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RESUMEN

En un ensayo a campo efectuado en la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn™ (La
Plata) durante los afios 2001, 2002 y 2003 se evaluaron los efectos de dos sistemas de labranza:
labranza convencional (LC) y siembra directa (SD) y dos niveles de fertilizaciéon nitrogenada:
testigo sin fertilizar (NO) y aplicacion de 90 kg de N/Ha (N90) sobre la infectividad micorrizica del
suelo, los porcentajes de colonizacion, arbusculos y vesiculas, el nimero de esporas y la diversidad
de HFMA evaluada a través de la caracterizacion morfoldgica de estas estructuras, en cultivo de
trigo, en tres estados fenoldgicos: macollaje, floracién y llenado de granos y en el barbecho,
durante dos afios. Se compard la biodiversidad de esporas en el cultivo con la hallada en suelos no
disturbados con vegetacion espontanea. Se determino el porcentaje de viabilidad de las esporas
durante un ciclo de cultivo y el barbecho posterior. También se analizo el contenido de foésforo en
raices de las plantas de trigo en el estado de floracion, en los distintos tratamientos. Por otra parte,
se efectuaron aislamientos utilizando suelo, micelio, segmentos de raices y plantas de trigo
provenientes del campo como fuentes de indculo, y se determinaron taxonémicamente las esporas
formadas. Asimismo, se efectué un bioensayo en macetas con bloques de suelo extraidos de los
tratamientos de siembra directa y hbranza convencional, en donde se sembrd trigo y se evaluo la
inoculacion con Glomus mosseae y la aplicacion de 2 dosis de fertilizante nitrogenado,
equivalentes a 80 y 160 kg N/Ha respectivamente. En dicho bioensayo se determinaron los
porcentajes de colonizacion, arbusculos y vesiculas, el nimero de esporas, la biomasa aérea y
radical de las plantas de trigo, contenido de N en raices y la resistencia a la penetracion del suelo

de siembra directa y labranza convencional.

La labranza convencional y la fertilizacion nitrogenada afectaron negativamente la

colonizacion micorrizica. En siembra directa se registr6 una mayor infectividad micorrizica del



suelo, y la colonizacion micorrizica de las plantas de trigo ocurrié en forma mas rapida, ya que en
los estados mas tempranos del cultivo los valores de colonizacion en este sistema superaron a los
correspondientes a la labranza convencional. A partir de los resultados & infiere que el efecto
conjunto de la disrupcion de la red hifal, de la dilucion de la parte superior del suelo rica en
propagulos y de la descomposicion acelerada de raices en la labranza convencional afect6 la
actividad de todos los tipos de propagulo, reflejandose esto en una disminucion en la infectividad
micorrizica del suelo y la colonizacién en estados tempranos.

El efecto negativo de la fertilizacion nitrogenada sobre la colonizacion micorrizica fue mas
evidente a partir de floracion, aunque registrd variaciones entre los dos afios evaluados. En
floracion del 2002 el tratamiento de siembra drecta sin fertilizacion nitrogenada mostrd los
porcentajes mas altos de colonizacion y arbusculos. En este tratamiento también se registraron los
mayores contenidos de fosforo en raices.

Se observaron mayores densidades de esporas en siembra directa en varios de los
muestreos efectuados a lo largo del ciclo del cultivo, y esta tendencia resulté més clara en los
estados fenologicos mds tempranos. En la labranza convencional, el menor niimero de estas
estructuras se considera que estéd relacionado con la dilucién de las porciones superiores de suelo
ricas en propagulo con otras inferiores mas pobres.

En las muestras de campo fueron identificadas 24 especies de Glomeromycota
pertenecientes a los géneros Acaulospora, Archaeospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus y
Scutellospora. La contribucion de los miembros pertenecientes a la familia Glomeraceae fue
mayor en siembra directa que en labranza convencional. Los sistemas de labranza y el estado
fenoldgico del cultivo influyeron sobre la diversidad (H), yen algunos muestreos se registraron
mayores valores de este indice en labranza convencional. Los componentes del indice de
biodiversidad: riqueza especifica (S) y equidad (E), explicaron de manera similar los cambios en

H.



En todos los aislamientos a partir de distintos tipos de indculo se obtuvieron porcentajes de
Glomeraceae superiores al 90 %. Esto muestra que los miembros de esta familia poseen ventajas
con respecto a Acaulosporaceae y Gigasporaceae en la utilizacion de micelio intra y/o extraradical
como propagulo. Se propone que la mayor contribucion de Glomeraceae en siembra directa esta
relacionada con la no disrupcién de la red hifal, que crea condiciones favorables para la

dominancia de las especies pertenecientes a esta familia.

En el bioensayo con bloques de suelo de siembra directa y labranza convencional se
corroboraron las tendencias observadas en el ensayo a campo en cuanto al efecto negativo sobre la
colonizacidén micorrizica de la fertilizacion nitrogenada y la labranza. La colonizacion generada por
la inoculacién con Glomus mosseae y/o los HFMA nativos no se reflejo6 en mayores valores de
biomasa aérea y/o radical en las plantas de trigo. Esta falta de respuesta puede atribuirse a la escasa
dependencia micorrizica del trigo, la reiteracion del cultivo de esta especie en las parcelas del ensayo
de labranza y las condiciones de estrés mecanico en siembra directa, entre otros factores. Las plantas
de trigo provenientes de tratamientos no fertilizados e inoculados con Glomus mosseae presentaron

mayores contenidos de N en raices.



INTRODUCCION

El suelo es un sistema vivo, dindmico, que constituye una condicion vital para la produccion
de alimento y fibra y para el balance global y el funcionamiento de los ecosistemas (Doran et al.,
1996). Un vasto numero de microorganismos residen en el suelo y llevan a cabo un amplio rango de
funciones. Los microorganismos del suelo descomponen la materia orgénica, liberan nutrientes en
formas disponibles para las plantas, degradan residuos toxicos, forman asociaciones simbioticas con
las raices, actian como antagonistas de patdgenos, influencian la solubilizacién de minerales y
contribuyen a la estructura y agregacion.

La vida de las plantas estd condicionada por la existencia de una amplia gama de
microorganismos que viven asociados a ellas. Las plantas, a través del aporte de bs exudados
radicales, fragmentos de tejidos y secreciones, crean un habitat subterrdneo unico para los
microorganismos el cual es denominado rizésfera (Bowen, 1980; Curl & Truelove, 1986) y en donde
la microbiota es notoriamente diferente de la comunidad caracteristica del suelo, debido a la
presencia de raices vivas. La rizésfera es una zona de intensa actividad microbiana que se localiza en
torno a las raices, cuya influencia estimula el crecimiento y aumenta la densidad de
microorganismos respecto al resto del suelo. Esa zona tiene caracteristicas fisicas, quimicas y
biologicas diferentes al resto del suelo.

Los microorganismos de la rizosfera condicionan la nutricién y la sanidad de las plantas y
por tanto el funcionamiento de la biosfera. A su vez, las plantas estdin marcadamente afectadas por
las poblaciones que han estimulado, ya que los microorganismos inducen cambios en las condiciones
fisico-quimicas del suelo y en la fisiologia de los tejidos vegetales. Estos microorganismos pueden
alterar la absorcion de nutrientes, por efecto directo sobre las raices, por efecto sobre el medio, y por

competir directamente con los nutrientes del suelo. La rizosfera es dinamica y cambiante, por ello su



estudio es sumamente complejo, no s6lo por el alto nimero de interacciones que ocurren en ella,
sino también por la escala espacial y temporal de elementos y procesos.

El interés cada vez mayor de utilizar microorganismos para lograr una agricultura mas
sustentable reduciendo la utilizacion de insumos econdmicamente costosos y ecologicamente
nocivos, conduce a una mayor atencion hacia un manejo mas efectivo de la rizésfera. Muchos de los
microorganismos de la rizésfera contribuyen al crecimiento y sanidad de las plantas. En esta zona
proxima a los tejidos radicales se dan varias asociaciones simbioticas, en donde dos organismos se
benefician por esa relacion. Tal es el caso de las micorrizas, las cuales constituyen una simbiosis
entre hongos habitantes del suelo y raices de plantas superiores. Muchos de los microorganismos que
realizan simbiosis tienen importancia actual o potencial en agricultura y forestacion. Entre ellos
podemos nombrar varios fijadores de nitrogeno, por ejemplo bacterias Gram regativas tales como
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium que viven en simbiosis
con leguminosas, el actinomiceto Frankia que fija nitrogeno en determinados arboles y arbustos
tales como Alnus, Myrica, Eleagnus y Casuarina, los hongos ectomicorrizicos que establecen
simbiosis con un gran nimero de arboles, y las micorrizas arbusculares (MA), que se asocian a las

raices de la mayoria de las plantas superiores.

1.1 Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre plantas y hongos que colonizan el tejido
cortical de las raices durante periodos de activo crecimiento de las primeras. La palabra micorriza
fue acunada por el fitopatdlogo aleman Frank (1888), y etimologicamente proviene del griego
mykes: hongo y rhiza: raiz. Las simbiosis micorrizicas varian ampliamente en forma y funcion, sin
embargo en todos los tipos de micorrizas se produce un movimiento bidireccional de nutrientes
donde el carbono fluye hacia el hongo y los nutrientes inorganicos se mueven hacia la planta.

Actualmente, se conocen 7 subtipos distintos de micorrizas (Smith & Read, 1997): ectomicorrizas,



ectendomicorrizas, arbutoides, monotropoides, ericoides, orquidioides y endomicorrizas
(arbusculares y vesiculo-arbusculares). En las ectomicorrizas el hongo crece intercelularmente en la
corteza de la raiz de la planta, pero nunca intracelularmente. En las endomicorrizas, el hongo crece
tanto inter como intracelularmente y forma estructuras fingicas especificas entre las células de la
corteza. En las ectomicorrizas a menudo se forma un manto hifal grueso alrededor de las raices las
cuales se alteran en su morfologia. Esta ultima es una caracteristica comunmente usada para
identificar este tipo de micorriza, aunque algunas ectomicorrizas no presentan manto hifal y algunos
subtipos de endomicorrizas lo hacen. Las ectendomicorrizas son solo diferenciaciones estructurales
de las ectomicorrizas, no funcionales. Micorrizas arbutoides, monotropoides, ericoides y
orquidioides tienen solamente importancia regional, en ciertas especies de Ericales, Monotropaceae
y Orchidaceae. Los grupos mas estudiados de micorrizas son las micorrizas arbusculares
(denominadas también micorrizas vesiculo- arbusculares debido a la formacién de vesiculas en
algunas especies de &stos hongos) y las ectomicorrizas, ya que las primeras se encuentran en la
mayoria de las plantas vasculares muchas de las cuales son especies agricolas y horticolas; y las
segundas comprenden gran parte de especies arboreas productoras de madera (Peterson et al., 1984).

Se estima que un 95 % de las especies de plantas forman algln tipo de asociacion micorrizica
(Trappe, 1987). La condicién micorrizica en las plantas es la regla, no la excepcion y, en la mayoria
de las plantas terrestres las micorrizas son, més que las raices por si mismas, los organos de
absorcion de los iones fosfato poco labiles (Smith & Read, 1997), asi como de otros iones
inorganicos bajo ciertas circunstancias.

Las asociaciones micorrizas tienen un rol clave en facilitar tanto las funciones microbianas
como las de las plantas, a través de su actuacion como mediadores del intercambio entre ellos. Estan
documentados muchos beneficios de las asociaciones micorrizicas en el desarrollo de las plantas y el
mejoramiento del ambiente. Las micorrizas aumentan la sanidad y crecimiento de las plantas
mejorando la nutricion, modificando funciones fisiologicas de las mismas, reduciendo su respuesta

al estrés ambiental, y modificando la quimica y biologia de la rizésfera de manera que alteran los



ciclos de nutrientes y suprimen la actividad de los patogenos de las raices. La fase extrarradical de
las micorrizas se extiende en el suelo y genera cambios significativos en la agregacion del mismo,
acumulacion de la materia organica y actividad microbiana en el suelo hifosférico; todo éstos
cambios aumentan su estructura y sanidad (Sieverding, 1991). Si algin tipo de microorganismo
puede inducir y orquestar interacciones y funciones del suelo en relacion al crecimiento y sanidad de

las plantas, éstos son los hongos micorrizicos.

1.2 Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares (MA) constituyen el tipo de asociacion mas frecuente en la
naturaleza y mas ampliamente distribuido tanto geograficamente como en el reino vegetal (Harley,
1989, 1991). Se suele acontrar este tipo de asociacion desde los polos (Cabello et al., 1994,
Williams et al., 1994) hasta el ecuador (Huante et al., 1993) y desde ambientes desérticos (Allen &

Allen, 1986; Rincon et al., 1993), hasta acuaticos (Khan, 1993).

Las micorrizas arbusculares estdn formadas por un grupo de hongos bidtrofos pertenecientes
al phylum Glomeromycota (Schiifler et al., 2001b) y la mayoria de las especies vegetales conocidas.
Las endomicorrizas estan presentes en el 83 % de las Dicotiledoneas, en el 79 % de las
Monocotiledoneas estudiadas y en todas las Gimnospermas (Newman & Reddell, 1987; Trappe,
1987). En un gran numero de géneros pertenecientes a las familias Amarantaceae, Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Chaenopodiaceae, Commelinaceae, Lecythidaceae, Portulacaceae, Proteaceae,
Restionaceae, Sapotaceae 'y Zygophyllaceae no se registran micorrizas arbusculares. Sin embargo,
algunos géneros o especies pertenecientes a estas familias pueden formar micorrizas. Por otra parte,
ciertas familias en las cuales casi todos sus géneros son micotréficos muestran unos pocos géneros
no micorrizables, ejemplo de ello lo constituye el género Lupinus de las Leguminosas que no es

micorrizable mientras que los restantes géneros son altamente dependientes de las micorrizas. No



existe aun una explicacion definitiva sobre la resistencia de estas plantas a la infeccion por parte de

los hongos formadores de micorrizas arbusculares.

Existe documentacién que muestra que la mayoria de las plantas evolucionaron junto con las
micorrizas (Brundrett, 2002). Las micorrizas arbusculares (MA) son tan antiguas como las propias
plantas, y se las ha hallado en fosiles del periodo Devonico, es decir, de mas de 400 millones de afios
(Taylor et al., 1995). La existencia de tal coevolucion ha dado lugar a diversas interdependencias
entre las plantas y los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA), de modo tal que las
plantas necesitan en un mayor o menor grado estar micorrizadas para captar nutrientes y crecer
adecuadamente. La dependencia es ain méas marcada por parte de los HFMA ya que no se ha
logrado evidenciar que éstos sean capaces de completar su ciclo de vida en ausencia de la planta
hospedadora. Por lo tanto todos los HFMA son, segun se sabe hasta ahora, simbiontes obligados.

En ecosistemas naturales muchas plantas son altamente dependientes de las MA debido a su
contribucién en el crecimiento, sanidad y supervivencia. Las micorrizas estan involucradas en
muchos procesos fundamentales, constituyendo un nexo entre las plantas y el suelo e nduciendo

cambios en la fisiologia de la planta hospedante.

1.3 Caracteristicas generales de los HFMA

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) son simbiontes obligados y
asexuales. Estos hongos obtienen sus nutrientes organicos a través de una simbiosis obligada con las
plantas vasculares: la micorriza arbuscular (MA). La colonizaciéon se forma a partir de hifas
aseptadas y multinucleadas provenientes de otras raices o de esporas que se encuentran en el suelo.
El desarrollo fingico varia en detalle segiin el hospedador, pero en la mayoria de las asociaciones la
hifa se diferencia para formar arbusculos intracelularmente y vesiculas tanto intra como

intercelularmente. Las hifas pueden ramificarse exteriormente dando lugar a una red tridimensional



de micelio que suele extenderse a una distancia considerable de la superficie de la raiz. La relevancia
de esta extension hifal radica en el aumento de la superficie de absorcion radical, la exploracion de
regiones del suelo que estan por fuera de la zona de deficiencia de nutrientes y la traslocacion de los
nutrientes absorbidos hacia la raiz.

El micelio de los HFMA origina distintas estructuras dentro y fuera del sistema radical. Las
estructuras internas que se forman son: arbusculos, vesiculas y circunvoluciones. En el suelo
circundante a la raiz se forman, ademas de una extensa red de micelio, esporas y células auxiliares
(Bonfante-Fasolo, 1984). Cada una de éstas estructuras fungicas tiene una funcion particular
(Morton et al., 1996).

Las estructuras internas mencionadas se forman al ingresar el micelio del hongo a la corteza
radical del hospedante. El hongo inicialmente crece entre las células corticales, pero pronto penetra
la pared celular y comienza a crecer dentro de la célula. Como ya se menciond, el crecimiento
intracelular es la caracteristica por la cual la simbiosis MA se incluye dentro del término general
“endomicorriza”, y por lo que se distinguen del grupo de las ectomicorrizas. Las hifas intraradicales
se distribuyen en la raiz y originan los arbusculos, vesiculas y circunvoluciones. La colonizacion del
micelio se restringe al tejido epidérmico en la raiz del hospedante.

Los arbusculos son estructuras muy ramificadas, que se forman dentro de las células
corticales del hospedante y constituyen la caracteristica diagnostico de las micorrizas arbusculares.
Las finas hifas que constituyen el arbusculo se encuentran en estrecho contacto con el plasmalema
de la célula hospedante, siendo los arbtisculos los érganos principales de intercambio de hidratos de
carbono y nutrientes en la simbiosis. En la formaciéon de los arbusculos, simultdneamente al
crecimiento intracelular del hongo, la membrana celular se invagina y envuelve a las hifas, a la
manera de un guante. Las células que hospedan estas estructuras ramificadas no sufren alteraciones
en la integridad de la membrana plasmatica y la pared celular. Para el crecimiento del plasmalema
alrededor de las delgadas ramificaciones se produce un aumento en la sintesis de material de

membrana de la célula hospedante. En esta serie de eventos se crea, entonces, un espacio apoplastico



que evita el contacto directo entre la planta y el citoplasma del hongo y permite la transferencia de
nutrientes entre los simbiontes. Las vesiculas son estructuras globosas, de pared delgada y llenas de
lipidos, que se forman en la raiz del hospedante inter o intracelularmente. Se generan por un
hinchamiento intercalar o terminal de las hifas y se sugiere que su funcion principal es de reserva
(Bonfante-Fasolo, 1984), sin embargo también se indica que tienen un rol como propagulos
(Biermann & Linderman, 1983). Pueden encontrarse tanto en las capas internas o externas del
parénquima cortical, y su tamafio es de 30-50 um por 80-100 um. Durante situaciones de estrésy
bajo suministro de metabolitos desde la planta hospedante las reservas lipidicas de estos drganos son
utilizadas por el hongo, ocurriendo luego la degeneracion de las vesiculas (Sieverding, 1991).

Las circunvoluciones son repliegues o enrollamientos de hifas intrarradicales cuya funcion se
desconoce. Powell & Bagyaraj (1984) sefialaron que estas estructuras podrian ser analogas a los

arbusculos, sin embargo no se ha demostrado que en ellas se produzca intercambio de fésforo.
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Figura 1: Esquema de las estructuras de los hongos micorrizicos arbusculares que se forman en las
raices
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En la zona rizostférica los HFMA desarrollan un micelio externo a través del cual se absorben
los nutrientes que se intercambian en la simbiosis. Las hifas del micelio externo pueden tener un
crecimiento extenso, a distancias mayores de 8 cm. desde la raiz (Sieverding, 1991). A través del
micelio externo, el contacto de las raices con el medio en el cual estas crecen aumenta en forma
considerable. Calculando que 1 cm. de raiz sin micorriza puede explorar alrededor de 1-2 cm’ de
volumen de suelo a través de los pelos radicales, este volumen puede aumentar potencialmente 5
200 veces a través del micelio externo de los HFMA, suponiendo un crecimiento radial de las hifas
alrededor de la raiz. Aumentos de volumen rizosférico de suelo de hasta alrededor de 200 cn? por
cm. de raiz infectado pueden ser excepcionales, pero 12-15 ¢cm’ por cm. de raiz colonizada se
observan frecuentemente (Sieverding, 1991). Las hifas del micelio externo poseen un tamafio
variable que oscila entre 2 y 27 um de diametro y sus paredes pueden ser gruesas o delgadas. Las de
pared gruesa son de color amarillento, carecen de septos y poseen proyecciones angulares
unilaterales tipicas (Mosse, 1959; Nicolson, 1959). A partir de estas hifas de pared gruesa se
desarrollan ramificaciones laterales de paredes delgadas (Bonfante-Fasolo, 1984; Koske & Gemma,
1992). El micelio extrarradical cumple varias funciones: al colonizar el suelo circundante a la raiz
aumenta la captacion de nutrientes y agua; se desarrolla alrededor de la raiz (“runner hyphae™)
generando puntos de entrada para la re-colonizacion, y cumple con la funcidon reproductiva
originando esporas asexuales. Las extensas redes de micelio subterrdneo, debido a la poca
especificidad que presentan los HFMA, son capaces de conectar diferentes plantas hospedantes por
medio de las hifas y establecer simbiosis micorrizica con las diversas especies de plantas con las
cuales se contactan (Graves et al., 1997, Read, 1998; Van der Heijden et al., 1998). Recientes
investigaciones muestran que en esta red existe una frecuente ocurrencia de anastomosis, lo que
genera un nivel de interconexion extremadamente alto (Giovannetti et al., 2001) y que las redes de
micelio micorrizico originadas en diferentes plantas de diversas especies, géneros y familias pueden

fusionarse a través de éste mecanismo (Giovannetti ez al., 2004).
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Durante el crecimiento del micelio extrarradical se pueden diferenciar esporas y células
auxiliares. Las esporas de los HFMA se forman asexualmente por diferenciacion de hifas vegetativas
del suelo o las raices. Estas estructuras contienen lipidos, citoplasma y hasta 2000-3000 ntcleos. El
diametro de las mismas depende de la especie y varia entre 15 y 800 um. En algunas especies las
esporas desarrollan paredes gruesas con mas de una capa. Las esporas pueden estar agregadas en
grupos denominados esporocarpos. Las esporas funcionan como estructuras de reserva y propagulos.
Para la germinacion, se pueden formar enellas estructuras especializadas, emerger la hifa a partir de
otras hifas sustentoras, o crecer directamente a través de la pared.

Las células auxiliares son estructuras en forma de pufio cuya funcion es desconocida y las

mismas se forman terminalmente en hifas extrarradicales.

1.4 Desarrollo de la colonizacion

La colonizacioén en sistemas radicales por los HFMA es un proceso dindmico, en el cual
crecen y se desarrollan ambos componentes: las raices y los hongos. Mientras el apice de la raiz
crece por division celular, elongacion y diferenciacion y se inician raices laterales, al mismo tiempo
el hongo inicia las unidades de infeccién primarias y secundarias, que crecen y colonizan la corteza

de la raiz. Para estudiar el desarrollo de la colonizacién podemos diferenciar las siguientes etapas:

a) Precolonizacion

Las esporas, las hifas en el suelo y los fragmentos de raices con estructuras fungicas en su
interior constituyen los propagulos a partir de los cuales comienza el desarrollo de los HFMA en el
suelo. Las esporas de resistencia o clamidosporas son unidades biolodgicas preprogramadas en estado

de quiescencia, que necesitan activarse para desencadenar los procesos normales de su biologia
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celular y las funciones metabolicas que sustentan su germinacion y crecimiento del micelio (Azcon
Aguilar & Barea, 1992). La germinacion de las esporas y el crecimiento primario del tubo
germinativo estan principalmente determinado por factores fisicos (02, CO,, temperatura, contenido
de agua) y quimicos (pH, nutrientes, fuente de nutrientes, efectos fungistaticos) del suelo
(Sieverding, 1991). Diversos experimentos indican que ciertos exudados de la raiz pueden
desencadenar o inhibir el proceso de germinacion (Gadkar et al., 2001), aunque no son
imprescindibles para que éste se produzca (Chiocchio et al, 2002). Durante el desarrollo del tubo
germinativo no hay division nuclear y los 2000-3000 nucleos se distribuyen en las estructuras de
germinacion previamente formadas (Burggraaf & Beringer, 1987). Luego de la germinacion, la hifa
formada debe hallar una raiz para iniciar la colonizacion. La presencia o ausencia de una planta
hospedante influye en la velocidad de crecimiento de la hifa (Bécard & Piché, 1989). Existe
evidencia de que las raices emiten sefiales volatiles que estimulan un crecimiento direccional de la
hifa hacia la raiz (Koske, 1982). El CO; estimula el crecimiento del hongo hacia la raiz (Bécard &
Piché, 1989), junto con compuestos quimicos producidos por las raices de las plantas (Chiocchio et
al,, 2002). El crecimiento direccional de las hifas hacia las raices se presenta cuando ellas se
encuentran muy cerca del hospedante. (Mosse & Hepper, 1975). Los hongos arbusculares responden
a los exudados con crecimiento hifal y posterior ramificacion en la vecindad de la raiz hospedante,
siendo éste uno de los primeros eventos de reconocimiento que ocurren en la fase pre-simbidtica
(Mosse & Hepper, 1975; Beécard & Piche, 1989; Giovannetti ef al., 1993, 1996). En el caso de que el
tubo germinativo no se contacte con una raiz de una potencial planta hospedadora, la capacidad de
colonizacidon de ese propagulo se pierde en un periodo que puede abarcar desde pocos dias hasta

varias semanas (Sieverding, 1991).

b) Colonizacion primaria (penetracion en la raiz)
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Debido a que los HFMA pueden colonizar un gran numero de especies de plantas, es posible
que no exista una especificidad en los mecanismos de reconocimiento del hongo para taxa
especificas de plantas (Sieverding, 1991). Algunas familias de plantas (Quenopodiaceae,
Brassicaceae, Caryophyllaceae) o especies de ciertas familias (Lupinus spp.) no son colonizadas en
circunstancias normales. El fendmeno de que existan plantas no hospedantes no ha sido explicado
todavia, pero existen investigaciones que sefialan la presencia de factores solubles exudados por
raices de plantas micotroficas que inducen a la ramificacion de las hifas en la zona rizosférica, y que
estan ausentes en las especies no hospedantes (Giovannetti et al., 1996; Buee et al., 2000; Nagahashi

& Douds, 2000).

Una vez que ocurre el contacto, se inicia la ramificacion de las hifas sobre la superficie de la
raiz. El hongo necesita un sitio fisiologicamente funcional para que la penetracion sea efectiva, y no
puede ingresar por heridas o por lugares en los que la epidermis de la raiz esta dafiada (Hayman,
1983). La penetracion en la célula se caracteriza por el ejercicio de una presion hidrostatica por el
extremo hifal (Bonfante & Perotto, 1995) y la produccion localizada de enzimas hidroliticas
degradantes por el hongo (Anderson, 1992; Garcia-Garrido et al. 2000). Varios trabajos han
encontrado actividad de celulasas, pectinasas y xyloglucanasas en raices colonizadas y en el micelio
externo de los HFMA (Garcia-Romera et al., 1991; Garcia-Garrido et al., 1992; Rejon-Palomares et

al., 1996).

A menudo se diferencia un apresorio sobre las células de la epidermis y se evidencian una o
mas penetraciones de la hifa a partir de éste (Garriock ef al., 1989; Koske & Gemma, 1992). Para la
formacion del apresorio se requiere de sefiales bioquimicas y/o topograficas en la superficie de la
raiz (Nagahashi & Douds; 1997). El apresorio es una alteracion en la morfogénesis de la hifa que
involucra sefiales entre la superficie de la raiz y la hifa (Hoch et al., 1987; Anderson, 1992;
Bonfante-Fasolo et al., 1992). Es interesante el hecho de que el bloqueo al desarrollo de la

colonizacidn es posterior a la formacion del apresorio, lo que indica que cuando se producen las
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sefiales para el reconocimiento y formacién del apresorio, puede ocurrir que no se den las

condiciones para el subsiguiente desarrollo de la colonizacion.

¢) Formacion de arbusculos y vesiculas

A partir de la penetracion en la raiz, la hifa comienza a crecer inter e intracelularmente,
restringiéndose el crecimiento fingico a la epidermis. La endodermis, xilema y floema, el tejido
meristematico, tejido aéreo del tallo y las partes clorofilianas de la planta no son colonizados por las
hifas de los HFMA. La colonizacion interna de las raices comprende la formacion de hifas
intercelulares, circunvoluciones, y arbtsculos.

Los arbusculos se generan dentro de las células poco después de la penetracion (2-5 dias), y
su formacion consiste en una profusa ramificacion de una hifa luego de penetrar la pared celular.
Esta ramificacion posibilita un aumento en la superficie de contacto entre los miembros de la
simbiosis, estando los arbusculos involucrados en la transferencia de compuestos carbonados desde
la planta hacia el hongo y de los nutrientes organicos desde el hongo hacia la planta (Saito, 2000).
Las hifas finamente ramificadas de los arbusculos estan estrechamente rodeadas por el plasmalema
de la célula. En las células donde se forman arbusculos, el nucleo de la célula vegetal migra desde la
periferia hacia el centro celular, con un aumento en tamafio y condensacion de la cromatina. Estas
modificaciones citoldgicas, asociadas con alteraciones en la localizacion de H'-ATPasa y fosfatasa,
muestran el notable grado de coordinacion de la simbiosis micorrizica (Gadkar et al., 2001). Los
arbusculos tienen una vida corta, y degeneran luego de 4-15 dias de su formacion, por lo que para la
colonizacion de la raiz se requiere una constante formacion de arbusculos (Sieverding, 1991).
Debido a que la formacion de arbtsculos y su degeneracion ocurren en forma simultanea, es posible
observar en una misma raiz todos los estados de arbusculos. Cuando estas estructuras degeneran son

digeridas por la célula hospedante, para luego retomar ésta su actividad normal. En el mismo
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momento en que se forman los arbusculos, o a veces algo después, ciertos HFMA forman vesiculas
inter o intracelularmente. Estas estructuras son hinchamientos apicales o intercalares de hifas con
alto contenido de lipidos. En situaciones de estrés (bajo suministro de metabolitos desde la planta
hospedante) estos lipidos son utilizados como reserva por los HFMA y entonces las vesiculas
degeneran. Las especies que pertenecen a los géneros Gigaspora y Scutellospora nunca forman

vesiculas, pero producen células auxiliares en el micelio externo de la raiz.

d) Extension del hongo dentro de la raiz y en la rizosfera

El desarrollo de la colonizacion MA sigue una curva sigmoidal tipica en la que se observa
una fase de latencia, una fase logaritmica de crecimiento y desarrollo, y una fase de estabilizacion
(Smith & Read, 1997). La especie de planta y de hongo, y especialmente las condiciones fisicas y
quimicas del suelo, determinan la duracion de cada fase. En la fase de latencia ocurre la germinacion
de esporas, el crecimiento del micelio y su penetracion en la raiz, culminando esta fase con la
colonizacién primaria anteriormente descripta.

En h fase logaritmica de crecimiento, caracterizada por una rapida expansion del micelio en
la raiz, el hongo crece inter e intracelularmente, especialmente en las raices secundarias finas. Esta
expansion de la colonizacion en el sistema radical tiene lugar también a través de hifas que corren a
lo largo de la superficie de la raiz, siguiendo el crecimiento de éstas y penetrando las raices a
distancias irregulares. Wilson (1984) sefala que existen diferencias entre las especies fingicas en su
forma de expansion, es decir si es interna o si se produce sobre la superficie de la raiz. La fase
logaritmica de crecimiento y desarrollo estd también asociada con la formacion de un micelio
externo en el suelo con capacidad para penetrar la raiz.

