidad del género Pseudomonas

A partir del ADN extraido se realizaron reacciones de PCR semi-anidado, para
amplificar la regién V6-V7 del ARNr 16S de bacterias del género Pseudomonas. En
el primer paso -con cebadores especificos para el género- se obtuvieron bandas de
990 pb (figura 20a) y en el segundo paso -con un cebador especifico y otro universal
conteniendo una cola GC- se amplificaron fragmentos de 300 pb (figura 20b).
Aunque en algunos casos en el primer paso se obtuvo una amplificacién muy débil,
se obtuvo buena cantidad de producto en el segundo paso. Para algunas muestras la

segunda reaccién mostré bandas de amplificacion inespecificas.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores
especificos para Pseudomonas spp. lzquierda (a): primer paso. 1- Marcador de peso
molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen), se indica el tamafio del fragmento
mayor y de las 2 bandas mas cercanas al amplicon esperado en pares de bases; 2 a
6- Amplificaciéon a partir del ADN obtenido de muestras de suelo; 7- control
negativo de la reacciéon. Derecha (b): segundo paso. 1- Control negativo de la
reaccion; 2- Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen), se indica
el tamafio del fragmento mayor y de las 2 bandas mas cercanas al amplicén
esperado en pares de bases; 3 a 10- Amplificaciéon a partir del ADN obtenido de
muestras de suelo.

Por andlisis visual se detect6 una mayor variabilidad de los patrones de bandas
correspondientes a distintas repeticiones y tratamientos respecto a lo observado con

el dominio Bacteria (figuras 21a 'y 22a).
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Figura 21. Andlisis por DGGE del género Pseudomonas en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela en primavera. (a) Gel obtenido para 3 repeticiones
de los tratamientos cultivo continuo sin fertilizantes (CCS), cultivo continuo con
fertilizantes (CCC) y rotacion media (RM). M: marcador de migracion. (b)
Dendograma realizado con el programa Statistica, combinando las 3 repeticiones.
En el eje y se grafica la distancia de agrupamiento en relacién a la maxima distancia
obtenida, expresada en porcentaje.

El analisis de agrupamiento de las muestras de INIA - La Estanzuela por separado no
presentd relacién con el tratamiento, probablemente debido a dicha variabilidad.
Combinado las 3 repeticiones de cada tratamiento (Aboim et al. 2008), se observo
que en primavera la estructura de la comunidad de Pseudomonas spp. en la
rotacién se parecié mas a la presente bajo cultivo continuo con fertilizantes que sin
agregado de fertilizantes (figura 21b). En otofio, en cambio la composicién de este

grupo en la rotacién fue mas parecido al de cultivo continuo sin fertilizantes que

con agregado de fertilizantes (figura 22b).
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Figura 22. Andlisis por DGGE del género Pseudomonas en muestras de suelo del
ensayo de INIA - La Estanzuela en otoio. (a) Gel obtenido para 3 repeticiones de
los tratamientos cultivo continuo sin fertilizantes (CCS), cultivo continuo con
fertilizantes (CCC) y rotacion media (RM). M: marcador de migracion. (b)
Dendograma realizado con el programa Statistica, combinando las 3 repeticiones.
En el eje y se grafica la distancia de agrupamiento en relacién a la maxima distancia
obtenida, expresada en porcentaje.

En el andlisis de la estructura de la comunidad de Pseudomonas spp. del ensayo

realizado en Treinta y Tres los resultados de la amplificacion y de la DGGE no

fueron suficientemente satisfactorios para su analisis.

5.2.3 Diversidad del género Bacillus spp. y el filo Actinobacteria

Se realizaron reacciones de PCR semi-anidados, para amplificar la regiéon 5" del gen
del ARNr 16S de Bacillus spp. En el primer paso -con un cebador especifico para

este grupo y otro universal- se obtuvieron bandas de 1300 pb y en el segundo paso —
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con los cebadores para Bacteria- se amplificaron fragmentos de 473 pb. Ademds de

la banda esperada, en ambos pasos se obtuvo amplificacién inespecifica (figura 23).

’

PRI |

(b)
Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores
especificos para Bacillus spp. Arriba (a): primer paso. 1- Marcador de peso
molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen); 2 a 10- Amplificacién a partir del
ADN obtenido de muestras de suelo; 11- Control negativo de la reaccién. Abajo (b):
segundo paso. 1- Marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen);
2 a 10- Amplificacién a partir del ADN obtenido de muestras de suelo; 11- control
negativo de la reaccion.

Cuando se analizaron los productos de PCR por DGGE, las bandas obtenidas no
resultaron nitidas, lo que no permitié caracterizar los patrones de bandas para este
grupo de bacterias. Algo similar ocurrié en la amplificacion del gen del ARNr 16S

de Actinobacteria, obteniéndose una banda de 1275 pb en la primera reaccién y

otra de 473 pb en la segunda ademas de bandas inespecificas (figura 24).
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores
especificos para Actinobacteria. 1 a 5- Primer paso; 6 a 10- Segundo paso; 12-
Marcador de peso molecular GeneRulerTM Ladder Mix (Fermentas); 11 y 13-
Controles negativos de las reacciones.

5.2.4 Diversidad de las bacterias fijadoras de nitrogeno

Se estudi6 la estructura de la comunidad bacteriana diazotréfica en las muestras de
ambos ensayos obtenidas en primavera 4, analizando por DGGE la diversidad de un
fragmento del gen nifH amplificado por PCR, adaptando el protocolo descripto por
Demba Diallo et al. (2004). Se utilizaron dos pares de cebadores, en una reaccién
anidada para aumentar la sensibilidad de la amplificacion, ya que con un solo paso
no se obtuvo suficiente cantidad de producto (no es visible en un gel de
electroforesis en agarosa). Se probaron diferentes condiciones de reacciéon de PCR

variando la concentracion de ADN molde, la temperatura de hibridacion vy el
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agregado de formamida o DMSO a la mezcla de reacciéon. Finalmente, la condicién
en la que se obtuvo mayor cantidad de producto en el segundo paso (370 pb) y de
forma mas especifica fue con el agregado de DMSO y un programa de PCR con 2
temperaturas de hibridacién (figura 25). Sin embargo, no se obtuvieron productos de
amplificacién para todas las muestras y la cantidad de amplicon obtenido en
algunos casos fue escaso, especialmente en los tratamientos del ensayo realizado en

INIA - Treinta y Tres.

e PO T e

 {

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de productos del segundo paso de PCR
para las bacterias fijadoras de nitrégeno. 1- Marcador de peso molecular
GeneRulerTM Ladder Mix (Fermentas) de 10.000 — 100 pb; 2 a 9- Productos de
amplificacién del gen nifH a partir de ADN extraido de suelo (320 pb).

De la totalidad de 60 muestras colectadas, sélo se pudieron analizar 30 por DGGE
en 3 corridas electroforéticas independientes, donde se observaron entre 30 a 50
bandas diferentes por carril (figura 26). Se realizaron andlisis de agrupamiento de

las mismas de acuerdo a la presencia o ausencia de bandas, para comparar la

estructura de la comunidad presente en ellas.
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Figura 26. Analisis por DGGE de las bacterias fijadoras de nitrégeno. Gel de DGGE
de los productos de PCR del gen nifH a partir de muestras de suelo. Se incluyé un
marcador de migracion en el carril 7.

