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Resumen

La glomalina es una proteina producida en las hifas de los hongos micorricicos arbusculares
(HMA). Es una glicoproteina hidrofébica, resistente a la degradaciéon que se encuentra muy
abundante en el suelo. La glomalina se define operacionalmente basandose en los métodos
para su extraccién y cuantificacion. Con estas consideraciones se ha definido una fraccion
facilmente extraible (GRSP-FE) y una fraccion total (GRSPTotal). El objetivo principal de este
trabajo fue analizar si la glomalina puede ser utilizada como un indicador de calidad de suelo
que permita discriminar entre diferentes manejos

agricolas, en particular para caracterizar las denominadas Buenas Practicas Agricolas. En
consecuencia, la evaluacion precisa de la concentracion de GRSP en nuestro estudio resultaba
critica. Debido a inconsistencias observadas al inicio del trabajo debimos evaluar la precisién
del método de Bradford generalmente usado para cuantificar GRSP.

Analizamos cuidadosamente el ensayo de Bradford mediante la medicién de una serie de
diluciones de la fraccién GRSP-FE, y considerando ademas la estabilidad temporal del ensayo.
Encontramos que los valores de concentracion GRSP-FE eran dependientes y variables con el
nivel de dilucién del extracto de suelo, y que el ensayo mostraba una gran inestabilidad en el
tiempo. Después de una serie de estrategias para solucionar estas inconsistencias, optamos
por usar otro método colorimétrico que también cuantifica proteina total, el ensayo del acido
bicinconinico (BCA). Este método resulté robusto para el analisis y decidimos reemplazar el
método de Bradford por el del Acido Bicinconinico.

Una vez establecido el método, analizamos las muestras del proyecto BIOSPAS, en el cual las
practicas de manejo agricola y los sitios para el estudio se seleccionaron basandose en los
principios de la Agricultura Certificada buscando caracterizar las buenas practicas agricolas
(BPA) Analizamos las dos fracciones definidas para la glomalina: la faciimente extraible
(GRSP-FE) y la total (GRSP-Total). Encontramos la hipdtesis que dice que la glomalina
funciona como indicador de calidad de suelo discriminando practicas agricolas en los
ambientes con suelos franco limosos (Monte Buey y Pergamino) y no se encontrd lo mismo en
ambientes con suelos franco arenosos (Bengolea) o arcillosos (Viale). Por lo tanto, observamos
que la glomalina como indicador de suelo presenta una fuerte dependencia de la textura del
suelo del ambiente en estudio. Por otra parte, la fraccion de GRSP-total funcioné mejor que la
GRSP-FE como indicador, sugiriendo que la glomalina es un indicador que registra la historia
de uso del suelo mas que efectos inmediatos de cambio de manejo. Para comprender mejor el
significado de la glomalina como indicador en el contexto de otros parametros fisicos, quimicos,
bioquimicos y biolégicos analizamos su correlacion con dichos pardmetros. Se encontré buena
correlacién con la comunidad de micorrizas en los suelos medidas como densidad de esporas y
con su dindmica en relacion al ciclo del fésforo. También se corroboraron la caracteristica de
hidrofobicidad atribuida a la glomalina a través de su correlacion con los lipidos neutros del
suelo, y la caracteristica de glicoproteina sugerida por su correlacién con los carbohidratos
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totales del suelo. Se ratifica la glomalina como un importante componente de la materia
organica del suelo, presentandose una alta correlacion de la glomalina con el carbono organico
total y con el nitr6geno total; mostrando posiblemente una relacién diferencial y caracteristica
con las diferentes fracciones organicas del suelo (COPg, COPf, COM). Se verifico también la
relacién de la glomalina con la estabilidad estructural de los agregados.

El hecho que estas relaciones de la glomalina con otros parametros del suelo que verifican el
conjunto de conceptos histéricamente desarrollado sobre la misma, se establezcan Unicamente
en los sitios donde la glomalina funciona como indicador de calidad y manejo de suelo sugiere
fuertemente que el paradigma de la glomalina debe ser utilizado no solo considerando la
precision del método de determinacién de proteinas sino también la textura de los suelos que
se van a analizar.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 El ecosistema del suelo

El suelo (peddsfera) es la capa que cubre la superficie de la tierra y se desarrolla en
la interface donde los organismos (bidsfera) interactuan con las rocas y minerales
(litosfera), el agua (hidrosfera) y el aire (atmosfera) (Voroney y Heck, 2014). El concepto
de interaccion permite pensar al suelo como un ecosistema en constante evolucion, que
se forma mediante un proceso dindmico. Inicialmente se producen alteraciones fisicas y
guimicas de las rocas por la accién de diversos factores geograficos y climaticos (como
elevacion, latitud, temperatura, lluvias, exposicién al sol y viento y otros), formdndose una
capa homogénea y rica en nutrientes; que luego por la accion de los organismos se
transforma desarrolldndose un perfil del suelo en capas con diferentes composiciones
llamadas horizontes.