En la fase de estabilizacion la raiz y el hongo crecen a la misma velocidad (Sieverding,
1991). Esta fase se alcanza a una determinada edad de la simbiosis, que depende de la especie de

planta. La longitud total de raiz colonizada rara vez sobrepasa el 80 %. No se reconocen las causas
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que determinan esta estabilizacion, pero al igual que toda la dindmica de la colonizacion MA
depende de las condiciones intrinsecas del sistema radical y de las condiciones ambientales en que se

encuentra.

e) Expansion del hongo en el suelo

Luego de la infeccidon primaria y durante la primera fase de la expansion de la colonizacion
en la raiz, las hifas crecen hacia el exterior de la raiz y la rizésfera del suelo. El micelio externo
cumple un rol importante en la absorcion de nutrientes desde la solucion del suelo y el transporte de
los mismos hacia la raiz. En general, el micelio externo joven no es septado y se ramifica
dicotobmicamente, alcanzando las hifas principales un diametro de 5-20 pum y las secundarias mas
finas 1-5 um. Las especies de HFMA difieren marcadamente en la extension del micelio externo; el
crecimiento del micelio externo estd también influenciado por factores abidticos y biodticos del suelo

(Sieverding, 1991).

f) Formacion de estructuras reproductivas de los HFMA

Los HFMA forman esporas en el micelio externo. Ciertas especies de HFMA de los géneros
Acaulospora, Glomus y Sclerocystis forman esporocarpos. La formacion de esporas puede comenzar
pronto, desde 3-4 semanas luego de la colonizacion de la raiz en algunas especies de HFMA, hasta
mas de 6 meses en otras.

La magnitud de la esporulacién y su momento de inicio dependen de la especie de HFMA, la
planta hospedante, el suelo y las condiciones ambientales reinantes. La esporulacion es un proceso
dindmico; asi pueden estar formandose esporas y germinando otras en el mismo momento. El

micelio fungico, dentro y fuera de la raiz, es también otra estructura reproductiva de los HFMA, por
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lo que éste tiene la capacidad de infectar nuevas raices. Sin embargo, mientras las esporas pueden
sobrevivir hasta varios afios en el suelo, la infectividad del micelio (separado de la planta hospedante

o luego de la muerte de éste) dura solo 2-4 semanas.

1.5 Taxonomia

La taxonomia de estos hongos se basa en caracteres discretos de la estructura subcelular de
las esporas (Morton, 1988; Morton & Bentivenga, 1994), debido a que existen pocas diferencias en
la morfologia y arquitectura de las hifas y estructuras internas para diferenciar los HFMA a nivel de
especie. Sobre la base de caracteristicas en la pared celular y ontogenia de las esporas, los HFMA se
agrupan en géneros que abarcan aproximadamente las 150 especies descriptas hasta la fecha.
Algunas caracteristicas que se tienen en cuenta en la taxonomia basada en las esporas son: presencia
de esporocarpos, forma, color y tamafio; existencia de peridio y caracteristicas de éste; color de las
esporas, tamafo y forma; nimero de paredes de las mismas, color, grosor y ornamentaciones; y
caracteristicas de la hifa sustentora, forma y tipo de oclusiones (Giovannetti & Gianinazzi-Pearson,
1994).

La posicion taxondmica ¢ los hongos MA es actualmente objeto de debate. Los HFMA
fueron incluidos en la familia Endogonaceae del orden Mucorales debido a la semejanza existente
entre las esporas de Endogone y las especies esporocarpicas de Glomus (Gerdemann & Trappe,
1974). Esta semejanza no fue un criterio valido para su agrupacion ya que las especies pertenecientes
a Endogone forman zigosporas sexuales, mientras que los HFMA producen Unicamente esporas
asexuales. Por lo tanto, estos hongos fueron agrupados dentro del orden Glomales, reconociendo su
origen monofilético y su trayectoria evolutiva Uinica (Morton & Benny, 1990). Sin embargo estos
autores no desplazaron este grupo del phylum Zygomycota. SchiiBler et al. (2001a) hallaron
evidencias morfologicas y moleculares para separar a este grupo en un nuevo phylum monofilético,

denominado Glomeromycota. El orden Glomales, segin Morton & Benny (1990), consistia en dos
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subordenes: Glominae (Familias Glomaceae y Acaulosporaceae) y Gigasporineae (Familia
Gigasporaceae). Posteriormente, el mismo grupo de trabajo sefiala que el orden Glomales
comprende a los géneros Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora, Paraglomus 'y
Archaeospora (Morton & Redecker, 2001). Segn Schiilller ef al. (2001b) el phylum Glomeromycota
tiene al menos dos 6rdenes, cada uno con mas de tres familias. De las familias tradicionales, Glomus
ha sido dividido y emplazado en tres diferentes ordenes, Sclerocystis ha colapsado en Glomus,
permaneciendo dentro de este género una Unica especie, presumiblemente dentro de Glomerales.
Dos miembros de Acaulospora han sido separados en un nuevo orden Archaeosporales
(Archaeosporaceae), y el resto de las especies de Acaulospora y Entrophospora permanecen dentro
de Acaulosporaceae, y han sido incluidas en Diversisporales. Gigasporaceae (con dos géneros:
Gigaspora 'y Scutellospora) han sido también incluidos en Diversisporales. Paraglomaceae, con un
solo género denominado Paraglomus, pertenece a Paraglomerales.

Es importante destacar que, teniendo en cuenta las normas del Codigo Internacional de
Nomenclatura Botédnica (Greuter et al., 2000), el nombre de una familia se debe formar a partir del
genitivo singular de un nombre legitimo de un género incluido, reemplazando la inflexion del
genitivo singular con la terminaciéon —aceae. El genitivo de Glomus es Glomeris, y por lo tanto el
nombre que corresponde a la familia es Glomeraceae. Esto debe ser respetado para los nombres de

todos los taxones superiores, y consecuentemente deberia reemplazarse Glomales por Glomerales.
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Figura 2: Estructura taxondmica general de los hongos formadores de micorrizas arbusculares y
otros relacionados (Glomeromycota) propuesta por Schiiller et al. (2001a) basados en secuencias de

genes de ARNT.

1.6 Efectos de las micorrizas arbusculares sobre las plantas y el ambiente

Los efectos de las micorrizas arbusculares varian segtn la especie de hospedante y de hongo

y el ambiente fisico. Se encuentran documentados muchos beneficios de las asociaciones

micorrizicas para las plantas, de indole nutricional y no nutricional, y para el ambiente. Estos

beneficios pueden ser de distinto grado, y en situaciones particulares esta asociacion puede no ser

benéfica para la planta, o incluso negativa.
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Los hongos formadores de micorrizas arbusculares pueden ejercer un efecto positivo sobre el
crecimiento de las plantas, particularmente en suelos que presentan deficiencias nutricionales o se
encuentran alterados por accidon antropica (Sieverding, 1991). Este efecto se atribuye basicamente a:
(i) mejorar la captacion de nutrientes por las raices micorrizadas, (i) ampliar el volumen de suelo
explorado, superando la zona de agotamiento de nutrientes y alcanzando zonas donde alin estan
disponibles (Sieverding, 1991; Cabello, 2001). Como resultado, las plantas micorrizadas son a
menudo mas competitivas y mas capaces de tolerar estreses ambientales que las plantas no
micorrizicas (Juniper & Abbott, 1993).

El efecto mas importante sobre la nutricion se cree que consiste en el transporte por las hifas
de iones de movilidad lenta. Las hifas, creciendo mas alla de la rizésfera del suelo, aumentan la
superficie de absorcion de la raiz (George et al., 1995). Por lo tanto, la actividad del micelio de
HFMA en los suelos resulta en una mayor eficiencia de absorcion de nutrientes (Smith &
Gianinazzi-Pearson, 1988). El efecto mas conocido de las MA es el que ejerce sobre la nutricion con
fosforo (P), aunque también hay evidencias sobre un incremento en la captacién de zinc (Zn), que

también es un elemento de movilidad lenta y con deficiencias en algunos suelos, y cobre (Cu) (Smith

& Read, 1997).

Recientemente ha aumentado el interés por el efecto de las MA en la absorcion de nitrégeno
(N), elemento que se presenta en los suelos en forma organica o inorgénica, en formas moviles y
poco moviles. Dentro de las formas inorganicas, a este elemento se lo encuentra en la solucion del
suelo en su forma poco movil como amonio, y también como nitrato. Debido a la alta movilidad de
los nitratos, se creyod que los HFMA no contribuian significativamente en la absorcién de N por la
planta (Ames et al.; 1983; Barea et al. 1987). Actualmente se reconoce que estos hongos intervienen
en la dindmica del nitrogeno en el sistema suelo-planta (Subba Rao & Krishna, 1988; Patterson et
al., 1991; Johansen et al., 1994) y existen trabajos que demuestran que la colonizacién micorrizica

puede aumentar la captacion de iones nitratos (Azcon et al., 1992; Johansen ef al. 1993; Cuenca &
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Azcon, 1994; Johansen et al., 1994; Azcon et al., 1996). Més altn, se ha sugerido que los nitratos
serian la fuente de nitrogeno preferida por los hongos arbusculares. Sin embargo, el rol de estos

microorganismos en la dinamica del N del suelo todavia no ha sido dilucidado.

Se pueden mencionar numerosos beneficios no nutricionales de las MA. Las MA
incrementan la tolerancia al estrés causado por bajas temperaturas, anegamiento, sequia, salinidad
(Juniper & Abbott, 1993), ayudan a controlar adversidades bioticas, como nematodes y patdgenos
fungicos (AzconAguilar & Barea, 1996), ademas de estimular el desarrollo vegetal a través de la

produccion de factores de crecimiento.

Debido a su participacion en la absorcion de nutrientes, las micorrizas influyen sobre los
ciclos biogeoquimicos, acumulando y transportando el fosforo y otros nutrientes minerales desde el
suelo a la raiz e inmovilizando el nitrégeno en la biomasa fungica por la formacion de paredes
fungicas constituidas principalmente por quitina, previniendo asi su pérdida por lixiviacion y
desnitrificacién; y contribuyen a la fertilidad del mismo cuando son reciclados los nutrientes
acumulados en la biomasa miceliar y en esporas de los hongos micorrizicos (Schiiepp & Bodmer,
1991). Ademas, los HFMA interactiian con otros microorganismos de la rizosfera, constituyendo el
llamado efecto micorrizésfera (AzcoOn-Aguilar & Barea, 1992).

Los HFMA tienen un rol importante en la fertilidad fisica del suelo. Estos hongos producen
una glicoproteina especifica recalcitrante, denominada glomalina (Wright et al., 1996) que aumenta
la agregacion de los suelos (Wright & Upadhyaya 1998; Wright et al., 1999; Rillig et al., 2001) y
protege a los compuestos carbonados de la degradacion rapida (Rillig ef al, 1999). En suelos
contaminados, estos hongos se asocian a las plantas favoreciendo su crecimiento (Cabello, 1997,
1999, 2001; Hildebrandt et al., 1999), y disminuyen la acumulacion de metales pesados en la
biomasa aérea por la acumulacion de estos elementos en raices micorrizadas (Weissenhorn et al.,

1993, 1995).
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Como se ha senalado, los HFMA favorecen el crecimiento, produccion y supervivencia de las
plantas en muchas situaciones y también contribuyen al mejoramiento del ambiente en distintos

aspectos.

Se conoce que existen diferencias en la habilidad de distintas especies o cepas de HFMA para
promover el crecimiento de las plantas, y hay referencias de que el nivel de formacion de HFMA
puede no ser un indicador confiable de los beneficios potenciales de los HFMA (McGonigle, 1988).
De hecho, se ha demostrado que, en situaciones particulares, algunos HFMA pueden comportarse
como patogenos (Howeler et al., 1987; Jarstfer & Sylvia, 1992) y que los colonizadores menos
efectivos son a veces mejores promotores del crecimiento de las plantas que algunos buenos
colonizadores (Hetrick & Wilson, 1991). Es suficiente decir que m solo tiene valor conocer los
estados, intensidad y oportunidad de colonizacion sino también las especies o cepas de HFMA que

estan involucradas en muchos ecosistemas naturales o agroecosistemas a ser manejados.

1.7 Manejo agronéomico de HFMA

Debido a bs cambios favorables que promueven las micorrizas arbusculares, los HFMA
poseen una importancia econdomica potencial dentro de la agricultura, debido a su capacidad para
asociarse con la mayoria de las plantas cultivables. Han sido documentados numerosos beneficios de
las asociaciones micorrizicas arbusculares en los cultivos, especialmente relacionados con el
aumento en la captacion de fosforo (Gerdemann, 1968; Mosse, 1973). La contribucién de los
procesos biologicos en la dinamica de nutrientes es de especial interés en aquellos agroecosistemas
donde los costos de produccion y aplicacion de fertilizantes son importantes, o en la agricultura de
bajos insumos u organica (Oberson et al., 1993).

Existen esencialmente dos formas para establecer y mantener poblaciones altas de HFMA en

los suelos agricolas:
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1) Inoculacion y manejo subsecuente de HFMA seleccionados por su eficiencia; y
il) Promover la actividad de HFMA efectivos a través de practicas agricolas adecuadas
(Sieverding, 1991)

Los investigadores en micorrizas han mostrado graninterés en el proceso de inocular plantas con
HFMA eficientes (Bagyaraj, 1992). Hasta el presente, la inoculacion de rutina en gran escala es
dificultosa debido al alto costo de produccion y el gran volumen del indculo para el transporte
(Wood, 1992). Por lo tanto, el manejo de los HFMA nativos en el campo a través del disefio de
practicas agricolas apropiadas puede ser efectivo con el fin de aumentar el crecimiento y la
absorcion de P en los cultivos. Para este proposito, se requiere informacion sobre los HFMA
indigenas que deben ser manejados. Asi seria posible alterar la composicion de especies de HFMA
con esas practicas, de manera que aumente la proporcion de los hongos mas efectivos.

El interés agrondémico de estos microorganismos no se restringe a la promocion del crecimiento
de los cultivos y el mejoramiento del medio ambiente. Los microorganismos del suelo son
marcadores biologicos de alta sensibilidad y podrian ser utilizados en el futuro para la clasificacién
de sistemas disturbados o contaminados. Los procesos microbiologicos del suelo son una parte
integral de la calidad del suelo, por lo tanto es necesaria una mayor comprension de éstos y de la
estructura de las comunidades de microorganismos. Las poblaciones de microorganismos son
capaces de proveer evidencias avanzadas de cambios sutiles en el suelo mucho antes de que estos

puedan ser medidos con precision en las variaciones de la materia organica (Powlson et al., 1987).

1.8 Practicas agronomicas: Sistemas de labranza, fertilizacion y rotacion

En los cultivos extensivos se utilizan distintas practicas agrondmicas con el proposito de
obtener elevados rendimientos, sanidad y calidad, a fin de alcanzar una 6ptima rentabilidad. Sin
embargo, muchas de estas practicas han generado un deterioro de los recursos naturales y del

ambiente, tal es el caso de la capacidad productiva de los suelos de algunas regiones, por lo que
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actualmente se considera de importancia la incorporacién de técnicas de manejo de suelo y de
cultivos que permitan una produccion sustentable.

Las labranzas incluyen un conjunto de técnicas cuyos objetivos son promover en el suelo
cambios favorables de orden fisico, quimico y biolégico que permitan obtener las Optimas
condiciones para el nacimiento y crecimiento de las plantas. Los sistemas de labranza utilizados para
la produccion de trigo en Argentina estuvieron tradicionalmente basados en la labranza
convencional, en la cual el suelo es labrado 2 o 3 veces previamente a la siembra. En la actualidad
existe wa adopcion creciente de la siembra directa, reportdndose datos de 43,4 % de la superficie
implantada de trigo con este sistema en la regiébn pampeana en el afio 2001 (INDEC, Encuesta
Nacional Agropecuaria 2001).

El uso reiterado de la labranza convencional puede impactar negativamente en el largo plazo
sobre varios aspectos que hacen a la calidad del suelo, como se refleja en la reduccion en el
porcentaje de materia organica (Grace et al., 1994), pérdida de estructura (Steed et al., 1993), mayor
riesgo de erosion (Packer et al., 1992) y disminucion de la biota benéfica del suelo (Haines & Uren,
1990; Gupta et al., 1994). El mayor o menor grado de laboreo altera de manera diferencial y directa
las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, determinando la ubicacion y distribucion de
los residuos de cosecha. Se establecen asi diferentes relaciones entre el ambiente edafico creado por
la labranza y los residuos, que requieren de ajustes diferenciales del resto de las practicas de manejo
(rotaciones, fertilizacion, control de plagas, enfermedades y malezas, manejo de cultivo, manejo de
suelos, etc.).

Mannering & Feuster (1983) definen a la labranza conservacionista como todo sistema que
reduzca pérdidas de suelo y agua respecto a los sistemas convencionales. Este tipo de labranza
constituye una de las principales alternativas tecnoldgicas para contribuir a revertir la tendencia a la
degradacion de suelos destinados a la produccion. La técnica de siembra directa o labranza cero
pertenece a este tipo de practica, y se basa en la no remocion del suelo, a excepcion de la linea de

siembra roturada donde se deposita la semilla de cultivo.
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Como ya se sehald, la adopcion del sistema de siembra directa ha aumentado
considerablemente en nuestro pais. Las causas que motivan la adopcién de ésta técnica por parte de
los productores son diversas, y entre otras se pueden mencionar: la mayor seguridad en la
oportunidad de siembra, el beneficio en la economia del agua, la proteccion de la estructura del
suelo, la posibilidad de aumentar la duracion de los ciclos agricolas, la mayor capacidad de siembra
y una reduccion sustancial en las cantidad de horas de trabajo dedicadas a las labranzas (Méndez
Duhau & Satorre, 1998). Para la realizacion de la siembra directa se requiere un adecuado manejo de
los rastrojos y de las malezas, fundamentalmente a través de herbicidas, y comprender el
funcionamiento de un ambiente en la superficie del suelo con caracteristicas bioldgicas particulares
en cuanto a macro y microbiota, generadas basicamente por la presencia de una cobertura de rastrojo
permanente en la superficie.

El uso continuo de la siembra directa tiende a mejorar las condiciones en la capa superficial
de algunos suelos, ya que los residuos en superficie junto con la ausencia de laboreo establecen una
dindmica del carbono que se traduce en una mas lenta disminucién y, eventualmente, en un
incremento en la materia organica a lo largo del tiempo bajo agricultura (Alvarez et al., 1998b;
Cambardella & Elliot, 1992). La presencia de una cobertura con residuos en los sistemas de labranza
conservacionista mejora el almacenamiento de agua en el suelo, basicamente a través de la reduccion
de la evaporacion por el efecto aislante de la cobertura y del mejoramiento de la infiltracion (Hill et
al., 1985; Griffith et al., 1986; Enz et al., 1988). La cobertura con rastrojos junto con el, por lo
general, mayor contenido de agua en el suelo afectan la dindmica de las propiedades térmicas del
mismo (Chidichimo & Asborno, 2000). Las temperaturas mas bajas del suelo en siembra directa se
relacionan con el reflejo de buena parte de la radiacion incidente por los rastrojos y con los mayores
requerimientos de calor en los suelos himedos para aumentar su temperatura (Gupta et al., 1981).
Los efectos térmicos de la cobertura pueden influir sobre la velocidad de los procesos bioquimicos y
bioldgicos que ocurren en los centimetros superiores del suelo. Varios autores sefialan la presencia

de bioporos en siembra directa, formados por la actividad bioldgica, principalmente por accion de
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lombrices y raices, que serian efectivos para el movimiento del agua (Hill & Meza-Monsalvo, 1990;
Pierce et al., 1994).

La siembra directa ha sido resistida, en algunos ambitos, debido a su potencial efecto
contaminante. De acuerdo con esta vision, los cultivos sembrados sin laboreo requieren un intenso
uso de herbicidas, fertilizantes y pesticidas, cuyos residuos pueden terminar en los alimentos, cursos
de agua y fauna. La contaminacion debida a fertilizantes y pesticidas perdidos del sistema via
lixiviacion puede constituir un aspecto importante. Los casos més habituales se dan con los nitratos y
los herbicidas preemergentes de alta solubilidad (Mulin, 2000). En este sentido, los poros generados
por la actividad de las raices o la micro y mesofauna del suelo son a menudo responsables de
pérdidas mayores a las esperables, al facilitar elmovimiento de estos elementos a través de la matriz
del suelo (Endres & Ahrens, 1995; Myers et al., 1995).

Existen evidencias que en algunos sistemas agricolas la compactacion puede aumentar con la
adopcion de siembra directa (Ball ef al., 1989). Varios autores han registrado valores mayores de
resistencia a la penetracion en Argiudoles de la regién pampeana bajo siembra directa con respecto a
labranza convencional (Balbuena et al., 1996, Taboada et al, 1998; Soza et al., 2003) y/o de
densidad aparente (Golik et al., 2004b). Dickey et al. (1983), sefialan que existe una relacion inversa
entre los indices de cono registrados con penetrometro y el rendimiento de los cultivos.

Estudios realizados en zonas hiimedas enfatizan la importancia de un volumen adecuado de
macroporos para mantener una permeabilidad Optima y una saturacion relativa menor al 60 %
(Carter, 1988). La reduccion del volumen de macroporos es generalmente el primer resultado de la
compactacion excesiva del suelo. La relacion entre la saturacion relativa, el volumen de macroporos
y el contenido de humedad del suelo puede ser critico en relacion con el desarrollo de podredumbres
en las raices de cereales en climas himedos donde el contenido hidrico del suelo es alto (Sturz et al.,
1997) Es posible que, en algunos casos, la presencia de bioporos generados por raices y la fauna del
suelo pueda compensar la reduccion de la macroporosidad en siembra directa, no afectando el

crecimiento de las raices. Sin embargo, es bien conocido que la longitud de las raices es
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inversamente proporcional a la impedancia mecanica del suelo (Bennie & Krynauw, 1985; Misra et
al., 1986; Greacen, 1986) y en algunas localidades de la region pampeana se han registrado
disminuciones en el crecimiento radical en siembra directa con respecto a labranza convencional
(Lantazi & Marelli, 1982; Golik et al. 2004b).

En los sistemas laboreados, los poros se forman por el reordenamiento de la fase sdlida, por
efecto de las herramientas de labranza. Como ya se sefiald, en sistemas bajo siembra directa
continua, los poros se forman por la actividad biologica, principalmente por accion de lombrices y
raices (Hill & Meza-Monsalvo, 1990; Pierce ef al., 1994). Debido a los diferentes origenes de
formacion de poros, la distribucién por tamafio, la orientacion, la continuidad y la estabilidad de los
poros difiere entre sistemas de labranza (Benjamin, 1993). Varios autores observaron en siembra
directa, ademas de la disminucién de la macroporosidad, una tendencia de estos macroporos a ser
mas alargados y orientados paralelamente a la superficie (Pagliai et al., 1983; Shipitalo & Protz,
1987; Senigagliesi & Ferrari, 1993; Van den Bygaart et al., 1999; Sasal, 2003). Ball & Robertson
(1994) afirman que la tendencia hallada de esos poros a orientarse horizontalmente les otorga menor
efectividad para el movimiento de agua y el intercambio de gases que los poros de igual tamafio y
forma orientados verticalmente, por lo que es posible que sean menos propicios para la proliferacion
de las raices.

Otra caracteristica desfavorable distintiva de los sistemas de siembra directa es la
estratificacion de los nutrientes poco moviles, basicamente P y K, en los primeros centimetros del
suelo, debido a la falta de incorporacion con herramientas. Esta acumulacion en superficie puede
limitar su absorcion por las plantas (Mallarino, 1998).

La respuesta del rendimiento de trigo a la reduccion en las labranzas es dispar. Los
rendimientos pueden incrementarse debido a la mayor humedad del suelo en las labranzas
conservacionistas (Brandt, 1992; Peterson ef al., 1996). En otros casos, ocurren disminuciones de
rendimiento en siembra directa (Senigagliesi & Ferrari, 1993; Sarandon et al., 1997, Lazaro et al.,

2004), incluso en situaciones donde la disponibilidad de agua en el suelo aumenta (Bauer & Kucera,

28



1978). En los sistemas conservacionistas, las mayores cantidades de residuos en superficie pueden
reducir la germinacion del trigo y el stand de plantas debido al pobre contacto suelo-semilla
generado y las condiciones menos uniformes de la cama de siembra respecto a la labranza
convencional (Schillinger & Bolton, 1992; Soza et al., 2003). Otras razones citadas para explicar los
menores rendimientos en sistemas de labranza reducida incluyen las condiciones mas frias y
himedas de los suelos (Papendick & Miller, 1977; Gauer et al, 1982), las interacciones
desfavorables entre las propiedades fisicas del suelo y los sistemas conservacionistas (Cosper, 1983),
la fototoxicidad de los residuos del cultivo anterior Kimber, 1973; Cochran ef al., 1977), y el
aumento de malezas, principalmente de gramineas (Papendick & Miller, 1977). Asimismo, es
frecuente que en los sistemas conservacionistas se produzcan incrementos en la intensidad de
enfermedades foliares causadas por patdgenos necrotroficos cultivos de trigo (Carmona & Reis,
1998; Krupinsky et al., 2002; Cordo et al., 2004). Se ha reportado que Pyrenophora tritici-repentis
(Died.) Drechs. anamorfo Drechslera tritici-repentis (Died.) Schoem. suele incrementarse en
labranza reducida (Kohli et al., 1992; Simon et al., 2001). También se han hallado mayores

incidencias de Gaeumannomyces graminis en trigo en siembra directa (Prew, 1981; Sturz ef al,

1997).

Dindmica del N y sistemas de labranza

El nitrégeno se considera uno de los nutrientes mas importante para la produccion vegetal por
las cantidades requeridas por los cultivos y por la frecuencia con que se observan deficiencias en
suelos agricolas, es asi que la agricultura de altos rendimientos depende del uso de fertilizantes
nitrogenados (Tisdale ef al, 1993). El ciclo del N presenta gran complejidad, debido a que este
elemento se encuentra en la naturaleza en formas inorganicas y organicas, a la vez que posee muchos
estados de oxidacion, lo que posibilita su movimiento en la atmdsfera, la biosfera y la gedsfera. Son

conocidos los diversos tipos de pérdidas que ocurren luego de la aplicacion de fertilizantes
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nitrogenados, y por ello la respuesta a la fertilizacion nitrogenada en los cultivos depende de factores
climaticos, edaficos, la fuente de fertilizante, la forma y momento de aplicacion, entre otras causas
(Tisdale et al, 1993).

La dinamica del nitrégeno en siembra directa difiere en muchos aspectos de la que ocurre en
ambientes manejados con labranza convencional (Fox & Bandel, 1986). Como ya fue sefalado, h
siembra directa tiene consecuencias sobre las condiciones de temperatura, aireacion y humedad del
suelo y esto puede afectar la actividad de los microorganismos, muchos de los cuales intervienen en
el ciclado de la materia organica (Aon ef al., 2001; Diosma ef al., 2003). Asimismo, en los sistemas
conservacionistas, la cantidad de residuos y la superficie de contacto reducida entre éstos y los
microorganismos puede generar un microclima menos favorable para la mineralizacion de la materia
organica y del N total que en la labranza convencional (Malhi et al., 2001) que suele resultar en
menores disponibilidades de N asimilable por las plantas (Doran, 1980; Daniel et al., 1984). En ese
caso, la adicion de este nutriente en forma de fertilizante es una practica que puede suplir las
deficiencias. Sin embargo, es importante sefialar que los cambios en el ambiente generados por los
sistemas conservacionistas también afectan la eficiencia en la aplicacion de los fertilizantes (Fox &
Bandel, 1986).

La ausencia de remocion del suelo, la permanencia durante mas tiempo de los residuos en
proceso de descomposicion, la mayor actividad bioldgica en superficie y los mayores contenidos
hidricos que suelen registrarse en los suelos en siembra directa inciden sobre algunos procesos que
pueden llevar a la pérdida de N del sistema (volatilizacidn, desnitrificacion, lavado) y/o a la menor
disponibilidad de sus formas asimilables por los cultivos por inmovilizacion (Alvarez et al., 1998a).
La cubierta protectora de los residuos produce diversos cambios en el suelo, afectando también la
eficiencia de uso del nitrégeno. El mayor contenido de humedad frecuente en siembra directa,
relacionado con la mayor cobertura de residuos que reduce el escurrimiento, aumenta la infiltracién
y disminuye la evaporacion (Griffith ef al., 1986) y la menor temperatura en el suelo (Gupta et al.,

1981) incrementan las posibilidades de pérdidas de nitrégeno por lixiviacion de nitratos. Los
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macroporos de origen bioldgico que se originan en este sistema pueden generar “flujos
preferenciales” que aumenten las pérdidas de nitratos por ésta via (Dimes ef al., 1996). Es dable
esperar en siembra directa mayores pérdidas de N por desnitrificacion debido a que las condiciones
generales suelen ser de mayor anaerobiosis relativa como resultado de los mayores contenidos de

humedad (Thomas, 1990).

Rotacion de cultivos

La préactica de rotacion consiste en la sucesion de cultivos en un lote en forma recurrente, y se
considera que la composicion de esta secuencia de cultivos constituye uno de los aspectos mas
determinantes del funcionamiento de los agroecosistemas (Altieri, 1999). La rotacién es una practica
favorable ya que puede reducir pérdidas por malezas, plagas y epidemias de enfermedades
(Baliddawa, 1985, Finckh & Wolfe, 1998). Las diferencias entre los requerimientos nutricionales de
los cultivos incluidos en la rotacion, la cantidad de residuos y la composicion quimica de éstos, la
profundidad de exploracion de las raices y su arquitectura son aspectos que influyen en el balance de
nutrientes de los sistemas agricolas (Reganold ef al., 1990; Campbell & Zentner, 1996; Grant et al.,
2002). El aumento de la diversidad en los cultivos, sea en forma espacial a través del policultivo
(Sarandon & Chamorro, 2003) o temporal a través de la rotacién, genera cambios ecologicamente
favorables en el reciclaje de nutrientes, el control y regulacion del microclima y los procesos
hidrolégicos locales, y la supresion de organismos indeseables (Altieri, 1999). Por lo tanto, la rotacion
de cultivos se considera una practica de manejo que contribuye a la sustentabilidad de los sistemas
agricolas (Bullock, 1992).

Desde el punto de vista fitopatologico, el principio de rotacién con especies no afines o
disimiles en una sucesion de cultivos para minimizar el efecto de las enfermedades ha sido
ampliamente estudiado (Reis, 1990; Sutton, 1990; Reis, 1992; Reis et al., 1992). En casos de cultivo

continuo o reiterado de una especie, se considera que la presencia de inoculo en los restos del cultivo
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precedente aumenta el riesgo de algunas enfermedades, por ejemplo de la mancha amarilla del trigo
producida por Drechslera tritici-repentis (Carmona, 2001) y otras causadas por agentes necrotroficos
(Carmona & Reis, 1998). Como ya se menciond, la siembra directa también crea condiciones propicias
para el desarrollo de este tipo de enfermedades, por lo que reiteracion del mismo cultivo en este

sistema conservacionista constituye una situacion desfavorable (Reis et al., 2002).

1.9 Roles funcionales en Glomeromycota?

En el campo de la ecologia del Reino Fungi, se han realizado pocas clasificaciones basadas
en el estado sucesional (Dighton & Mason, 1985; Last et al., 1987; Frankland, 1998; Hart ef al.,
2001), caracteristicas de historia de vida (Boddington & Dodd, 1999), caracteristicas generalistas vs.
especialistas (Wallenda & Kottke, 1998), y estrategias ecologicas (es decir: ruderales, competitivas,
y tolerantes al stress) (Pugh, 1980). Estas clasificaciones fueron originalmente desarrolladas para las
plantas (Clements, 1912; Grime, 1979; Tilman, 1985) y luego adaptadas para los hongos.