En el ensayo que se lleva a cabo en INIA - La Estanzuela, se observé una diferencia
en la estructura de la comunidad diazotréfica entre el tratamiento de cultivo
continuo sin fertilizantes y las rotaciones (figura 27b). Sin embargo, la misma no se

diferencié bajo cultivo continuo con fertilizacién y los tratamientos de rotaciones

(figura 27a).
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Figura 27. Analisis de agrupamiento de la estructura de la comunidad diazotréfica
en muestras de suelo del ensayo de INIA - La Estanzuela obtenidas en primavera 4.
Dendogramas generados por el programa Statistica a partir de los perfiles de bandas
obtenidos por DGGE para cada muestra. CCS: cultivo continuo sin fertilizantes;
CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM: rotacion media; RL:
rotacion larga; a, b, c: repeticiones del mismo tratamiento (diferentes parcelas); 1, 2:
duplicados dentro de cada parcela; M: marcador de migracién. En el eje x se grafica
la distancia de agrupamiento en relaciéon a la maxima distancia obtenida en cada
analisis, expresada en porcentaje.
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En el andlisis de las muestras del ensayo de INIA - Treinta y Tres la estructura de la
comunidad diazotréfica no se relacioné al tratamiento agricola, ya que las réplicas

de los diferentes tratamientos no se agruparon en el dendograma (figura 28).
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Figura 28. Anilisis de agrupamiento de la estructura de la comunidad diazotréfica
en muestras de suelo del ensayo de INIA - Treinta y Tres en primavera 4.
Dendogramas generados por el programa Statistica a partir de los perfiles de bandas
obtenidos por DGGE para cada muestra. a, b y c: triplicados de cada tratamiento
(diferentes parcelas); 2, 4 y 6: réplicas dentro de cada parcela. CC: Cultivo continuo;
RC: Rotacion corta; RL: rotacién larga; a, b, c: repeticiones del mismo tratamiento
(diferentes parcelas); 1-6: réplicas dentro de cada parcela; M: marcador de
migracion. En el eje x se grafica la distancia de agrupamiento en relacién a la
maxima distancia, expresada en porcentaje.
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5.3 Relaciones entre variables microbiolégicas, fisicas y quimicas del suelo
Se analizaron las relaciones entre las variables microbioldgicas vy fisicoquimicas del
suelo en 6 estaciones de muestreo, mediante andlisis de componentes principales,

que resulto el mas apropiado de acuerdo al gradiente de recambio de las variables.

En el ensayo de La Estanzuela, en las 6 estaciones analizadas, las muestras de los
tratamientos de cultivo continuo (CC) se ubicaron separadas de las rotaciones, por el
primer eje en la mayoria de los casos, salvo en la primavera 2 que fue por el
segundo eje (figuras 29 y 30). En general, se observé un mayor aporte a la formacion
del primer eje de las variables microbiolégicas (abundancia de los diferentes grupos

de bacterias), de los nutrientes (C, Ny P) y del pH.

En la primavera 1, el segundo eje separo la rotacion corta que se encontraba al final
de la fase de pasturas y el tratamiento de CC con fertilizantes, del CC sin fertilizantes
y las otras rotaciones que estaban al final de la fase de cultivo (figura 29, arriba). En
la primavera 2, el primer eje separé el CC sin fertilizantes del resto de los
tratamientos (figura 30, arriba). En el otofio 2 el segundo eje separd las muestras de
CC con fertilizantes de las de CC sin fertilizantes, y las muestras de rotacién larga y

corta de las de rotacién media (figura 30, abajo).
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Figura 29. Andlisis de componentes principales para las variables microbiolégicas,
fisicas y quimicas del suelo en el ensayo de INIA - La Estanzuela en primavera 1
(arriba) y otofio 1 (abajo). Variables (flechas) - pH; C.Org: carbono organico; N:
nitrégeno total; P disp: fésforo disponible; contenido de bases; Ca, Mg, K y Na;
A.Tit.: acidez titulable: CEC: capacidad de intercambio catiénico; abundancia de
actinobacterias (Actino), Pseudomonas fluorescentes (Pseudo) o Bacillus spp.
(Bacillus). Muestras (puntos) - CCS: cultivo continuo sin fertilizantes; CCC: cultivo
continuo con fertilizantes; RC: rotacién corta; RM: rotacion media; RL: rotacion
larga.
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En general, las poblaciones de actinobacterias, Pseudomonas fluorescentes,
bacterias fijadoras de nitrégeno y heterétrofas se asociaron a las rotaciones, salvo en
la primavera 2 donde fueron mayores en los tratamientos con cultivo continuo. A
éstos estuvo asociada la poblacién de Bacillus spp. en todas las estaciones donde se

estudio este grupo.

La abundancia de nutrientes (COrg, N y K) fue en general mayor en alguno de los
tratamientos de rotaciones que bajo cultivo continuo, con excepcién de la
primavera 2. En todas las estaciones de muestreo el pH fue mayor en suelos con

cultivo continuo sin fertilizantes respecto a los otros tratamientos.
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Figura 30. Analisis de componentes principales para las variables microbioldgicas y
quimicas del suelo en el ensayo de INIA - La Estanzuela, en primavera 2 (arriba) y
otofo 2 (abajo). Variables (flechas) - pH; C.Org: carbono orgdnico; N: nitrégeno
total; contenido de bases: Ca, Mg, Ky Na; abundancia de actinobacterias (Actino),
Pseudomonas fluorescentes (Pseudo) o Bacillus spp. (Bacillus) o bacterias
heterétrofas (Hetero). Muestras (puntos) - CCS: cultivo continuo sin fertilizantes;
CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM: rotacién media; RL:
rotacion larga.
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Figura 31. Andlisis de componentes principales para las variables microbiolégicas,
fisicas y quimicas del suelo en el ensayo de INIA - La Estanzuela en primavera 4
(arriba) y otoio 4 (abajo). Variables (flechas) - C.Org: carbono organico; N.tot:
nitrogeno total; N-NO3: nitratos; N-NH4: amonio; P.disp.: fésforo disponible; PMN:
potencial de mineralizacién de nitrégeno; arena, arcilla, limo: cantidades en %;
Hetero: bacterias heterétrofas; BFN: bacterias fijadoras de nitrégeno; BSF: bacterias
solubilizadoras de fosfato. Muestras (puntos) - CCS: cultivo continuo sin
fertilizantes; CCC: cultivo continuo con fertilizantes; RC: rotacion corta; RM:
rotacién media; RL: rotacion larga.
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Figura 32. Andlisis de componentes principales para las variables microbiolégicas,
fisicas y quimicas del suelo en el ensayo de INIA-Treinta y Tres, en primavera 1
(arriba) y otoio 1 (abajo). Variables (flechas) - pH; C Org: carbono organico; N:
nitrogeno total; P disp: fésforo disponible; contenido de bases; Ca, Mg, Ky Na; A.Tit.:
acidez titulable; CIC: capacidad de intercambio catidnico;, Sat: % saturacion;
abundancia de actinobacterias (Actino), Pseudomonas fluorescentes (Pseudo) o Bacillus
spp. (Bacillus); C-MOP: C en la materia organica particulada fina (f) o gruesa (g); C-
MOAM: C en la materia organica asociada a la fraccién mineral. Muestras (puntos) -
CC: cultivo continuo; RC: rotaciéon corta; RL: rotaciéon larga; MP: mejoramiento
permanente; CN: campo natural.
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En el ensayo de Treinta y Tres, en las 4 estaciones donde pudieron realizarse andlisis
de todos los tratamientos, el primer eje separ6 el cultivo continuo del mejoramiento
permanente y el campo natural. Las rotaciones, tanto corta como larga, se ubicaron
a ambos lados del eje principal, debido probablemente a la asincronicidad de las
réplicas (figuras 32-34). En general, la abundancia de bacterias y los nutrientes se
asociaron al tratamiento de mejoramiento permanente, el pH al campo natural, y el