La materia mineral estd compuestas por particulas de diferentes tamafos: arcillas
(< 2 um), limos (2 a 50 wm) y arenas (50 um a 2 mm), y la relacion de proporcion entre
ellas determina la textura del suelo, que es un determinante importante de la retencion
de agua y la aireacion. Las particulas mas chicas (arcillas) tienen una superficie muy
grande en relacidn al volumen y pueden contener mds agua y generar un ambiente menos
poroso que las particulas mas grandes (arenas). Por lo tanto, a mayor contenido de arcilla
hay una mayor retencion del agua y una menor porosidad, por lo que el flujo de agua y el
contenido de aire disminuyen, favoreciendo el desarrollo de un ambiente mas anaerobio
(suelo arcilloso). Por el contrario, a menor contenido de arcillas menor retencién del agua
y mayor porosidad favoreciendo un ambiente arido (suelo arenoso) debido al aumento del
flujo de agua. Un suelo fértil (suelo franco) tiene una composicion equilibrada de
minerales que favorece el desarrollo de una gran variedad de organismos. Unida a las
particulas minerales (principalmente a arcillas) se encuentra la materia organica (MO) del
suelo. La MO se define como Ila suma de compuestos orgdnicos que tienen como base un
carbono oxidable, que provienen de la descomposicion de restos de plantas, animales y
microorganismos, y de compuestos liberados al entorno por las raices y por los mismos
microorganismos y fauna del suelo. La descomposicion de la MO ocurre por dos procesos

paralelos; una humificacion con conversién de compuestos organicos definidos a una
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composicion indefinida o compleja por accién microbiana inespecifica, incluyendo re-
sintesis microbiana, preservacion selectiva y estabilizacion por interacciones con
compuestos inorganicos, y transformacién directa a compuestos negros y bioestables
(humus). El otro proceso es una mineralizacion de la MO con conversidon por accion
microbiana de compuestos organicos labiles y materia organica disuelta (MOD)
(lixiviacién) a formas inorganicas simples (CO,, CHg4, H,0, NO3, NHs, PO,7, SO;7) (Zech y
col., 1997). Si bien, la fraccidon orgdanica representa una menor proporcion de la masa total
de los suelos que la mineral, tiene una gran influencia en las propiedades del suelo, en el
funcionamiento de los ecosistemas, y en la magnitud de diversos procesos de
transformacién que ocurren en los ecosistemas. A su vez, los efectos de la MO a menudo
implican interacciones con la fraccion mineral del suelo y las variaciones observadas a
través de diferentes suelos pueden ser consecuencia no solo de las variaciones cualitativas
o cuantitativas en los componentes organicos del suelo sino también de esta interaccion.
La MO presenta diversas funciones en el suelo y puede influenciar procesos
bioldgicos, fisicos o quimicos en el suelo. La funcion mas importante de la MO es
proporcionar la energia metabdlica necesaria para los procesos bioldgicos del suelo; la
mineralizacion de la MO puede afectar, positiva o negativamente, la reserva de
macronutrientes (N, P, S) para las plantas; y tanto la actividad enzimatica como el
crecimiento de plantas y microorganismos puede estimularse o inhibirse por la presencia
de componentes humicos del suelo. También tiene una importante influencia en las
propiedades fisico-quimicas del suelo; favorece el intercambio de cationes, ayuda a
mantener las condiciones de pH (capacidad buffer), forma complejos estables con metales
y oligoelementos mejorando la disolucion de los minerales, reduciendo las pérdidas de
micronutrientes y la potencial toxicidad de los metales, y mejorando la disponibilidad de
fésforo. La MO es muy importante en la estabilizacién de la estructura del suelo, por la
formacion de enlaces con las superficies de particulas minerales, uniéndose a particulas
individuales y a agregados de particulas. La formacién de agregados favorece la
penetracion de agua en el suelo, mejora la aireacion y facilita el ingreso de las raices en

crecimiento a través de la estructura del suelo (Baldock y Nelson, 2000). El contenido de
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MO caracteriza a los suelos y se relaciona con la fertilidad; si bien en general los suelos
contienen entre 1-10 % de MO, los suelos llamados organicos pueden contener atin mas
del 20 % de MO (Voroney y Heck, 2014). Asi, la definicion de la MO es cambiante,
buscando establecer nuevas interpretaciones que representen con mas coherencia el
concepto de heterogeneidad en funcion del origen, de la composicion quimica y fisica, de
la diversidad funcional, y del cardcter dindmico del material orgénico en el suelo. Para
Baldock y Nelson (2000), la MO del suelo es la suma de todo el material organico de
origen natural o alterado, biolégica o térmicamente, que se encuentra en el suelo o en la
superficie del suelo, independientemente de su origen, ya sea vivo o muerto, o estado de
descomposicion, excluyendo las plantas vivas por encima del suelo. Esta definicidon incluye
en la MO ademas de los componentes no-vivos, la comunidad de organismos del suelo,
que son parte del carbono organico determinado cuando se mide la materia organica del
suelo.

La abundancia y diversidad de organismos en el suelo es mucho mayor que en
cualquier otro ecosistema. Un g de suelo contiene 10, 100 y hasta 1000 metros de hifas de
micorrizas arbusculares, 10° bacterias y cientos de especies de organismo diferentes
(Voroney y Heck, 2014). Si bien, los organismos del suelo pueden clasificarse de acuerdo a
varios criterios la clasificacidn segin su tamafio es muy usada (Bardgett, 2005; Coleman y
Wall, 2014).