Existe abundante evidencia de la importancia ecoldgica de los HFMA, sin embargo el
conocimiento sobre los distintos roles de las especies individuales de Glomeromycota es altn
limitado. Numerosos trabajos sefialan diferencias en la biologia de las faxa pertenecientes este
phylum. Algunas de esas diferencias estan bien estudiadas, por ejemplo las existentes entre la
ontogenia de las esporas y presencia o ausencia de esporocarpos (Morton & Benny, 1990; Walker,
1992). También se reconocen diferencias entre los niveles de colonizacion logrados por distintas
especies de HFMA y la eficiencia de su simbiosis (Gianinazzi & Gianinazzi-Pearson, 1986;
Sieverding, 1991), aunque los autores han encontrado resultados dispares en estos dos aspectos,
probablemente debido a que el rango de respuesta no s6lo es afectado por las especies de hongo, sino
también por las condiciones de la planta hospedante y/o del suelo (Abbott & Robson, 1984). La
habilidad para germinar, el patron de germinacion y la cantidad de micelio producido son caracteres

que muestran un alto grado de variacion entre las taxa de HFMA (Hepper, 1981), sin embargo los
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registros de los diferentes autores difieren, posiblemente en razon de que la germinacion de las
esporas suele estar influenciada por diversos factores ambientales, por ejemplo los nutrientes del
medio, pH, humedad, temperatura o exudados del hospedante (Tommerup, 1983; Hetrick, 1984;
Hepper, 1983; Siqueira et al, 1982). Algunos estudios han mostrado que la promocion del
crecimiento de las plantas por las especies individuales de Glomeromycota depende de la
combinacidn entre la especie de hongo y de planta que forman la simbiosis (Streitwolf-Engel et al.,
1997; van der Heijden et al., 1998). Las especies de HFMA pueden también tener diferentes
respuestas de crecimiento en su asociacion con distintas especies de plantas (Johnson et al., 1992;
Sanders & Fitter, 1992; Bever et al., 1996). La habilidad para contribuir a la agregacion de las
particulas de suelo puede también diferir entre las especies de Glomeromycota (Wright et al., 1996).
Wilson & Tommerup (1992) senalaron diferencias en la agresividad y habilidad competitiva de
distintas especies de HFMA. Existen trabajos que sefialan que las taxa de Glomeromycota pueden
tener distintas estrategias de colonizacion, y que estas diferencias estarian dadas por la utilizacion de
diferentes fuentes de propagulo -esporas, hifas y raices colonizadas- (Tommerup & Abbott, 1981;
Biermann & Linderman, 1983; INVAM, 1993; Abbott et al., 1994; Braunberger et al., 1996;
Brundrett et al., 1999; Klironomos & Hart, 2002). En una revision de trabajos recientes, Treseder
(2005) plantea la hipdtesis de que los HFMA difieren también en sus estrategias para la adquisicion
de C, Ny P, e intenta establecer grupos funcionales.

En definitiva, varios autores plantean hipotesis acerca de los roles de las especies de HFMA en
los ecosistemas. Muchos de ellos sefialan posibles grupos funcionales, sin embargo los resultados
logrados hasta la fecha no son categoricos en cuanto a los taxa incluidos en estos grupos.

La caracteristica de los HFMA de ser simbidticos obligados y la imposibilidad de
multiplicarlos en medios de cultivo, las escasas diferencias morfologicas entre las especies de estos
hongos en las hifas y estructuras internas que obligan a una taxonomia basada en esporas, la gran
ubicuidad de estos hongos y su capacidad de asociarse con un amplisimo rango de hospedantes, son

algunos de los factores que hacen que sea complejo, pero a la vez interesante su estudio.
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1.10 Efecto de las practicas agronéomicas sobre los HFMA

La agricultura genera cambios que afectan de forma directa e indirecta a la comunidad de
microorganismos que constituye la rizéfera. Los cultivos extensivos anuales actualmente se basan en
la introduccion de altas densidades de individuos coetdneos de una misma especie y variedad, lo que
en si mismo implica un cambio por la disminucién en la biodiversidad de hospedantes con respecto a
un ecosistema natural. Las practicas agrondmicas como las labranzas, siembra, fertilizacion, control
de plagas, malezas, enfermedades y cosecha se concentran secuencialmente en el tiempo y puede
modificar el efecto de la estacionalidad. La repeticion en el tiempo de ciclos de siembra y cosecha de
uno o dos cultivos por afio interrumpen la sucesion. La introduccion de elementos externos como
fertilizantes y biocidas, y los cambios fisicos, quimicos y bioldgicos ocasionados por la labranza
genera variaciones muchas veces complejas e impredecibles en la comunidad de microorganismos
del suelo.

Los disturbios ocasionados por la agricultura pueden afectar directa o indirectamente la
dinamica y biodiversidad de HFMA. Los HFMA, debido a su caracteristica de simbiontes obligados,
son profundamente afectados por los cambios en las especies de plantas hospedantes y poblaciones.
En sistemas agricolas, los cambios que ocurren anualmente y resultan en la eliminaciéon completa de
una especie de planta y su reemplazo, y las secuencias de cultivos que incluyen periodos de
barbecho de distintas caracteristicas y duracion pueden producir efectos marcadamente positivos o
negativos en la poblacion de HFMA. Las practicas agricolas alteran la poblacion de HFMA, la
composicion de especies y la colonizacion micorrizica (Kurle & Pflegger, 1994). El cultivo y sus
practicas, al afectar las comunidades de HFMA, pueden ocasionar variaciones en la absorcion de P y
la produccion de biomasa.

Las especies cultivables difieren en su asociacion con los HFMA y su dependencia

micorrizica (Plenchette et al, 1983), y las secuencias de cultivo pueden modificar el status
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micorrizico del suelo (Hendrix et al., 1995). En una secuencia de cultivos, la dependencia
micorrizica de un cultivo antecesor puede afectar la formacion de MA y el crecimiento del cultivo
subsiguiente (Gavito & Miller, 1998; Arihara & Karasawa, 2000). Es ampliamente conocido que el
cultivo antecesor afecta el crecimiento y rendimiento del cultivo siguiente (Karlen et al., 1994;
Bourgeois & Entz 1996; Singer & Cox, 1998). En situaciones donde la disponibilidad de P es
limitante, la diferencia en la colonizacion MA posiblemente sea uno de los determinantes principales
del el efecto del cultivo antecesor sobre el crecimiento del siguiente (Thompson, 1991).

El efecto de la inclusion de un cultivo sobre las comunidades de HFMA de un suelo difiere si
la especie introducida es hospedante o no de éstos hongos. Algunas plantas cultivables, como los
miembros de la familia Brassicaceae y Chenopodiaceae, se consideran no-hospedantes. H cultivo
con no-hospedantes disminuye las poblaciones de HFMA (Ocampo & Hayman, 1980), mientras que
la monocultura de algunos cultivos agricolas, como el trigo, aumenta la poblacion de HFMA
(Strzemska, 1975). Se ha demostrado que el cultivo previo con no-hospedantes reducen el potencial
in6culo micorrizico, afectando el crecimiento y la absorcion de P del cultivo posterior (Karasawa et
al., 2001).

Periodos de barbecho son a menudo incluidos dentro de las secuencias de cultivo. La
ausencia de cultivos hospedantes en un barbecho puede reducir la poblacion de HFMA, y este hecho
probablemente constituya una de las causas del desorden de barbecho de largo plazo o “long fallow
disorder” en maiz y otros cultivos (Thompson, 1987, 1991).

La secuencia de cultivos que se incluyen en la rotacion parece cambiar la composicion de
especies de las comunidades fingicas y reducir su diversidad, pero el impacto de esos cambios en la
produccion del cultivo no han sido evaluados en forma adecuada (Black & Tinker, 1979; Allen et
al., 1995; Hendrix et al., 1995).

Poco es lo que se conoce acerca de los cambios de las propiedades microbioldgicas del suelo
con la siembra directa. La siembra directa modifica el ambiente suelo respecto a las labranzas

convencionales, generando cambios en su biologia y el desarrollo radical. Los cambios que generan
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los distintos sistemas de labranza en los procesos funcionales inherentes a los agroecosistemas
afectarian la dindmica de colonizacién de estos microorganismos y la esporulacion. Miller et al.
(1995) documentaron un caso interesante donde el disturbio en un suelo no labrado produjo un
desarrollo reducido de los hongos formadores de micorrizas arbusculares y consecuentemente una
menor absorcion de fosforo en plantulas de maiz.

La aplicacion de fertilizantes y enmiendas puede modificar las comunidades de HFMA en el
suelo. Altas dosis de fertilizante fosfatado disminuyen el tamafio de las poblaciones de HFMA
(Kruckelman, 1975). Un mayor abastecimiento de P es detrimental para la colonizacién y el

crecimiento de las hifas (Abbott ef al., 1984; Thompson et al., 1986).

En el caso del N, se ha reportado que muchos fertilizantes nitrogenados disminuyen la
colonizacién en macetas y a campo en suelos bajo labranza convencional (Lanowska, 1966;
Hayman, 1970; Chambers ef al., 1980; Land et al., 1993). Debido a que el nitrégeno (N), fosforo (P)
y carbono (C) son requeridos por los hongos micorrizicos, en muchos trabajos se postula que la
disponibilidad de cada uno de esos nutrientes controla la abundancia de HFMA. Una de las hipotesis
mas aceptadas en ecologia de micorrizas es la que sefala que las plantas invertirian mas C en los
HFMA en suelos donde el N o el P limitan el crecimiento de las plantas (Mosse & Phillips, 1971).
En caso de que la disponibilidad de N o P aumente, se esperaria una disminucion en la abundancia
de micorrizas al particionar las plantas los carbohidratos hacia otros destinos y entonces el
crecimiento de los HFMA seria limitado por el C (Read, 1991). Sin embargo, existe la posibilidad de
que los HFMA se encuentren limitados por la disponibilidad de nutrientes y proliferen siguiendo las

adiciones de N o P. (Treseder & Allen, 2002).

Aunque se registra poca informacion acerca de los cambios en la composicion de especies de
HFMA teniendo en cuenta el tipo de labranza, esa relacion existe (Menéndez et al., 2001; Jansa et
al., 2002). Los cambios en el manejo del suelo pueden generar condiciones para que bs cultivos

sean practicamente independientes de los HFMA, o eliminar ciertas especies de HFMA debido a que
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aquellas 1) no toleran las nuevas condiciones, o ii) no son capaces de colonizar las plantas
hospedantes bajo esa situacion; o iii) no son capaces de competir con otras especies de HFMA que
dominan en las nuevas condiciones de crecimiento (Sieverding, 1991). Kurle & Pfleger (1994)
sefialaron que cuando se utiliza un sistema de labranza mas intenso, al ser mayores los disturbios en
el suelo, las especies de HFMA que esporulan mas rapidamente serian favorecidas y las especies
mas dependientes de la red miceliar serian afectadas debido a la disrupcion de ésta red. Jansa et al.
(2002) hallaron una mayor biodiversidad de HFMA en sistemas de siembra directa. Los escasos
trabajos a campo sobre biodiversidad de HFMA existentes muestran resultados muchas veces
contradictorios. Existe también una tendencia a la generalizacion en el phylum Glomeromycota, sin
tener en cuenta los diferentes grupos taxonémicos que comprende. El sistema de manejo en siembra
directa, debido al menor grado de disturbios y el mantenimiento de los residuos en el suelo,
probablemente genere cambios cualitativos en el banco de propagulos de HFMA en el suelo,
favoreciendo distintos agrupamientos de especies de HFMA.

Los efectos de las practicas agrondmicas sobre las comunidades micorrizicas no han sido atn
extensamente estudiados en condiciones de campo. La informacion sobre este tema es escasa para
las areas cultivables de nuestro pais (Menéndez et al., 2001). El presente trabajo tiene como
finalidad incrementar el conocimiento sobre los efectos de la siembra directa y la labranza
convencional y de la €rtilizacion nitrogenada en la dindmica y biodiversidad de hongos formadores

de micorrizas arbusculares y su manejo.
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1.11 Fundamentos de la eleccion del tema de investigacion

Las asociaciones micorrizicas ejercen una gran influencia en diversos procesos ecoldgicos y
tienen una importancia actual y potencial en la agricultura. La mayoria de las investigaciones a
campo sobre hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) realizadas en Argentina se han
desarrollado en ecosistemas naturales, en comsecuencia existe escasa informaciéon sobre las
comunidades de HFMA en sistemas agricolas. En otros paises se han efectuado trabajos sobre estos
hongos en agroecosistemas, sin embargo el conocimiento sobre el tema sigue siendo limitado.
Asimismo, los resultados de dichos trabajos no son extrapolables si se tiene en cuenta que existen
diferencias regionales en las comunidades de Glomeromycota, las condiciones edafo-climaticas y las
practicas de manejo de suelo y de los cultivos. Los estudios del efecto de la siembra directa sobre la
biodiversidad de Glomeromycota son alin mas escasos. El sistema de manejo de siembra directa en
Argentina ha tenido una creciente difusion, por lo que actualmente nuestro pais estd ubicado entre
los primeros en cuanto a la extension de areas cultivadas utilizando ésta practica. Los motivos
mencionados y la posibilidad de realizar una investigacion de caracter interdisciplinario que integre
estudios micologicos y agrondmicos, a través de ensayos a campo y en laboratorio, han conducido a

la eleccion del tema propuesto para el presente trabajo de tesis doctoral.

1.12 Hipdtesis de trabajo:

Las diferentes practicas agrondmicas de labranza y fertilizacion afectarian la composicion de
las especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares (diversidad de especies) y la cantidad
de indculo presentes en el suelo (densidad de propagulos). Dicho efecto tendria influencia sobre el

éxito del establecimiento de la simbiosis intraradical.
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1.13 Objetivo general

Evaluar el impacto de diversas practicas agrondmicas sobre la dindmica de colonizacion,
densidad de propagulos y diversidad de especies integrantes de las comunidades nativas de hongos

formadores de micorrizas arbusculares en cultivos extensivos.

1.14 Objetivos particulares

*Evaluar h dinamica de colonizacion de los hongos formadores de micorrizas arbusculares
en diferentes estados fenoldgicos del cultivo de trigo, en distintos sistemas de labranza y

fertilizacion.

*Establecer el nivel de infectividad micorrizica del suelo en los distintos tratamientos de

manejo de suelo.

*Evaluar el efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre la colonizacidon micorrizica en plantas
de trigo en siembra directa y labranza convencional en ensayos de campo y corroborar estas

observaciones efectuando bioensayos en condiciones de laboratorio.

*Determinar el niimero de esporas de HFMA en situaciones de siembra directa y labranza
convencional con distintas alternativas de fertilizacion nitrogenada, en diferentes estados fenoldgicos
de un cultivo de trigo. Comparar con situaciones no disturbadas con vegetacion espontanea. Analizar

la viabilidad de estas estructuras.
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*Estudiar la diversidad (H) de especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares en
los tratamientos mencionados, cuantificando dos de sus componentes: riqueza especifica (S) y
equidad (E). Determinar la contribucion de las familias de Glomeromycota en cada una de esas
situaciones. Caracterizar la estructura de las comunidades de HFMA en las situaciones evaluadas,

estableciendo las tendencias de agrupamiento de las faxa.

*Aislar HFMA en laboratorio utilizando suelo, micelio, segmentos de raices y plantas de
trigo provenientes del campo como fuente de inoculo e identificar taxondmicamente las especies que
se establecen a partir de los distintos tipos de propagulos. Relacionar las estrategias de las diferentes
taxa de Glomeromycota en la utilizacion de propagulos con las variaciones observadas en las

comunidades micorrizicas arbusculares en los sistemas de manejo de suelo evaluados.

*Determinar el efecto conjunto de la inoculacion con hongos micorrizicos y la fertilizacion
nitrogenada en distintas dosis sobre el crecimiento de plantas de trigo en bloques de suelo sin
esterilizar provenientes de parcelas de siembra directa y labranza convencional, estudiando la

biomasa aérea, radical y el contenido de nitrogeno en raices.
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MATERIALES Y METODOS

En este apartado se enumeran en forma cronoldgica las tareas efectuadas a campo, en
laboratorio y en gabinete, orientadas a obtener un mayor cnocimiento acerca de la dindmica y
biodiversidad de HFMA en distintos sistemas de labranza y fertilizacion nitrogenada en trigo.
Posteriormente, se describen las distintas técnicas y materiales utilizados en el desarrollo de la

presente investigacion.

2.1 Caracterizacion de la zona de estudio

Los ensayos a campo, en los cuales se evalu6 la comunidad de HFMA, se realizaron en la
estacion experimental “Ing. Agr. Hirschhorn” (Lat.: 34° 59° S, Long.: 57° 59°), perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata. Dicha estacion

experimental se encuentra ubicada en la localidad de Los Hornos, partido de La Plata.

Suelo

La estacion experimental esta ubicada en una loma con pendientes inferiores a 1%, comunes
en la zona Sur de la Pampa Ondulada y Norte de la Pampa Deprimida. El suelo donde se realizo el
ensayo responde a las caracteristicas de un Argiudol tipico con ligeras limitaciones en el drenaje
interno, de textura franco limosa, y se lo incluye dentro de la serie Centeno fase por pendiente
(Lanfranco & Carrizo, 1987). La tabla 1 muestra un perfil de suelo representativo de la Estacion

Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”.

41



Horizonte Ap BA 2Bt1 2Bt2 2BC1 2BC2 3BC3
Profundidad (cm) 0-18 18-29 29-50 50-90 | 90-130 | 130-170 | 170-230
Agua util (mm) 29,29 162,61 38

Carbono org. (%) 1,33 0,6

Nit. Total (%) 0,18

Arcilla (%<0,002 mm) 21,3 32,6 49,8 51,8 46,6 38,3 35,8
Limo (% 0,002-0,05 mm) 532 45,6 38 36 44,5 48,2 47
Arena (% 0,05 - 0,1 mm) 22,4 20 12 12,2 8,9 12 15,2
Arena (% 0,1 - 0,25 mm) 3,1 1,8 0,2 0 0 1,5 2
Arena (% 0,25 - 0,5 mm) 0 0 0 0 0 0 0
pH aguarel 1:1 5,3 5,8 6 6,2 6,5 6,1 6,1
Ca (cmol + /kg) 11,2 17,2 24,5 25,1 252 25,1 25,8
Mg (cmol + /kg) 2,1 2,4 4,2 5,1 4,3 4,7 2,9
Na (cmol + /kg) 0,3 0,5 0,9 0,7 1,1 0,7 0,9
K (cmol + /kg) 1,8 1 1,8 1 0,9 2 0,8
Suma de Bases (cmol + /kg) 15,4 21,1 31,4 31,9 31,5 32,6 334
CIC (cmol + /kg) 16,2 23,1 33 32,4 29,1 27,6 27
Saturacion de bases (%) 95 91,3 95,1 98 100 100 100

Tabla 1: Perfil del suelo de la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”

Clima

El clima del lugar donde se realiz6 el ensayo corresponde a C Br, subhiimedo, mesotérmico
segin Thornwaite & Mather (1957). La temperatura media mensual histdrica del mes mas célido,
enero, es de 24.2 ° C y la del mes mas frio, julio, es de 10.5 ° C. Las precipitaciones oscilan entre los
800 y 1000 mm/afio, y estdn concentradas en otofio y primavera, generando un balance hidrologico
equilibrado o con ligeros excesos, aunque es manifiesta la sequia estival. Las temperaturas medias y

precipitaciones totales mensuales histdricas se muestran en la figura 3.
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Precipitacion y Temperaturas histéricas
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Figura 3: Temperaturas medias y precipitaciones totales mensuales historicas, promedio de 30 afios,
registradas por la estacion meteorologica de la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”

Historia del lote donde se realizo el ensayo de labranza v fertilizacion

En el lote donde se realizd el ensayo de labranza, los distintos sistemas de laboreo se
implementaron a partir del afio 1993, manteniéndose desde esa fecha hasta la actualidad los
tratamientos de siembra directa y labranza convencional en cada una de las parcelas. Desde la
iniciacion de estos ensayos se alternaron cultivos de soja de primera, trigo y maiz, y a partir del afio
1999 se reitero el cultivo de trigo en los sucesivos afos. Por lo tanto, durante los afios evaluados en la
presente investigacion se cultivo trigo, que fue hospedante de las comunidades de HFMA analizadas.
En relacion a los tratamientos de fertilizacion dentro de las parcelas de labranza, se mantuvieron las

diferentes alternativas de fertilizacion nitrogenada.
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2.2 Ensayos de campo:

Ensayos de labranza v fertilizacion nitrogenada:

El ensayo de labranza y fertilizacion nitrogenada donde se evaluaron las comunidades de
HFMA en los afios 2001, 2002, 2003 y 2004 estuvo compuesto de dos tratamientos de labranza:
siembra directa (SD) y labranza convencional (LC) (fig. 4). Para el tratamiento LC se efectué una
labranza primaria con arado de reja y vertedera en otoflo y labranzas secundarias que consistieron en
un pasaje de rastra de discos de doble accidon y una segunda labor con rastra de dientes antes de la
siembra. Para la siembra se utilizd una sembradora modelo Deutz agroline. Los tratamientos de
fertilizacion fueron: testigo sin fertilizacién nitrogenada (NO) y 90 kg/ha N (N90). El fertilizante
nitrogenado utilizado, urea granulada, fue aplicado al voleo, en el momento de la siembra. La
fertilizacion nitrogenada fue realizada teniendo en cuenta la ubicacion de las parcelas de fertilizacion
en los afios anteriores. Por lo tanto, el ensayo consistio en 2 tratamientos de labranza y 2 de
fertilizacion, en un ensayo de bloques al azar con 3 repeticiones y un arreglo factorial de 2x2. Las
dimensiones de cada parcela fueron de 3.8 x 12 m. El control quimico de malezas se realizd con una
aplicacion de Glifosato al 48 % 15 dias antes de la siembra, y otra de Misil® (Dicamba 57.7%

+Metsulfuron Metil A 60%) cuando el trigo presentaba 2-3 hojas expandidas.
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Figura 4: Esquema del ensayo a campo evaluado durante el presente trabajo.

SD: Siembra Directa; LC: Labranza Convencional

Figura 5: Fotografia del ensayo de labranza y fertilizacion donde se estudiaron las comunidades de
HFMA (Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn™).
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Figura 6: Fotografia del ensayo de labranza y fertilizaciéon donde se estudiaron las comunidades de
HFMA (Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn™).

Figura 7: Fotografia del ensayo donde se estudiaron las comunidades de HFMA en el periodo de
barbecho (Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn™).
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Ensavyo de campo ano 2001

El 5 de julio de 2001 se sembr6 trigo (Triticum aestivum L.) variedad Buck Pronto, con una
densidad de 300 pl/n?. Los analisis quimicos de suelo en ese afio a una profundidad de 20 cm
mostraron la siguiente composicion: Labranza convencional: MO: 3.38 %, P asimilable (Bray
Kurtz): 11 ppm, Nitrogeno total: 0.18 %, Nitratos (ppm) 29, pH 5.8; Siembra directa: MO: 3.72 %,

P asimilable (Bray Kurtz): 9 ppm, Nitrogeno total: 0.16 %, Nitratos (ppm) 30, pH 5.5.

Precipitacion y Temperatura 2001
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Figura 8: Temperaturas medias y precipitaciones totales mensuales registradas por la estacion
meteorologica de la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”, afio 2001.

En la figura 9 se exponen los valores de densidad aparente y resistencia a la penetracion en
siembra directa y labranza convencional obtenidos por Golik et al. (2004a), asi como la humedad del

suelo en el momento en que se efectuaron estas mediciones.
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Figura 9: Densidad aparente (g cnr’), resistencia a la penetracion (Mpa = Megapascales) y humedad
(%) determinados en el ensayo de labranza

Durante ese afio se realizaron muestreos en 3 estados fenoldgicos del cultivo de trigo:
macollaje, floracion, llenado de granos, y en el barbecho posterior. Se colectaron muestras de raices y
suelo rizésférico en cada uno de los bloques y tratamientos mediante un muestreo compuesto al azar,
utilizando el método de serpentina (Dick et al., 1996). Para ello, se tomaron 5-6 submuestras dentro
de un cuadro de 3 nf, que fueron mezcladas para constituir una muestra compuesta. Las raices y
suelo rizésférico muestreado fueron utilizados para los estudios de colonizacion, nimero de esporas

de HFMA y evaluacion de la biodiversidad de estos hongos.

Ensayos de campo 2002

El 31 de julio de 2002, en el ensayo de labranza y fertilizacion, se sembro el cultivar Buck
Pronto con la misma densidad de siembra que en el 2001. Los valores de los anélisis quimicos del

suelo al momento de la siembra a una profundidad de 20 cm. en ese afio fueron: Labranza
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convencional: MO: 3.95 %, P asimilable (Bray Kurtz): 10.8 ppm, Nitratos (ppm) 41.07; Siembra

directa: MO: 4.31 %, P asimilable (Bray Kurtz): 8.2 ppm, Nitratos (ppm) 23.4.

Precipitacion y Temperatura 2002
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Figura 10: Temperaturas medias y precipitaciones totales mensuales registradas por la estacion
meteorologica de la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”, afio 2002.

Durante ese afio se llevaron a cabo muestreos en 3 estados fenoldgicos del cultivo de trigo:
macollaje, floracion, llenado de granos, y en el barbecho posterior. El muestreo se efectué de la
misma manera que en afio 2001. El material muestreado fue utilizado para los estudios de
colonizacion, numero de esporas y biodiversidad de HFMA, determinacién del nivel de propagulos y
analisis de contenido de P en raices en floracion.

En los meses de octubre y moviembre de ese aiio se evaluaron también hs comunidades de
HFMA en areas cubiertas con vegetacion, que se encuentran en los margenes del ensayo y que no
han sido cultivadas desde hace més de 20 afos. Esta situacion constituy¢ el tratamiento denominado
campo no disturbado (CND). En este ultimo tratamiento fueron identificadas las siguientes especies
de plantas: Ammi visnaga (L.) Lam., Avena fatua L., Briza minor L., Cynara cardunculus L.,
Cynodon dactylon (L.) Pers., Deyeuxia viridiflavescens (Poir) Kunth, Ipomea purpurea L. (Roth),
Lolium perenne L., Plantago lanceolata L., Vicia sp y Xanthium cavanillesii Schouw. En este

tratamiento se evaluo la biodiversidad de esporas de HFMA.
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Ensayos de campo 2003

El 16 de julio de 2003 se sembrd nuevamente el cultivar de trigo Buck Pronto a la misma

densidad que en los afios anteriores.

Precipitacion y Temperatura 2003
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Figura 11: Temperaturas medias y precipitaciones totales mensuales registradas por la estacion
meteorologica de la Estacion Experimental “Ing. Agr. Hirschhorn”, afio 2003.

En ese afo se realizdé un muestreo en el mes de septiembre, en forma similar a los efectuados
en afios previos, para determinar la biodiversidad de esporas en los tratamientos LCNO, SDNO y

CND. A partir de ese mes se cuantifico bimestralmente el nimero de esporas y su viabilidad.

El material para la realizacion de los aislamientos a partir de distintos propagulos, es decir

suelo, plantas vivas y raices, fue extraido del ensayo en el mes de septiembre de ese afio.
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Ensayos de campo 2004

Durante el ano 2004 se continuaron con los muestreos bimestrales para la determinacion del
numero de esporas y su viabilidad en los tratamientos LCNO, SDNO y CND hasta el mes de julio, en
el barbecho previo a la siembra de maiz que tuvo lugar durante el mes de septiembre.

En el mes de junio de ese afio se extrajeron los bloques de suelo sin disturbar para la efectuar
un bioensayo en macetas con suelo de los distintos tratamientos de labranza. En el citado bioensayo

se realizaron tratamientos con inoculante de HFMA y distintas dosis de fertilizante nitrogenado.

2.3 Estudios de gabinete y laboratorio:

Los estudios de gabinete y laboratorio se llevaron a cabo en el Instituto de Botanica “Carlos

Spegazzini”, perteneciente a la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad Nacional

de La Plata.

Afio 2001

Durante ese afio fueron evaluadas las comunidades de HFMA en muestras de suelo y raices
tomadas en tres estados fenoldgicos del trigo: macollaje, floracion y llenado de granos, y en el

barbecho subsiguiente.

Para determinar la colonizacién de HFMA, las raices de trigo fueron tefiidas segtin el método
utilizado por Phillips & Hayman (1970) (este trabajo, Seccion 2.4.1, Pag. 55), observadas con
microscopio estereoscopico, y luego se calcularon los porcentajes de colonizacion de acuerdo con la

metodologia propuesta por Giovannetti & Mosse (1980) (Seccion2.4.2, Pag. 56).

51



La extraccion de esporas de suelo se efectu6 mediante tamizado humedo y decantado,
siguiendo la €cnica de Gerdemann & Nicolson (1963) y posterior centrifugado en gradiente de
sacarosa (Walker et al., 1982) (Seccion 2.4.4, Pag. 57). Las esporas de Glomeromycota se
identificaron taxonomicamente (Seccion 2.4.5, Pag. 58) comparando los especimenes con
descripciones originales de las especies, especimenes voucher y aislamientos de referencia descriptos
por International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi.
Posteriormente se calculd la dominancia y los indices de Shannon & Weaver: biodiversidad (H),

riqueza especifica (S) y regularidad (E) (Magurran, 1988).

Previamente al andlisis estadistico, los porcentajes de colonizacion micorrizica fueron
normalizados efectuando el arcoseno de la raiz de la proporcion. Los datos del nimero de esporas
fueron transformados utilizando la formula log (X+1). Estos resultados y los indices H resultantes de
cada momento de muestreo se analizaron estadisticamente (ANOVA + LSD P< 0.05) empleando el

programa Statgraphics plus version 3.0.

Afio 2002

Las muestras de raices y suelo rizosférico se recolectaron siguiendo la misma metodologia
que el afio precedente. Se efectuaron muestreos en los mismos tratamientos que en aflo anterior, en
tres estados fenologicos del cultivo: macollaje, floracion y llenado de granos y el barbecho
subsiguiente. Durante los meses de octubre y noviembre se realizaron también dos muestreos de
suelo rizosférico en el tratamiento CND.

Para determinar la colonizacion micorrizica arbuscular, las raices fueron clarificadas y tefiidas
(Phillips & Hayman, 1970) (Seccion 2.4.1, Pag. 55) para luego ser examinadas con un microscopio

Wild M20 mediante la técnica de McGonigle et al. (1990) (Seccion 2.4.3, Pag. 56) que permite la
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observacion de diferentes estructuras fingicas presentes en las raices: hifas, puntos de entrada,
arbusculos y vesiculas, calculandose los porcentajes en cada caso.

Se efectuaron analisis del contenido de P en raices del trigo en floracion, por el método de
propuesto por Chapman & Pratt (1973). Se eligi6 este estado fenologico para efectuar las
determinaciones debido a que normalmente en ese momento cesa el crecimiento de las raices,
manteniéndose su funcionalidad (Keulen & Seligman, 1987; Penning de Vries et al., 1989).

Ese mismo afio se realizd la determinacion del nivel de propagulos utilizando la metodologia
propuesta por Plenchette ef al. (1989) (Seccion 2.4.6, Pag. 59).

Como en 2001, se determinaron taxonomicamente las esporas de Glomeromycota, para luego
calcular la dominancia y los indices de Shannon & Weaver (Seccion 2.4.5, Pag. 58).

Los resultados obtenidos se transformaron y analizaron estadisticamente de la misma forma
que en el 2001. Las pendientes resultantes de la evaluacion la infectividad micorrizica del suelo,

fueron comparadas utilizando la prueba LSD, con una significancia del 0.05.