fésforo disponible al sistema de cultivo continuo.
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Figura 33. Andlisis de componentes principales para las variables microbioldgicas y
quimicas del suelo en el ensayo de INIA - Treinta y Tres, en primavera 2. Variables
(flechas) - pH; C.Org: carbono organico; N: nitrégeno total; contenido de bases: Ca,
Mg, K y Na; abundancia de actinobacterias (Actino), Pseudomonas fluorescentes
(Pseudo) o Bacillus spp. (Bacillus). Muestras (puntos) - CC: cultivo continuo; RC:
rotacién corta; RL: rotacion larga; MP: mejoramiento permanente.
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Figura 34. Andlisis de componentes principales para las variables microbiolégicas,
fisicas y quimicas del suelo en el ensayo de INIA - Treinta y Tres en primavera 4
(arriba) y otono 4 (abajo). Variables (flechas): C.Org: carbono orgdnico; N.tot:
nitrogeno total; N-NO3: nitratos; N-NH4: amonio; P.disp.: fésforo disponible; PMN:
potencial de mineralizacién de nitrégeno; arena, arcilla, limo: cantidades en %;
BHT: bacterias heter6trofas totales; BFN: bacterias fijadoras de nitrégeno; BSF:
bacterias solubilizadoras de fosfato. Muestras (puntos): Mejoramiento permanente
(MP): pradera artificial; Rotacién larga (RL): 2 anos de cultivos forrajeros y 4 anos de
pradera artificial; Rotacion corta (RC): 2 afos de cultivos forrajeros y 2 afos de
pradera artificial; Cultivo continuo (CC): cultivos forrajeros; Campo natural (CN):
campo natural sin fertilizacion.
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6 DISCUSION

6.1 Efecto de las rotaciones de cultivos sobre la abundancia bacteriana

Los resultados de esta tesis mostraron, en ambos ensayos, que la introduccion de
pasturas en rotacion con cultivos de grano puede promover un aumento en las
poblaciones bacterianas en comparacién con el monocultivo. En el ensayo de INIA -
La Estanzuela el aumento de las poblaciones bacterianas debido a la introduccién
de pasturas fue igual o mayor que por fertilizacion quimica, indicando que el
aumento en la disponibilidad de nutrientes podria explicar los cambios observados.
En INIA - Treinta y Tres la abundancia bacteriana en las rotaciones con pasturas fue
mayor o similar que en cultivo continuo de granos (donde se aplica fertilizacion
quimica). Las mayores poblaciones se hallaron en el mejoramiento permanente y

fueron similares a las de campo natural.

En ambos ensayos se determiné previamente que las pasturas aumentan la materia
organica y nutrientes del suelo, y disminuyen su densidad (Terra & Garcia Préchac
2001; Morén & Diaz 2003). En otros estudios se ha observado que los sistemas de
pradera y el agregado de materia orgdnica tienden a aumentar la biomasa
microbiana (Larkin 2003). Se observaron impactos positivos del agregado de
fertilizantes sobre la biomasa microbiana, dependientes del cultivo vegetal (mayores
en canola que en cebada), y con un efecto acumulativo en el tiempo o
independiente del mismo (Dermiyati et al. 2011; Lupwayi et al. 2010). El efecto
puede ser dependiente también de la dosis de aplicacion, y tener efectos no
deseados. A dosis recomendadas agronémicamente el fertilizante nitrogenado no

afecté o aumenté la biomasa microbiana, sin embargo a mayores dosis redujo la
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misma (Dermiyati et al. 2011; Lupwayi et al. 2012). Las bacterias fijadoras de
nitrégeno podrian ser especialmente sensibles al agregado de fertilizantes
nitrogenados. En el trabajo de Orr et al. (2012) se detect6é un pequefo impacto de la
fertilizacion sobre la comunidad bacteriana total y la diazotréfica, pero un efecto
mayor de las medidas de proteccién de cultivos, sugiriendo que los diazétrofos
(estimados por el nimero de copias del gen nifH) pueden ser especialmente

sensibles a los pesticidas.

El origen de la materia orgdnica y de los nutrientes aportados al sistema pueden
tener diferentes efectos sobre las comunidades microbianas, con resultados
contrastantes si se aplican fertilizantes quimicos, organicos o a través de la
incorporacion de rotaciones u otras practicas de manejo, como han reportado
algunos estudios recientes (Bernard et al. 2012). Por ejemplo, los estudios de
Ngosong et al. (2010) mostraron que las poblaciones microbianas bajo el mismo
tipo de cultivo responden de forma diferente a fertilizantes minerales que a

enmiendas orgdnicas.

Varios estudios han mostrado que la diversificacion de las rotaciones, puede resultar
en mayor biomasa microbiana que el cultivo continuo de granos. Las poblaciones
de bacterias cultivables en suelo tendieron a ser mayores luego de las rotaciones
con cebada, canola, maiz, colza, cebada/raigras y cebada/trébol que bajo cultivo de
papa continuo, siendo mayores en la rotacion cebada/trébol y colza que en las
otras. Sin embargo, las poblaciones cultivables de hongos disminuyeron en la
rotacion con canola (Larkin 2003; Larkin 2008; Larkin et al. 2010; Larkin &
Honeycutt 2006). A pesar que la historia previa de rotaciones tuvo un efecto sobre

las poblaciones microbianas de un suelo cultivado con papa, sélo el tratamiento de
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fumigacion quimica redujo las poblaciones del patégeno Verticillium spp. y aumentd

la actividad microbiana general (Larkin, Honeycutt & Olanya 2011).

En un estudio donde se compararon varias practicas agricolas, la rotaciéon con colza
y el agregado de compost fueron las que tuvieron el mayor impacto sobre las
comunidades microbianas del suelo, aumentando las poblaciones de bacterias
cultivables (Bernard et al. 2012). Los sistemas de rotaciones de arroz con maiz y
poroto mung alcanzaron poblaciones bacterianas en suelo mayores que el
monocultivo, asi como 24-46% mas rendimiento del cultivo de arroz (Xuan et al.
2011). Las rotaciones también fueron beneficiosas para el cultivo de tomate,
aumentando 26% su rendimiento que se correlacioné positivamente con la
poblacién microbiana total, el C organico y N total, sugiriendo que la rotacion
provocaria cambios en las propiedades microbianas de la rizésfera de la planta que

favorecerian su rendimiento (Tian et al. 2009).

En esta tesis se detectdé un aumento de las poblaciones de actinobacterias con la
presencia de pasturas en la rotacién, siendo la poblacién mds sensible al tratamiento
(intensidad de uso). Diferentes sistemas de cultivo que incluyen rotaciones también
tendieron a aumentar la proporcion de biomarcadores de FAME de actinobacterias y
hongos en comparacion al cultivo continuo de papa, siendo la rotacién con cebada
la que present6 mayor abundancia de estas bacterias (Larkin 2003; Larkin,
Honeycutt, Griffin, et al. 2011). En un sistema de rotaciones de 6 afos se favoreci6
la ocurrencia de actinobaterias con fuerte actividad antifingica contra Fusarium
oxysporum y Pythium debaryanum (Gorlach-Lira & Stefaniak 2009). En otros

estudios se determiné que la retencién de residuos vegetales estimul6 las
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poblaciones de actinobacterias, mientras que el agregado de compost tuvo el efecto

contrario (Govaerts et al. 2008; Bernard et al. 2012).