La macrofauna, que son los mas grandes (mas de 2 mm y hasta 20 mm de
didmetro), comprenden diferentes grupos taxonomicos que atraviesan varios niveles
troficos (categoria de clasificacion de los organismos vivos segin su forma de obtener
materia y energia). Los denominados ingenieros del ecosistema: lumbricina (lombrices de
tierra), isoptera (térmitas) y formicidae (hormigas), son capaces de moverse a través del
suelo causando cambios fisicos en la materia biodtica y abidtica, modulando Ila
disponibilidad de recursos para otras especies y construyendo estructuras drgano-
minerales caracteristicas (estructuras biogénicas) en donde se producen procesos tales
como la estimulacion de la actividad microbiana, la formacion de la estructura del suelo, la

dinamica de la materia organica del suelo y el intercambio de agua y gases. Los habitantes
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de la hojarasca: coleoptera (escarabajos), araneae (arafias), chilopoda (ciempiés),
diplopoda (milpiés), son capaces de fragmentar fisicamente la vegetacion o rastrojos de
cultivos y favorecen la actividad microbiana.

Dentro de la mesofauna (entre 0,1 a 2 mm de diametro), los mas conocidos son los
microartropodos y entre ellos los mas abundantes en el suelo son collembola (colémbolos
o saltadores) y acari (acaros). Estos organismos regulan la descomposicién de los residuos
vegetales, afectando el ciclo de nutrientes y el crecimiento de las plantas. Los acaros
constituyen mas del 80% de todos los artropodos vivientes del suelo, y estan
representados por cuatro subodrdenes con diferentes habitos alimenticios: Oribatida
(fungivoros), Mesostigmata (predadores), Prostigmata (fungivoros o predadores) vy
Astigmata (bacteridfagos). Los colémbolos son en general fungivoros, bacteriéfagos
aunque también saprofagos (se alimentan de plantas en descomposicion), coprofagos (se
alimentan de excrementos), necrafagas (se alimentan de cadaveres).

Los dos grupos mas abundantes de microfauna (menos de 0,1 mm de diametro)
son los protozoos (organismos eucariotas unicelulares) y los nematodos (gusanos
redondos). Estos organismos requieren una pelicula de agua alrededor de las particulas de
suelo para moverse, alimentarse y reproducirse, y por lo tanto su actividad esta limitada al
espacio de poro lleno de agua en el suelo, pero puede soportar condiciones adversas por
la rapida formacién de estructuras resistentes. Su importancia se debe a sus habitos de
alimentacion; los protozoos son principalmente bacteridfagos, aunque también hay
fungivoros, predadores y saprofagos, y los nematodos se alimentan de plantas, aunque
también hay bacteridfagos, fungivoros, predadores y omnivoros. Afectan el flujo de
nutrientes y energia tanto por mejora de la disponibilidad de nutrientes para absorcion de
la planta como impactando la actividad y la composicion microbiana.

Los miembros mas numerosos y diversos de la comunidad de organismos del suelo
son los microorganismos, que comprenden bacterias, hongos, archeas, actinomicetes y
algas, y constituyen la denominada microflora del suelo (rango de tamafio similar a la
microfauna, menos de 0,1 mm de diametro). Son los principales responsables de la

descomposicién, transformacion y mineralizacién de sustancias organicas complejas. Los
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dos grupos mas abundantes son las bacterias y los hongos; sin embargo, actualmente se le
da también gran importancia al grupo de las archeas. Las archeas son procariotas
unicelulares que se han presentado histéricamente como extremdfilas, ya que se han
encontrado originalmente en ambientes que presentan condiciones extremas de
temperatura, salinidad, acidez o alcalinidad. En estudios recientes se reportd su presencia
en suelos de condiciones no extremas, y se encontré que las archeas son muy
importantes, incluso mds que las bacterias, en la oxidacion del amoniaco, que es un
proceso clave del ciclo del nitrégeno, siendo los organismos oxidantes de amoniaco mas
abundantes en los suelo (Leininger y col., 2006).

Las bacterias son procariotas, unicelulares, y se mueven a través de las peliculas de
agua debido a la presencia de flagelos, o si los flagelos estan ausentes se mueven por
transporte pasivo a través de las raices, de la fauna, o por el movimiento del agua en el
suelo. Las bacterias realizan funciones especificas de gran en importancia ecoldgica. Por
ejemplo, bacterias quimioautotréfas, que obtienen energia por medio de la oxidacion de
compuestos inorgdnicos, como las nitrificantes (géneros Nitrosomonas y Nitrobacter) son
importantes en el ciclo de nutrientes ya que oxidan amonio a nitrato (proceso de
nitrificacion). Bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno del género Rhizobium infectan
las raices de las leguminosas, aumentando considerablemente las reservas de N, lo que
tiene importantes consecuencias para la productividad de la planta y la estructura de la
comunidad. Algunas bacterias libres, bacterias heterdtrofas no simbidticas también
realizan este proceso de fijacion de N, por ejemplo, las de los géneros Azotobacter y
Clostridium. De todos modos, el conocimiento de la diversidad bacteriana ha sido
ampliado enormemente con el advenimiento de las técnicas moleculares que revelaron
que solo conocemos por cultivo en el laboratorio un 1-10% de la diversidad microbiana
que existe, con lo cual el paradigma de la relacion estructura de las comunidades
bacterianas y funcionamiento del suelo es un tema de debate actualmente (Wall, 2011).