Afio 2003-2004

A partir de septiembre de 2003, y hasta julio de 2004 se determiné el porcentaje de viabilidad
y el nimero de esporas totales de HFMA en los tratamientos LCNO, SDNO y CND, en intervalos de
60 dias, abarcando distintos estados fenoldgicos del trigo y el barbecho como también los cambios
estacionales en la vegetacion. Se extrajeron muestras en cada uno de los 3 bloques del ensayo. Para
la extraccion de esporas se utilizo la técnica de tamizado en hiimedo y decantado (Gerdemann &
Nicolson, 1963) y centrifugacion en gradiente de sacarosa (Walker et al., 1982) (Seccion 2.4.4, Pag,
57). Para la determinacion de viabilidad se utilizé la técnica de An & Hendrix (1988) (Seccion 2.4.8,
Pag. 63). Los porcentajes de viabilidad de esporas fueron transformados por el arcoseno de la raiz de

la proporcion. El niimero de esporas se normalizo con la formula log (X+1). Los datos transformados
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fueron procesados por analisis de la varianza y comparados utilizando el test LSD con una

significancia del 0.05.

En el mes de septiembre de 2003, las esporas obtenidas los 3 tratamientos evaluados fueron
identificadas y se calcularon los indices de biodiversidad de Shannon & Weaver (Seccion 2.4.5, Pag.

58).

En el mismo mes se efectuaron los aislamientos con distintos tipos de propagulos, utilizando
plantas trampa con suelo rizosférico, micelio obtenido de cada tratamiento, plantas transplantadas y
raices colonizadas (Seccion2.4.7, Pag. 60). Estos aislamientos fueron realizados con el fin de evaluar
las especies de Glomeromycota que se obtienen a partir de dichas formas de propagulo proveniente
de cada uno de los tratamientos del campo. En el afio 2004, luego del crecimiento y senescencia de
las plantas hospedantes, se extrajeron las esporas por tamizado hiimedo y decantado (Seccién 2.4.4,

Pag 57), con la finalidad de identificarlas taxonémicamente (Seccion 2.4.5, Pag. 58).

En junio de 2004 se realiz6 un bioensayo en macetas con bloques de suelo extraidos de los
tratamientos LCNO y SDNO del ensayo a campo (Seccion 2.4.9, Pag. 63). Dichos bloques de suelo
fueron colocados en macetas, sin disturbar, y en éstas se sembro trigo. Se efectuaron tratamientos de
inoculacion con Glomus mosseae y se aplicaron distintas dosis de fertilizacion nitrogenada. Este
ensayo fue realizado con el objeto de verificar las respuestas de los sistemas de labranza y
fertilizacion sobre la colonizacion de HFMA y nimero de esporas obtenidas en el campo, evaluar la
respuesta a la inoculacion con HFMA en estos suelos y obtener informacion sobre la biomasa aérea y
radical y la nutricion nitrogenada de las plantas de trigo. En las plantas de trigo y en suelo donde se
efectud el bioensayo se realizaron estudios de colonizacion (McGonigle et al., 1990) (Seccion 2.4.3,
Pag. 56), extraccion de esporas por tamizado (Gerdemann & Nicolson, 1963) y centrifugacion en
gradiente de sacarosa (Walker et al., 1982) (Seccion 2.4.4, Pag. 57), determinacion de biomasa aérea
y radical de las plantas de trigo, analisis de N y P en el suelo y contenido de N en raices. Los

porcentajes de colonizacion, arbusculos, y vesiculas, y el nimero de esporas fueron normalizados de
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la misma forma que en los afios anteriores. Estos resultados y la biomasa aérea y radical se
procesaron con analisis de la varianza, y sus medias fueron separadas por ANOVA con un nivel de

significancia de 0.05.

2.4 Descripcion de las técnicas y ensayos realizados en laboratorio

2.4.1 Tincién de raices micorrizadas

Para evaluar la extension del sistema radical colonizada por MA se cortaron segmentos de
raices de 1 cm de longitud. Esta fraccion fue tratada y tefiida de acuerdo con la técnica descripta por
Phillips & Hayman (1970). Este método consiste en sumergir las raices en KOH al 10% vy
mantenerlas durante 20 minutos a 90° C. Una vez atacadas las cubiertas celuldsicas de la raiz por ese
procedimiento, se lavan los trozos de raiz repetidamente con agua para eliminar los restos de KOH y
posteriormente se tratan 3 minutos con HCL 0.1 N a temperatura ambiente, con objeto de neutralizar
su pH. Luego de ese procesamiento se procede a la tincién de las raices. El colorante utilizado para
visualizar las estructuras fingicas es azul de tripano. Este colorante presenta afinidad por la quitina
de la pared fungica. El azul de tripano se disuelve al 0.05 % en 4cido lactico y se mantiene en
contacto con las raices neutralizadas durante 5 minutos a ebullicion. Pasado este tiempo se elimina el
colorante y se conservan las raices en acido lactico. Esta tincion permite visualizar claramente las

estructuras fingicas en la raiz, ya que aparecen con un intenso color azul, focilmente distinguibles.
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2.4.2 Cuantificacién del porcentaje de longitud de raiz micorrizada por el método de

Giovannetti & Mosse (1980)

Esta técnica se utilizd para la cuantificacion del porcentaje de raiz colonizada en el ensayo a
campo en el afio 2001, y en la determinacion de la infectividad micorrizica del suelo (Plenchette et
al., 1989), realizada en el afo 2002.

Para realizar la cuantificacion del porcentaje de longitud colonizada segin Giovannetti &
Mosse (1980) se extendieron al azar segmentos de raices tefiidas en cajas de Petri de 9 cm con grillas
de 1 cm por lado. Estas raices fueron examinadas con microscopio estereoscopico Wild M3, en
donde se observo si eran portadoras o no del endofito formador de MA, a través de la visualizacion
de la morfologia diferenciada que presentan las estructuras caracteristicas de la asociacion y el color
resultante de la tincion.

Para el célculo del porcentaje de la longitud de raices colonizadas, se determind el nimero de
intersecciones de las raices con las lineas de las cuadriculas de las cajas, contando tanto las
intersecciones de los trozos de raiz que presentaban micorrizacion en ese punto de cruce como las
que no la presentaban. De acuerdo con los tultimos autores citados y en base a un modelo
matematico, el porcentaje de intersecciones que muestran micorrizaciéon con respecto al total de

intersecciones se considera el porcentaje de longitud de raiz colonizada.

2.4.3 Cuantificacion del porcentaje de longitud de raiz micorrizada, arbusculos v vesiculas

por el método de McGonigle ef al. (1990)

Este método se utilizo para la evaluacion de la colonizacion MA en raices del ensayo a campo
en el ano 2002, como también del ensayo con macetas efectuado durante el 2004. Se tifieron
segmentos de raices de 1 cm. con azul de tripano segiin la metodologia ya descripta (Phillips &

Hayman, 1970). Luego, 10 segmentos de raices fueron alineados en forma paralela a lo largo del eje
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mayor de portaobjetos, nontados en glicerina y cubiertos por cubreobjetos de 24 X 50 mm. Se
montaron y observaron 10 portaobjetos por cada muestra. Las observaciones se realizaron con una
magnificacion de 200 X, utilizando un microscopio Wild M20. Se efectuaron 3 corridas completas a
lo largo de cada portaobjeto, perpendicularmente al eje de los segmentos. Por lo tanto, se considerd
la micorrizacion de 30 intersecciones en cada portaobjeto, es decir 300 intersecciones por cada una
de las repeticiones.

Las intersecciones se cuantificaron segun las siguientes categorias: “negativo” (ausencia de
estructuras de HFMA en las raices), “arbusculos”, “vesiculas” e “hifas”. El porcentaje de arbusculos
y de vesiculas se calculd dividiendo el nimero de intersecciones con arbusculos o vesiculas por el
niamero total de intersecciones examinadas. El porcentaje de colonizacion se calculd como la
proporcion de intersecciones no negativas.

Este método, a diferencia del método de Giovanneti & Mosse (1980) utilizado para los

estudios de colonizacion en el 2001, permite la contabilizacién de arbusculos y vesiculas en las

raices.

2.4.4 Extraccion de esporas

Para la extraccion de esporas se realiz6 tamizado en himedo y decantacion de 100 g de suelo
(peso seco) de cada submuestra, siguiendo la metodologia propuesta por Gerdemann & Nicolson
(1963), utilizando mallas de distinto tamafo (425, 250 y 75 um). El material resultante fue
centrifugado en gradiente de sacarosa al 80 % (Walker ef al., 1982). La cuantificacion se efectud en
cajas de Petri de 9 cm de didmetro con grillas de 1 cm por lado en un microscopio estereoscopico
Wild M3 a 50 X. Se contaron diez divisiones, y se relacionaron con el nimero total de esporas,
utilizando el método modificado por McKenney & Lindsey (1987).

La extracciéon de esporas fue necesaria para el estudio del numero de esporas totales,

diversidad y viabilidad en la comunidad de HFMA presente en los ensayos a campo y laboratorio.
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2.4.5 Identificacion taxondmica de esporas de Glomeromycota y estudios de biodiversidad

Para la dentificacion taxondmica, las esporas fungicas fueron montadas en los portaobjetos
utilizando PVA (Omar et al., 1979) con y sin reactivo de Melzer (Morton, 1988). Los especimenes
fueron comparados con las descripciones de las especies originales y aislamientos de referencia
descriptos por la International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (INVAM, West Virginia, USA, http://invam.caf.wvu.edu). En la mayoria de los
casos, la identificacidén de las muestras fue corroborada a través de la observacion de caracteristicas
morfologicas de las esporas obtenidas luego del tamizado y decantacion. Estas observaciones se
reconfirmaron a través de la comparacion con esporas frescas de cultivos trampa. Muchas de estas
especies se aislaron en cultivos monoespecificos y se incorporaron al banco de germoplasma,
coleccion de cultivo vivo de HFMA en el Instituto de Botanica “Carlos Spegazzini”.

La dominancia de cada especie de HFMA identificada fue calculada a través de la férmula:
Xi/Xp x 100, donde X; = es la densidad de esporas de una especie y X = el total de la poblacion de
esporas. Las diferentes especies taxondmicamente determinadas y sus dominancias permitieron
calcular el indice de biodiversidad de Shannon & Weaver (H); riqueza especifica (S) y equidad (E).
La riqueza especifica (S) es el nimero de taxa encontrados en las diferentes muestras. La diversidad
especifica (H), que comprende la riqueza especifica (S) y la equidad (E) pueden ser cuantificada de

acuerdo con Magurran (1988)

S
H=Y pi (logapi) [1]
i=1

Donde pj es la relacion del numero de individuos encontrados de la especie 1 sobre el total de

individuos encontrados en todas las muestras analizadas.
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La equidad “evenness” (E) mide la regularidad de la distribucion de cada especie en los

muestreos y esta dada por:

_H
log> S

[2]

De la ecuacion 2 puede deducirse que:

H =FElog,S [3]

en la cual el indice de Shannon & Weaver aparece como el producto de los dos principales
componentes de la biodiversidad: la regularidad de distribucion o equidad y el numero de especies.
De esta manera, un incremento en la diversidad implica no s6lo un aumento en el numero de

especies sino que también debe considerarse su distribucion en la muestra (Frontier & Pichod-Viale,

1995).

El indice de Shannon-Weaver fue utilizado suponiendo una similar probabilidad de
captura/encuentro de las especies debido al alto nimero de muestras analizadas.

Los resultados del indice H se procesaron estadisticamente utilizando analisis de la varianza,
y las medias fueron comparadas utilizando el test de diferencias minimas significativas (LSD), con

un nivel de significancia de 0.05, utilizando el programa Statgraphics plus version 3.0.

2.4.6 Determinacion de la infectividad micorrizica del suelo (MSlsg) (Plenchette et al., 1989)

El nivel de propagulos de HFMA fue determinado en el afio 2002 a través de un bioensayo

basado en el trabajo de Plenchette er al. (1989). Muestras de suelo de cada tratamiento (LCNO,
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LCN90, SDNO, SDN90) se secaron al aire y luego se pasaron por un tamiz de 2 mm. de malla. Se
realizaron cuatro diluciones mezclando el suelo original en distintas proporciones (100, 30, 10 y 3 %)
con el mismo suelo autoclavado (1 hora a 120°C repetidendo tres veces luego de un intervalo de 24
horas) para proveer una escala logaritmica de concentracion. Macetas plasticas fueron llenadas con
150 ml de cada suelo o dilucion y replicadas cuatro veces. Semillas de puerro (Allium porrum L.)
fueron esterilizadas en superficie por 5 minutos con 5.5 % NaOCI diluido en nueve partes de agua
esteril y cuidadosamente lavadas con agua esteril. Luego de cinco dias de germinadas en arena
esteril, se plantaron 10 plantulas en cada macetas que contenia las diluciones del suelo de cada
tratamiento. Las macetas fueron ubicadas en invernadero a 24 + 1°C durante el dia y 20 + 1°C
durante la noche, y 16 horas de fotoperiodo provisto por lamparas haldogenas. Las plantas de puerro
se colonizaron dependiendo del nivel de in6culo de cada uno de los tratamientos de suelo. Cuatro
semanas después del transplante, las plantas de puerro fueron cosechadas, y entonces se evaluo la
colonizacién radical (Phillips & Hayman, 1970). La infectividad micorrizica del suelo (IMSs) fue
calculada utilizando analisis de regresion (Plenchette et al., 1989) y las pendientes b resultantes

fueron comparadas utilizando la prueba LSD, con una significancia del 0.05.

2.4.7 Aislamientos de Glomeromycota a partir de distintos tipos de propagulos

En este ensayo se realizaron aislamientos con plantas trampa a partir de suelo, raices
colonizadas, plantas de trigo transplantadas y micelio provenientes de los distintos tratamientos de
labranza (LCON: Labranza convencional, SDON: Siembra Directa) y CND (Campo no disturbado),
para determinar y cuantificar las especies de HFMA que predominan a partir de diferentes tipos de

propagulos.
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Obtencidn de especies de Glomeromycota a partir de suelo

Muestras de suelo proveniente de cada uno de los tratamientos del campo fueron mezcladas
con sustrato perlita-vermiculita tindalizado (1:1 v/v) y colocadas en macetas, y posteriormente se
transplanté en ellas plantulas de sorgo y alfalfa pre-germinadas en sustrato esteril. El transplante se
realizé el 29 de septiembre de 2003. Se realizaron 12 repeticiones por cada uno de los tratamientos,
en las cuales en 6 se transplantd sorgo y en 6 alfalfa. Se efectuaron riegos periddicos con agua
filtrada. Luego de la senescencia de las plantas, se identificaron las esporas de Glomeromycota
formadas a partir de los propagulos del suelo, extrayéndolas mediante tamizado humedo (Gerdemann
& Nicolson, 1963) y centrifugado en gradiente de sacarosa (Walker et al., 1982). Cabe aclarar que en
este tipo de aislamiento estdn presentes las 3 formas principales de propagulos: esporas, micelio y

segmentos de raices colonizadas.

Obtencidn de especies de Glomeromycota a partir de raices

Las raices de plantas de trigo de 50 dias, provenientes de cada uno de los tratamientos del
ensayo a campo, fueron lavadas, cortadas en segmentos de igual tamafio y esterililizadas en
superficie con hipoclorito de sodio al 5 %, siguiendo el mismo criterio que se utiliza para esterilizar
esporas en superficie (Wartud, 1982). Se colocaron 1-3 g de raices en sustrato perlita-vermiculita
esterilizado. Posteriormente, fueron transplantadas plantulas de sorgo y alfalfa como se describio
anteriormente. También se utilizaron raices de la vegetacion espontanea para el tratamiento CND. Se
realizaron 6 repeticiones para cada uno de los tratamientos, donde en 3 macetas se plantd sorgo y en
3 alfalfa. Se realizaron riegos frecuentes con agua filtrada y se aplicaron semanalmente 10 ml de

solucion nutritiva (Cabello, 1997) en cada maceta. Dicha solucion nutritiva estaba compuesta por:

MgS0O4-7H,0O, 0.75 mM; NaNOs;, 1 mM; KoSO4 1 mM; CaCh-2H,0, 2 mM; Na,HPO4-12H,0, 3.2
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uM; FeNa-EDTA, 0.025 mM; MnSO4-4H,0, 5 pM; CuSO4:5H;0, 0.25 uM; ZnSO4-7H,0, 0.5 pM;

H3B03, 0.025 mM; NaMoO4-2H20, 0.1 ].LM.

Obtencidn de especies de Glomeromycota a partir de plantas transplantadas

Plantas de trigo de 50 dias provenientes de cada uno de los tratamientos del ensayo a campo
fueron transplantadas en macetas conteniendo sustrato perlita- vermiculita tindalizado. Estas plantas,
que habian sido colonizadas en el campo por las especies mas infectivas, formaron esporas en las
macetas, las cuales fueron extraidas e identificadas. Ademas de los riegos con agua filtrada, se

aplicaron 10 ml de solucion nutritiva (Cabello, 1997) en cada maceta, con frecuencia semanal.

Obtencion de especies de Glomeromycota a partir de micelio proveniente de tamizados

En estos aislamientos se utilizd como propagulo de HFMA el micelio de Glomeromycota
proveniente cada uno de los tratamientos del campo. Se efectuaron 2 tamizados humedo (Gerdemann
& Nicolson, 1963) y centrifugado en gradiente de sacarosa (Walker ef al., 1982) con 25 g de suelo
para cada una de las repeticiones de los aislamientos. En cada uno de los tamizados, se extrajeron las
esporas utilizando una micropipeta hasta la ausencia de las mismas en el liquido. El micelio
contenido en ese liquido proveniente del tamizado de suelo de cada tratamiento del campo, fue
colocado con una pipeta en macetas que contenian sustrato perlita-vermiculita tindalizado.
Posteriormente, se transplantaron plantas de sorgo y alfalfa, constituyendo el micelio aplicado el
unico tipo de propagulo de HFMA para esas plantas. Se realizaron 6 repeticiones de cada
tratamiento, donde en 3 se transplantd sorgo, y en 3 alfalfa. Semanalmente se aplicaron 10 ml por

maceta de solucion nutritiva (Cabello, 1997).
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Pasados los 6 meses de los transplantes, se realizaron tamizados con las técnicas descriptas
anteriormente y se identificaron taxondmicamente las esporas presentes en los 4 tipos de

aislamientos llevados a cabo.

2.4.8 Viabilidad v Numero de esporas totales

A partir de septiembre de 2003, y hasta julio de 2004 se determiné el porcentaje de viabilidad
y el nimero de esporas totales de HFMA en los tratamientos LCON, SDON y CND, en intervalos de
60 dias (6 muestreos). Se extrajeron muestras de cada uno de los 3 bloques del ensayo de labranza,
totalizando 3 repeticiones por tratamiento. La viabilidad de esporas se determin6 mediante el
procedimiento de An & Hendrix (1988). Las suspensiones de esporas fueron diluidas 1:1 con
solucién stock de 0.5 mg MTT ml! e incubadas por 40 horas. Con este método las esporas viables
desarrollan un color rojo con la tintura vital de bromuro de tetrazolio MTT [3-(4,5-dimetiltiazolyl)
2,5-difenil-2 H-bromuro de tetrazolio].

Para la determinacion de las esporas totales se secod el suelo en estufa a 70 © C durante 24
horas para expresar los resultados en nimero de esporas/100 g suelo seco. Luego, se realizd la

transformacion Log (X+1) y se efectuaron los analisis estadisticos.

2.4.9 Bioensayo en macetas con bloques de suelo intactos

El 15 de junio de 2004 se extrajeron bloques enteros de suelo siguiendo la metodologia de
Bellgard (1993) en los tratamientos de LCON y SDON, y se colocaron cuidadosamente, sin disturbar,
dentro de macetas plasticas de 3000 cnr’. Las macetas con suelo no disturbado de cada tratamiento

de labranza fueron trasladadas al Instituto Spegazzini, lugar donde se realizo el ensayo. En el mismo
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sitio donde se extrajeron los bloques se colectaron muestras de campo, en las cuales se determind el
numero de esporas/100 g suelo seco de suelo de cada uno de los tratamientos de labranza evaluados.

El ensayo consisti6 en 2 tratamientos de labranza: Labranza Convencional (LC) y Siembra
Directa (SD), 3 tratamientos de fertilizacion: sin fertilizante nitrogenado (0), fertilizado con una
cantidad equivalente a 80 kg N/ha (80), y con un equivalente a 160 kg/ha (160); y 2 tratamientos de
inoculacién: sin inoculante (N) e inoculado con Glomus mosseae (I). Por lo tanto las 12
combinaciones de los tratamientos fueron denominadas: LCON, LCOI, LC80N, LC80I, LC160N,
LC1601, SDON, SDOI, SDSON, SD80I, SD160N, SD160I.

Se realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento, de las cuales 3 fueron utilizadas para la
evaluacion del porcentaje de colonizacion, nimero de esporas y determinacion de la biomasa aérea y
2 para cuantificar la biomasa radical y el contenido de nitrégeno en la raiz.

Una semana previa a la siembra del trigo, se coloc6 el inoculante con HFMA, en el centro de
la maceta, perforando con un sacabocados de 1 pulgada de didmetro, sin disturbar la zona adyacente
a la perforacion. En cada maceta se colocaron 40 g de inoculante con una densidad de 20120 esporas
de Glomus mosseae (speg) en 100 g de sustrato seco (densidad de esporas promedio de 3
repeticiones). Luego, el inoculante fue cubierto con el mismo suelo extraido de la maceta. Se utilizd
perlita-vermiculita 50% v/v como sustrato del inoculante. En los tratamientos no inoculados se
coloco perlita-vermiculita autoclavada (1 hora a 120° C repitiendo tres veces luego de un intervalo
de 24 horas), de la misma manera que se dispuso el inoculante. El 24 de junio de 2004 se sembraron
6 semillas de trigo por maceta, dispusiendose éstas radialmente al orificio donde se aplico en
sustrato. La variedad sembrada de trigo fue Buck Pronto. La fertilizacion nitrogenada se realizo al
dia siguiente a la siembra, colocando cantidades de urea granulada equivalentes a 80 y 160 Kg N/Ha.
Se incorporo el fertilizante nitrogenado en forma superficial para evitar pérdidas por volatilizacion.

Luego de la emergencia de las plantas, ocurrida el 10 de julio, se realiz6 un raleo para

obtener 2 plantas por maceta.
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Se realizaron riegos periddicos con agua filtrada, aplicando el mismo volumen de agua para
cada maceta. Se utilizd lamparas incandescentes blanco-frias y Grolux® para complementar la
radiacion natural durante 8 horas diarias. Se rotaron las macetas diariamente, para obtener
condiciones similares de luz en cada uno de los tratamientos.

Las plantas fueron cosechadas el 8 de octubre, en el estado de crecimiento 31 de Zadoks et
al. (1974), cuando presentaban el primer nudo aéreo visible. Al momento de cosecha se determino la
resistencia a la penetracion con un penetrometro de cono bajo norma ASAE S 313.2 (ASAE, 1992),
y el contenido hidrico del suelo mediante el sensor de humedad Hidrosense Soil Moisture. De las 5
repeticiones efectuadas para cada tratamiento, 2 fueron utilizadas para evaluar la biomasa radical.
Para la obtencion de la totalidad de raices en las macetas, el suelo de éstas se proceso en laboratorio
mediante lavados sucesivos y filtrados con mallas de 450 p. El material de raices obtenido fue
secado a estufa a 70° C durante 48 horas y pesado en balanza analitica. Posteriormente a la
determinacion de la biomasa radical, se determiné el N total en raices mediante el método Kjeldahl.

Las raices de 3 repeticiones por cada tratamiento fueron tefiidas (Phillips & Hayman, 1970) y
se observaron y cuantificaron las estructuras internas para calcular el porcentaje de colonizacion, de
arbusculos y de vesiculas (McGonigle ef al., 1990). Los datos de colonizacion fueron transformados
por el arcoseno de la raiz de la proporcion, y amlizados estadisticamente en un andlisis de la
varianza por el método de las diferencias minimas significativas, con un nivel de significancia de
0.05 utilizando el programa Statgraphics plus version 3.0.

En 3 repeticiones de cada tratamiento se extrajeron las esporas de HFMA del suelo mediante
tamizado en humedo (Gerdemann & Nicolson, 1963) y decantacion con gradiente de sacarosa
(Walker et al., 1982). Se cuantificaron las esporas nativas y las esporas de Glomus mosseae
provenientes de la inoculacion. El suelo se secod a estufa a 70° C por 24 horas, para determinar el
porcentaje de humedad, y expresar el resultado en numero de esporas/100 g de suelo seco. Los
resultados del ntimero de esporas/100 g de suelo seco fueron transformado por log (X+1) segun

aconseja Sieverding (1991) y se realizaron los analisis estadisticos por ANOVA.
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Se efectuaron analisis de P (Bray Kurtz I) y N total (Kjeldahl) en las muestras de suelo al
momento de la finalizacion del ensayo. También se llevaron a cabo analisis del contenido de N en

raiz (Kjeldahl).
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

En este apartado se exponen los resultados de la colonizacion, infectividad micorrizica del
suelo, biodiversidad, numero y viabilidad de esporas, obtenidos de las muestras de suelo yraices de
los ensayos realizados en la estacion experimental durante los afios 2001, 2002 y 2003. También se
muestran los resultados de los aislamientos efectuados a partir de distintos tipos de inoculo, y de las

evaluaciones realizadas en el bioensayo con suelo intacto en macetas en el afio 2004.

3.1 Colonizacion, arbusculos, vesiculas e infectividad micorrizica del suelo

Afio 2001

El porcentaje de longitud de raiz colonizada en el afio 2001, durante distintos estados
fenologicos en los tratamientos de labranza y fertilizacion analizados se muestran en la figura 12. En
ese afio, este porcentaje registrd diferencias significativas entre los distintos tratamientos en el estado
de macollaje, donde los valores de colonizaciéon en siembra directa fueron superiores a los de
labranza convencional No se observaron diferencias entre los tratamientos fertilizados y no
fertilizados durante esa etapa fenologica. En floracion y llenado de granos no se diferenciaron

significativamente los tratamientos. La colonizacion registrd un increment6 desde el macollaje hasta

la etapa de llenado de granos.
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Figura 12: Porcentaje de raiz colonizada en distintos estados fenologicos del trigo, en los distintos
tratamientos (LCNO: Labranza Convencional sin fertilizante nitrogenado, LCNO90: Labranza
Convencional con fertilizante nitrogenado; SDNO: Siembra directa sin fertilizante nitrogenado;
SDNO90: Siembra Directa con fertilizante nitrogenado). Diferentes letras en las columnas muestran
diferencias significativas (LSD<0.05). Los datos son promedios de tres repeticiones (bloques). Las
barras de error indican la desviacion estandar.

Afio 2002

En ese afio, durante el estado de macollaje, el porcentaje de colonizacion fue mayor en los
tratamientos de siembra directa (Fig. 13). En floracion y llenado de granos, la colonizacion resultd
significativamente mayor en SDNO que en el resto de los tratamientos, los cuales no se diferenciaron

significativamente.
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Figura 13: Porcentaje de longitud de raiz colonizada en el cultivo de trigo en los tres estados
fenologicos analizados, en el afio 2002. Los valores son promedio de tres muestras separadas. Las
barras de error sefialan en desvio estandar. La misma letra sobre las barras dentro cada estado
fenologico indica que los valores no difieren significativamente utilizando ANOVA de una via y LSD

(P<0.05)

Los porcentajes de hifas + puntos de entrada (Fig. 14) de los tratamientos de siembra directa
fueron significativamente mayores que los de labranza convencional durante el macollaje. En

floracion y llenado de granos, los valores mas altos de este porcentaje se observaron en SDNO, el

cual se diferenci6 en forma significativa de los demas tratamientos.
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Figura 14. Porcentaje de hifas mas puntos de entrada. Las notaciones son las mismas que en Fig. 12

El porcentaje de arbusculos (Fig. 15) en el tratamiento de siembra directa sin fertilizacion
nitrogenada fue alrededor de diez veces mayor que el registrado en los demas tratamientos durante
los estados de macollaje y floracion. En este Gltimo estado se registraron valores significativamente
mas bajos en LCN90. Durante el llenado de granos se encontraron pocos arbusculos, y no se

registraron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 15. Porcentaje de arbusculos. Las mismas notaciones que en Fig. 12

En cuanto al porcentaje de vesiculas, se registraron pequefios valores en todos los
tratamientos (Fig. 16). No se detectaron diferencias significativas entre estos porcentajes durante el

macollaje, mientras que en floracion y llenado de granos los valores fueron marcadamente mayores

en el tratamiento de SDNO.
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Figura 16: Porcentaje de vesiculas. Las mismas notaciones que en Fig 12.

En relacion al contenido de P en raices, evaluado en el estado de floracion, se destaca que el

tratamiento SDNO registr6 valores superiores, estadisticamente significativos (Fig. 17).
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Figura 17: Porcentaje de fosforo en raices. Las mismas notaciones que en Fig. 12.

El nivel de propagulos o infectividad micorrizica del suelo (IMSsg) y las pendientes b de los
tratamientos de siembra directa fueron significativamente superiores a los de labranza convencional,

mientras que no se hallaron diferencias entre los tratamientos fertilizados y no fertilizados (Tabla 2).

P a b TMSs0/100 g suelo
LCNO 0.74 -0.077 0.29 b 3.47
LCN90 0.8 -0.12 0.29 b 4.9
SDN0 0.86 0.027 0.52a 12.3
SDN90 0.9 0.036 0.52a 12.75

Tabla 2: Caracteristicas de las curvas de regresion y estimacion de la infectividad de los tratamientos
estudiados. Nota: a: eje Y; b: pendiente; °: coeficiente de determinacion Dentro de las columnas, los
valores no seguidos de la misma letra son significativamente diferentes mediante el test de LSD

(P<0.05).
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3.2 Nimero de esporas y viabilidad

Afio 2001

El nimero de esporas en 100 gde suelo seco en el afio 2001 presentd dinamicas diferentes

segun el sistema de labranza evaluado (Fig. 18).
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Figura 18: Numero de esporas en 100 g de suelo seco en los estados fenoldgicos del trigo evaluados
durante el afio 2001, en los distintos tratamientos. Abreviaciones igual que figura 12. Diferentes letras
en las columnas muestran diferencias significativas entre los tratamientos (LSD<0.05).

En el tratamiento de labranza convencional sin fertilizante se partié de un nivel muy bajo de
esporas en el macollaje que luego se incremento ampliamente hasta la floracion y el llenado de
granos. En cambio, en labranza convencional con fertilizante el nimero de esporas se duplicé desde
el estado de macollaje hasta floracion y se mantuvo en los mismos valores hasta llenado de granos y
barbecho. En siembra directa, independientemente del nivel de fertilizacion, el nimero de esporas se

mantuvo estable durante todo el ciclo del cultivo. Entre los tratamientos so6lo se observaron
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diferencias significativas en estado de macollaje, registrandose un mayor numero de esporas en
siembra directa con respecto a labranza convencional, asi como también mayores valores en labranza

convencional con fertilizante respecto a las parcelas no fertilizadas.

Ao 2002
El nimero de esporas totales en los distintos estados fenologicos y el barbecho durante el

2002 se expone en la figura 19.
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Figura 19: Numero de esporas en 100 g de suelo seco en los estados fenologicos del trigo evaluados
durante el afio 2002, en los distintos tratamientos. Abreviaciones igual que figura 12. Diferentes letras
en las columnas muestran diferencias significativas entre los tratamientos (LSD<0.05).

En el macollaje de 2002 el nimero de esporas de los tratamientos de siembra directa fue
significativamente mayor que los registrados en labranza convencional En el estado de floracion, en
el tratamiento SDNO se hall6 un niimero de esporas significativamente mayor que en los demas
tratamientos. En llenado de granos no existieron diferencias significativas entre los tratamientos,
mientras que en el barbecho LCN90 registr6 un nimero de esporas significativamente menor.