En este trabajo se observd poca respuesta de las poblaciones de Pseudomonas
fluorescentes al tratamiento agricola, que fueron bajas en el cultivo continuo sin
fertilizantes (INIA - La Estanzuela) y altas en mejoramiento permanente y campo

natural (INIA - Treinta y Tres).

En un estudio de diferentes rotaciones de papa, en el sistema con cebada las
poblaciones de Pseudomonas fluorescentes tendieron a ser mayores que con otras
especies (Larkin 2003). La rotaciéon de arroz con trigo también tuvo un efecto
positivo sobre el nimero de estas bacterias, indicando que podrian ayudar a
controlar enfermedades en el cultivo de trigo (Chen et al. 2010). Sin embargo, en el
estudio de Govaerts et al. (2008), tanto la rotacién de trigo/maiz como la remocién
de restos vegetales presentaron poblaciones de Pseudomonas fluorescentes menores
que el cultivo continuo de trigo y la retenciéon de residuos, respectivamente. La
especie vegetal huésped tiene una gran influencia sobre la dindmica, composicién y
actividad de las bacterias del género Pseudomonas (Bergsma-Vlami et al. 2005). En
el suelo total no se observé efecto de las diferentes practicas agricolas sobre la
abundancia de Pseudomonas fluorescentes, pero si en suelo rizosférico, donde fue

mayor en parcelas sin laboreo y con manejo conservacionista (Agaras et al. 2012).

En particular, las Pseudomonas fluorescentes productoras del antibiético 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG) se vieron enriquecidas en la rizésfera de lino y
trigo crecidos en monocultivo, pero no en las rotaciones, sugiriendo que luego de

muchos afos de monocultivo la especie vegetal se enriquece a partir del suelo de
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productores de 2,4-DAPG especialmente adaptados a colonizar su rizésfera (Landa
et al. 2006; Svercel et al. 2009). En otro estudio se determiné también que el manejo
agricola puede alterar la abundancia relativa de Pseudomonas fluorescentes
rizosféricas productoras de 2,4-DAPG, y que las practicas que reducen las
enfermedades de raiz (rotacién de cultivos, laboreo y tratamientos quimicos de
semillas) no siempre se relacionan a un aumento de la colonizacién radicular por
estas bacterias. El efecto de la interaccién entre la rotacion y el laboreo fue
complejo, ya que la secuencia maiz-soja disminuy6 la poblacién de productores de
DAPG y la secuencia avena-heno la aumenté, pero sometidas a laboreo los

resultados fueron totalmente inversos (Rotenberg et al. 2007).

En esta tesis se observd un aumento de la abundancia de las poblaciones
diazotréficas de vida libre con el agregado de fertilizantes quimicos y con las
rotaciones, en el ensayo de INIA - La Estanzuela. En el ensayo de INIA - Treinta y
Tres, la tendencia observada fue una mayor abundancia de estas bacterias en el
mejoramiento permanente, y poblaciones menores en campo natural. Estos efectos
podrian deberse a la mayor presencia de nutrientes y/o a la inoculacién de las

pasturas.

En un trabajo realizado en un amplio rango de suelos en Australia se encontr6é que
el C en el suelo estda estrechamente ligado a la ecologia de las bacterias
diazotréficas. Principalmente, la cantidad de C que entra al suelo esta directamente
relacionada a la abundancia y a la actividad de las bacterias fijadoras de N (BFN) en

vida libre (Wakelin et al. 2010).
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Las especies vegetales presentes pueden tener también un importante efecto sobre
las BFN, como se evidenci6 en un ensayo de cultivos mixtos; en una de las
combinaciones de los 2 tréboles evaluados fue donde se observé la mayor actividad

nitrogenasa de las BFN en vida libre (Zarea et al. 2009).

En otros estudios se determiné que la rotacién de cultivos convencional (papa-
cebada) fue el tratamiento que presenté mayor actividad nifH comparada con la
rotacién organica (papa-poroto) y los tratamientos quimicos. Estos Gltimos fueron los
que presentaron menor cantidad de diazétrofos, indicando que estas bacterias
podrian ser especialmente sensibles a los pesticidas (Orr et al. 2011; Orr et al.
2012). Esta comunidad también se vio afectada por el encalado y por el incremento
en la carga animal de pastoreo, que aumentaron la capacidad de fijar nitrégeno en
praderas. El efecto del pastoreo esta relacionado con un aumento en el crecimiento
de la pastura y de su contenido en trébol, resultando en una mayor productividad
animal. Estos fenémenos indican un incremento en la fijaciéon de N y a largo plazo

resultan en una mayor disponibilidad de Ny C en el suelo (Wakelin et al. 2009).

En estos mismos ensayos de rotaciones de INIA se analiz6 previamente la
abundancia de otros organismos del suelo: bacterias benéficas, hongos patégenos y
macrofauna. En el ensayo de INIA - La Estanzuela, tanto la fertilizaciéon quimica
como las rotaciones aumentaron las poblaciones de bacterias solubilizadoras de
fosfato (BSF) respecto al cultivo continuo sin fertilizantes. En INIA - Treinta y Tres,
las poblaciones de BSF fueron mayores en MP y CN, menores en CC e intermedias
en las rotaciones (Azziz et al. 2012). En INIA - La Estanzuela, la poblacién de
Fusarium oxysporum resulté proporcional al tiempo en que el suelo esta bajo

pasturas (Altier 2003). También se determiné que el manejo agricola tuvo un efecto
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significativo sobre la de la macrofauna del suelo, ya que el nimero de individuos de
dicha comunidad varié de acuerdo a la intensidad del uso del suelo. En el ensayo de
INIA - La Estanzuela, los tratamientos de cultivo continuo sin fertilizante y la
rotacion larga tuvieron las menores y mayores densidades poblacionales de la
mayoria de los taxones, respectivamente (Zerbino 2010). En el ensayo de INIA -
Treinta y Tres se registraron las mayores y menores densidades de algunos grupos en

MP y CC, e intermedias en las rotaciones (Zerbino 2012).

6.2 Efecto de las rotaciones de cultivos sobre la diversidad y estructura de

las comunidades bacterianas.

En esta tesis se observo diferente estructura de la comunidad del dominio Bacteria
de acuerdo a los tratamientos agricolas, mediante el andlisis por DGGE. En el
ensayo de INIA - La Estanzuela, la comunidad encontrada en las rotaciones fue
diferente a la presente en los tratamientos de cultivo continuo; también se observé
un impacto de la fertilizacion quimica. En INIA - Treinta y Tres, claramente se
diferenciaron las comunidades de campo natural y mejoramiento permanente de la
presente bajo cultivo continuo. La estructura de la comunidad en la rotacién result6
mas similar a la de cultivo continuo en otofio, pero mas variable en el muestreo de
primavera, probablemente indicando que las réplicas se encuentran en diferentes
fases de la rotacion. Ademas de la intensidad del uso del suelo en si, el cultivo
vegetal presente en el momento de muestreo puede tener influencia sobre los

microorganismos del suelo a través de la composicion de sus exudados y residuos.
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Garbeva et al. (2008) evaluaron diferentes historias de uso del suelo (rotacion de
cultivos bajo laboreo, monocultivo de maiz y pasturas permanentes) y determinaron
que tanto la historia de uso como la especie vegetal mostraban claros efectos sobre
la comunidad y su diversidad, analizada por PCR-DGGE. Un importante efecto del
sistema de cultivo sobre la estructura de la comunidad se observé por DGGE en un
estudio realizado en Africa, donde todos los cereales en monocultivo presentaron
comunidades muy similares en todas las especies (maiz, mijo, sorgo) y sitios,
mientras que en las rotaciones (con poroto caupi y mani) presentaron mayor
variabilidad y relacién con la especie vegetal (Alvey et al. 2003). En un estudio de
rotaciones de papa-trigo, también se observé un efecto a largo plazo de la rotacion,
de la estacion de muestreo y de la posicion en el terreno sobre la comunidad del
dominio Bacteria y de los ascomycetes, evaluado por PCR-DGGE (Viebahn et al.
2005; Viebahn et al. 2006). En rotaciones de arroz, la composicién de las
comunidades bacterianas del suelo también fue diferente en comparacién con el
monocultivo, con mayor diversidad y abundancia, sugiriendo que esta practica seria
apropiada para mantener el equilibrio del ambiente microbiano del suelo vy

permitiria un cultivo de arroz mas sustentable (Xuan et al. 2011).