Los hongos son eucariotas, y pueden ser unicelulares (levaduras) o filamentosos y
formar un micelio fungico; son heterdtrofos, es decir obtienen energia por medio de la

oxidacidon de compuestos organicos; no contienen clorofila y se alimentan por absorcidn.
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Su principal funcién en el suelo es descomponer la materia organica del suelo a través de
la produccion de enzimas extracelulares. A su vez, las extensas redes de micelio pueden
explorar recursos que estén disponibles en el espacio y en el tiempo, y trasladar los
nutrientes a otras partes de la red de micelio. También se unen a las particulas del suelo
mejorando la estabilidad estructural, y proporcionan una fuente de alimento para la fauna
del suelo. Algunos hongos, los micorricicos, forman asociaciones mutualistas con raices de
las plantas, suministrando nutrientes limitantes del crecimiento a la planta, como Ny P, y
obteniendo a cambio C y un espacio libre de competencia (Bardgett, 2005). Dentro de
éstos, los hongos micorricicos arbusculares (HMA), que tienen una gran importancia en el
suelo, son los considerados productores de la glomalina que fue objeto de estudio de este
trabajo.

En resumen, los factores que influyen en la formacién del suelo son: el material de
origen, el clima, la comunidad de organismos, la topografia (que se refiere a los
accidentes del terreno) y el tiempo (Voroney y Heck, 2014; Hillel, 2007). Estos factores no
son independientes sino que, como vimos anteriormente, estan intimamente relacionados
entre si. Ademas de los factores antes mencionados también se incluye la intervencion
humana que generalmente tiene un efecto negativo produciendo la degradacion del
suelo. La deforestacidn de especies vegetales nativas, el cultivo por labranza mecénica
(muy relacionado con el fenémeno de compactacién, que es la densificacion del suelo por
pérdida de aire) y la aplicacion de fertilizantes y pesticidas, son ejemplos que promueven
la modificacién de los patrones de agua y aire, salinizacion, acidificacién o alcalinizacion,
desertificacion, erosion y perdida de MO que conducen a la degradacion del suelo
(Voroney y Heck, 2014; Hillel, 2007). Por lo tanto, es muy importante generar un manejo
racional en busca de alcanzar la mayor productividad posible manteniendo Ila
biodiversidad del suelo; esto se relaciona con el concepto de sustentabilidad. El uso
sustentable de un recurso significa que el recurso sea usado de manera tal que la
potencial calidad y productividad se preserve, es decir que el uso en el presente no
disminuya la calidad del recurso y la habilidad de las generaciones futuras para continuar

usandolo (Hillel, 2007).
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1.2 Sistemas agricolas sustentables y Calidad del suelo

El desarrollo de sistemas agricola sustentables requiere mantener la estabilidad en
el tiempo de la produccion de alimentos y su rentabilidad, a la vez que se mantiene el
equilibrio con el medio ambiente para proteger, conservar y/o mejorar el suelo como
recurso y favorecer el desarrollo de los seres humanos y de la mayoria de las especies
(Doran y Zeiss, 2000). Por lo tanto, el concepto de sustentabilidad de un sistema agricola
esta asociado al manejo que realiza el productor, que es quien tiene y decide el uso del
suelo. Asimismo, debe ser atendido desde dmbitos locales, regionales e internacionales y
debe encontrar apoyo en todos los sectores interesados. Depende de decisiones politicas
de cada pais y region que entiendan el desafio de resguardar las superficies cultivables
para producir mas y mejores alimentos (De Lima Holzmann, 2013). Los cientificos, por su
parte, hacen una importante contribucién mediante la traduccién de los conocimientos
cientificos y la informacidn sobre la funcion del suelo a enfoques practicos a través de los
cuales los productores pueden evaluar la sustentabilidad de sus sistemas agricolas (Doran,
2002).

En este contexto aparece la Siembra Directa (SD), desarrollada en Inglaterra en la
década de 1940 (AAPRESID, 2013a), que es un sistema de manejo agricola que consiste en
cultivar sin disturbar el suelo y que busca una solucién al creciente problema de Ia erosion
del suelo. En Argentina, las primeras experiencias en SD datan de la década de 1970. Sin
embargo, fue en 1989 con la fundacion de AAPRESID (Asociacion Argentina de
Productores en Siembra Directa) que esta tecnologia tuvo una gran difusion entre los
productores, llegando actualmente al 78,5 % de la superficie sembrada, alrededor de 20
millones de hectareas que corresponden a la cuarta parte de la superficie mundial bajo SD
(AAPRESID, 2013a; AAPRESID, 2013b; AAPRESID, 2013c). AAPRESID es un organizacién no
gubernamental (ONG) establecida para crear una red interactiva de productores
innovadores que buscan maneras practicas para desarrollar, adaptar y adoptar un nuevo
paradigma en la agricultura basado en la SD (Albertango y col., 2014). En su experiencia de
mas de 25 afios y con el apoyo de trabajos de investigacion realizados por diferentes

organizaciones, ided un sistema de gestidn de calidad ambiental y productivo denominado
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Agricultura Certificada (AC) (AAPRESID, 2013d), con el fin de lograr efectos en la
produccion a largo plazo y otorgar un valor agregado a nivel empresarial, en funcion a un
conjunto de metodologias que se conocen como Buenas Practicas Agricolas (BPA)
(AAPRESID, 2013e) y que comprenden las siguientes practicas :

¢ No remocién, presencia de cobertura: Como ya mencionamos, consiste en cultivar

sin disturbar el suelo generando la presencia de cobertura permanente por cultivos y/o
rastrojos. Esto favorece a disminuir la erosion del suelo, el uso de combustible y la emision
de carbono; y mejora la calidad del agua, la actividad bioldgica y |a fertilidad del suelo. Asi,
la SD logra mayores niveles productivos con estabilidad temporal y en armonia con el
ambiente, disminuyendo los costos de produccidn.

e Rotacién de cultivos: Consiste en la variacion de cultivos en el tiempo y el espacio.