Existio un incremento en el nimero de esporas en labranza convencional a lo largo del ciclo del
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cultivo. En los tratamientos de siembra directa los valores se mantuvieron relativamente estables,

aunque el registrado en macollaje fue levemente mayor que el de floraciéon y llenado de granos.

Aftos 2003-2004

El nimero de esporas, evaluado bimestralmente desde septiembre de 2003 hasta julio de
2004 en los tratamientos de labranza convencional (LC), siembra directa (SD) y campo no

disturbado con vegetacion espontanea (CND) se grafica en la figura 20.
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Figura 20: Numero de esporas en 100 g de suelo seco en los tratamientos LC, SD y CND, desde
septiembre de 2003 hasta julio de 2004, en muestreos con frecuencia bimestral. Diferentes letras en
las columnas muestran diferencias significativas entre los tratamientos (LSD<0.05).

En esta figura se observa un incremento del numero de esporas durante el ciclo del cultivo.
En LC este aumento fue més continuo que en SD, y se registro desde septiembre (macollaje) hasta
enero (rastrojo temprano). En SD el nimero de esporas se incrementd desde septiembre hasta

noviembre (llenado de granos). En el mes de septiembre no se registraron diferencias significativas

entre los tratamientos. En noviembre el nimero de esporas en SD fue significativamente mayor que
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el hallado en CND, y éste ultimo que el de LC. Dos meses mas tarde, en enero de 2004, no se
diferenciaron significativamente los tratamientos. En marzo, CND registré cantidades de esporas
significativamente mayores que las halladas en el rastrojo del cultivo en SD y LC. Posteriormente,
CND y SD registraron un mayor nimero de esporas que LC en el mes de mayo. En julio, en el
tratamiento CND se observo un numero de esporas significativamente mayor que los hallados en los
rastrojos de los tratamientos cultivados, diferenciandose también éstos ultimos con un mayor nimero
de esporas en SD con respecto a LC. En conclusion, en bs tratamientos LC y SD se registraron
incrementos en el numero de esporas, coincidentes con el ciclo del cultivo de trigo, y una
disminucion en el barbecho, mientras que en el tratamiento de CND los mayores valores fueron

hallados en el otono, y los menores en primavera.

La viabilidad de esporas registrd variaciones significativas en los momentos muestreados

(Fig. 21).
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Figura 21: Porcentaje de viabilidad de esporas en los tratamientos LC, SD y CND, en los muestreos
bimestrales efectuados desde el mes de septiembre de 2003 hasta julio de 2004. Diferentes letras en
las columnas muestran diferencias significativas entre los tratamientos (LSD<0.05).
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El porcentaje de viabilidad result6 significativamente mayor en CND que el registrado en LC
en el mes de septiembre. En los meses de noviembre y enero no se diferenciaron en forma
significativa los tratamientos. Luego, en marzo, LC registro un mayor porcentaje de viabilidad que
SD y CND. En mayo, los tratamientos no mostraron diferencias. En julio, el porcentaje de esporas

viables de LC resulto significativamente mayor que CND.

3.3 Biodiversidad de esporas de Glomeromycota

En bs estudios de biodiversidad se encontraron esporas de 24 especies de HFMA en las
muestras provenientes de campo, pertenecientes a 6 géneros de Glomeromycota: Acaulospora,
Archaeospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus y Scutellospora.

Las especies halladas durante los 2 afios de muestreo fueron las siguientes: Acaulospora
bireticulata Rothwell & Trappe; Acaulospora delicata Walker, Pfeiffer & Bloss; Acaulospora
excavata Ingleby & Walker; Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe; Acaulospora mellea Spain &
Schenck; Acaulospora spinosa Walker & Trappe; Archaeospora leptoticha (Schenck & Smith)
Morton & Redecker; Entrophospora infrequens (Hall) Ames & Schneider; Gigaspora gigantea
(Nicolson & Gerdemann) Gerdemann & Trappe; Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus
ambisporum Smith & Schenck; Glomus claroideum Schenck & Smith; Glomus clarum Nicolson &
Schenck; Glomus coronatum Giovannetti; Glomus etunicatum Becker & Gerdemann; Glomus
microaggregatum Koske, Gemma & Olexia; Glomus mosseae Nicolson & Gerdemann; Glomus
tortuosum Schenck & Smith; Scutellospora dipapillosa (Walker & Koske) Walker & Sanders;
Scutellospora fulgida Koske & Walker; Glomus sp.; Acaulospora sp.; Gigaspora sp. y Scutellospora
Sp..

En la tabla 3 (a, b, ¢ y d) se muestran las dominancias de las especies de Glomeromycota
halladas en cada estado fenoldgico de trigo evaluado, en los tratamientos de labranza y fertilizacion.

También se exponen las contribuciones de cada especie al indice de biodiversidad Hen labranza
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convencional y siembra directa para los afios 2001 y 2002, calculadas utilizando los promedios de

las dominancias de los tres estados fenologicos evaluados y los tratamientos de fertilizacion.

Contribucion
Llenado de de las Sps al
LC 2001 Macollaje Floracion granos indice H
LCNO LCN90| LCNO LCN90| LCNO LCNO90
Glomus etunicatum 25.53  41.16 | 1843 339 15.15 9.88 0.49
Glomus clarum 15.6 6.86 12 17.21 | 26.66  24.08 0.44
Glomus claroideum 8.51 19.54 | 18.43 9.93 16.66  21.12 0.42
Scutellospora dipapillosa 10.64 5.82 5.39 10.96 6 3.48 0.27
Glomus coronatum 2.12 4.37 9.91 6.76 12.07 4.6 0.26
Scutellospora fulgida 18.44 9.15 6.43 3.08 1.54 0 0.25
Acaulospora excavata 2.12 4.37 7.65 5.74 8 4.7 0.23
Acaulospora mellea 4.96 1.25 12 522 2.51 348 0.21
Gigaspora margarita 8.51 3.12 8.7 4.11 0.5 291 0.21
Glomus mosseae 3.55 1.04 1.04 1.03 5.5 9.46 0.17
Acaulospora laevis 0 333 0 2.05 3.97 5.83 0.13
Glomus tortuosum 0 0 0 0 0 5.83 0.06
Archaeospora leptoticha 0 0 0 0 0 291 0.04
Glomus ambisporum 0 0 0 0 0.5 1.69 0.03
Gigaspora gigantea 0 0 0 0 0.97 0 0.01
Indice de Biodiversidad Total 3.22

Tabla 3a: Dominancia de especies de HFMA halladas en LC con y sin fertilizacion nitrogenada, afio 2001.
Las especies estan ordenadas seglin su contribucion al indice de biodiversidad de Shannon-Weaver (H)

Contribucion
Llenado de de las Sps al
SD 2001 Macollaje Floracion granos indice H
SDNO SDNO90| SDNO SDN90| SDNO SDN90
Glomus etunicatum 4839 5477 | 12.44 4091 | 1422 27.79 0.53
Glomus claroideum 6.17 15.85 | 22.39  13.83 22.5 0.84 0.39
Glomus coronatum 6.45 0.74 17.78 6.13 11.3 24.95 0.35
Glomus clarum 5.33 2.87 2.14 10.77 | 17.89  20.49 0.33
Scutellospora dipapillosa 10.38 5 19.92 3.66 11.3 2.9 0.31
Acaulospora excavata 4.2 9.92 3.98 3.16 5.84 5.4 0.23
Acaulospora mellea 7.57 3.06 5.05 2.96 1.69 4.5 0.19
Glomus mosseae 1.54 0.28 0 8.89 5.37 6.5 0.18
Scutellospora fulgida 1.12 1.95 10.88 247 0 1.23 0.15
Gigaspora margarita 6.59 2.69 2.53 0.69 0.56 2.07 0.13
Acaulospora laevis 0.42 1.85 2.33 1.98 0 245 0.09
Glomus tortuosum 0 0.56 0 0.79 7.06 0 0.09
Glomus ambisporum 0 0.46 0.58 3.75 1.69 0 0.07
Gigaspora sp 1.82 0 0 0 0 0 0.03
Archaeospora leptoticha 0 0 0 0 0.56 0 0.01
Glomus sp 0 0 0 0 0 0.84 0.01
Indice de Biodiversidad Total 3.09

Tabla 3b: Dominancia de especies d¢ HFMA halladas en SD con y sin fertilizacion nitrogenada, afio 2001.
Las especies estan ordenadas seglin su contribucion al indice de biodiversidad de Shannon-Weaver (H)
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Contribucion
Llenado de de las Sps al
LC 2002 Macollaje Floracion granos indice H
LCNO LCN90| LCNO LCN90| LCNO LCNO90
Acaulospora sp 8.51 0 11.9 20.69 | 17.69 2492 0.4
Glomus clarum 19.15 0 16.67 6.9 31.14 729 0.39
Glomus etunicatum 17.02  23.08 9.52 3.45 8.04 15.5 0.38
Acaulospora excavata 14.89 7.69 4.76 17.24 | 16.81 6.99 0.36
Glomus claroideum 14.89 11.54 | 4.76 6.9 8.77 8.81 0.32
Glomus mosseae 8.51 15.38 7.14 13.79 0.88 1.82 0.29
Acaulospora mellea 0.00 0 23.81 0 6.14 7.29 0.25
Scutellospora dipapillosa 2.13 19.23 | 238 0 3.51 5.47 0.23
Acaulospora bireticulata 0 0 7.14 17.24 1.75 1.82 0.21
Acaulospora delicata 0 0 9.52 0 0 7.29 0.14
Acaulospora laevis 0 15.38 0 0 0 0 0.14
Scutellospora fulgida 10.64 3.85 0 0 0.88 0 0.14
Gigaspora margarita 4.26 3.85 0 0 0 0 0.08
Gigaspora gigantea 0 0 0 0 2.63 5.47 0.08
Glomus ambisporum 0 0 0 6.9 0 0 0.07
Archaeospora leptoticha 0 0 0 3.45 0 0 0.04
Entrophospora infrequens 0 0 2.38 0 0.88 0 0.04
Gigaspora sp 0 0 0 0 0 3.65 0.04
Glomus tortuosum 0 0 0 0 0 3.65 0.04
Glomus sp 0 0 0 0 0.88 0 0.01
Scutellospora sp 0 0 0 345 0 0 0.04
Indice de Biodiversidad Total 3.69

Tabla 3c: Dominancia de especies de HFMA halladas en LC con y sin fertilizacion nitrogenada, afio 2002.
Las especies estan ordenadas segtin su contribucion al indice de biodiversidad de Shannon-Weaver (H)

Contribucién
Llenado de de las Sps al
SD 2002 Macollaje Floracion granos indice H
SDNO SDNO90| SDNO SDNO90 | SDNO SDN90
Glomus etunicatum 3330 14.24 6.36 4.55 2636  19.22 0.44
Glomus mosseae 2643 16.08 9.09 27.27 4.01 8.85 0.41
Glomus clarum 2.26 0.00 22.73 6.82 16.04 11.76 0.33
Acaulospora excavata 1294 11.18 6.36 18.18 2.37 442 0.32
Glomus claroideum 6.15 13.17 | 15.45 227 11.31 442 0.31
Acaulospora mellea 3.26 8.42 14.55 2.27 8.02 7.33 0.28
Acaulospora sp 0 14.09 4.55 6.82 10.39 8.85 0.28
Scutellospora dipapillosa 9.05 0 5.45 6.82 4.8 1.39 0.2
Acaulospora laevis 2.26 0 545 0 0 17.83 0.19
Scutellospora sp 0 22.82 0 0 0 0 0.18
Glomus tortuosum 1.63 0 0 13.64 5.65 0 0.17
Acaulospora delicata 0 0 3.64 6.82 4.73 2.78 0.15
Glomus coronatum 0 0 1.82 0 1.58 4.55 0.08
Scutellosporna fulgida 0 0 0.91 2.27 1.58 2.78 0.08
Entrophospora infrequens 0 0 1.82 227 0 0 0.05
Gigaspora gigantea 0 0 0.91 0 1.58 1.39 0.05
Glomus ambisporum 0.54 0 0 0 0.79 3.03 0.05
Acaulospora bireticulata 0.54 0 0.91 0 0.79 1.39 0.04
Gigaspora margarita 1.63 0 0 0 0 0 0.02
Indice de Biodiversidad Total 3.63

Tabla 3d: Dominancia de especies de HFMA halladas en SD con y sin fertilizacion nitrogenada, afio 2002.
Las especies estan ordenadas segun su contribucion al indice de biodiversidad de Shannon-Weaver (H)
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En el ano 2001, en los dos sistemas de labranza analizados los valores del indice de
biodiversidad total H fueron 3.09 en siembra directa 2001, que fue el menor valor registrado, y3.22
en labranza convencional Durante el 2002 los indices de biodiversidad alcanzaron valores mas altos
que en el 2001, resultando éstos 3.63 y 3.69 en siembra directa y labranza convencional
respectivamente. En 2002, aparecieron especies que no habian sido halladas en 2001, lo que ayuda a
explicar del aumento del indice H en ese afio. Estas especies fueron A. bireticulata, A. delicata, E.
infrequens y Scutellospora sp. Dentro de éstas ltimas, 4. bireticulata fue notablemente frecuente en
la labranza convencional de 2002, mientras que Scutellospora sp. fue frecuente en siembra directa.

Las dominancias de las especies aparecidas en el tratamiento CND en los dos muestreos

efectuados, se exponen en la tabla 4.

Contribuciéon
de las Sps al
Campo no disturbado Octubre Noviembre indice H
Acaulospora sp. 29.14 11.41 0.47
Scutellospora dipapillosa 10.74 16.73 0.39
Glomus etunicatum 9.51 16.35 0.38
Glomus mosseae 8.28 14.45 0.36
Acaulospora mellea 1.84 12.55 0.27
Glomus claroideum 8.28 3.04 0.23
Acaulospora excavata 5.83 4.18 0.22
Acaulospora delicata 8.59 0 0.20
Entrophospora infrequens 7.06 1.14 0.19
Scutellospora fulgida 0.92 6.46 0.18
Glomus clarum 1.53 4.18 0.15
Glomus coronatum 1.23 3.8 0.13
Gigaspora sp. 4.6 0 0.13
Gigaspora margarita 1.23 2.66 0.11
A bireticulata 0.92 0.76 0.06
Glomus sp 0 1.14 0.04
Scutellospora sp 0.31 0.38 0.03
Acaulospora spinosa 0 0.38 0.02
Glomus ambisporum 0 0.38 0.02
Indice de Biodiversidad Total 3.56

Tabla 4: Dominancia de especies de HFMA halladas en CND, afio 2002. Las especies estan
ordenadas segun su contribucion al indice de biodiversidad de Shannon-Weaver (H)

Como se observa en esta tabla, el indice de biodiversidad de CND, calculado utilizando el

promedio de las dominancias de las especies aparecidas en octubre y noviembre de 2002, fue 3.56,
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resultando este valor levemente inferior a los obtenidos en ese mismo afio para SD y LC que se
muestran en la tabla 3. En este tratamiento con vegetacion espontdnea se encontraron altas
dominancias de especies de Glomeromycota pertenecientes a Acaulosporaceae y Gigasporaceae.
Estos resultados contrastan con los obtenidos en los tratamientos cultivados, en los cuales las
especies de Glomeraceae mostraron los mayores valores de dominancia.

La figura 22 (a, b, ¢, d, e, f, g y h) muestra la contribucion en el indice H de cada familia de

Glomeromycota en los tres estados fenologicos del cultivo de trigo evaluados y en el barbecho.
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Figura 22a: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenologicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de labranza convencional sin fertilizante nitrogenado durante el afio 2001.
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Figura 22b: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenoldgicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de labranza convencional con 90 kg de N Ha™' durante el afio 2001.
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SDNO 2001
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Figura 22c¢: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucién a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenologicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de siembra directa sin fertilizacion nitrogenada durante el afio 2001.
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Figura 22d: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenologicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de siembra directa con 90 kg de N Ha™' durante el afio 2001.

84



LCNO 2002
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Figura 22e: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenoldgicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de labranza convencional sin fertilizante nitrogenado durante el afio 2002.
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Figura 22f: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenoldgicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de convencional con 90 kg de N Ha™!' durante el afio 2002.
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Figura 22g: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenologicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de siembra directa sin fertilizacion nitrogenada durante el afio 2002.
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Figura 22h: Biodiversidad de Glomeromycota y contribucion a la biodiversidad total de las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae en tres estados fenologicos del trigo y barbecho, en
el tratamiento de siembra directa con 90 kg de N Ha™! durante el afio 2002.
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En 2001, la contribucion de Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae al indice H
total fue: 1.91, 0.57 y 0.74 en labranza convencional y 1.96, 0.51 y 0.62 en siembra directa,
respectivamente. En 2002 la contribucion al indice H para las mismas familias fue 1.58, 1.5 y0.61
en labranza convencional y 1.79, 131 y 0.53 en siembra directa. La contribucion de
Acaulosporaceae en el 2002 fue mdas importante que la registrada en el 2001. En 2002
Acaulosporaceae y Glomeraceae contribuyeron en forma similar en labranza convencional, mientras
que ensiembra directa la contribucion de las Glomeraceae fue mayor que la de Acaulosporaceae. En
los dos afios analizados el aumento de Glomeraceae en siembra directa resultd detrimental para las
otras dos familias. Las contribuciones de cada familia durante el macollaje no difirieron
marcadamente entre los afios 2001 y 2002. En floracion, en cambio, existieron diferencias entre los
dos afios, siendo notorio el aumento de la contribucion de Acaulosporaceae en 2002 durante este
estado.

Las contribuciones de Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae en CND, obtenidas
en el ano 2002, fueron 1.31, 1.42 y 0.83 respectivamente. En este tratamiento se puede observar una
menor contribuciéon de Glomeraceae y mayor de Gigasporaceae que las correspondientes a los
tratamientos cultivados durante ese mismo afio.

Las dominancias de las especies de Glomeromycota halladas en cada uno de los tratamientos

y estados fenologicos del trigo evaluados se graficanen la figura 23 (a, b, ¢, d, e, f, g y h).
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Macollaje 2001
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Figura 23a: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de macollaje en el afio 2001, en los distintos
tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F.
A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora

sp.
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Dominancia
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Figura 23b: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de floracién en el afio 2001, en los distintos
tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata;, C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F.
A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora

sp.
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Llenado de granos 2001
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Figura 23c: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de llenado de granos, en los distintos tratamientos de
labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F. A. spinosa; G.
Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G. etunicatum; R.
G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora sp.
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Barbecho 2001-2002
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Figura 23d: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el barbecho ubicado entre los ciclos de cultivo de los afios 2001
y 2002, en los distintos tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata; C. A. excavata; D. A.
laevis; E. A. mellea; F. A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.;
G. coronatum; Q. G. etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S.
fulgida; X. Scutellospora sp.
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Macollaje 2002
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Figura 23e: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de macollaje en el afio 2002, en los distintos
tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata, B. A. delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F.
A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora

sp.
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Floracion 2002
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Figura 23f: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de floracion en el afio 2002, en los distintos
tratamientos de labranza y fertilizacién. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F.
A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora

sp.
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Llenado de granos 2002
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Figura 23g: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el estado de llenado de granos en el afio 2002, en los distintos
tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata, B. A. delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F.
A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora

sp.
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Figura 23h: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota registradas en el barbecho ubicado entre los ciclos de cultivos de los afos
2002 y 2003, en los distintos tratamientos de labranza y fertilizacion. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata, B. A. delicata; C. A. excavata
D. A. laevis; E. A. mellea; F. A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G.
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clarum; P.; G. coronatum; Q. G. etunicatum; R. G. microagretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V. Scutellospora dipapillosa;

W. S. fulgida; X. Scutellospora sp.
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Durante el macollaje, la especie mas representada en todos los tratamientos cultivados fue
G. etunicatum. En floraciébn predominaron G. claroideum, G. clarum, G. coronatum y G.
etunicatum. La contribucion de G. mosseae a la biodiversidad fue particularmente alta en LCN90
durante el barbecho 2001-2002.

En la figura 24 (ay b) se ilustran las dominancias de las especies en el tratamiento CND
en los muestreos efectuados en octubre y noviembre de 2002. En este tratamiento se observo una
gran dominancia de Acaulospora sp. en el muestreo de octubre. En noviembre, las especies mas

frecuentes fueron Acaulospora sp., A. mellea, Glomus etunicatum, G. mosseae y Scutellospora

dipapillosa.
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Figura 24a: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota en el muestreo efectuado en
octubre de 2002 en el tratamiento CND. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A. delicata;
C. A. excavata, D. A. laevis; E. A. mellea; F. A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H. Archaeospora
leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G. coronatum; Q. G.
etunicatum; R. G. microaggretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus sp; V.
Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora sp.
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Figura 24b: Dominancia de diferentes especies de Glomeromycota en el muestreo efectuado en
noviembre de 2002 en el tratamiento CND. Abreviaciones: A. Acaulospora bireticulata; B. A.
delicata; C. A. excavata; D. A. laevis; E. A. mellea; F. A. spinosa; G. Acaulospora sp.; H.
Archaeospora leptoticha; 1. Glomus ambisporum; N. G. claroideum; O. G. clarum; P.; G.
coronatum; Q. G. etunicatum; R. G. microaggretatum; S. G. mosseae; T. G. tortuosum; U. Glomus
sp; V. Scutellospora dipapillosa; W. S. fulgida; X. Scutellospora sp.

En CND se hallaron esporas de 19 especies de Glomeromycota. Todas estas especies
estuvieron también presentes en los tratamientos con cultivo de trigo. En los dos momentos de
muestreo efectuados en CND no fueron halladas esporas de Acaulospora laevis, Archaeospora
leptoticha, Gigaspora gigantea, Glomus microaggregatum 'y G. tortuosum, especies que habian
sido encontradas en los tratamientos cultivados.

Los promedios de los indices de biodiversidad H de Shannon-Weaver de las muestras

recolectadas en cada estado fenologico y en el barbecho, en los tratamientos de labranza y

fertilizacion se representan en la figura 25 (ay b)
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Figura 25a: Indices de biodiversidad Shannon-Weaver de las comunidades de esporas de HFMA,
afio 2001. Los datos son promedio de tres repeticiones. Las barras de error representan el desvio
estandar. La misma letra sobre las barras indica que los valores no difieren significativamente con

ANOVA de una via y test de LSD (P<0.05)
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Figura 25b: Indices de biodiversidad Shannon-Weaver de las comunidades de esporas de HFMA,
ano 2002. Los datos son promedio de tres repeticiones. Las barras de error representan el desvio
estandar. La misma letra sobre las barras indica que los valores no difieren significativamente con
ANOVA de una via y test de LSD (P<0.05)
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En el afio 2001, durante el estado de macollaje se registraron indices de biodiversidad
superiores en los tratamientos de labranza convencional, siendo los correspondientes a LCNO y
LCNOO significativamente diferentes a los hallados en SDNO y SDN90. En floracién y llenado de
granos las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas, aunque las muestras de
labranza convencional alcanzaron valores de biodiversidad mayores que las de siembra directa en
estos estados fenologicos. En el barbecho 2001-2002, los indices de los tratamientos LCN90,
SDNO y SDNO9O0 fueron significativamente mayores que el obtenido en LCNO. En macollaje del
2002 no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. En floracion, el
tratamiento SDNO registrdé un indice significativamente superior al de SDN90, mientras que en
llenado de granos la diversidad de LCN90 fue significativamente mayor que la de LCNO. En el
barbecho 2002-2003 no se obtuvieron diferencias entre los indices de los tratamientos.

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre los indices de biodiversidad H y la equidad (H) y
riqueza especifica (S) de cada muestra recolectada durante los 2 afios, utilizando el coeficiente de
correlacion lineal » de Pearson. En el afio 2001 el indice de biodiversidad (H) estuvo asociado a la
equidad y a la riqueza especifica, alcanzando los coeficientes » valores de 0.72 y 0.62
respectivamente. En el 2002 la correlacion del indice H con la equidad fue » = 0.68 y con la
riqueza especifica » = 0.70. Los valores similares de 7 indican que la riqueza especifica y la
equidad contribuyeron de la misma manera a explicar los cambios en el indice de biodiversidad.

En la tabla S se muestran las dominancias de las especies de Glomeromycota halladas,
promedio de todos los muestreos efectuados durante los dos afios evaluados en el cultivo de trigo
en LCNO, LCN90, SDNO y SDN90. También se expone la contribucion de cada especie al indice
de biodiversidad total, y el indice H en cada tratamiento, que es el resultado de la suma de las
contribuciones. En esta tabla se resaltan con color las especies cuya contribucion representa mas
del 10 % del indice total, considerandose estas especies como caracteristicas de la comunidad de

Glomeromycota.
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LCNO Dominancia | Contribucion LCN90 Dominancia | Contribucién

Glomus clarum 20.20 0.47 Glomus etunicatum 21.16 0.47
Glomus etunicatum 15.62 0.42 Glomus claroideum 12.97 0.38
Glomus claroideum 12.00 0.37 Glomus clarum 10.39 0.34
Acaulospora excavata 9.04 0.31 Acaulospora excavata 7.79 0.29
Acaulospora mellea 8.24 0.30 Acaulospora sp 7.60 0.28
Acaulospora sp. 6.35 0.25 Scutellospora dipapillosa 7.49 0.28
Scutellospora fulgida 6.32 0.25 Glomus mosseae 7.09 0.27
Scutellospora dipapillosa 5.01 0.22 Acaulospora laevis 4.43 0.20
Glomus mosseae 4.44 0.20 Acaulospora bireticulata 3.18 0.16
Glomus coronatum 4.02 0.19 Acaulospora mellea 2.87 0.15
Gigaspora margarita 3.66 0.17 Scutellospora fulgida 2.68 0.14
Acaulospora delicata 1.59 0.09 Glomus coronatum 2.62 0.14
Acaulospora bireticulata 1.48 0.09 Gigaspora margarita 2.33 0.13
Acaulospora laevis 0.66 0.05 Glomus tortuosum 1.58 0.09
Gigaspora gigantea 0.60 0.04 Glomus ambisporum 1.43 0.09
Entrophospora infrequens 0.54 0.04 Acaulospora delicata 1.22 0.08
Glomus sp. 0.15 0.01 Archaeospora leptoticha 1.06 0.07
Glomus ambisporum 0.08 0.01 Gigaspora gigantea 0.91 0.06

Gigaspora sp. 0.61 0.04

Scutellospora sp. 0.58 0.04
Biodiversidad H 3.48 Biodiversidad H 3.70

SDNO Dominancia | Contribucion SDN90 Dominancia | Contribucion

Glomus etunicatum 23.51 0.49 Glomus etunicatum 26.91 0.51
Glomus claroideum 14.00 0.40 Glomus mosseae 11.31 0.36
Glomus clarum 11.07 0.35 Glomus clarum 8.79 0.31
Scutellospora dipapillosa 10.15 0.33 Acaulospora excavata 8.71 0.31
Glomus mosseae 7.74 0.29 Glomus claroideum 8.40 0.30
Acaulospora mellea 6.69 0.26 Glomus coronatum 6.06 0.25
Glomus coronatum 6.49 0.26 Acaulospora sp 4.96 0.21
Acaulospora excavata 5.95 0.24 Acaulospora mellea 4.76 0.21
Acaulospora sp 2.49 0.13 Acaulospora laevis 4.02 0.19
Scutellospora fulgida 2.42 0.13 Scutellospora sp. 3.80 0.18
Glomus tortuosum 2.39 0.13 Scutellospora dipapillosa 3.30 0.16
Gigaspora margarita 1.89 0.11 Glomus tortuosum 2.50 0.13
Acaulospora laevis 1.74 0.10 Scutellospora fulgida 1.78 0.10
Acaulospora delicata 1.40 0.09 Acaulospora delicata 1.60 0.10
Glomus ambisporum 0.60 0.04 Glomus ambisporum 1.21 0.08
Gigaspora gigantea 0.42 0.03 Gigaspora margarita 0.91 0.06
Acaulospora bireticulata 0.37 0.03 Entrophospora infrequens 0.38 0.03
Entrophospora infrequens 0.30 0.03 Acaulospora bireticulata 0.23 0.02
Gigaspora sp. 0.30 0.03 Gigaspora gigantea 0.23 0.02
Archaeospora leptoticha 0.09 0.01 Glomus sp. 0.14 0.01
Biodiversidad H 3.48 Biodiversidad H 3.54

Tabla 5: Dominancia y contribuciéon al indice de Biodiversidad H de las especies de
Glomeromycota en LCNO, LCN90, SDNO y SDN90, promedio de todos los muestreos efectuados

durante los afios 2001 y 2002 en el ciclo del cultivo.
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En la tabla anterior se observa que todas las especies caracteristicas pertenecieron a la
familia Glomeraceae, y que Glomus etunicatum formd parte este grupo de especies en todos los
tratamientos de labranza y fertilizacion.

Los porcentajes de Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae, resultantes de la

suma de las dominancias promedio mostradas en la tabla 5, se grafican en la figura 26.

Porcentaje de familias de Glomeromycota

Glomeraceae O Acaulosporaceae B Gigasporaceae

100% A

80% A

60%

40% A

20% A

0% -
LCNO LCN90 SDNO SDN90

Figura 26: Porcentaje de Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae, promedio de los
muestreos realizados durante dos afios, en cada uno de los tratamientos de labranza y fertilizacién

Esta figura muestra claramente una mayor proporcion de especies pertenecientes a

Glomeraceae en las muestras de suelo provenientes de siembra directa.
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3.4 Aislamientos de Glomeromycota a partir de distintos tipos de propagulos

Los aislamientos utilizando diferentes tipos de indculo de HFMA mostraron distinta
eficiencia para la recuperacion de especies de Glomeromycota. Las especies presentes en las

muestras de campo y las recuperadas en los tipos de aislamiento evaluados se exponen en la tabla

6.

Campo Planta | Micelio Raiz Planta

Especies Trampa Transplantada
(Suelo)

Acaulospora bireticulata
Acaulospora delicata
Acaulospora excavata
Acaulospora laevis
Acaulospora mellea
Acaulospora sp
Acaulospora spinosa
Entrophospora infrequens
Gigaspora gigantea
Gigaspora margarita
Gigaspora sp

Glomus aggregatum
Glomus ambisporum
Glomus claroideum
Glomus clarum

Glomus coronatum
Glomus etunicatum
Glomus mosseae
Glomus sp

Scutellospora dipapillosa
Scutellospora fulgida

* ¥ X X

¥ K K XK K K K K K X ®

* X X ¥ X %
* ¥ X X X X X
L R

¥ HK K XK K X K K ¥
*
*

Tabla 6: Especies de Glomeromycota presentes en las muestras de campo y en los cuatro tipos de
aislamiento evaluados. * indica presencia de la especie.

En los aislamientos a partir de suelo y micelio proveniente de tamizados se recuperaron 13
y 12 especies respectivamente de las 20 especies de Glomeromycota presentes en las muestras de

suelo del campo. El aislamiento a partir de micelio permitido la recuperacion de Glomus
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aggregatum, especie que no habia sido observada en las muestras de campo. Los aislamientos a
partir de raices y plantas transplantadas mostraron baja eficiencia, recuperandose 3 y 6 especies
respectivamente. En estos dos ultimos tratamientos se recuperaron las especies de HFMA que
estaban presentes en raices de plantas de trigo de 50 dias. Glomus etunicatum, G. clarum y G.
claroideum fueron halladas en todos los tipos de aislamientos evaluados.

Los porcentajes de esporas pertenecientes a las familias Acaulosporaceae, Glomeraceae y
Gigasporaceae en las muestras de suelo y en los cuatro tipos de aislamiento efectuados a partir de

muestras de los tratamientos de campo LC, SD y CN, se muestran en la tabla 7.