En algunos trabajos se ha visto que los sistemas de rotaciones y cultivos mixtos
aumentan la diversidad bacteriana en la rizésfera de pepino y la poblacion
microbiana en tomate, lo que se correlaciona con un mayor rendimiento del cultivo
(Tian et al. 2009; Wu et al. 2011; Li et al. 2009). Los efectos de otras rotaciones de
cultivos sobre la composicion de las comunidades microbianas también fueron
detectados en cultivos de papa y colza analizando los perfiles de FAME vy los perfiles

de utilizacién de sustrato (Larkin, Honeycutt & Olanya 2011; Bernard et al. 2012;
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Larkin 2003; Larkin 2008; Larkin, Honeycutt, Griffin, et al. 2011). La utilizacién de
ciertos carbohidratos, acidos carboxilicos y aminodcidos se asoci6 a la rotacién con
determinados cultivos, indicando diferencias en los atributos funcionales de las
comunidades microbianas entre los distintos sistemas (Larkin & Honeycutt 2006).
Este efecto de la rotacion de cultivos sobre la composicion de las comunidades
microbianas indica la importancia de las caracteristicas de los cultivos en dar forma
a las comunidades del suelo, y de su potencial en el desarrollo de actividades
promotoras del crecimiento de vegetal como la supresividad para patégenos (Larkin

2008).

Los resultados de esta tesis mostraron que los tratamientos de rotaciones presentaron
valores de diversidad bacteriana (a partir de los datos de DGGE) similares al cultivo
continuo, aunque en el ensayo de INIA - Treinta y Tres presentaron mayores valores
de equitatividad. En un ensayo donde se comparé la diversidad microbiana bajo
diferentes practicas de manejo, las diferencias en diversidad observadas fueron
atribuidas a efectos sobre la equitatividad y no sobre la riqueza de los amplicones
del gen del ARNr 16S (Wu et al. 2008). En el ensayo de INIA - La Estanzuela, el
sistema de cultivo continuo sin fertilizantes fue el mds diverso. En el ensayo de INIA
- Treinta y Tres, la rotacién corta presentd mayores indices de diversidad que el
cultivo continuo en otofio pero menor en primavera; siendo ambos tratamientos
menos diversos que el mejoramiento permanente y el campo natural. En este tltimo
ensayo, también se habia reportado una mayor diversidad de bacterias
solubilizadoras de fosfato en el mejoramiento permanente que bajo cultivo
continuo, aunque estadisticamente significativa s6lo en uno de los dos afos

estudiados (Azziz et al. 2012).
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Algunos antecedentes muestran que los sistemas de pradera con el agregado de
materia orgdnica tienden a aumentar la diversidad microbiana del suelo. En el
estudio de Larkin (2003) la misma fue mayor bajo trigo precedido de leguminosas
(trébol rojo o arveja de campo) que bajo trigo continuo. Las fertilizacién ya sea
sintética o por enmiendas orgdnicas también puede producir cambios en la
diversidad microbiana, como se reporté en la diversidad funcional asociada a
cultivos de canola y cebada (estimada por el perfil fisiolégico) y la diversidad
estructural en cultivo de tomate (estimada por DGGE y el calculo de indices)
(Lupwayi et al. 2010; Liu et al. 2007). La fertilizacién quimica fosfatada produjo un
cambio en la estructura de las comunidades de bacterias y hongos determinada por
DGGE y TRFLP en suelo de pradera, al igual que el aumento de la carga animal

(Wakelin et al. 2009).

Las rotaciones de cultivos pueden promover la diversidad microbiana del suelo,
debido a la mayor diversidad vegetal presente. Sin embargo, en un ensayo realizado
al sur de Brasil, se describié por secuenciacion masiva una mayor diversidad
microbiana en cultivos s6lo con cereales (avena y maiz) en relacion a las rotaciones
con leguminosas (vicia y poroto caupi) (Dorr de Quadros et al. 2012). Por el
contrario, otros estudios si demuestran que los sistemas de rotaciones presentan
mayor diversidad, como en el caso del trigo seguido de trébol rojo, arveja o abono
verde, del cultivo de tomate en rotacion con trigo y con trébol rojo (pero no con
alfalfa) y de rotaciones del cultivo de papa (Lupwayi et al. 1998; Li et al. 2009;
Larkin, Honeycutt, Griffin, et al. 2011). A escala regional, en la Pampa Argentina, se
determin6 que los sistemas de rotaciones presentaron una diversidad equivalente a

la de las praderas naturales, y mayor que el monocutlivo de soja que conlleva a una
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homogeneizacién de las comunidades bacterianas (Figuerola et al. 2014). En otros
casos, el beneficio de las rotaciones para la diversidad depende de las especies
vegetales incluidas. Los indices de diversidad y equitatividad de la rotaciéon de
pepino con poroto y apio fueron mayores que con otros cultivos, al igual que su
rendimiento, los cuales estuvieron positivamente correlacionados (Wu et al. 2011).
En otro caso, la diversidad y riqueza en la utilizacion de sustratos fue mayor en
rotaciones de papa con cebada, canola y maiz, que con soja, indicando diferencias
en los atributos funcionales de las comunidades microbianas y su interaccién con la
planta (Larkin 2003; Larkin & Honeycutt 2006). Estos trabajos indican que las
rotaciones de cultivos, principalmente las basadas en leguminosas, pueden albergar
una mayor diversidad de las comunidades microbianas del suelo, aumentando la

sustentabilidad de los ecosistemas agricolas.

En esta tesis, el andlisis de grupos especificos de bacterias mostr6 que la relacion de
estas comunidades con el tratamiento agricola no fue tan evidente, con excepcion
de la comunidad diazotréfica que se diferencié en el cultivo continuo sin
fertilizantes del resto de los sistemas en el ensayo de INIA - La Estanzuela. Se
observé que la fertilizacion quimica y organica a largo plazo produjo un aumento
en la diversidad de las bacterias fijadoras de nitrégeno, estimada como filotipos del
gen nifH (Tang et al. 2012). El efecto de las practicas de manejo sobre la estructura
de la comunidad de bacterias fijadoras de nitrégeno presente en suelos agricolas de
Australia (analizada por DGGE del gen nifH) fue significativo y en muchos casos

mayor que el efecto de diferentes tipos de suelo (Wakelin et al. 2010).

En un trabajo anterior se detect6 que la poblacién de Pseudomonas fluorescentes en

el rizoplano de papa es muy homogénea, y no se vio afectada por el sistema de
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manejo ni la rotacion de cultivos (Ferreira et al. 2009). Por el contrario, se determiné
por PCR-DGGE con cebadores especificos de grupo que las comunidades de
Pseudomonas y Bacillus se vieron muy afectadas por la especie vegetal y el tipo de
suelo, y que el cultivo en rotacion con papa (cebada o poroto) tuvo un efecto
significativo en la diversidad de los fijadores de N en vida libre (Garbeva et al. 2008;

Orretal. 2011).