Esto permite un uso balanceado de nutrientes mejorando las condiciones fisicas,
bioquimicas y bioldgicas del suelo, también tienen un efecto inhibitorio sobre patdgenos y
presenta ventajas desde el punto de vista empresarial permitiendo la diversificacion de los
riesgos productivos.

¢ Manejo Integrado de Malezas, Enfermedades, Insectos y otras plagas: Procura

reducir los problemas fitosanitarios generados por malezas, enfermedades, insectos y
otras plagas, a través de la utilizaciéon de diversas tacticas, considerando factores
economicos, sociales y ambientales, y teniendo un profundo conocimiento de la biologia
de la plaga con el fin de optimizar el control en relacién a todo el sistema de produccién
de una especie cultivada. En lugar de eliminar una plaga se busca mantenerla por debajo
del nivel de dafio econémico, con el fin de afectar lo menos posible las redes tréficas.

e Manejo eficiente y responsable de agroquimicos: Se busca seleccionar productos

agroquimicos con niveles de toxicidad cada vez menores, que se apliqguen en
concentraciones también menores y que sean cada vez mas especificas controlando sélo a
las plagas objetivo sin afectar al resto. También es importante considerar tanto la
seguridad en el almacenamiento y el transporte de los productos, como en la eliminacion

de las aguas residuales. Esto procura proteger el ambiente, la salud de trabajador, y la
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salud del consumidor para lo cual particularmente importante considerar el tiempo
transcurrido entre la aplicacion del agroquimico y la cosecha.

¢ Nutricion estratégica: Procura la incorporacion de un plan racional de fertilizacidn,

que contemple tanto la cantidad de nutrientes a aplicar como su uso eficiente en los
cultivos. Con este fin, resulta particularmente importante realizar un andlisis del suelo
para determinar la correcta cantidad de fertilizante. Una buena forma de evaluar la
fertilidad guimica es el balance de nutrientes, que se estima como la diferencia entre la
cantidad de nutrientes que entran y que salen de un sistema definido en el espacio y en el
tiempo.

Este conjunto de metodologias busca definir sistemas agricolas sustentables, ya
gue permite obtener mejores resultados en los rendimientos de la produccién, mejorando
la conservacion del ambiente y en consecuencia la salud de plantas, animales y seres
humanos. En este sentido la sustentabilidad es un sindnimo de la salud o calidad del suelo
(Doran, 2000). La calidad del suelo ha sido definida como "la capacidad de un tipo
especifico de suelo para funcionar, dentro de los limites de sistemas naturales o
manejados, manteniendo la productividad de plantas y animales, manteniendo y/o
mejorando la calidad del agua y del aire, y en concordancia con el desarrollo de la
humanidad” (definido por la Soil Science Society of America Ad Hoc Committee on soil
quality) (Doran, 2000). Actualmente se prefiere utilizar el término salud del suelo ya que
presenta al suelo como un sistema vivo y dinamico cuyas funciones estdn mediadas por
una diversidad organismos, que son los que requieren un manejo adecuado para su
conservacion (Doran, 2000). Asi, la evaluacion de la calidad o salud del suelo y la direccidn
del cambio en el tiempo, es el principal indicador de la sustentabilidad de un sistema
agricola.

En este sentido, se han establecido un conjunto de caracteristicas que debe tener
un buen indicador de calidad de suelo: reflejar algun aspecto del funcionamiento del
ecosistema, tener buena correlacion con funciones benéficas del suelo,
presentar sensibilidad a las variaciones de manejo, ser comprensible y util para los

productores, y debe ser de simple y barata determinacion (Doran, 2000). Clasicamente, se
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han utilizado indicadores relacionados con propiedades fisicas y quimicas del suelo, como
textura, contenido de agregados, densidad aparente, porosidad, capacidad de retencion
de agua, conductividad eléctrica, porcentaje de sodio intercambiable, pH, fosforo, azufre,
contenido de carbono (AAPRESID, 2013e; Gil et al., 2005). Sin embargo, se observé que
estas propiedades cambian lentamente, por lo que ademas resulta necesario definir
indicadores basados en propiedades bioquimicas y bioldgicas del suelo debido a que su
funcionamiento depende en gran proporcion de ellas, y ademas éstas podrian ser
sensibles a detectar pequefios cambios.

Por lo tanto, debido a la diversidad de factores quimicos, fisicos y bioldgicos que
controlan las variaciones de calidad del suelo en el tiempo y en el espacio y a la
complejidad de los suelos en si mismos, la evaluacion de la calidad de suelo es un proceso
también complejo. Para realizar una evaluacién integrada del funcionamiento del suelo
parece mas acertado utilizar un conjunto minimo de indicadores que abarquen diferentes
caracteristicas, ya que un indicador individual no podria describir y cuantificar todos los
fenémenos involucrados (Doran, 2000; Romaniuk y col., 2011a). Como punto de partida
en la busqueda de indicadores de calidad de suelo es importante consensuar algunos
aspectos como; qué pardmetros deben ser parte de un conjunto minimo de datos para
evaluar la calidad de suelo, estandarizar las metodologias utilizadas en la determinacion
de dichos parametros y también los procedimientos para la recoleccion y almacenamiento
de muestras de suelo, y finalmente ajustar modelos de referencia para cada sistema de
manejo evaluado, mediante el establecimiento de pesos y valores a cada
funcion/indicador en estos modelos, teniendo en cuenta aspectos caracteristicos de los
sitios (Doran, 2000). Varios métodos se han usado para calcular un indice cuantitativo e
integrado de calidad de suelo. El enfoque mas utilizado se basa en la seleccion de un
conjunto minimo de indicadores cuya relevancia se establece a través de los resultados de
un analisis de componentes principales y después se suman para obtener un valor final
(Andrews y col., 2002; Romaniuk y col.,, 2011a). En un analisis de indices de calidad de
suelo construidos a traveés de dos enfoques metodoldgicos, basicamente analizando por