Tratamiento | Aislamiento |Acaulosporaceae |Glomeraceae | Gigasporaceae

suelo 36.91 54.36 8.73

trampa 0.6 98.73 0.67
LC micelio 0.33 99.67 0
raiz 0 100 0
transplante 0 100 0

suelo 26.18 69.9 3.92

trampa 0.45 98.94 0.61

SD micelio 0.57 99.03 0.4
raiz 0 100 0
transplante 10.35 89.65 0

suelo 18.09 79.05 2.86

trampa 3.01 95.93 1.06
CND micelio 0 100 0
raiz 0 100 0
transplante 0 0 0

Tabla 7: Porcentaje de esporas pertenecientes a Acaulosporaceae, Glomeraceae y Gigasporaceae
en muestras de campo y en los cuatro tipos de aislamientos efectuados a partir de los tratamientos

LC, SD y CND.

De los datos expuestos en la tabla anterior se destaca que los porcentajes de esporas
pertenecientes a Glomeraceae registrados en las muestras de campo resultaron 54.36; 69.9 y 79.05
% en LC, SD y CND respectivame nte, mientras que en los cuatro tipos de aislamiento efectuados se

hallaron porcentajes de Glomeraceae superiores al 90 %.
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3.5 Bioensayo en macetas con bloques de suelo intactos, fertilizacion nitrogenada e

inoculacion

En esta seccion se describen los resultados obtenidos para los porcentajes de colonizacion,
arbusculos y vesiculas, nimero de esporas, biomasa aérea y radical y contenido de N en raices del
bioensayo efectuado en macetas con bloques de suelo intactos extraidos del ensayo de labranza de

la estacion experimental.

Contenido de N, P vy fertilidad fisica del suelo al finalizar el bioensayo

Los niveles de N total y P en el suelo, en el momento de la extraccion de las plantas de

trigo de las macetas, se muestran en la tabla 8.

Determinacién LCON LCOl LC8ON LC80I LC160N LC160I
Fosforo (ppm) 10 9 9 11 12 11
Nitrogeno total (%) 0,18 0,17 0,2 0,19 0,2 0,2
Determinacién SDON SDOI SD8ON SD80I SD160N SD1601
Fosforo (ppm) 8 10 10 11 11 12
Nitrogeno total (%) 0,19 0,18 0,2 0,19 0,21 0,2

Tabla 8: Contenido de Fosforo (ppm) y Nitrogeno total (%) en el suelo al momento de la
extraccion de las plantas de trigo.

La resistencia a la penetracion se determind también en el mismo momento en que
extrajeron las plantas. Al realizar la determinacion de resistencia a la penetracion, el suelo
presentaba un porcentaje de humedad promedio de 27 %. A 5 cm. de profundidad el penetrémetro
de cono registr6 valores de 0.39 Mpa (megapascales) para labranza convencional y 1.06 MPa para
siembra directa. A los 10 cm., h resistencia a la penetracion fue de 0.45 y 1.21 Mpa para labranza

convencional y siembra directa respectivamente. Las diferencias entre los valores de siembra
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directa y labranza convencional resultaron estadisticamente significativas para las dos

profundidades evaluadas.

Porcentaje de colonizacion, arbusculos v vesiculas

Los resultados de porcentaje de colonizacion en el bioensayo en macetas con bloques de

suelo intactos se muestran en la figura 27.

Colonizacion
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30 1

20 1

10 1

LCON LCOI SDON SDOI LC8ON LC80I SD8ON SD80I LC160N LC160l1 SD160N SD160I

Figura 27: Porcentaje de longitud de raiz colonizada en plantas de trigo. Los valores son promedio
de tres muestras separadas. Las barras de error sefalan el desvio estandar. La misma letra sobre las
barras dentro cada estado fenologico indica que los valores no difieren significativamente
utilizando ANOVA de una via y LSD (P<0.05). Abreviaciones: LC: Labranza Convencional; SD:
Siembra Directa; 0: Sin fertilizante nitrogenado; 80: Fertilizado con una cantidad equivalente a 80
kg N/ha ; 160: Fertilizado con una cantidad equivalente a 160 kg/N ha; N: sin inoculante; I:
inoculado con Glomus mosseae
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Los tratamientos SDON y SDOI obtuvieron los mayores niveles de colonizacion,
diferencidndose significativamente de LCON. Se observo un efecto negativo de la fertilizacion
sobre el porcentaje de colonizaciéon en los tratamientos de siembra directa, resultando este
porcentaje significativamente mayor en SDON y SDOI que en SD160N y SD1601 respectivamente.
En los tratamientos de labranza convencional el agregado de fertilizante no afecto negativamente
la colonizacion. Los valores de los tratamientos de labranza convencional sin inocular mostraron
los porcentajes de colonizacion micorrizica mas bajos, independientemente del agregado de N. El
tratamiento LCOI registrd una mayor colonizacion que LCON, sin embargo en los tratamientos de
labranza convencional fertilizados la inoculaciéon no generd incrementos en la colonizacion. En
siembra directa no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos inoculados y no

inoculados.

El porcentaje de arbusculos se grafica en la figura 28.

Arbusculos
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40 - b
ab

30 1 ab
ab
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% arbusculos

Figura 28: Porcentaje de arbusculos. Las mismas notaciones que en Fig. 27
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La proporcion de arbusculos resultd6 mayor en los tratamientos SDON y SDOI,
diferencidndose significativamente de los tratamientos LC80N, LC160N, LC160I y SD160I.

Se registraron porcentajes muy bajos de vesiculas, con un maximo de 2% en el tratamiento
LCOL

Los resultados de este ensayo muestran un efecto negativo de la fertilizacion nitrogenada en
siembra directa sobre la colonizacion micorrizica, menores valores de longitud de raiz colonizada
en labranza convencional en todos los niveles de fertilizacion, un mayor porcentaje de colonizacion
y arbusculos en los tratamientos SDON y SDOI, y un aumento en la colonizacion micorrizica con el

agregado de inoculante en el tratamiento de labranza convencional sin fertilizacion nitrogenada.

Numero de esporas totales v de Glomus mosseae

Al momento del inicio del bioensayo, previamente a la siembra de las plantas de trigo, el
numero de esporas en 100 g de suelo seco para los bloques de suelo extraidos del ensayo de campo
ya descripto era de 321 * 15 en siembra directa y 155 £ 12 en labranza convencional, siendo estos
valores promedio de 3 repeticiones.

Los valores del numero de esporas totales, y pertenecientes a Glomus mosseae luego del
crecimiento de las plantas de trigo en las macetas se muestran en la figura 29.

Comparando los valores iniciales con los expuestos en la figura citada, se observa que el
numero de esporas en 100 g de suelo seco se incrementd junto con el crecimiento de las plantas de
trigo.

Los tratamientos SDON, SDOI, SD8ON y SD8O0I registraron los mayores numeros de esporas
totales, diferenciandose significativamente de LC8ON y LC160N. Estos dos ultimos tratamientos,

junto con LCON obtuvieron los valores de nimero de esporas mas bajos. No existieron diferencias
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significativas para el nimero de esporas totales entre estos tratamientos de labranza convencional

sin inocular.

Numero de esporas totales, de especies de Glomeromycota nativas y
de G. mosseae
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Figura 29: Numero de esporas en 100 g de suelo seco totales y Glomus mosseae en los distintos
tratamientos. Los valores son promedio de tres muestras separadas. Las barras de error sefalan en
desvio estdndar del nimero de esporas totales. La misma letra sobre las barras dentro cada estado
fenoldgico indica que los valores del numero de esporas totales no difieren significativamente
utilizando ANOVA de una via y LSD (P<0.05). Las mismas abreviaciones que en Fig. 27.

En los tratamientos sin fertilizacion nitrogenada, la labranza y la inoculacion con Glomus
mosseae no se reflejo en diferencias significativas. En cambio, en los tratamientos fertilizados se
diferenciaron los tratamientos de labranza convencional sin inocular de los provenientes de
bloques de suelo de siembra directa. Este hecho muestra un efecto negativo de la fertilizacion

nitrogenada sobre el numero de esporas totales en labranza convencional En siembra directa y en
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los tratamientos inoculados la fertilizacion no afectd significativamente el nimero de esporas
totales. En cuanto al nimero de esporas de Glomus mosseae en los tratamientos inoculados, este

permanecio en un rango entre 97 a 172 esporas, no registrandose diferencias significativas entre

los tratamientos.

Biomasa radical, aérea y contenido de nitrégeno en raices

Las plantas de trigo de los tratamientos LC160N, LC1601 y SD160I registraron biomasas

aéreas significativamente mayores que SDON, SDOI, LCOI y LCON (Figura 30).

Biomasa aerea

&

:L bc
ab ab _T_ T

1

a
ab
a

0,6
1]
£ a a T
i | L
(=]

041 1 4

0,2

O T T T T T T T T T T T 1

LCON LCOI SDON SDOI LC8ON LC80I SD80ON SD80I LC160N LC160I SD160N SD160I

Figura 30: Biomasa aérea de las plantas de trigo. Las mismas notaciones que Fig. 27.
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Existio una respuesta positiva de la fertilizaciébn nitrogenada sobre la biomasa aérea,

aunque no se registraron efectos de los tratamientos de labranza o inoculacion sobre la misma.

Con respecto a la biomasa radical, los tratamientos LC80I, LC160N y LC160I mostraron
valores significativamente mayores que SDON, SDOI y SD8ON (Figura 31), obteniéndose
respuestas favorables de la fertilizacion nitrogemada y la labranza convencional sobre el

crecimiento radical.
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Figura 31: Biomasa radical de las plantas de trigo. Las mismas notaciones que Fig. 27.

La relacion biomasa radical/ biomasa aérea fue mayor en los tratamientos de labranza

convencional y se muestra en la tabla 9

LCON [ LCOI| SDON| SDOI | LC8ON| LC801| SDS8ON| SD80I| LC160N| LC1601| SD160N | SD1601
064 | 0.62 | 026 | 0.28 [ 0.65 085 | 046 | 0.52 0.59 0.7 0.39 0.39
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Tabla 9: Relacion biomasa radical/biomasa aérea de las plantas de trigo en los distintos
tratamientos.

En la figura 32 se muestra el contenido de N en las raices de trigo en los tratamientos

evaluados.

Contenido de N en raiz
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Figura 32: Contenido de N en raiz (%). Las mismas notaciones que Fig. 27.

En esta figura se observa un aumento en el contenido de nitrogeno en raiz en los
tratamientos fertilizados. Se destaca un efecto positivo de la inoculacion con HFMA en los
tratamientos sin fertilizante nitrogenado. En labranza convencional, el contenido de nitrégeno en
raices de trigo del tratamiento inoculado LCOI resultd significativamente mayor que el valor

registrado por el no inoculado LCON.
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DISCUSION

4.1 Colonizacion e infectividad micorrizica del suelo:

Los resultados obtenidos de los ensayos de campo en 2001 y 2002 muestran que el manejo
de siembra directa influyd positivamente en la colonizacion micorrizica en el cultivo de trigo. En
este sistema conservacionista se registraron mayores porcentajes de estructuras internas como
arbusculos y vesiculas en las raices. El bioensayo con bloques de suelo intacto en macetas
efectuado en el afio 2004 mostrd las mismas tendencias, corroborando los resultados obtenidos a
campo. Las diferencias entre los sistemas de labranza fueron mas marcadas durante los primeros
estados del cultivo de trigo. Esto demuestra que bajo siembra directa los eventos y procesos
necesarios para iniciar la colonizacidén ocurrieron en forma mas rapida que en los tratamientos de
labranza convencional.

Las asociaciones micorrizicas reflejan interacciones complejas entre la planta hospedante,
los hongos y el ambiente (Brundrett et al., 1996). Se conoce que la cantidad de propagulos en el
suelo tiene gran influencia en la velocidad de inicio de las primeras colonizaciones (Daft &
Nicolson, 1969; Rich & Bird, 1974). Plenchette et al. (1989) definieron a la infectividad
micorrizica del suelo (IMSsg) como “la habilidad de un suelo que contiene HFMA para inducir la
colonizacién micorrizica en una planta hospedante”. Seguin este autor, este concepto incluye no solo
el potencial indculo tal como lo define Garret (1956) sino también las posibles interacciones que
ocurren entre el simbionte y los componentes abidticos y biodticos del ambiente suelo-hospedante.
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis utilizando el método propuesto por el citado autor
(Tabla 2), muestran una IMSs significativamente mayor en los tratamientos de siembra directa con

respecto a los obtenidos en labranza convencional, independientemente de la aplicacion de
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fertilizante nitrogenado. Este dato concuerda con lo enunciado por Jasper et al. (1987, 1989, 1992)
que sefialan que la labranza y otros tipos de disturbios, como el barbecho desnudo, pueden reducir
la poblacion de propagulos viables.

En cuanto a la colonizacidn, se mencion6 que las diferencias entre los sistemas de labranza
fueron notables durante el macollaje en los dos afios evaluados en el ensayo a campo (Figuras 12 y
13), y que la siembra directa mostro6 mayores valores. Los resultados en la colonizacion y la suma
de las hifas y puntos de entrada en este estadio temprano de crecimiento registraron las mismas
tendencias que las halladas para la infectividad micorrizica del suelo (IMSsg) en todos los
tratamientos. Carling ef al. (1979) y Smith & Walker (1981) en ensayos en macetas encontraron
una relacion lineal entre el mimero de puntos de entrada y la densidad de propagulos en el suelo.
Los datos que se presentan en este trabajo de tesis concuerdan con lo hallado por estos autores,
pudiéndose concluir que la mayor IMSs, registrada en siembra directa se reflejo6 en una mayor
colonizacidon micorrizica en las primeras etapas del cultivo de trigo, resultando la infectividad del
suelo un factor determinante.

Como se ha mencionado en la introduccion, existen diferentes tipos de propagulo de HFMA
en el suelo (esporas, hifas y raices colonizadas). Estos propagulos pueden no tener la misma
capacidad para producir nuevas unidades de infeccion (Klironomos & Hart, 2002). La IMSs
compara la capacidad de distintos suelos para inducir colonizacién en las plantas, lo que depende de
la actividad de todas las formas de propagulos existentes. Sin embargo, este indicador no aporta
informacion sobre la contribucion relativa de cada uno de los diferentes tipos de propagulos en la
colonizacion de los sistemas radicales. Se ha sefialado que los fragmentos de raices colonizadas
(Rives et al., 1980); las esporas (Gould & Liberta, 1981; Jasper et al., 1987, 1988) y las hifas
(Jasper et al., 1989) pierden capacidad para iniciar la colonizacion con los disturbios del suelo. Esta
pérdida puede deberse a que los mismos resultan fisicamente danados por el disturbio y/o a que
luego de este quedan expuestos a condiciones desfavorables para la germinacion o colonizacion

(Stahl et al., 1988; Bellgard, 1993). En situaciones de campo, h contribucion de cada tipo &
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propagulo en la colonizacion resulta dificil de distinguir (Smith & Read, 1997). Se considera que en
muchos hébitats las redes de hifas en el suelo junto con fragmentos de raices son el principal medio
por los cuales las plantas se colonizan, incluso en las situaciones donde existen poblaciones altas de
esporas (Hepper, 1981; Smith & Smith, 1981; Tommerup & Abbott, 1981; Birch, 1986; Jasper et
al., 1992). Estudios en macetas y a campo han demostrado que las hifas extraradicales de los
HFMA resultan severamente afectadas por disturbios en el suelo como la labranza (Fairchild &
Miller, 1990; McGonigle & Miller, 1996b; Kabir et al., 1997; Wright & Upadhyaya, 1998). Jasper
et al. (1989) afirman que, dada la importancia de la red de hifas de HFMA como inoculo en suelos
no disturbados, la disminucidn de la infectividad de los propagulos del suelo luego de los disturbios
probablemente esté determinada por los dafios sobre esa red, mas que sobre las esporas y
fragmentos de raices colonizadas, estructuras consideradas mas robustas que las hifas.

Otro efecto de la labranza sobre los HFMA, que actia en conjunto con la disrupcion de la
red hifal, es la dilucion de la parte superior del suelo rica en propagulos con la parte subsuperficial
mas pobre (Sieverding, 1991). Resulta claro que la mezcla mecénica del suelo afecta a todos los
tipos de propagulos de HFMA. De lo enunciado se infiere que el efecto conjunto de la disrupcion
de la red hifal, de la dilucion de la parte superior del suelo rica en propagulos y de la
descomposicion acelerada de raices en la labranza convencional repercute, en mayor o menor
medida, en la actividad de todos los tipos de propagulo, reflejandose esto en una disminucion en la
infectividad micorrizica del suelo y la colonizacion en estados tempranos.

Existen trabajos que sefialan un efecto positivo de la labranza reducida sobre la colonizacion
micorrizica en comparacion con técnicas convencionales de preparacion del suelo, principalmente
en cultivo de maiz (Douds et al., 1995; McGonigle & Miller, 1996a). Mozafar et al., (2000), en un
ensayo de labranza en Suiza, hallaron un aumento en la colonizacién micorrizica con la siembra
directa respecto a la labranza convencional en esta especie, sin embargo no encontraron diferencias
entre los sistemas de labranza en raices de trigo. En el presente trabajo de tesis, & prolongada

duracién del ensayo de labranzas, el cual fue iniciado en 1993, que implica una repeticion de los

114



disturbios de la labranza convencional y una acumulacion de los propagulos en siembra directa por
varios anos, seguramente fue un factor que contribuy6 a las diferencias halladas entre los dos
sistemas analizados.

La colonizacion micorrizica y la presencia de arbusculos y vesiculas mostraron dindmicas
particulares en los ciclos de cultivo de 2001 y 2002, registrandose variaciones segun los distintos
estados fenoldgicos y tratamientos. En los dos afios se observé un incremento de la colonizacion de
las raices a lo largo del ciclo de cultivo. Esto coincide con los trabajos de Land et al. (1993),
Mohammad ef al. (1998) y Mozafar et al. (2000), que hallaron un aumento de la longitud de raiz
colonizada hasta la fase de llenado de granos.

Como se sefald, en las primeras etapas del cultivo las condiciones del banco de propagulos
de HFMA son determinantes para la colonizacion rapida de las raices. La expresion grafica de la
colonizacion a través del tiempo presenta una curva sigmoidal (Sieverding, 1991). Una mayor
densidad de propagulos suele reducir la longitud de la fase de retraso o lag de esta h curva (Smith
& Read, 1997), por lo tanto se considera que la mayor infectividad micorrizica del suelo registrada
en siembra directa fue un factor decisivo en la mayor colonizaciéon observada en macollaje con
respecto a labranza convencional.

En estados mas avanzados de desarrollo de la colonizacion se determina el nivel maximo,
fase de estabilizacion o plateau, que es resultado de la colonizacién secundaria, es decir la
expansion de las hifas desde los puntos de entrada primarios hacia otras porciones de la raiz. El
nivel de plateau es muy variable, y los factores que afectan las tasas de crecimiento relativo del
hongo y el hospedante pueden cambiar esta situacion de equilibrio (Sieverding, 1991). Amijee et al.
(1986) sefialan que la colonizacién secundaria esta fuertemente determinada por el estado
nutricional de las plantas, formulando estos autores el concepto de “crecimiento hifal controlado”
por el hospedante. Wilson & Tommerup (1992) afirman que este aspecto esta regulado por el flujo
de carbohidratos desde la raiz hacia el componente fingico de la simbiosis. Por todo esto, es

posible que las variaciones en el ambiente fisico-quimico del suelo, el estado nutricional y
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crecimiento de las plantas hospedantes, determinadas por la siembra directa, la labranza
convencional y la fertilizacion nitrogenada, hayan tenido incidencia en los porcentajes de
colonizaciéon de floracion y llenado de granos, estados avanzados del cultivo en los cuales se
produce la colonizacidn secundaria y la fase de plateau o estabilizacion.

En el ensayo a campo efectuado en el afio 2002 y en el bioensayo con suelo no disturbado
en macetas se observo que la fertilizacion nitrogenada tuvo un efecto negativo sobre los porcentajes
de colonizacion, arbusculos y vesiculas en los tratamientos de siembra directa (Figuras 13, 14, 15y
16). En ese sentido, numerosos autores han hallado educciones en la colonizacién micorrizica
arbuscular con aplicaciones de nitrogeno, similares a las registradas en este trabajo (Hayman, 1970;
Kruckelmann, 1975; Jensen & Jacobsen, 1980; Baltruschat & Dehne, 1982). Land et al. (1993), en
un cultivo de trigo en Alemania, encontraron que un aumento en la fertilizacion con N resultd en
una inhibicion marginal de la colonizacion micorrizica. En suelos eutrofizados en California el
porcentaje de colonizaciéon de HFMA en raices de arbustos nativos y herbaceas anuales declind con
el aumento de N (Egerton- Waburton & Allen, 2000; Singiienza, 2000). Treseder & Allen (2002)
analizaron varios experimentos a campo publicados por numerosos autores en donde se efectuaron
aplicaciones de N, y sefialan que existe una gran disparidad entre los resultados de dichos trabajos,
ya que algunos reportan disminuciones en la biomasa de micelio de HFMA como respuesta a las
fertilizaciones con este nutriente mientras que otros sefialan incrementos en este aspecto. Treseder
(2004) realiz6 un meta-analisis de la bibliografia publicada recientemente con el fin de comparar las
respuestas de los hongos micorrizicos a la acumulacion de nitrégeno, fosforo y CO, atmosférico en
estudios a campo. En dicho analisis, la autora sefala que en la mayoria de los trabajos la
fertilizacion nitrogenada disminuyo la actividad de las micorrizas. En esa misma revision, se afirma
que las respuestas de los HFMA a la fertilizacion con N son menos consistentes que las obtenidas
con la aplicacién de fertilizantes fosfatados, ya que existe mucha variacion entre las investigaciones
sobre el efecto de éste elemento y se sefiala que, por este mismo motivo, resulta dificil efectuar

predicciones en condiciones de campo sobre este aspecto.
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Algunos autores consideran que el efecto del nitrogeno sobre los HFMA y su colonizacion
depende del estado de ese elemento en el suelo. Chambers et al. (1980) sostienen que el i6n NH;"
tiene un efecto mas deletéreo sobre la colonizacion micorrizica que el NOs™. El mecanismo no es
conocido completamente, pero Hawkins & George (2001) afirman que el NH;' afecta el

crecimiento de las hifas en forma directa.

La absorcion de N es un parametro sensible a la compactacion de suelo (Alakukku &
Elonen, 1995; Douglas & Crawford, 1993). En los suelos de la estacion experimental “Ing. Agr.
Hirschhorn”, en siembra directa se han registrado altos valores de resistencia a la penetracion
(Balbuena et al. 1996, Golik et al., 2004b) y una menor produccion de materia seca radical con
respecto a labranza convencional en trigo (Sarandon et al, 1994; Golik et al., 2004b). Las
diferencias en resistencia a la penetracion y densidad aparente medidas en las parcelas con siembra
directa y la labranza convencional en los suelos de textura fina de la estacion experimental son
generalmente altas (Fig. 9), por lo que es importante considerarlas en esta discusion. Sarandon et al.
(1997), analizando ensayos efectuados en la estacion experimental donde se desarrolld esta
investigacion, y Bergh ef al. (1996) afirman que la menor capacidad de exploracion radical en
siembra directa podria generar impedimentos para la captacion del nitrégeno. Dicho efecto, sumado
a una disponibilidad de N mas baja, por una menor mineralizaciéon (Doran, 1980; Daniel et al.,
1984) y/o mayor inmovilizacion de N (Alvarez et al., 1998a; Carefoot et al., 1990) frecuentes en
los sistemas de labranza conservacionista, probablemente generen situaciones de deficiencia
nutricional e influyan sobre el crecimiento de las plantas de trigo en siembra directa, que por cierto
registr6 menor biomasa aérea y radical en el tratamiento sin fertilizacion en el afio 2002 (Golik e?
al. 2004a,b). De acuerdo al concepto de “crecimiento hifal controlado” por el hospedante (Amijee
et al., 1986) todas estas condiciones podrian haber influido en forma indirecta sobre las respuestas

de los porcentajes de colonizacion, arbusculos y vesiculas a la fertilizacion en siembra directa.
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Durante el ciclo de cultivo del afio 2002 se obtuvieron mayores porcentajes de arbusculos en
el tratamiento de siembra directa sin fertilizacion nitrogenada (Fig. 15). En el bioensayo en macetas
con bloques de suelo se registr6 la misma tendencia en el porcentaje de estas estructuras. Wilcox
(1996) senala que la planta hospedante posee medios para regular el nimero de arbusculos y la
densidad de los mismos por unidad de longitud de raiz. La degradacion selectiva de arbusculos y la
regulacion de los carbohidratos transferidos a través de las interfaces arbusculares constituyen los
mecanismos a través de los cuales el hospedante controlaria el nimero de estas estructuras (Koide

& Schreiner, 1992).

En la situacion de siembra directa sin fertilizacion nitrogenada del ensayo a ampo, los
analisis del contenido de P en raices mostraron mayores valores de ese elemento en el estado de
floracion de 2002 (Fig. 17), coincidentemente con el mayor nimero de arbusculos hallado. Los
arbusculos tienen un rol importante en la transferencia de nutrientes entre los simbiontes (Smith &
Smith, 1989). El aumento de la absorcion de P en raices colonizadas es uno de los beneficios mas
conocidos de las asociaciones micorrizicas Sieverding, 1991; Smith & Read, 1997), y ha sido

senalado en la bibliografia desde hace muchos anos (Baylis, 1959).

Varios autores sefialan que la formacion de un arbusculo en Triticum aestivum demora
alrededor de 2 o 3 dias y la totalidad del ciclo arbuscular ocurre en un periodo de 7 dias (Bevenge
& Bowen, 1975; Brundrett ef al., 1985). En las raices del ensayo a campo realizado en el 2002 se
observaron estas estructuras desde el muestreo de macollaje hasta el estado de floracion, es decir
por un periodo de mas de 60 dias, lo que indica que la formacién de arbusculos es un proceso
dinamico. Por otro lado, el aumento en el numero de vesiculas es coincidente con los ultimos
estados del cultivo en donde las plantas comienzan su senescencia. Las vesiculas son estructuras de
resistencia (Bonfante-Fasolo, 1984) y su niimero aumenta en raices senescentes o muertas. El

mayor porcentaje de vesiculas registrado en el tratamiento SDNO con respecto a SDN90 coincide

118



con lo reportado por Treseder & Allen (2002), en donde hallaron mayores porcentaje de vesiculas

en suelos con limitaciones en l disponibilidad de N que en suelos fertilizados.

En el afio 2001 se registraron precipitaciones de 390.6 mm desde la siembra hasta el
momento de floracion del cultivo, que constituyen un 171.6 % de la precipitacion historica
registrada para ese periodo. La precipitacion acumulada del mes de agosto resultd 183 mm. (Fig. 8),
que representa cuatro veces la precipitacion historica para ese mes (55.6 mm) y la de octubre 178
mm, casi el doble que su historica (101 mm). Es sabido que la impedancia mecénica de los suelos
decrece con aumentos en el contenido hidrico del suelo (Greacen, 1960; Mirreh & Ketcheson,
1972; Payne, 1973; Bennie & Burger, 1988), y ya se mencion6 que la alta resistencia a la
penetracion fue una caracteristica distintiva en los tratamientos de siembra directa del ensayo. Por
lo tanto, los excesos hidricos podrian dificultar la expresion de las diferencias entre los sistemas de
labranza evaluados. El ciclo del nitrogeno es de gran complejidad, y numerosos trabajos sefialan
que los excesos hidricos predisponen a pérdidas de nitrogeno importantes, via lixiviacion de N
(Kanwar et al., 1985; Melenik et al., 1990; Hubbard ef al., 1991; Jones & Schwab, 1993; Ritter et
al., 1993), volatilizacion de NHj3 a partir de aplicaciones de N en forma de urea (Keller & Mengel,
1986; Urban et al., 1987; Lightner et al., 1990; Stecker et al., 1993) o desnitrificacion por bacterias
anaerobias (Linn & Doran, 1984). Teniendo en cuenta esto, seria riesgoso formular conclusiones
sobre el efecto de la fertilizacion nitrogemada en un afio con las caracteristicas del 2001. En dicho
aflo, a partir de floracidon no se registraron diferencias entre los sistemas de labranza y fertilizacion
en el porcentaje de colonizacion. Se ha sefialado que en estados avanzados del cultivo las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo, el estado nutricional y crecimiento de las plantas ejercerian
influencia sobre la colonizaciéon secundaria. Los excesos hidricos registrados podrian haber
enmascarado las diferencias entre los tratamientos de labranza y fertilizacién, por lo tanto se
considera que los porcentajes de colonizacion obtenidos en ese afio no son representativos de las

situaciones evaluadas. Por todo esto, el analisis y la discusion sobre el efecto de la labranza y la
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fertilizacion sobre los porcentajes de colonizacion, arbusculos y vesiculas se centraron en los datos
obtenidos en el afio 2002 y en el bioensayo en macetas con suelo no disturbado.

Los resultados de las determinaciones de porcentaje de colonizacién, arblisculos, vesiculas e
infectividad micorrizica del suelo determinados en el 2002 mostraron que la siembra directa
favorecié la actividad de los HFMA, siendo el menor grado de disturbio del suelo un factor
decisivo. La fertilizacion nitrogenada registré un efecto negativo sobre la colonizacion micorrizica
en plantas de trigo de los tratamientos de siembra directa cuando fue evaluada en condiciones
hidricas normales. Por otra parte, las raices que exhibian mayores porcentajes de colonizacion

micorrizica y arbusculos en el estado de floracion del 2002 presentaron contenidos mas altos de P.

4.2 Nimero de esporas y su viabilidad

La abundancia de esporas, determinada en los afios 2001, 2002, 2003 y parte de 2004
registrod valores que se encontraron dentro de los rangos sefialados para sistemas agricolas de otras
regiones (Figuras 18, 19 y 20). El nimero de esporas en 100 gramos de suelo en el ensayo de
labranza y fertilizacion registro valores minimos de 47 y maximos de 788 en distintos momentos de
muestreo. Estos valores son cercanos a los citados en la bibliografia. Land et al. (1993), en un
cultivo de trigo en Alemania hallaron valores de 150 a 650 esporas/100 gramos de suelo y Oehl et
al. (2003), en un cultivo de maiz encontraron 250 a 800 esporas. Cabello (1987) en un cultivo de
girasol en el sudeste de la provincia de Buenos Aires hallo desde 300 hasta 700 esporas en 100
gramos de suelo. Por otra parte, en ambientes muy diferentes como los pastizales de altura de la
provincia de Cordoba, Lugo & Cabello (2002) hallaron valores de hasta 4083 esporas/100 mililitros
de suelo, que son muy superiores a los encontrados en las parcelas no disturbadas evaluadas durante
parte de los afios 2003 y 2004, que alcanzaron valores de hasta 599 esporas/100 gramos de suelo.

Las diferencias en la abundancia de esporas entre los sistemas de labranza dependieron del

momento en el cual se efectuaban los muestreos. En lineas generales, en las primeras etapas del
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cultivo se observaron mayores valores en los tratamientos de siembra directa, mientras que en los
estados fenologicos mas avanzados no se registraron diferencias entre los sistemas de labranza
evaluados. En labranza convencional, se observo en los 3 afios analizados un aumento a lo largo del
ciclo de cultivo, mientras que en siembra directa los valores se mantuvieron relativamente estables
o registraron incrementos de menor magnitud.

El nimero de esporas que se determina en los suelos incluye estructuras de formaciéon
reciente, como también esporas formadas en periodos anteriores. Por lo tanto, la supervivencia de
las esporas en el suelo tiene gran incidencia en las variaciones que se registran entre los distintos
muestreos (Lee & Koske, 1994a).