6.3 Efecto de los tratamientos agricolas sobre otras propiedades del suelo

Los sistemas de manejo afectan significativamente las enfermedades que tienen
origen en el suelo, las comunidades microbianas y el rendimiento del cultivo, pero
también afectan varias otras propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo. Los
efectos acumulativos de anos de rotaciones, al igual que otros aspectos de las
practicas de producciéon como el uso de fertilizantes, herbicidas, cultivos de
cobertura, laboreo, etc. resultan en grandes diferencias en las propiedades quimicas

del suelo (Larkin 2003; Larkin 2008).

En esta tesis se observé que las rotaciones presentan propiedades fisicoquimicas y
biolégicas del suelo diferentes a los sistemas de cultivo continuo. En el ensayo de
INIA - La Estanzuela las primeras se asociaron principalmente a las variables
microbiolégicas y al contenido de nutrientes en el suelo, mientras que el cultivo
continuo sin fertilizantes presenté mayores valores de pH. En INIA - Treinta y Tres el
cultivo continuo se diferencié del mejoramiento permanente y campo natural,

mientras que el resultado en las rotaciones dependi6 de la estacion de muestreo y la
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fase en que se encontraban las mismas. El CC se encontré asociado al P disponible,

el MP a los nutrientes y abundancia de bacterias y el CN al pH.

En los estudios de macrofauna realizados anteriormente en el ensayo de INIA - La
Estanzuela, el andlisis de co-inercia entre las propiedades edéficas y la densidad de
organismos fue significativo. El primer eje orden6 los usos del suelo de acuerdo a su
intensidad, y algunos taxones estuvieron asociados a la rotacion larga, sistema con
mayor cantidad de carbono organico y nitrégeno total. En el ensayo de INIA -
Treinta y Tres, la composicion especifica de las comunidades de oligoquetos, asi
como la relacién adultos/inmaduros y el nimero de capullos reflejaron el impacto
que producen distintas intensidades de uso del suelo en siembra directa con
pastoreo sobre el contenido de carbono orgénico y la densidad aparente del suelo.
Se concluyé que la evaluacion de la macrofauna del suelo conjuntamente con otras
propiedades del mismo es una herramienta util para evaluar su sustentabilidad
(Zerbino 2010; Zerbino 2012). Ademas, se pueden incluir pardmetros microbianos
que son mas dindmicos y presentan una respuesta a los cambios mas rapida que los

fisicoquimicos.

En el estudio de Wakelin et al. (2008) el tipo de suelo fue el determinante clave de
la estructura de las comunidades microbianas y de sus funciones catabdlicas, mas
que la practica de manejo agricola. El pH es una variable que en general tiene gran
influencia en las comunidades microbianas del suelo. Por andlisis multivariados se
identific6 el pH del suelo como la propiedad fisicoquimica clave en la seleccién de
habitat, asociada a variaciones en la diversidad (DGGE) y utilizaciéon de sustratos
(MicroResp™). Al disminuir el pH, el catabolismo de algunos compuestos organicos

de bajo peso molecular por parte de la microbiota disminuia y el de otros
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aumentaba, con implicancias sobre los ciclos geoquimicos del C y N. La estructura
de las comunidades bacterianas se correlacioné con el pH, y la de los hongos con el
pH y el % de arena. En este contexto, es que las practicas agricolas actdan

modulando selectivamente las poblaciones y funciones microbianas.

En otro trabajo, la estructura de la comunidad cambi6 significativamente a lo largo
de gradientes de pH y saturacion de bases, explicando los atributos del suelo el 31%
de la variabilidad observada (Jesus et al. 2009). Ademds, el pH del suelo se
correlacioné negativamente con la abundancia de Pseudomonas fluorescentes
conteniendo el gen phlD, responsable de la sintesis del antibidtico 2,4-DAPG

(Rotenberg et al. 2007).

En otro estudio, el tipo de suelo fue el factor principal que influyé en las
comunidades fijadoras de nitrégeno, siendo las caracteristicas del suelo tales como
contenido en amonio, pH y textura las que se correlacionaron mas fuertemente con
variaciones en la diversidad, tamafio y estructura de las comunidades diazotroficas.
Estas fueron mas abundantes y diversas en los suelos arcillosos que en los arenosos,
ademds de ser mas variables en cuanto a su tamafo y riqueza, sugiriendo que en
estos tipos de suelo pueden ser mas sensibles a fluctuaciones asociadas a la estacion

y a las practicas agricolas (Pereira e Silva et al. 2011).

En suelos cultivados, tanto con rotaciones como en monocultivo, se detectaron
menores niveles de carbono organico, nitrogeno total y actividades enzimaticas
microbianas respecto al suelo natural no perturbado, pero los sitios con monocultivo

presentaron la menor actividad (Gonzalez et al. 2007).
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En esta tesis no se hacen comparaciones entre los ensayos, ya que las diferencias
geograficas entre los sitios donde estdn ubicados son muy importantes vy
seguramente con gran peso sobre las propiedades del suelo, incluidas las
microbianas. En un estudio anterior se determiné que el mismo tratamiento agricola
puede tener diferentes efectos en dos sitios distintos, reflejando las grandes
diferencias basales en las comunidades microbianas, que pueden estar relacionadas
a las diferentes historias de manejo y caracteristicas del suelo entre los sitios

(Bernard et al. 2012).

Se determind previamente en los ensayos de INIA analizados en esta tesis, que las
rotaciones cultivo - pasturas presentan menor densidad aparente, y mayor contenido
de materia organica y C orgdnico, recuperando la estructura de suelo y controlando
la erosién, lo que resulta en una mayor produccion de pasturas, cultivos y carne, y
mejores rendimientos econémicos (Morén & Diaz 2003; Terra & Garcia Préchac

2001).

6.4 [Efecto de diferentes prdcticas agricolas sobre las comunidades

microbianas del suelo

Algunos estudios han sugerido un efecto duradero de la historia de cultivo sobre la
comunidad microbiana del suelo, que seria un determinante mas fuerte de su

composicion que la vegetacion y las propiedades del suelo (Jangid et al. 2011).

Cuando se combinan varias prdcticas agricolas sus efectos sobre las comunidades

microbianas del suelo pueden ser aditivos (Larkin 2003). En un estudio, tanto las
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rotaciones como el agregado de fertilizantes afectaron significativamente a las
comunidades microbianas, pero los efectos de las rotaciones fueron mas dominantes

(Bernard et al. 2012).

Las practicas de manejo que alteran las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas
del suelo pueden afectar consecuentemente los procesos microbianos en la
rizésfera. Cambios fisicos en la estructura del suelo luego del laboreo, y el agregado
de compost, redujeron la diversidad bacteriana en mayor medida en el suelo bruto
que en la rizésfera (Lupwayi et al. 1998; Inbar et al. 2005). Por el contrario, la
rotacion de cultivos aumenté la diversidad en la rizésfera, probablemente debido a
las especies vegetales que alteran a las rizobacterias presentes y pueden estimular

diferentes grupos de forma diferencial (Buée et al. 2009).

Un experimento de larga duracién (20 afos) se llevé a cabo en Italia para investigar
el efecto de diferentes practicas de manejo de residuos y sistemas de rotaciones
sobre las propiedades del suelo. Todos los pardmetros quimicos, microbiolégicos y
bioquimicos evaluados mostraron diferencias significativos de acuerdo al manejo de
residuos, pero pocos efectos se observaron con los tratamientos de rotaciones y
fertilizacion nitrogenada. Se encontraron correlaciones significativas que indicaron
la importancia del rol del contenido en C organico en determinar el nivel de

actividad enzimatica del suelo y en consecuencia su fertilidad (Perucci et al. 1997).