componentes principales los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos, conjuntamente o
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de manera separada; se observaron las mismas tendencias entre las situaciones evaluadas
por ambos enfoques (Romaniuk y col., 2011a). A su vez, se observo que estos indices de
calidad de suelo integrados mostraron la misma sensibilidad que indices basados en la
diversidad microbiolégica del suelo (Romaniuk y col., 2011b). Sin embargo, la inclusién de
los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos en el indice final de calidad de suelo
permitiria representar una imagen mas completa del impacto de las practicas de manejo
en el suelo (Romaniuk, 2011a), y asi representar mads adecuadamente la complejidad

caracteristica del suelo.

1.3 La glomalina, una proteina persistente del suelo producida por Hongos Micorricicos

Arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) pertenecen al phylum Glomeromycota
(Schiissler y col., 2001) y forman una simbiosis mutualistica con las raices del 80% de las
plantas superiores (Allen, 1996). En esta simbiosis las plantas se benefician por el aumento
de la captacion de nutrientes, principalmente fésforo y nitrogeno, mientras que los
hongos tienen un acceso directo y constante a carbohidratos producidos por la planta en
la fotosintesis (Smith y Read, 2008). Las asociaciones raiz-HMA, llamadas micorrizas
arbusculares, han existido por mas de 1000 millones de afios (Morton, 1990; Simon y col.,
1993; Taylor y col., 1995) y se presentan en practicamente todos los ecosistemas de la
tierra (Berea y col., 1997). Las micorrizas arbusculares son un tipo de asociacion
endomicorrizica caracterizada por la formacién de estructuras intracelulares en la raiz
colonizada; tales como arbusculos, que son estructuras formadas por hifas muy
ramificadas y son los sitios primarios de intercambio de nutrientes entre los simbiontes;
vesiculas, que son estructuras de almacenamiento de lipidos y también pueden ser
intercelulares; y circunvoluciones, enrollamientos de hifas que podrian tener una funcién
similar a los arbusculos. Estas estructuras intrarradicales se conectan a un micelio
extraradical o micelio del suelo. El micelio extraradical se extiende con la formacién de
hifas corredoras para la exploracion del suelo y de nuevas raices para ser colonizadas, y

estd involucrado en la absorcion de nutrientes inmaviles en el suelo. También tiene como
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funcién la formacion de esporas, que son los propdgulos para la dispersion en el tiempo y

en el espacio de los HMA (Smith y Read, 2008).
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mrcunvolucién
vesicula

clamidiosporo

Figura 1.1 Esquema de las diferentes estructuras que forman los hongos micorrizicos arbusculares

en relacion con la raiz del hospedero (modificado de Smith y Read, 2008)

La glomalina se identifico en la década de 1990 en un trabajo para producir
anticuerpos monoclonales que reaccionaran con los HMA (Wright y col,, 1996). E
anticuerpo monoclonal 32B11 desarrollado contra esporas de Glomus intraradices FL208
muestra reaccidn con aislados de numerosas especies de HMA, y no presenta, o es muy
baja, reactividad cruzada con otros hongos no micorrizicos tipicos del suelo, tales como
Rhizoctonia, Gaeumannomyces, Endogone, Mucor, y Phytophthora (Wright y col., 1996).
Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta usando el AcM 32B11 se evidencid
que la glomalina forma parte de la pared celular de las hifas de los HMA (Driver y col.,
2005); también se detectdé glomalina en pelos radiculares, en raices en la fase activa de
micorrizacién, en arbusculos dentro de las células de la raiz, en la pared de esporas en el
micelio del suelo, y asociada a la materia organica del suelo y a particulas del suelo; pero
no se observd glomalina sobre raices no micorrizadas ni sobre hifas secas (Rillig y

Mummey, 2006; Steinberg y Rillig, 2003; Wright, 2000; Wright y col., 1996). Esta sustancia
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reactiva al anticuerpo 32B11 asociada a las estructuras de los HMA se denomind
“glomalina”. El nombre “glomalina” deriva de Glomales, que es el orden taxondmico en el
que se incluia a los HMA en la clasificacion vigente en el momento de la identificacion. Se
debe considerar que en la clasificacion taxonémica actual los HMA constituyen un phylum
o division dentro del reino Hongos (Schissler y col., 2001). A su vez, se reporté que la
glomalina presenta propiedades fisicoquimicas inusuales; es wuna glicoproteina
hidrofébica, resistente a protedlisis y a desnaturalizacion por temperatura, pH y
detergentes (Wright y col., 1996; Wright y Upadhyaya, 1996; Wright y Upadhyaya, 1998;
Bolliger y col., 2008), lo que indica su aparente estabilidad. Esto sugiere que la glomalina
inicialmente producida en las paredes celulares de las hifas en crecimiento activo de los
HMA permanece en forma residual en el suelo luego de la muerte y degradacion de las
hifas.