En experimentos en macetas, se ha hallado que la produccion de esporas depende
principalmente del crecimiento de la planta hospedante, la aplicacion de fertilizantes y la intensidad
de luz (Furlan & Fortin, 1977; Douds & Schenck, 1990). En condiciones de campo, los aumentos
en su numero han sido relacionados con el crecimiento de las raices (Hayman, 1970) y con la
madurez o senescencia del hospedante (Hayman, 1970; Koske & Halvorson, 1981; Giovannetti,
1985, Gemma et al., 1989). También, incrementos en la cantidad de esporas han sido asociados con
el progreso de la colonizacion del hongo dentro de las raices de los hospedantes (Gazey et al., 1992;
Abbott & Gazey, 1994). La relacion entre el nimero de estas estructuras y la colonizacion en las
raices es poco clara (Smith & Read, 1997), y algunos autores han hallado correlaciones positivas
entre estas dos variables (Hayman, 1970; Sutton & Barron, 1972; Giovannetti, 1985; Jakobsen &
Nielsen, 1983), mientras que otros no encontraron ninguna asociacion (Powell, 1977; Daniels
Hetrick & Bloom, 1986) o incluso han observado relaciones inversas entre estos aspectos (Louis &
Lim, 1987).

Los agroecosistemas poseen caracteristicas particulares que influyen en la actividad de los
HFMA. Mientras que en ecosistemas naturales existen plantas de diversas especies con distintas
edades y estacionalidad hospedando los HFMA, en sistemas agricolas con cultivos anuales, como el

trigo evaluado, se presentan dos periodos con diferencias muy marcadas: una parte del afio donde se

121



registra una gran densidad de plantas hospedantes coetaneas y pertenecientes a la misma especie, y
luego de la cosecha un periodo de barbecho con ausencia de hospedantes o en algunos casos con
presencia escasa de vegetacion espontdnea de distintas especies. La produccion de esporas depende
del suministro de fotoasimilados de la planta hospedante hacia el hongo (Furlan & Fortin, 1977,
Daft & El Giahmi, 1978), por lo que en los sistemas agricolas suele concentrarse en el tiempo y la
ausencia de plantas hospedantes en los periodos de barbecho impacta sobre la comunidad de
Glomeromycota (Troeh & Loynachan, 2003). Algunas practicas agrondomicas generan disturbios
que afectan la esporulacion de los HFMA (Kurle & Pfleger, 1994). La labranza, a través de cambios
generados en la colonizacidon micorrizica, como los registrados en este trabajo, o por medio de
efectos indirectos tales como variaciones en caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, en el
crecimiento de las plantas y/o de otros organismos, seguramente constituye una practica que incide
sobre la formacion de estas estructuras.

Se conoce que las esporas pueden sobrevivir varios afios en el suelo (Sieverding, 1991). La
supervivencia de una espora en el suelo depende de caracteristicas en su morfologia, determinadas
principalmente por su edad y la especie de Glomeromycota a la que pertenece, como también de
factores biodticos y abidticos del ambiente. La muerte de esporas constituye uno de los factores
principales que determina las variaciones estacionales en su cantidad, sin embargo la bibliografia
sobre el tema es escasa en comparacion con la que trata sobre la esporulacion (Lee & Koske,
1994a). En ecosistemas naturales, las disminuciones en el niimero de estas estructuras han sido
atribuidas principalmente a su germinacion, actividad de la macro y microfauna y la destruccion por
hongos de suelo y otros parasitos (Gerdemann & Trappe, 1974; Mcllveen & Cole, 1976; Ross &
Ruttencutter, 1977; Ross & Daniels, 1982; Rabatin & Stinner, 1985, 1988) Los HFMA son
comunmente infectados por otros hongos (Daniels & Menge, 1980; Lee & Koske, 1994a; Rousseau
et al., 1996) o por actinomycetes (Lee & Koske, 1994b). Las condiciones ambientales tienen
influencia sobre estos procesos; Janos (1980) y Koske (1988) informan que la predacion y la

degradacion de esporas de HFMA son generalmente mayores en suelos tropicales y dunas que en
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sitios templados. En un agroecosistema, las practicas agronomicas también pueden generar
disminuciones en la densidad de esporas en el suelo. La inversion del pan de tierra en la labranza
convencional, al diluir el suelo rico en propagulo con otro mds pobre, afecta directamente la
presencia de estas estructuras (Crovetto, 1985; Sieverding, 1991).

Las determinaciones del nimero de esporas totales reflejan entonces tanto la esporulacion
como también la accion de numerosos factores que afectan su supervivencia y acumulacion en el
suelo. Por lo tanto, su densidad es el resultado de un complejo balance y, si bien la esporulacion
seguramente estéd relacionada con la actividad reciente de los HFMA, el nimero de estas estructuras
en el suelo puede no ser una informacion concluyente debido a que las mediciones incluyen esporas
formadas en distintos momentos.

En los 3 afos de evaluacion del ensayo de campo, en los primeros estados de desarrollo del
cultivo se registr6 un mayor nimero de esporas en siembra directa con respecto a la labranza
convencional. La mayor cantidad de estas estructuras en siembra directa en los muestreos de
macollaje puede ser producto de una mayor o mas rapida esporulacion como también de la
existencia de esporas remanentes formadas durante el ciclo de trigo anterior o en el barbecho
previo. Como ya se ha mencionado, la produccion de estas estructuras se asocia a estados cercanos
a la madurez y senescencia del hospedante. Entre las especies de Glomeromycota, se conoce que
existen diferencias en su rapidez para brmar esporas (Gazey et al., 1992), y hay trabajos que
sefialan que algunas especies son capaces de producir estas estructuras reproductivas muy
temprano, es decir a partir de 3-4 semanas luego de la colonizacioén primaria en la raiz, mientras que
otras especies de Glomeromycota requieren mas de 6 meses para iniciar este proceso (Sieverding,
1991). De acuerdo a lo enunciado por estos autores, se puede inferir que buena parte de las esporas
registradas en los muestreos de macollaje, cuando el cultivo tenia alrededor de 60 dias, no habrian
sido formadas en ese mismo estado fenologico, sino en momentos previos a la instalacion del
cultivo. No ha sido el objetivo de la presente tesis determinar la edad o el momento de formacion de

las esporas, y hasta la fecha no se conoce una metodologia que permita efectuar esa diferenciacion.

123



Las tinciones vitales de esporas con colorantes basados en sales de tetrazolio son Tttiles para
determinar su capacidad para actuar como propagulo, sin embargo una reaccion positiva utilizando
esta técnica no constituye evidencia de la formacion reciente de la estructura, y su asociacion con la
edad de las esporas es meramente especulativa (An et al., 1998). Tomando como supuesto que
buena parte de las esporas halladas en macollaje habrian sido formadas en periodos anteriores, el
mencionado efecto de “dilucion” efectuado por el arado podria considerarse entre los factores que
determinaron una menor densidad de esporas en labranza convencional en los muestreos de
macollaje.

Douds et al. (1993) senalan que la produccion de esporas de hongos MA puede reducirse
cuando el suelo ha sido labrado. En estados mas avanzados del cultivo, cuando la simbiosis
micorrizica esta bien establecida, es dable considerar que la produccion de esporas reciente tendria
una incidencia creciente en la cantidad de las mismas en el suelo en relacion con las esporas
remanentes de periodos anteriores, lo que conduce a inferir que diferencias en la densidad de las
mismas entre los tratamientos pueden ser producto de diferentes tasas de esporulaciéon. Como ya fue
expuesto en los resultados y discutido en la secciéon 4.1, en siembra directa la colonizacion
micorrizica ocurrid mas rapidamente que en labranza convencional y se determind en el suelo bajo
este sistema una mayor infectividad micorrizica. Resulta riesgoso efectuar inferencias sobre la
poblacion de esporas y su produccion en base a datos sobre colonizacion (Smith & Read, 1997) y
debido a la dificultad para determinar el momento de formacion de las esporas, no se pretende en
este trabajo establecer relaciones causales. Sin embargo, es interesante sefialar que las diferencias
entre los tratamientos de labranza y fertilizacion en el porcentaje de colonizaciéon a partir de
floracion muestran tendencias similares a las halladas para el nimero de esporas en 100 g de suelo
seco, por lo que es muy probable que en estados avanzados del ciclo de cultivo de trigo haya
existido una mayor formacion de esporas en siembra directa.

En el presente trabajo, se registré un aumento en el nimero de esporas totales a lo largo del

ciclo de cultivo, principalmente en labranza convencional. Estas observaciones coinciden con los
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resultados de determinaciones a campo efectuadas en cultivos de trigo (Land et al., 1993) y maiz
(Troeh & Loynachan, 2003) con este sistema de labranza.

En la seccion de resultados se muestra que en los afios 2001 y 2003 la densidad de esporas
en siembra directa se mantuvo relativamente estable durante el ciclo de cultivo. En la mayoria de
los estudios publicados que comparan el nimero de esporas en siembra directa y labranza
convencional se efectuaron muestreos en un solo momento del afio, por lo que existe escasa
informacion para discutir sobre diferencias en el nimero de esporas a través del ciclo de cultivo
entre los dos sistemas (Kabir et al, 1998; Jansa et al., 2002; Crovetto, 1985). En el afio 2002 en
siembra directa el numero de esporas registrd una leve disminucion desde macollaje hasta floracion,
seguida por un posterior aumento en llenado de granos. Las numerosas variables que determinan la
cantidad de esporas en el suelo en condiciones de campo hacen que sea dificil ser concluyente
respecto a este hecho. No obstante, es importante mencionar que cuando se efectian varios
muestreos a lo largo de un ciclo de cultivo es frecuente observar estas fluctuaciones (Saif, 1977;
Cabello, 1987).

Los trabajos mas difundidos que comparan el nimero de esporas en siembra directa y
labranza convencional se llevaron a cabo en cultivos de maiz. En el trabajo de Jansa et al. (2002),
que se efectu6 sobre el rastrojo de un cultivo de esta especie, no se hallaron diferencias
significativas entre los sistemas de labranza. Kabir et al. (1998), también en maiz, registrd6 un
mayor numero de esporas en siembra directa con respecto a labranza convencional durante el
llenado de granos. Crovetto (1985) sefiala una poblacion de esporas tres o cuatro veces mayor en un
cultivo de maiz luego de 6 afios de siembra directa. En el cultivo de trigo evaluado en este trabajo
se registraron en varios de los muestreos efectuados durante 2001, 2002 y 2003 mayores densidades
de esporas en siembra directa que en labranza convencional, lo que en lineas generales coincide con
lo sefialado por los dos ultimos autores citados, si bien éstos efectuaron las evaluaciones en cultivos

de otra especie.
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En cuanto a la relacion entre la fertilizacion nitrogenada y la densidad de esporas, en
condiciones de campo este aspecto presenta una complejidad ain mayor que la sefalada en la
seccion 4.1 para la colonizacion. Sin embargo, en el afio 2002, en el cual se registr6 un balance
hidrico normal, el nimero de esporas en los distintos tratamientos en floracion mostrd las mismas
tendencias que la colonizacion determinada en ese momento, y se obtuvo un menor niimero de
esporas en el tratamiento de siembra directa fertilizado con respecto al no fertilizado. Una
reduccion en el nimero de esporas de HFMA en suelos fertilizados fue observada por Hayman
(1970).

En el periodo septiembre 2003-junio 2004 se incluy6 la parcela no disturbada en el anélisis
del nimero de esporas y se efectuaron determinaciones de viabilidad. Los resultados obtenidos para
ese periodo ponen en evidencia diferencias en la dindmica de los HFMA en los tratamientos
cultivados respecto al campo no disturbado con vegetacion espontanea evaluado. Comparando los
tratamientos a través del afio, en labranza convencional y siembra directa se registraron incrementos
en el nimero de esporas durante el ciclo del cultivo de trigo, mientras que en el tratamiento no
cultivado los mayores valores fueron hallados en el otoflo, y los menores en primavera. Variaciones
estacionales con picos en la densidad de esporas en verano-otofio fueron observados por Lugo &
Cabello (2002) en pastizales de altura en la provincia de Cordoba. En los tratamientos cultivados, el
aumento en el nimero de esporas durante el ciclo de cultivo de trigo indica que tanto las practicas
agricolas como el desarrollo del cultivo tuvieron gran influencia sobre la densidad de esporas en el
suelo, y estos aspectos enmascararon los efectos de estacionalidad que fueron observados en los
sistemas no disturbados.

Thompson (1987) y Troeh & Loynachan (2003) efectuaron estudios de la poblacion de
esporas en situaciones de barbecho en Queensland (Australia) y Iowa (EUA), y afirman que la
densidad de estas estructuras en el suelo declina durante estos periodos. En el ensayo de labranza, el
numero de esporas no disminuy6 en las determinaciones efectuadas en el barbecho de 2001-2002 y

2002-2003, y registrd fluctuaciones en los muestreos del otofno-invierno de 2004. Las diferencias
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entre lo sefialado por estos autores y el presente ensayo pueden atribuirse a que las investigaciones
citadas fueron efectuadas en situaciones con periodos de barbecho mayores a 12 meses, y ambientes
semiaridos o con inviernos cubiertos de nieve, muy distintos a las condiciones templadas
registradas en la regiébn pampeana que permiten la presencia de vegetacion espontanea. La
influencia de la vegetacion espontanea en el barbecho sobre los HFMA fue citada por otros autores,
entre ellos Jansa et al. (2002).

Los porcentajes de viabilidad determinados durante el ciclo del trigo en los tratamientos
cultivados oscilaron entre 25 y 52 %. Estos valores son inferiores a determinados por Veldzquez &
Cabello (2003), que obtuvieron 86 % de viabilidad en esporas almacenadas en condiciones de
refrigeracion. Los porcentajes de viabilidad registrados en los suelos de la estacion experimental
son similares a los valores de 35-60% reportados por An ef al. (1998) en suelos de Kentucky y los
determinados por Diop et al. (1994) en la rizésfera de ejemplares de Acacia albida en Senegal,
cuyos porcentajes de viabilidad resultaron alrededor de 40 %. Como se ha mencionado, el banco de
esporas en el suelo estd constituido por estructuras de diferente edad y momento de formacion y se
encuentra sujeto a degradacion y/o predacion por diversos organismos. Por ello, se considera
normal que los valores de viabilidad hallados en los suelos del ensayo hayan resultado muy
inferiores a los determinados en esporas almacenadas con temperaturas bajas.

En general la viabilidad de esporas no mostré diferencias entre los tratamientos cultivados,
aunque fue ligeramente mayor en el tratamiento de labranza convencional con respecto a siembra
directa. Se ha sefialado que la viabilidad no permite determinar el momento de formacion de las
esporas (An et al., 1998), ya que el estado de conservacion de las esporas depende no s6lo de su
edad, sino también de la accion de microorganismos u otros factores. No obstante, si se considera
que la siembra directa, debido a la ausencia de efectos de dilucion y mezcla de suelo, favoreceria la
presencia en el mismo de estructuras formadas en periodos anteriores, el porcentaje de viabilidad
ligeramente mayor registrado en las esporas de labranza convencional apoya la suposicién

formulada.
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Las tendencias en el numero de esporas/100 g. de suelo seco, y su viabilidad, resultaron
menos claras que las halladas para los porcentajes de colonizacidon, arbusculos, vesiculas e
infectividad micorrizica del suelo. La repeticion de muestreos en el ensayo de labranza y
fertilizacion en varios momentos durante 3 afios muestra variaciones que no han sido sefialadas por
otros trabajos que comparan estos sistemas de labranza, ya que los mismos formulan conclusiones
en base a datos de un solo momento de muestreo. Por otra parte, los resultados de la densidad de
esporas reflejan la complejidad de las situaciones de campo, en donde existen numerosas variables

que influyen sobre la colonizacion, esporulacion y supervivencia de estas estructuras.

4.3 Biodiversidad de Glomeromycota:

Los muestreos efectuados en el ensayo de labranza y fertilizacion durante distintos estados
del cultivo en los afios 2001 y 2002 permitieron alcanzar un conocimiento completo de la
comunidad de HFMA, registrandose diferencias entre las distintas situaciones evaluadas. Las 24
especies de Glomeromycota halladas en las muestras de campo constituyen un nimero
relativamente alto, si se tiene en cuenta que otros trabajos efectuados en sistemas agricolas reportan
entre 8 y 20 especies (Land & Schonbeck, 1991; Douds & Millner, 1999; Fitter, 2001; Jansa et al.;
2002; Oehl et al., 2003). En suelos con pastizales, pasturas implantadas con trébol rojo (Trifolium
pratense L.), cultivos de trigo y cebada en la provincia de Buenos Aires, Menéndez et al. (2001)
hallaron un total de 17 especies de HFMA, aunque en las parcelas cultivadas con trigo y cebada
dichos autores encontraron 5 y 4 especies respectivamente.

Como se menciona en la seccion resultados (pag. 99 y tabla 5), las especies caracteristicas
del ensayo de labranza evaluado fueron Glomus etunicatum, Glomus claroideum, Glomus clarum'y
Glomus mosseae. Glomus etunicatum es una de las especies de Glomeromycota mas cosmopolita,
ya que han sido halladas esporas de esta especie en diversos ambientes, desde la tundra de Alaska

hasta los desiertos de Namibia (http://invam.caf.wvu.edu). En Argentina, esta especie fue citada por
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Fracchia (2002). Se conoce que Glomus claroideum esta ampliamente distribuido en suelos arables
del norte de Europa y EUA, y que forma micorrizas con un amplio rango de hospedantes (Walker
& Vestberg, 1998). En Colombia, Sieverding (1991) hall6 esporas de Glomus clarum en un diverso
rango de condiciones ambientales. En Argentina esta especie fue hallada en los bosques de Celtis
tala y Scutia buxifolia ubicados en el partido de Magdalena (Irrazabal et al., 2004). Glomus
mosseae es una de las especies de HFMA mas estudiadas, ya que la primera inoculacion con
HFMA exitosa fue efectuada utilizando esta especie (Mosse, 1953). Existen referencias de la
presencia de G. mosseae en campos agricolas de la provincia de Buenos Aires (Menéndez et al.,
2001) y en bosques de Celtis tala en Magdalena (Irrazabal et al, 2004).

Es importante resaltar que todas estas especies consideradas caracteristicas pertenecen a la
familia Glomeraceae. La prevalencia de Glomeraceae en suelos agricolas fue observada por
Blaszkowski (1993) y Talukdar & Germida (1993). Existen varios registros de las especies
caracteristicas mencionadas en sistemas cultivados de otras partes del mundo. En sistemas agricolas
de Europa y Ameérica del Norte se encuentran muy difundidas Glomus etunicatum y G. mosseae
(Land et al., 1993; Kurle & Pfleger, 1996; Douds & Millner, 1999; Galvez et al., 2001; Jansa et al.,
2002; Oehl et al., 2003; 2004). Glomus claroideum ha sido hallada con alta dominancia en
agroecosistemas de Finlandia, junto con G. mosseae (Kahiluoto & Vestverg, 1999). Con respecto a
Glomus clarum, Sieverding (1991) hallo esta especie en suelos cultivados de Colombia.

En los ensayos de labranza y fertilizacion efectuados en la estacion experimental “Ing. Agr.
Hirschhorn” la contribucion de especies pertenecientes a la familia Glomeraceae resulté mayor en
los tratamientos de siembra directa, en detrimento de Acaulosporaceae y Gigasporaceae (Tablas 3
y 5, Figuras 22 y 26), por lo que la equidad en la proporcion de las tres familias de Glomeromycota
fue menor en este sistema conservacionista. Es muy escasa la bibliografia existente sobre el efecto
de los sistemas de labranza sobre la biodiversidad de Glomeromycota. Jansa et al. (2002), en un
suelo de Suiza con manejo continuo en siembra directa durante 13 afios con rotacion de cultivos

encontraron una menor incidencia de Glomus spp. en parcelas con este sistema conservacionista
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con respecto a labranza convencional, lo que no es concordante con los resultados de la presente
investigacion.

Los efectos de la labranza y la siembra directa difieren segun las condiciones
edafoclimaticas imperantes, la historia agronomica del lote y el manejo de los cultivos, por lo tanto
es riesgoso generalizar, y se considera razonable que existan diferencias entre hallazgos de distintos
autores. Algunas publicaciones sefialan que la siembra directa, merced a la no-remocion del suelo,
permitiria la recomposicion de una parte importante de la biota del suelo y sus cadenas troficas.
Hendrix et al. (1990) afirmaron que este sistema conservacionista, debido a la ausencia del
disturbio de la labranza, permite una mayor compartimentalizacion en el tiempo y en el espacio,
creando oportunidades para el establecimiento de diversos organismos en un niimero muy superior
al de los manejos convencionales. Esto puede cumplirse para algunos organismos, y en situaciones
particulares, sin embargo otras practicas culturales pueden tener gran influencia cuando actuan
conjuntamente con la siembra directa. Como se ha sefialado en la introduccion, el cultivo continuo
de la misma especie en un lote ejerce una importante influencia sobre la macro, meso y microbiota
del suelo, por lo tanto el efecto combinado de la siembra directa y el cultivo reiterado de trigo en
los ultimos afios del ensayo de labranza pudo haber sido determinante en los resultados del presente
trabajo.

Muchos organismos se ven favorecidos en situaciones de cultivo continuo de una especie y
siembra directa con respecto al manejo con labranza convencional o rotacion. Debido a su
importancia econdmica, se han efectuado numerosas investigaciones que sefialan incrementos en la
abundancia de hongos fitopatdogenos en situaciones de siembra directa y cultivo reiterado de trigo,
por ejemplo, en los hongos causantes de manchas foliares del trigo, como Drechslera tritici-
repentis, Septoria tritici 'y Septoria nodorum (Reis et al., 1992) o en organismos que producen
enfermedades en el sistema radical en esta especie como Gaeumannomyces graminis var. tritici y

Bipolaris sorokiniana (Santos et al., 1998). El aumento de la incidencia de estas enfermedades en
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siembra directa con la reiteracion de un mismo cultivo es atribuido a la mayor disponibilidad de
indculo de los hongos que las producen (Carmona & Reis, 1998).

En el caso de los HFMA, el cultivo continuo de un mismo hospedante es sefialado como un
factor de gran influencia sobre las comunidades de estos hongos Hetrick, 1984; Johnson et al.,
1991,1992; Wilson & Tommerup, 1992;). Aunque generalmente se afirma que la especificidad en
las micorrizas arbusculares es baja (Gerdemann, 1965; Mosse, 1973) varios ensayos han verificado
que las tasas de crecimiento de los HFMA pueden ser alteradas por la especie vegetal a la que se
encuentran asociados, principalmente en condiciones de campo (Bever ef al., 2001) y se considera
que la falta de diversidad de hospedantes, es capaz de ejercer presiones de seleccion en las
comunidades de Glomeromycota (Johnson et al., 1991). La ausencia de disturbios en siembra
directa continua podria favorecer dicha seleccion de especies de HFMA por el hospedante,
impactando sobre la biodiversidad de HFMA. Por lo tanto, es dable considerar que la mayor
contribucion de especies pertenecientes a la familia Glomeraceae, registrada en siembra directa en
los ensayos efectuados en la estacion experimental, que indica una distribucién menos equitativa
entre las familias de Glomeromycota, puede haber sido favorecida por la reiteracion del cultivo de
trigo en los ultimos afios y la no disrupcion de la red hifal en este sistema por el periodo
ininterrumpido de varios anos desde la implementacion del ensayo.

Allen et al. (2003) sefialan que la colonizacion de la raices por Glomeromycota esta mediada
por interacciones interespecificas que incluyen competencia, antagonismo y dominancia, por lo que
la diversidad de esporas en el suelo seguramente esta influenciada por estas relaciones. Resultados
de algunos estudios (Sylvia, 1986; Koske, 1987) sugieren que las especies individuales de HFMA
compiten por recursos a través de una combinacion de estrategias que resultan en el mantenimiento
de una comunidad de HFMA diversa. Las especies de HFMA pueden tener diferencias ecoldgicas,
ocupando diferentes nichos. Una especie individual de Glomeromycota puede ser competitivamente
superior en su nicho especifico, y la presencia de multiples nichos en el hébitat posibilita el

mantenimiento de la diversidad fungica (Bever et al, 2001). Es claro que esta multiplicidad de
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nichos puede resultar reducida por la presencia de un unico cultivo hospedante por varios afos,
reflejandose ésto en la biodiversidad de Glomeromycota.

Como se ha sefialado en la introduccion, el conocimiento de los distintos roles de las
especies individuales de Glomeromycota es aun escaso. Algunos autores afirman que existen
diferencias en las estrategias de vida de las taxa pertenecientes este phylum (Wilson & Tommerup,
1992; Brundrett et al. 1999; Hart & Reader, 2002; Klironomos & Hart, 2002). La presencia o
ausencia del disturbio de la labranza durante varios afios determina situaciones muy diferentes. Por
todo esto, la mayor proporcion de esporas pertenecientes a Glomeraceae en siembra directa puede
estar relacionada con diferencias en habilidad competitiva u otras caracteristicas funcionales entre
las especies de HFMA.

En cuanto al efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre la composicion de la comunidad de
Glomeromycota, los datos de los porcentajes de cada familia, promedio de los afios 2001 y 2002,
muestran una disminucion de especies pertenecientes a Gigasporaceae con el aumento de
fertilizacion en siembra directa (Fig. 26). En la introduccion del presente trabajo se mencion6 que
la siembra directa esta asociada a menores disponibilidades de N (Doran, 1980; Daniel ef al., 1984),
por lo que es razonable que el efecto de la fertilizacion nitrogenada sea mas notorio en este sistema
conservacionista.

Aunque, como ya fue sefalado, el conocimiento sobre diferencias funcionales entre las taxa
de Glomeromycota es todavia escaso, algunos trabajos (Eom ef al, 1999; Egertonr Warburton &
Allen, 2000) afirman que existen variaciones en la respuesta de las diversas especies de HFMA al
enriquecimiento con N. Egerton-Warburton & Allen (2000), estudiando la diversidad de HFMA a
lo largo de un gradiente de deposicion de N por eutrofizacion en ecosistemas costeros de California,
hallaron una disminucion en el numero de especies de Glomeromycota con el aumento de N. En el
presente trabajo de tesis, no existieron diferencias entre el nimero de especies entre los tratamientos
fertilizados y no fertilizados. En la publicacion anteriormente citada, los autores mencionan que las

especies con esporas mdas grandes, pertenecientes a los géneros Scutellospora y Gigaspora,
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disminuyeron su incidencia o desaparecieron en las situaciones con elevada disponibilidad de N.
Un patrén similar fue encontrado cuando se analizaron y compararon muestras de suelo guardadas
desde el afio 1937 con otras recolectadas recientemente en suelos eutrofizados en las cercanias a
Los Angeles (Egerton- Waburton ef al. 2001). En las muestras almacenadas la cantidad de esporas
grandes resulté mayor que en los suelos actuales luego de la acumulacién de nitrégeno por procesos
de eutrofizacion. Johnson (1993) en pastizales de Minessota estudio el efecto de la aplicacion de un
fertilizante compuesto por varios elementos (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Co, Mn, y Mo) y hallé que
las abundancias relativas de especies de Gigasporaceae como Gigaspora gigantea, G. margarita y
Scutellospora callospora disminuyeron con la aplicacion de este fertilizante compuesto. En una
revision de varios trabajos, Tresseder (2005) sefiala que las Gigasporaceae presentan caracteristicas
que les permiten tolerar bajas disponibilidades de N, siendo competitivos en esa situacion. La
mayor proporcion de Gigasporaceae hallada en el tratamiento no fertilizado de siembra directa
muestra las mismas tendencias que los trabajos citados.

En cuanto al indice de Shannon & Weaver (H), este indicador fue utilizado por Wardle
(1995) para evaluar y comparar la biodiversidad de varios grupos taxondmicos y funcionales
pertenecientes a la macro, meso y microbiota del suelo en sistemas de labranza convencional y
siembra directa. Este autor analizo datos extraidos de 20 estudios de campo yconcluyd que existia
un menor efecto de la labranza sobre la diversidad (H) de los organismos de suelo mas pequefios
(hongos y nematodos) que sobre los indices correspondientes a la meso y macro fauna. En la
presente investigacion, se registraron diferencias en los valores de H entre los sistemas de labranza,
aunque las mismas fueron variables segin el estado fenoldgico analizado. En el afio 2001 los
tratamientos de labranza convencional mostraron mayores valores de H que los de siembra directa,
principalmente en el estado de macollaje. Esta tendencia concuerda con las anteriormente sefialadas
para las contribuciones de las familias de Glomeromycota y apoya lo sugerido en cuanto a la
existencia de una presion de seleccion en la comunidad de HFMA ejercida por la siembra directa

que impacta negativamente en su biodiversidad.
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Jansa et al. (2002) afirmaron que el indice Hde Shannon-Weaver no refleja apropiadamente
los cambios en la comunidad de Glomeromycota. Sin embargo, en el agroecosistema evaluado para
esta investigacion se encontré que este indice, que resulta del producto de dos componentes
principales de la diversidad: equidad y riqueza especifica, fue util para explicar las diferencias
halladas. En los casos donde existen diferencias notorias en la proporcion de las especies en las
muestras, la equidad de su distribucion decrece, alterando el indice de biodiversidad H (Frontier &
Pichod-Viale, 1995). Por lo tanto, incrementos en la biodiversidad no s6lo implican aumentos en el
numero de especies, sino también en la equidad de su distribucion. (Frontier & Pichod-Viale,
1995).

Los indices de biodiversidad mostraron mayores variaciones entre los distintos momentos
del ciclo de cultivo que aquellas entre los diferentes tratamientos. En las figuras 22 y 25 se pueden
observar aumentos del indice H coincidentes con el ciclo de crecimiento del cultivo hospedante.
Sieverding (1991) sefiala que existen diferencias entre las especies de Glomeromycota en cuanto al
tiempo requerido para comenzar a producir esporas. Por lo tanto, es dable considerar que las
especies de HFMA que presentan esporulacion tardia pueden tener mayor incidencia sobre los
indices de biodiversidad en los estados finales del cultivo, reflejandose ésto en aumentos del indice
H.

Durante el barbecho, se observd un aumento de las especies del género Glomus, tales como
Glomus coronatum, G. etunicatum, G. claroideum y G. mosseae (barbecho 2001-2002), y G.
etunicatum (barbecho 2002-2003). El predominio de especies pertenecientes a Glomeraceae en esa
situacion coincide con lo hallado en suelos barbechados de lowa por Troeh & Loynachan (2003),
donde también se registr6 una gran abundancia de Glomus etunicatum.

Generalmente se considera que cuando existe una mezcla de hospedantes, como en las
parcelas sin disturbar con vegetacion espontanea, la presencia de plantas de distinta especie permite
el sustento de un mayor rango de especies de HFMA que los cultivos (Wilson & Tommerup, 1992).

En el presente trabajo, en dicho tratamiento se hallaron valores de riqueza especifica e indices de
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diversidad de Glomeromycota similares a los registrados en los tratamientos cultivados. Sin
embargo, cuando se efectud el analisis de la proporcion segun familias se encontraron diferencias,
ya que se halldé una mayor contribucion de especies pertenecientes a la familia Gigasporaceae en el
tratamiento no cultivado con respecto a las encontradas en las distintas situaciones del ensayo de
labranza. La disminucioén de la proporcion de especies de Gigasporaceae en sistemas cultivados
esta de acuerdo con lo observado en Polonia por Blaszkowski (1993).

Finalmente, como se ha destacado, el analisis de biodiversidad efectuado teniendo en cuenta
la contribucion de cada familia de Glomeromycota mostré diferencias entre los sistemas de
labranza, fertilizacion y entre las situaciones cultivadas y no cultivadas. Estos resultados llevan a
considerar lo propuesto por Hart & Reader (2002), en cuanto a que las bases taxondmicas para la

diferenciacion de Glomeromycota a nivel familia tienen relacion con aspectos funcionales.