Las rotaciones del cultivo de papa con cultivos de grano resultaron en mayor ingreso
de materia orgénica en el suelo asi como de C y N a partir de los residuos vegetales,
con efectos sobre las comunidades microbianas que son diferentes si se utiliza trébol

o raigras en la rotacion; la cantidad de C puede ser un factor mas importante que el
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ingreso de N en cuanto a sus efectos sobre las comunidades (Larkin & Honeycutt

2006; Larkin 2008).

Resultados previos de ensayos de larga duracion recomiendan la combinacion del
no laboreo con un correcto manejo de los residuos y de la secuencia de cultivos
para conservar la diversidad de las comunidades bacterianas del suelo (Ceja-
Navarro et al. 2010). En otros estudios se sugiere que la implementacion de buenas
practicas agricolas, que incluyen la rotacion de cultivos, puede ser critica para la
conservacion a largo plazo de la biodiversidad del suelo y de sus funciones

(Figuerola et al. 2014).

6.5 Efecto de la especie vegetal sobre las comunidades bacterianas

Diferentes especies vegetales y en algunos casos diferentes cultivares pueden
influenciar las comunidades microbianas (Garbeva et al. 2004). En algunos estudios,
los efectos de la planta sobre los microorganismos del suelo son considerados
secundarios a otros factores como el tipo de suelo. Sin embargo, algunas veces estos
estudios resultan muy artificiales, cuando se comparan tipos de suelo
extremadamente diferentes. Es dificil hacer una generalizacién, y probablemente el
factor dominante con mayor influencia en la microbiota del suelo dependa de cada
situacion especifica. El tipo de suelo puede ser mas critico cuando se comparan
tipos de suelo muy divergentes mientras que cuando los suelos son mas similares
entre muestras, los efectos de las plantas son mds importantes. Varios estudios han

documentado el rol y la importancia de las especies vegetales en determinar la
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composicion de las comunidades microbianas del suelo (Grayston et al. 1998;
Wieland et al. 2001). Los efectos de las plantas sobre las comunidades microbianas
del suelo, asi como diferencias entre especies vegetales, serian resultado de la
liberacién de nutrientes y compuestos orgdnicos a través de las raices y de la

degradacion de la materia organica vegetal (Larkin 2008).

Se ha visto que las caracteristicas de la comunidad microbiana pueden cambiar
drasticamente luego de un ciclo de cultivo, basadas tnicamente en la especie
vegetal presente, indicando la fuerte influencia que tienen diferentes especies de
plantas sobre los microorganismos, actividad y procesos del suelo (Larkin 2008). En
un estudio de praderas en Australia, el aumento de la riqueza de los filotipos de
hongos estuvo relacionado directamente con una reduccién en la diversidad vegetal

(Wakelin et al. 2009).

Los efectos estacionales sobre las poblaciones rizosféricas bacterianas y fingicas en
diferentes cultivos también pueden depender de la especie vegetal y de su estado de
maduracion, demostrando que diferentes plantas seleccionan y definen sus propias
comunidades rizosféricas funcionales que cambian en respuesta al crecimiento de la

planta (Houlden et al. 2008).

6.6 Efecto de la estacion de muestreo sobre las comunidades microbianas

del suelo

En esta tesis, los efectos causados por los tratamientos agricolas no fueron siempre

equivalentes en las diferentes estaciones de muestreo analizadas, por lo que es
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importante considerar la influencia de las variaciones estacionales sobre la
composicion de las comunidades (Ahemad et al. 2009). En el estudio de bacterias
solubilizadoras de P realizado en el ensayo de INIA - Treinta y Tres, se encontraron
diferencias en su abundancia y diversidad en el primer afio pero no en el segundo
ano de muestreo (Azziz et al. 2012). En los estudios de macrofauna en el mismo
sitio, los muestreos se llevaron a cabo en los meses de setiembre (primavera) y abril

(otofo), épocas de mayor abundancia de la fauna del suelo (Zerbino 2010).

En un campo de trigo en Holanda se estudié el impacto de la variacién estacional
sobre las comunidades microbianas durante un afo, usando métodos dependientes
e independientes de cultivo, y se determiné que en uno de los meses (julio) la
comunidad presentaba las mayores diferencias con los otros meses (Smit et al.
2001). En otro estudio realizado durante 3 afos en el noreste de Inglaterra, los
impactos del manejo de cultivo sobre las comunidades de bacterias totales y
diazotréficas fueron mucho menores que la influencia temporal. Los determinantes
principales de los cambios cuali- y cuantitativos de las comunidades fueron los
efectos anuales y estacionales, y sus actividades fueron afectadas significativamente

por la temperatura del suelo y las condiciones climaticas (Orr et al. 2012).

El efecto de las rotaciones sobre la riqueza, diversidad y actividad de las
comunidades microbianas puede depender de la estacién de muestreo. Por ejemplo,
en sistemas de produccion de papa, la inclusion de colza en la rotacion disminuyd
la actividad microbiana en las muestras de primavera pero la aument6 en las
muestras de otofio comparada con la rotacion estandar en uno de los sitios, mientras
que lo contrario ocurrié en el otro sitio estudiado, y no se observé efecto en las

muestras de verano (Bernard et al. 2012).
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Varios estudios han investigado la variabilidad espacial de las comunidades
microbianas, pero la variabilidad temporal ha recibido menos atencién. En un
trabajo donde se investigdé mensualmente la comunidad bacteriana por
secuenciacion masiva en 3 tipos de uso del suelo (convencional, rotaciones y
pradera) se determin6é que cada sitio presentaba una comunidad Unica y patrones
temporales diferentes. La diversidad alfa estuvo muy afectada por el momento de
muestreo, con una variabilidad temporal mayor que la variabilidad entre los tipos de
uso. Por el contrario, las diferencias en la composicion de las comunidades entre
sitios fue relativamente constante por 7 meses, sugiriendo que el momento de
muestreo no es tan importante cuando se evalda la diversidad beta. De los 3 sitios,
el suelo agricola fue el mas variable con el tiempo, y sus cambios se correlacionaron
con la humedad del suelo y la temperatura. En otro trabajo se observaron cambios
en la comunidad flngica de praderas, pero no en la comunidad bacteriana con el
momento de muestreo. Dicha variabilidad temporal se correlacioné positivamente
con la lluvia. Sin embargo, los cambios temporales en praderas fueron menos
predecibles, debido probablemente a las interacciones complejas entre el ambiente
del suelo y la comunidad vegetal que es mas diversa. Es necesario considerar la
variabilidad temporal cuando se compara la diversidad microbiana entre diferentes
sitios, ya que los patrones temporales en la estructura de la comunidad no pueden
ser generalizados entre diferentes tipos de uso, incluso si los suelos estan expuestos

a las mismas condiciones climaticas (Wakelin et al. 2009; Lauber et al. 2013).
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6.7 Variabilidad metodolégica en los estudios de las comunidades

microbianas del suelo

Las comunidades microbianas del suelo presentan una gran variabilidad espacial,
con una gran heterogeneidad en la diversidad de especies. La extracciéon de ADN
para su estudio se realiza a partir de cantidades relativamente pequefias de suelo.
Estos factores aumentan la variabilidad en las determinaciones de los efectos de los
tratamientos en estudios de campo. Sin embargo, si se realizan estrategias de
muestreo cuidadosas que minimicen la variabilidad espacial, pueden reducirse a
niveles menores que las variaciones inducidas por los tratamientos agricolas. Por
otra parte, evaluar la diversidad y la estructura de la comunidad microbiana por
métodos moleculares, presenta dudas respecto a la eficiencia de la extraccién de
ADN vy de los sesgos de la amplificacién por PCR. En algunos casos es comun
encontrar alta variabilidad dentro de los patrones de bandas de la comunidad
obtenidos por DGGE del gen del ARNr entre parcelas que representan réplicas de
campo. A pesar de estas limitaciones, el PCR y las técnicas de analisis de
amplicones (DGGE, TRFLP, secuenciacion maisva) siguen siendo ampliamente
utilizadas en ecologia microbiana y son herramientas utiles y poderosas, pero es
esencial asegurar que los sesgos ocurren de forma homogénea en todas las muestras

que se comparan (Wakelin et al. 2009; Helgason et al. 2010).