Sin embargo, el significado y papel de la glomalina en el ecosistema todavia no esta
claro (Treseder y Turner, 2007). Las interpretaciones acerca de su posible funcionalidad
han ido cambiando o se han ido ampliando o modificando, desde un rol que se interpreto
como su secrecidn activa para mejorar la agregacion del suelo mejorando el micronicho
donde vive el hongo (Wright y Upadhyaya, 1998; Steinberg y Rillig y, 2003), a ser
considerada una hidrofobina que modifica la adquisicion de agua (Driver y col., 2005;
Rillig, 2005), y también se ha relacionado estructuralmente con una proteina de choque
térmico (hsp), proteinas que se producen en respuesta a situaciones de estrés (Gadkar y
Rillig, 2006).

Finalmente, la hipotesis actual determina que la glomalina esta especificamente
relacionada con el metabolismo de los HMA, aunque se desconoce aln su funcién
fisiologica, y tampoco se termina de comprender su rol como una proteina persistente del
suelo, si esto es casual o si responde a una propiedad que funciona como elemento donde
actua la seleccién natural en la evolucién de los HMA y su interaccion simbidtica y con el
ambiente. En el suelo se la reconoce como una proteina de pegamento de particulas de

suelo formando conglomerados con fragmentos de raices y materia organica del suelo y
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favoreciendo el desarrollo de un ambiente en el que se multiplican las micorrizas (Purin y

Rillig, 2007).

1.4 Extraccion y cuantificacion de la glomalina del suelo

En la préctica la glomalina se define operacionalmente como una proteina del
suelo resistente a altas temperaturas, y su identificacion se basa en los métodos usados
para su extraccion y en los ensayos usados para su cuantificacion. En la ciencia del suelo es
una practica comun definir fracciones basadas en un método de extraccion determinado,
por ejemplo las fracciones de la materia organica se definen por su solubilidad en
determinado medio; los dcidos humicos son solubles en solucion alcalina y precipitan
cuando se acidifican los extractos alcalinos, los acidos fulvicos son solubles en solucion
alcalina y permanecen solubles en la acidificacidn de los extractos alcalinos , y las huminas
son insolubles en solucidn alcalina. La fraccion operacional denominada glomalina no es
en absoluto una sustancia pura en el sentido bioquimico de una fraccion proteica. Por esta
razon, Rillig (2004a) sugiere que el término "glomalina" en el sentido estricto debe
referirse sélo al producto del gen putativo de los HMA que se ha descrito como el gen que
codifica para el producto reactivo al anticuerpo 32B11, mientras que las fracciones
extraidas desde el suelo deben ser nombradas como “proteinas del suelo relacionadas con
la glomalina” (GRSP). Los protocolos usados para extraer glomalina del suelo, que
inicialmente fueron establecidos por Wright y Upadhyaya (1996), indican que la
solubilizacion de glomalina se lleva a cabo mediante el uso de un buffer de citrato de
sodio en una relacion 8:1 (volumen/peso) de buffer de extraccidn a suelo, y requiere un
proceso en una autoclave (121 °C). Tanto la concentracién y el pH del buffer de citrato de
sodio como el tiempo de autoclavado varian segun la fraccion glomalina a extraer. Se ha
definido una fraccién facilmente extraible de glomalina (GRSP-FE) que se extrae por 30
min de autoclavado (121 °C) de 1 g de suelo suspendido en 8 ml de citrato de sodio 20
mM, pH 7.0, y que se relaciona con las hifas biolégicamente activas. Por otro lado, una
fraccion total de glomalina (GRSP-Total) que se extrae por 60 min de autoclavado (121 °C)

de 1 g de suelo suspendido en 8 ml de citrato de sodio 50 mM, pH 8.0, y que se considera
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la proteina residual que ha quedado en el suelo luego de la muerte y degradacidn de las
hifas, como parte de la materia orgédnica asociada a las particulas del suelo. Dos métodos
se han usado histdricamente para cuantificar la cantidad de glomalina en los extractos de
suelo: el ensayo de Bradford y el ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA) con
el AcM 32B11 (Wright y col., 1996). El ensayo de Bradford cuantifica proteinas totales y no
es capaz de distinguir la fuente de proteina (Rosier y col., 2006), sin embargo es simple,
rapido y reproducible (Halvorson y Gonzales, 2006). El uso del ensayo de Bradford para
cuantificar glomalina se basa en la similitud observada en los perfiles de electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de extractos de hifas
de HMA y de suelo (Wright y Upadhyaya, 1998), lo que supone que el procedimiento de
extraccion desnaturaliza completamente todas las proteinas distintas a la glomalina. Por
otro lado, utilizando el AcM 32B11 el ensayo cuantifica proteina inmunoreactiva, lo que
indica que el ensayo de ELISA es mucho mas especifico que el ensayo de Bradford a pesar
de que es operativamente mas complejo.