4.4 Aislamientos utilizando diferentes fuentes de propagulos de HFMA: relacion entre

fuente de propagulo y taxas de Glomeromycota

En la seccion 4.1 se sugirid que la red de hifas podria constituir un tipo de propagulo
importante, principalmente en la situacion de siembra directa en donde no existio el disturbio de la
labranza. Los resultados de los estudios de biodiversidad de Glomeromycota efectuados en la
estacion experimental mostraron que en dicho sistema conservacionista se registrd una mayor
contribuciéon de la familia Glomeraceae. Ya se ha mencionado que los conocimientos sobre
diferencias funcionales entre las taxa de Glomeromycota son todavia escasos. Brundrett et al.
(1999) y Klironomos & Hart (2002) afirman que la capacidad de las taxa de HFMA para utilizar
distintos tipos de propagulo difiere entre los géneros o familias. Los aislamientos a partir de
distintos tipos de propagulos fueron efectuados con la finalidad de comprender la importancia de
las diferentes fuentes de inoculo en las taxa de Glomeromycota y relacionar los resultados con lo

observado en los ensayos de campo. Varios trabajos publicados sefialan que determinados
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aislamientos, particularmente los realizados a partir de suelo diluido, denominados también
“cultivos trampa”, han permitido hallar especies que no habian sido observadas en muestras de
campo (Miller ef al., 1985; An et al., 1990; Stutz & Morton, 1996). Por ello, otro objetivo de los
aislamientos fue verificar lo postulado por estos trabajos utilizando como propagulo material
proveniente del ensayo de labranza. En el momento donde se recolecté el material para los
aislamientos se hallaban en los suelos porcentajes de Acaulosporaceae, Gigasporaceae 'y
Glomeraceae similares a los obtenidos en los muestreos de los afios 2001 y 2002 (Tabla 6). Sin
embargo, es interesante resaltar que en los 4 tipos de aislamiento efectuados, es decir a partir de
diluciones de suelo, micelio obtenido de tamizados, raices colonizadas y plantas de trigo
transplantadas, se registraron dominancias de Glomeraceae superiores al 90 %. La dominancia de
especies de esa familia en los aislamientos pone en evidencia que existido una preferencia de los
miembros de Glomeraceae para utilizar los propagulos presentes en los aislamientos evaluados y
que las especies de Acaulosporaceae y Gigasporaceae que se encuentran en los suelos de la
estacion experimental tuvieron escaso €xito en su establecimiento a partir de dichas fuentes de
inoculo.

Existen referencias de que las distintas taxa de Glomeromycota no utilizan los diferentes
tipos de propagulo de la misma manera (INVAM, 1993), sin embargo los trabajos publicados
muestran evidencias conflictivas sobre este tema. Abbott et al. (1994) hallaron que las piezas de
raices micorrizadas eran propagulos efectivos para lograr aislamientos de Glomus y Acaulospora,
pero no para Scutellospora. Biermann & Lindermann (1983) reportaron resultados similares. Estos
autores examinaron el rol de fragmentos de raices como propagulos y encontraron alta infectividad
a partir de aquellos que contenian especies de Glomus y Acaulospora, pero no obtuvieron
colonizacion partiendo de fragmentos de raices con especies de Gigaspora. Brundrett et al. (1999)
testearon el éxito en el establecimiento de la diversidad de HFMA utilizando diferentes fuentes de
inoculo y hallaron que las esporas colectadas a campo fueron ftiles para el establecimiento de la

mayoria de las especies de Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora, mientras que los intentos de
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obtener especies de estos géneros a partir de fragmentos de raices no resultaron exitosos. Por otro
lado, estos mismos autores encontraron que cuando se utilizaban esporas provenientes de campo
como inoculo las especies de Glomus spp. eran dificilmente recuperadas, pero presentaron altas
dominancia cuando se utilizaban fragmentos de raices o porciones intactas de suelo. Klironomos &
Hart (2002) encontraron que las especies de Glomus y Acaulospora eran igualmente capaces de
colonizar raices utilizando esporas, fragmentos de raices e hifas. Oehl et al. (2003) reportaron alta
dominancia de Glomus etunicatum, G. mosseae y G. geosporum en plantas trampa con suelo
diluido provenientes de sistemas agricolas del centro de Europa.

Mientras que la mayoria de los estudios sugieren que los miembros de Gigaspora y
Scutellospora dependen de la existencia de esporas para el logro de una colonizacidn exitosa, otros
estudios han hallado resultados que contradicen estas afirmaciones. Tommerup & Abbot (1981)
estudiaron la infectividad potencial de fragmentos secos de raices de 6 meses, conteniendo especies
de Glomus, Scutellospora y Gigaspora y hallaron que las hifas emergentes de los fragmentos de
raices muertas creaban nuevas infecciones tanto en Glomus como en Scutellospora y Gigaspora.
Asimismo, Braunberger et al. (1996) encontraron que una especie de Scutellospora era capaz de
colonizar nuevas raices a partir de raices secas.

En los aislamientos a partir de suelo y micelio efectuados para este trabajo de tesis se
encontraron especies pertenecientes a Acaulosporaceae y Gigasporaceae (Tabla 6), sin embargo
las proporciones de esporas pertenecientes a esas familias fueron muy pequefias si se comparan con
las obtenidas para especies de Glomeraceae (Tabla 7). En los aislamientos a partir de micelio, la
ausencia de esporas disminuyd en forma drastica la presencia de Acaulosporaceae 'y
Gigasporaceae, mientras que las especies de Glomeraceae no se vieron perjudicadas y alcanzaron
las notables dominancias observadas utilizando hifas como unica fuente de propagulo. Brundrett et
al. (1999) senalaron que las esporas parecen tener escasa relevancia como propagulos para algunas

especies de Glomus, pero su importancia es mayor en especies de Acaulospora, Gigaspora y
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Scutellospora. Los resultados de los aislamientos efectuados para esta tesis coinciden con las
afirmaciones de estos autores.

En los aislamientos a partir de suelo, el efecto de la dilucidon con sustrato estéril conduce a
una disminucion de la densidad de indculo y cambia las condiciones de competencia a través de un
aumento del espacio a ser colonizado por la microbiota del suelo, mientras que en el suelo no
diluido la competencia ocurre dentro de nichos ecologicos, al ser mas restringido el espacio para la
colonizacion (Plenchette et al., 1989). Los métodos de cultivo trampa con suelo diluido usualmente
resultan en una mezcla de especies que cambia con las subsiguientes generaciones de cultivo
(Morton et al., 1993; Bever et al., 1996). Varios autores sefialan que los aislamientos basados en
métodos de dilucion permiten la recuperacion de una mayor cantidad de especies que otros
procedimientos (An et al., 1990; Watson & Milner, 1996). En el presente trabajo, este tipo de
aislamiento permitid recuperar un nimero de especies superior a los efectuados a partir de raices
colonizadas o plantas transplantadas, lo que concuerda con los hallazgos de Brundrett et al. (1999).

Algunos trabajos sefialan que los cultivos trampa pueden revelar especies no observadas en
muestras de campo (Miller et al., 1985; An et al., 1990; Stutz & Morton, 1996, Oehl et al., 2004).
En el presente trabajo, todas las especies obtenidas en el aislamiento con suelo diluido estaban
también presentes en las muestras extraidas del ensayo de campo. El nimero de especies
recuperadas en estos aislamientos (13 especies, Tabla 6) fue inferior al registrado en las muestras
de campo (20 especies), mostrando la misma tendencia que Stutz & Morton (1996).

El aislamiento a partir de micelio proveniente de tamizados constituye una metodologia
novedosa, ya que fue efectuada por primera vez en la presente investigacion. Dicho aislamiento
permitio obtener un numero de especies de Glomeromycota similar al alcanzado en el aislamiento
con suelo diluido. Es interesante sefialar que utilizando esta metodologia se hallaron esporas de
Glomus aggregatum, especie que no habia sido encontrada en las muestras de campo.

En los aislamientos a partir de raices de trigo colonizadas y plantas transplantadas se

registré un numero bajo de especies, y no fueron encontradas especies de Acaulospora, Gigaspora
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y Scutellospora, 1o que coincide con lo hallado por Brundrett et al. (1999) utilizando indculo
proveniente de suelos de regiones tropicales de Australia. Las especies recuperadas en estos dos
tipos de aislamiento, Glomus etunicatum, G. clarum 'y G. claroideum, estaban presentes en raices de
plantas de trigo de 50 dias extraidas del ensayo de campo, por lo que se las considera de alta
infectividad. Esporas de dichas especies fueron halladas en los 4 tipos de aislamientos evaluados.
Como ya se menciond en los resultados, estas tres especies, junto con Glomus mosseae, fueron
consideradas caracteristicas de la comunidad de Glomeromycota del ensayo de labranza y
fertilizacion, ya que su contribucion al indice de biodiversidad fue superior al 10 % del indice total.

El analisis de la proporcion de miembros de las distintas familias de Glomeromycota (Tabla
7) muestra evidencia de que existen diferencias entre las taxa en la utilizacion de los distintos tipos
de indculo, coincidiendo con los autores citados. El hecho de que en todos los tipos de aislamiento
efectuados se hayan registrado porcentajes de Glomeraceae mayores al 90 % muestra claras
ventajas de las especies de dicha familia para el establecimiento a partir de las fuentes de in6culo
evaluadas, por sobre los miembros de Acaulosporaceae y Gigasporaceae de los suelo de la estacion
experimental.

Las especies de Glomus spp. mostraron alta capacidad para producir esporas a partir del
suelo diluido, micelio proveniente de tamizados, raices colonizadas y plantas transplantadas. La
dominancia de especies de Glomus spp. en aislamientos con suelo diluido ya fue observada por
Brundrett et al. (1999), y en dicho trabajo los autores consideran que este procedimiento selecciona
las especies de HFMA mas competitivas. En los aislamientos a partir de micelio, raices colonizadas
y plantas transplantadas la fuente de propagulo estd constituida por hifas intra y/o extraradicales, y
ya fue mencionado en esta seccion que varios autores coinciden en afirmar que el micelio
constituye el tipo de propagulo mas importante en las especies de Glomus spp.

Hart & Reader (2002) y Allen et al. (2003) sefialan que dentro de las especies de
Glomeromycota, los miembros de la familia Glomeraceae se caracterizan por ser los colonizadores

mas rapidos, produciendo colonizacion extensa y gran biomasa fungica dentro de la raiz, mientras
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que especies incluidas en la familia Gigasporaceae tienen una mayor capacidad para generar
biomasa extraradical.

Los resultados de estos aislamientos mostraron ventajas de las especies pertenecientes a
Glomeraceae en la utilizacion de micelio intra y/o extraradical. En los tratamientos de siembra
directa del ensayo de hbranza fueron observadas mayores proporciones de esporas de Glomus
spp., y fue ya discutido en la seccion 4.1 la importancia de la red de hifas como propagulo en este
sistema conservacionista. En base a estas informaciones, se puede inferir que la presencia de dicha
red de micelio junto con la menor tasa de descomposicion de raices, debidas a la ausencia del
disturbio de la labranza en la siembra directa favorecio a las especies de Glomeraceae y constituyd
una desventaja para Acaulosporaceae y Gigasporacea, estando este hecho relacionado con
diferencias en la utilizacion de distintos tipos de propagulos por los miembros de las familias

mencionadas.

4.5 Absorcion de N, estudio de la biomasa aérea y radical y efecto de la inoculacion

El bioensayo en macetas con bloques de suelo, descripto en la seccion 2.4.9, permitid
evaluar la influencia de la aplicacion de fertilizantes, la inoculacion con HFMA vy el sistema de
labranza sobre la colonizacidn, el porcentaje de arbusculos, el nimero de esporas, la biomasa aérea
y radical, y el contenido de nitrogeno en raices de plantas de trigo. Uno de los objetivos de este
bioensayo fue verificar los efectos ya observados en el campo de la fertilizacion con nitrogeno
sobre los HFMA, en una situacion de mayor control, con el fin de asegurar condiciones hidricas
normales mediante el riego y lograr una mejor aplicacion de fertilizante reduciendo las pérdidas.
Otra finalidad fue determinar la biomasa aérea y radical en las plantas de trigo que crecieron en las

situaciones de labranza y fertilizacion. La escala del bioensayo permitié efectuar tratamientos con
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inoculacién, que hubieran sido imposibles de realizar a campo debido al alto volumen de inéculo
necesario. Es importante aclarar que se evitd alterar la estructura del suelo en la extraccion de los
bloques y durante todo el desarrollo del ensayo, con el proposito de mantener intacta la red de hifas
de HFMA presente en ese suelo y la disposicion de los propagulos, evaluando asi los efectos de la
aplicacion del nitrégeno y la inoculacion sobre la colonizacion de HFMA en labranza convencional
y siembra directa, y la respuesta en el crecimiento y absorcion de este nutriente en las plantas de

trigo.

El efecto negativo de las aplicaciones de nitrégeno sobre la colonizacion micorrizica,
observado en este bioensayo en macetas y en el ensayo a campo del 2002, ya fue discutido en la
seccion 4.1. En el presente apartado se pretende relacionar el efecto de los HFMA sobre la nutricion
nitrogenada de la planta, observado en este trabajo, con los registros que se mencionan en la
bibliografia.

Los resultados del bioensayo muestran que el contenido de nitrégeno en raices aument6 con
la inoculacion con Glomus mosseae en los tratamientos sin fertilizante nitrogenado (Fig. 32). Esto
coincide con otros trabajos que sefialan que las asociaciones micorrizicas arbusculares de la mayoria
de las plantas pueden estar involucradas en la movilizacion, absorcion y asimilacion N (Azcon et al.,
1992; Johansen et al., 1994; Smith & Read, 1997; Subramanian & Charest, 1998).

La mayor colonizacion micorrizica registrada en el tratamiento SDON con respecto a LCON
no se reflej6 en aumentos en el contenido de N de las raices. Los niveles de colonizacion en los
tratamientos sin fertilizacion de labranza convencional inoculado y siembra directa sin inocular
resultaron similares, sin embargo el contenido de N en raiz fue superior en tratamiento inoculado
con Glomus mosseae. Se conoce que existen diferencias en la efectividad de las especies de
Glomeromycota (Sieverding, 1991). De acuerdo con Johnson et al. (1992) y Sieverding (1991), la
reiteracion del mismo cultivo selecciona especies o cepas de HFMA con caracteristicas de

mutualistas inferiores, es decir que el beneficio que le otorgan a la planta hospedante es escaso o
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nulo. Teniendo en cuenta estas afirmaciones, se puede inferir que las cepas de Glomus mosseae
inoculadas mostraron una eficiencia superior a la de los HFMA nativos para la captacion y
transferencia de N.

En cuanto al rol de los HFMA en la nutricidon nitrogenada de las plantas, existen diferencias
en la informaciéon aportada por la bibliografia. Los trabajos publicados hace algunos afios
consideran que la contribucion de los HFMA en la absorcion de este elemento es poco significativa
(Rhodes & Gerdeman, 1980), mientras que otros mas recientes afirman que las asociaciones
micorrizicas pueden cumplir un rol considerable en la nutricion nitrogenada a través de la absorcion y
transferencia de este nutriente hacia la planta hospedante. Smith (1980) y Sieverding (1991) sostienen
que la importancia de esta simbiosis con respecto a la nutriciéon con N de las plantas se relaciona
con la forma en que este elemento se encuentra en el suelo. La mayoria de los estudios sobre la
absorcion de dicho nutriente a través de hifas de HFMA han utilizado NH;" como fuente de N
(Johansen et al., 1994; Tobar et al., 1994) a pesar de que el 16n NO3™ es la forma de N predominante
en la mayoria de los suelos agricolas (Marshner, 1995). Numerosos autores consideran que, debido
a la baja solubilidad del NH;" comparada con el NO3", el efecto positivo de los HFMA en la
nutricion nitrogenada de las plantas seria mas evidente en los casos que el nitrogeno se encuentra en
forma amoniacal (Ames et al., 1983; Harley & Smith, 1983), por lo tanto en varios trabajos se
utiliz6 NH;" como fuente nitrogenada y se comprobé que las micorrizas arbusculares promueven el
transporte de esta forma de N a través de las hifas (Ames et al., 1983). Estudios mas recientes
sefialan que las hifas de los HFMA también poseen capacidad para asimilar NO3™ (Azcon et al.
1992; Vaast & Zasoski, 1992; Johansen et al., 1993; Cuenca & Azcén, 1994; Bago et al., 1996;
Azcon & Tobar, 1998; Hawkins & George, 2001). Debido a las caracteristicas de este i6n, la tasa de
utilizacion de NO;™ por las micorrizas puede depender del balance hidrico o del status nutricional de
la planta (Hawkins & George, 2001; Tobar ef al. 1994).

Frey & Schiiepp (1993) verificaron que las hifas de los HFMA contribuyen a la absorcion de

N por las plantas, mediante un aumento de abastecimiento de N por flujo masal hacia la superficie
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de la raiz. Estos investigadores sostienen que los HFMA no son capaces de utilizar fuentes de N
organico. Sin embargo, Hawkins et al. (2000), probando la absorcién de aminoacidos marcados de
tres aislamientos de Glomus spp. in vitro, y de Glomus intraradices en cultivo monoxénico de
raices modificadas de Daucus carota, hallaron que las hifas de HFMA de estas especies posibilitan
la adquisiciéon de N por el hospedante a partir de fuentes organicas, en ese caso '°N-Gly. De ésta
forma, a través de la colonizacion micorrizica el hospedante accede a fuentes de N que
normalmente serian no disponibles para raices no micorrizadas (Finlay et al., 1992)

Subramanian & Charest (1998) estudiaron el efecto de la inoculacion con Glomus
intraradices en plantas de maiz sometidas a distintos regimenes hidricos, y hallaron un aumento en
las enzimas involucradas en la asimilacion del nitrogeno y otros compuestos nitrogenados. Estos
autores seflalan que este aimento puede indicar la transferencia de NOj3 a través del micelio
extraradical o un aumento en la asimilacién de N debido a la simbiosis.

Debido a que en el bioensayo en macetas realizado para el presente trabajo se procurd
simular las condiciones de los ensayos efectuados a campo, no fueron utilizados inhibidores de la
nitrificacion ni tampoco isotopos radiactivos. Por lo tanto, las fuentes de nitrogeno fueron las
mismas que en el ensayo de la estacion experimental, existiendo en los bloques de suelo N e
formas orgénicas e inorganicas, en diferentes estados de oxidacién. Como fertilizante nitrogenado
se utilizé urea, que al aplicarse al suelo se transforma en bicarbonato de amonio debido a la
actividad de la enzima ureasa a través de la siguiente reaccion:

(NHQ)CO +2 H,O = NH;HCO; + OH

Esta reaccion quimica tiene lugar luego de que la urea se disuelve en el agua, y es capaz de
completarse en 48 horas en condiciones de campo, considerandose por esto a la urea como un
fertilizante amoniacal (James, 1993). Como se ha sefialado, no se utilizaron inhibidores de
nitrificacion, por lo tanto seguramente existieron transformaciones en el estado de oxidacion de este
elemento. Las reacciones del N en el suelo constituyen procesos muy dinamicos, por lo tanto no se

consider6 efectuar la identificacion de las formas de nitrogeno utilizadas por las plantas y los
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HFMA. No obstante, como ya se ha mencionado, existen evidencias de que los HFMA pueden
utilizar NH;", NO3" e incluso formas orgdnicas de N. La mayoria de los ensayos citados en la
bibliografia fueron efectuados en sustrato previamente esterilizado y utilizando una sola fuente de
nitrogeno, por lo que los resultados de estos trabajos no son comparables con los de este bioensayo,
que fue efectuado con otros objetivos. Sin embargo, el hecho de que la inoculaciéon con Glomus
mosseae haya favorecido un incremento del contenido de N en las raices de plantas de trigo de los
tratamientos no fertilizados resulta de interés, debido a la semejanza del bioensayo con las
condiciones complejas de los ensayos a campo.

No fueron registradas diferencias en el contenido de N en raices entre los sistemas de
labranza. En evaluaciones de N en biomasa aérea, Sarandon ef al. (1997) tampoco encontraron
diferencias en el porcentaje de N en siembra directa y labranza convencional.

La mayor colonizacién micorrizica y porcentaje de arbusculos registrada en los bloques de
suelo de siembra directa coincidid con lo observado en los ensayos a campo. Este tema ya fue
discutido en la seccion 4.1.

En siembra directa no se hallaron diferencias en los porcentajes de colonizacion y de
arbusculos entre los tratamientos inoculados y no inoculados. Wilson & Tommerup (1992) y
Sieverding (1991) sefialan que existe un nivel de colonizacién maximo o plateau, que ocurre a una
densidad critica de inoculo. Los tratamientos de siembra directa sin inocular mostraron niveles de
colonizacion altos, determinados por la presencia de HFMA nativos. Por lo tanto, es dable
considerar que en bs bloques de suelo provenientes de siembra directa la densidad de propagulos
de HFMA nativos resultd suficiente para alcanzar una densidad critica de ino6culo y un nivel de
plateau a partir del cual el agregado de inoculante no se reflej6 en aumentos en el porcentaje de
colonizacion micorrizica. En el caso de los tratamientos de labranza convencional sin fertilizante, el
aumento de la colonizacidon micorrizica con la inoculacion puede deberse a la existencia de una

densidad de in6culo de HFMA nativos inferior a la critica.
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La inoculaciéon con Glomus mosseae en los tratamientos fertilizados no obtuvo respuesta
sobre la colonizacion micorrizica. En este bioensayo se observd un efecto negativo de la
fertilizacion N sobre el porcentaje de longitud de raiz colonizada. Es interesante destacar que el
fertilizante nitrogenado generé disminuciones en la colonizacion tanto en los tratamientos
inoculados con Glomus mosseae, como en los no inoculados donde la colonizaciéon se debia
unicamente a la presencia de especies de HFMA nativas. Varios autores afirman que una
disponibilidad no limitante de N o su exceso (Chambers et al., 1980; Sieverding, 1991) suele crear
condiciones en las cuales el beneficio de la micorrizacion en la planta hospedante es escaso o nulo.
Situaciones de alta fertilidad quimica se encuentran asociadas a una menor dependencia micorrizica
(Kitt et al., 1988) y este aspecto se puede relacionar con el efecto negativo de la fertilizacion sobre
la colonizacion y porcentaje de arbusculos, que ya habia sido observado en los ensayos a campo y
fue discutido en secciones anteriores. En las situaciones de labranza convencional sin inoculacion,
la fertilizacion con distintas dosis de N no se reflej6 en disminuciones en la colonizacion,
posiblemente debido a que los niveles de porcentaje de raiz colonizada en el tratamiento LCON eran
minimos.

En este bioensayo no se observaron diferencias significativas en la biomasa aérea y radical
de trigo entre los tratamientos inoculados y no inoculados con Glomus mosseae. El trigo es una
especie considerada de dependencia micorrizica intermedia (Jeffries & Dodd, 1991) y existe gran
variacion en las respuestas a la inoculacion de los distintos cultivares (Manske; 1989; Hetrick et al.,
1992a; Xavier & Germida, 1998; Yao et al. 2001; Zhu et al., 2001). Segiin Hetrick et al. (1993) en
los cultivares modernos, como el utilizado para los ensayos a campo y el bioensayo, se da una
menor dependencia micorrizica, y las diferencias entre los cultivares se asocian con el
mejoramiento genético.

Gerdemann (1975) defini6 a la dependencia micorrizica como el grado en el cual una
especie requiere de la condicidon micorrizica para producir el méximo crecimiento a un nivel dado

de fertilidad. Algunos trabajos sefialan que esta dependencia esta controlada por la arquitectura de
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los sistemas radicales (Baylis, 1975) y los requerimientos de nutrientes (Ortas et al., 2001).
Numerosos autores han observado que las especies de plantas con sistemas radicales ramificados
suelen obtener escasos beneficios de la simbiosis micorrizicas (Baylis, 1975, Koide et al., 1988,
Manjunath & Habte, 1991, Hetrick et al., 1992b). En el caso de los cereales, se ha sefialado que
muchos de ellos muestran pocas respuestas a la colonizacién micorrizica, incluso cuando las raices
se encuentran extensamente colonizadas (Baon ef al., 1992; Smith & Read, 1997).

Algunos ensayos en condiciones controladas han hallado aumentos significativos en el
crecimiento aéreo en ciertos cultivares de trigo con la inoculacion de HFMA en sustrato estéril
(Vierheilig & Ocampo, 1991; Hetrick et al., 1992a; Hawkins & George, 1999; Mohammad &
Malkawi, 2004 ), sin embargo resultados de estudios de campo, como el efectuado por Hetrick et al.
(1984), sefialan que los HFMA no tienen un efecto positivo en el crecimiento de esta especie.
Existe abundante bibliografia sobre ensayos de inoculacioén en sustrato estéril, pero han sido pocos
los que analizaron los efectos de la inoculacion sobre suelos con presencia de propagulos de
HFMA. Se conoce que la respuesta de la noculacion con HFMA sobre el crecimiento de los
cultivos decrece a medida que aumenta la densidad de propagulos de estos hongos en el suelo
(Sieverding, 1991, Wilson & Tommerup, 1992). La presencia de hifas, raices colonizadas y esporas
de Glomeromycota en los bloques intactos de suelo extraidos de la estacion experimental fue
seguramente uno de los factores que determinaron la falta de respuesta a la inoculacion sobre la
biomasa aérea. Es importante sefalar que en situaciones donde existen hongos micorrizicos nativos
la inoculacion con Glomeromycota genera interacciones complejas que influyen en la efectividad de
la simbiosis y la colonizacion (Wilson & Tommerup, 1992).

En cuanto a la biomasa radical, tampoco se registraron efectos positivos con la inoculacion
de HFMA sobre este aspecto, lo que coincide con observaciones de Mohammad & Malkawi (2004).

La mayor colonizacion en siembra directa con respecto a la labranza convencional no se
reflejé en una mayor biomasa aérea o radical. Ya fue sefialado que no todas las cepas o especies de

HFMA le otorgan el mismo grado de beneficio al hospedante (Johnson et al., 1997) y que en
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situaciones de cultivo continuo de una especie en el mismo lote suelen predominar hongos
micorrizicos mutualistas inferiores (Johnson et al., 1992; Sieverding, 1991). De acuerdo a éstos
autores, considerando la dependencia micorrizica intermedia del trigo y teniendo también en cuenta
que la siembra directa implica numerosos cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y
biologicas de los suelos que inciden sobre el crecimiento vegetal, se puede comprender lo ocurrido
en este bioensayo, en el cual la mayor colonizacion en la siembra directa no generé muchos de los
beneficios de las asociaciones micorrizicas que son citados en la bibliografia.

La materia seca aérea y radical respondieron positivamente ante la aplicacion de N. La
biomasa radical presentd respuesta al agregado de fertilizante, coincidiendo con los resultados
obtenidos por Prystupa ef al. (2002) en cebada cervecera. La relacion materia seca radical/materia
seca aérea suele resultar muy variable, dependiendo de la disponibilidad de recursos (Hamblin &
Tennant, 1979). Los valores de esta relacion estuvieron de acuerdo con los citados en la bibliografia
para el estado fenologico evaluado (Gregory, 1991).

La siembra directa registrd6 una menor produccion de raices en relacion a la labranza
convencional, coincidiendo con lo obtenido por Golik et al. (2004b), que evaluaron la biomasa
radical en el 2002 en el mismo ensayo donde se efectud este trabajo de tesis. En el presente
bioensayo se encontré una mayor resistencia a la penetracion en los tratamientos de siembra directa,
lo que concuerda con lo hallado en ensayos de campo por Mahboubi et al (1993), Chagas et al.
(1994) y Balbuena et al. (1996). La mayor compactacion en este sistema conservacionista dificulta
el desarrollo radical (Sarandon et al. 1994).

Los resultados del bioensayo en macetas permitieron corroborar lo observado en el ensayo
de labranza y fertilizacion, en situaciones de balance hidrico normal logradas mediante riego
programado. También, las determinaciones efectuadas posibilitaron caracterizar los sistemas de
siembra directa y labranza convencional, y se hallaron situaciones similares a las observadas en la
estacion experimental “Ing. Agr. Hirschorn” por Sarandon et al. (1994), Balbuena et al. (1996) y

Golik et al. (2003, 2004a,b) en cuanto a la resistencia mecanica de este suelo, con gran contenido
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de particulas finas, en siembra directa y el menor desarrollo radical de las plantas de trigo en este
sistema. Por lo tanto se puede considerar que las condiciones de estrés mecanico determinadas en
este sistema conservacionista, la dependencia micorrizica intermedia o baja del trigo sefialada por
numerosos autores, la reiteracion del cultivo de la misma especie que, segiin Johnson ef al. (1992) y
Sieverding (1991) suele seleccionar cepas o especies de HFMA mutualistas inferiores, pudieron
haber actuado en forma conjunta, impidiendo que la mayor colonizaciébn micorrizica hallada en

siembra directa se refleje en una mayor biomasa vegetal.
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CONCLUSIONES

-La siembra directa, como sistema de labranza, constituyé una condicion favorable para el
establecimiento de la simbiosis entre las plantas de trigo y los HFMA. Esto se evidenci6 a través de
los mayores porcentajes de colonizacidn, arbusculos, vesiculas e infectividad micorrizica del suelo

en ese sistema.

-Se comprobd un efecto negativo de la fertilizacion nitrogenada sobre la colonizacion micorrizica de

plantas de trigo en situaciones de siembra directa.

-Se registraron mayores densidades de esporas de HFMA en los tratamientos de siembra directa en
varios de los muestreos efectuados a lo largo del ciclo de cultivo de trigo. Dicha tendencia fue clara

en los estados fenologicos mas tempranos.

-Fueron determinadas 24 especies de Glomeromycota en las muestras de campo provenientes del
ensayo de labranza, lo que representa un niimero alto considerando la informacién consignada en la
bibliografia para otros agroecosistemas. Glomus etunicatum, G. claroideum, G. clarum y G.

mosseae fueron las especies mas frecuentes.

-La contribucion de las familias de Glomeromycota al indice de biodiversidad mostr6 diferencias
entre los sistemas de labranza, fertilizacion y entre las situaciones cultivadas y no cultivadas. La
familia Glomeraceae presentd mayores proporciones en los tratamientos de siembra directa. El
indice de biodiversidad registr6 aumentos a lo largo del ciclo de cultivo, y en algunos muestreos se

encontraron mayores valores en labranza convencional. Los componentes de la biodiversidad,
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riqueza especifica y equidad, contribuyeron de manera similar a explicar los cambios en dicho

indice.

-Se registraron altas proporciones de especies pertenecientes a la familia Glomeraceae en los
aislamientos efectuados a partir de suelo, micelio, raices y plantas transplantadas. Este hecho
muestra ventajas de los miembros de esta familia con respecto a Acaulosporaceae y Gigasporaceae

en la utilizacion de micelio intra y/o extraradical como propagulo.

-Los miembros de Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae hacen una utilizacion

diferencial de los diversos tipos de propagulos; esto se pone de manifiesto en las variaciones

observadas entre las distintas situaciones de manejo de suelo en la contribucion de las familias de

Glomeromycota al indice de biodiversidad.

-La mayor colonizacion de las plantas de trigo, generada por hongos micorrizicos nativos o

inoculados (Glomus mosseae), no se reflej6 en una mayor biomasa aérea o radical.

-La inoculacion con Glomus mosseae en suelos provenientes del ensayo de labranza mostré un
efecto positivo sobre el contenido de nitrégeno en raices de plantas de trigo en los tratamientos no

fertilizados de labranza convencional y siembra directa.

Santiago Schalamuk

Ing. Agr. Hugo O. Chidichimo Dra. Marta N. Cabello
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