Por otra parte, la validez de utilizar indices de diversidad de ecologia de
macroorganismos para explorar los atributos de las comunidades microbianas a
partir de datos obtenidos con técnicas basadas en PCR ha sido criticada, dado que la

abundancia de cada una de las bandas puede no ser proporcional a la abundancia
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original del organismo debido a sesgos de las técnicas (Bent et al. 2007). El uso de
estos indices es mas valido si se aplica para comparar la diversidad entre
tratamientos mas que para determinar valores absolutos de riqueza, diversidad y

equitatividad (Wakelin et al. 2009).

En algunos trabajos, a pesar de observarse mucha variabilidad en las caracteristicas
microbianas del suelo, los resultados obtenidos por diferentes técnicas y entre
sistemas de cultivos fueron consistentes en las diferentes estaciones, enfatizando que
las tendencias observadas representan diferencias reales relacionadas al tratamiento
agricola, que se espera que se incrementen luego de aplicados repetidas veces en

estudios de larga duracion (Larkin 2003).

Es valioso realizar andlisis comparativos con multiples aproximaciones técnicas; la
caracterizacion puede no ser adecuada si s6lo se utiliza una metodologia. Cuando
se detectan diferencias en los resultados obtenidos, pueden reflejar los atributos
particulares medidos por cada técnica y no necesariamente sugerir que un método u

otro es “correcto” (Larkin 2003).

Cuando los parametros medidos son afectados significativamente por diferentes
practicas de manejo, se sugiere que son variables que podrian representar
potenciales indicadores, como es el caso del C organico, el N total y las actividades
enzimaticas. Un mayor contenido en C organico puede mejorar la estabilidad
estructural y aumentar la retencion de agua, condiciones favorables para la
actividad microbiana como se pudo medir por métodos enzimaticos. Estos
parametros bioquimicos permitieron identificar diferencias entre el suelo natural y el

cultivado, pero también entre los diferentes sistemas de manejo, representando
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indicadores mas sensibles que las medidas de C orgdnico y N total. Resultados
similares fueron reportados anteriormente donde se encontré que los parametros
microbianos responden a cambios en el manejo del suelo en el corto plazo,
mientras que la materia organica del suelo cambia mas a largo plazo (Gonzdlez et
al. 2007). Las comunidades microbianas del suelo en general son mas rapidas en su
respuesta a cambios en las practicas de cultivo y manejo que los parametros

fisicoquimicos del suelo (Larkin 2003).

6.8 Conclusiones y consideraciones finales

Los principales efectos de las rotaciones de cultivos de grano y pasturas sobre las
comunidades bacterianas del suelo fueron: aumento de poblaciones de
actinobacterias y fijadores de nitrégeno en vida libre, cambio en la estructura de la
comunidad de bacterias fijadoras nitrégeno y del dominio Bacteria, asi como

aumento de su diversidad.

Se confirmé la hipdtesis planteada, que la rotaciéon de cultivos de granos con
pasturas modifica la estructura de las comunidades de bacterias del suelo con
potencial como promotoras del crecimiento vegetal, alterando su abundancia y

diversidad.

Los diferentes efectos se observaron con mayor o menor importancia en los dos
ensayos de rotaciones analizados. Estos ensayos de larga duracién fueron
establecidos con practicas agricolas cominmente utilizadas en nuestro pais, con el

objetivo de evaluar el efecto de sistemas de produccién sobre las propiedades
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fisicoquimicas del suelo. Debido a su disefio experimental, presentan ciertas

limitaciones para alcanzar conclusiones generales en los aspectos microbioldgicos.

En otros estudios donde se analizaron diferentes tratamientos agricolas se vio que
cada factor tuvo efectos especificos sobre las comunidades microbianas del suelo y
que los efectos combinados tienden a ser complementarios, sugiriendo el potencial
de combinar miultiples practicas de manejo compatibles para mejorar la salud del
suelo y de la planta, considerando la historia previa de manejo, ya que diferentes

respuestas son observadas frecuentemente en diferentes sitios (Larkin 2003).

Si se comprenden mejor los efectos y las interacciones de las rotaciones de cultivos
y otras practicas de manejo sobre las comunidades microbianas del suelo, se podran
determinar formas practicas de manipular el ambiente microbiano para mejorar la
salud de los cultivos y la productividad reduciendo el uso de insumos quimicos.
Para eso es necesario identificar los cambios especificos y las caracteristicas
microbianas asociadas a sistemas de cultivo particulares y relacionar estos cambios
a los efectos sobre el manejo de enfermedades, salud y productividad, con el
objetivo de implementar practicas de manejo que optimicen el ambiente
microbiano para reducir la enfermedad, aumentar al produccién y lograr una
sustentabilidad a largo plazo (Bernard et al. 2012). Una mejor comprensién de los
impactos de las practicas de manejo sobre por ejemplo los fijadores de nitrogeno en
vida libre podria permitir modificaciones en los sistemas agricolas para optimizar la

actividad de estos organismos (Orr et al. 2011).

Se cuenta con poca informacion sobre cémo los cambios en la estructura de las

comunidades y en diferentes grupos taxonémicos se relacionan a las capacidades
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funcionales de dichas comunidades. A pesar que es necesario un conocimiento mas
detallado de las relaciones funcionales entre los microorganismos para determinar
los efectos de la diversidad sobre el funcionamiento y la estabilidad de los
ecosistemas, es mas seguro adoptar practicas de manejo agricola que conserven y
restablezcan la diversidad funcional que practicas que la deterioren. La diversidad
funcional y redundancia que refiere al conjunto de organismos quiescentes de una
comunidad con superposiciones interespecificas y plasticidad en sus caracteristicas,
son simbolos de una mayor salud del suelo, y permiten que un ecosistema mantenga

una funcioén estable y presente mayor resiliencia (Govaerts et al. 2008).

La relacion entre las comunidades microbianas del suelo y las précticas agricolas es
dificil de interpretar en forma global, ya que diversos factores como la
heterogeneidad del suelo, la vegetacion, variaciones temporales, el periodo de
tiempo desde que fue introducido el cambio, la escala de muestreo y la resolucién
de las técnicas empleadas también son determinantes. En general, los parametros
fisicoquimicos del suelo parecen ser factores con mayor influencia sobre las
comunidades microbianas del suelo que la vegetacién o las practicas agricolas

(Kuramae et al. 2012).

De todas maneras, los cambios antropogénicos sobre los agroecosistemas son
inevitables, debido a las perturbaciones impuestas por la propia actividad agricola.
Lo que debe asegurarse es que los procesos microbianos involucrados en la
sustentabilidad del sistema no se vean comprometidos con las practicas aplicadas,
ni se produzcan impactos negativos en otros ecosistemas mds alla del cual se esta

modificando.
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