Varios trabajos han revisado el concepto operacional de la glomalina y los métodos
usados para su cuantificacion. Se ha demostrado que junto con la fraccién de glomalina se
co-extraen otras proteinas termoestables no micorricicas que pueden estar presentes en
el suelo (Rosier y col., 2006; Gillespie y col., 2011), asi como también acidos humicos y
falvicos que son componentes de la materia organica del suelo (Nichols y Wright, 2005,
2006) y lipidos (Gillespie y col., 2011). Ademas, se ha encontrado que proteinas distintas a
la glomalina y compuestos polifendlicos (acidos himicos y taninos) presentes en el
extracto puede reaccionar con el ensayo de Bradford y sobreestimar asi los valores
obtenidos, como también producir degradacién o interferencia en el ensayo de ELISA y
subestimar sus resultados (Rosier y col., 2006; Whiffen y col., 2007; Schindler y col., 2007;
Roberts y Jones, 2008). Por otro lado, aunque los protocolos utilizados para extraer
glomalina que se describieron anteriormente son generalmente aceptados, muchos
autores han realizado modificaciones de estos protocolos tratando de mejorar las
condiciones de extraccion. Algunos autores (por ejemplo, Wright y Upadhyaya, 1998;

Wright y Anderson, 2000; Rillig y col., 2003; Halvorson y Gonzalez, 2006; Rosier y col.,
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2006; Nichols y Wright, 2005, 2006; Wright y col., 2006; Schindler y col., 2007) han
extraido la fraccion total de glomalina con varios ciclos de autoclavado de 60 min
sucesivos con buffer de extraccién fresco. El punto final de extraccién de la glomalina total
se ha descrito como "... hasta que el sobrenadante no muestra el color rojo-marron tipico

de glomalina" (Wright y Upadhyaya, 1998) y "...hasta que el sobrenadante es casi
incoloro" (Wright y col., 2006). Otros autores (por ejemplo, Wright y col., 1999; Rillig y
col., 2001) aplicaron el protocolo de extraccion de la fraccion total de glomalina de una
muestra de suelo después de una primera extraccién de la fraccién facilmente extraible de
glomalina. A pesar de esos esfuerzos, se demostrd que el protocolo que se utiliza para
extraer glomalina total aparentemente no elimina toda la glomalina del suelo, por lo que
esta fraccion quizas deberia denominarse como glomalina total extraible (TE-GRSP)
(Lovelock y col., 2004a; Wright col., 2006). Por otro lado, Wright y col. (2006) compararon
diferentes buffers de extraccion y encontraron que el pirofosfato de sodio extrae mas
proteinas que el citrato de sodio, en una variedad de suelos provenientes de ambientes
naturales de dos estados centrales, Nebraska (pastura, textura franco limosa) y Colorado
(pradera, textura limosa arenosa), y dos estados de la costa este, Maryland (bosque,
textura limosa) y Georgia (pastura, textura franco arenosa), de los estados unidos. Janos y
col. (2008) examinaron diferentes aspectos de los protocolos de extraccion y
cuantificacion de la glomalina y encontraron que la eficacia de la extraccion puede estar
relacionada con la carga negativa y la capacidad de regulacion del pH del buffer de
extraccién, con el pH del suelo en estudio, su contenido de arcilla , y con el pH 6ptimo
para la desagregacion de los complejos minerales de glicoproteina-arcilla (Halvorson y
Gonzalez, 2006), lo que indica que “las variaciones en el procedimiento de extraccién se
deben examinar en cada suelo individual con el fin de establecer protocolos para la
maxima extraccion de glomalina” (Wright y Upadhyaya, 1996). Todos estos trabajos han
demostrado que la evaluacion precisa de la cantidad absoluta de glomalina en el suelo es
problematica y requiere una mejora de los protocolos de extraccién y una mayor
comprension de las limitaciones de los métodos de cuantificacion. A pesar de estas

observaciones, y tomando en cuenta la aceptacidon que ha tenido la glomalina como
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indicador de calidad de suelo (ver mas adelante), el protocolo original es ampliamente
usado, v la fraccién de glomalina asi determinada se usa comunmente para caracterizar
suelos (Rillig y col., 2001; Bird y col., 2002; Rillig y col., 2002; Steinberg y Rillig, 2003; Rillig
y col., 2003; Harner y col., 2004; Lovelock y col., 2004a; Driver y col., 2005).

1.5 La glomalina como indicador de calidad de suelos

El contenido de glomalina en el suelo esta determinado por la relacion entre su
produccion y su descomposicion, y estos dos flujos pueden ser afectados
independientemente por las condiciones del ambiente (Rillig, 2004b; Treseder y Turner,
2007). La glomalina es producida por los HMA, por lo tanto los factores que controlan la
abundancia y composicion de la comunidad de HMA influirian en el contenido de
glomalina en el suelo. Caracteristicas de las plantas hospederas como, el largo de las
raices, la disponibilidad y el balance de nutrientes determinan el acceso de los HMA a los
productos de la fotosintesis. Los HMA son mds abundantes en presencia de raices finas
mas largas y con mayor disponibilidad de las plantas hospederas. A su vez, la
disponibilidad de nutrientes inorganicos en el ambiente (como diéxido de carbono,
amonio, nitrato, fosfato y agua) presenta un efecto en el desarrollo de los HMA, dado que
cuando el crecimiento de las plantas se ve limitado por los nutrientes éstas asignan mas
carbono a sus simbiontes quienes le proveen de estos nutrientes a las plantas por
traslocacion. Por ejemplo, la fertilizacidon con N y P a menudo reduce el crecimiento de
HMA debido a que la limitacion de nutrientes disminuye y seria mas costoso para la planta
desarrollar la micorriza que tomar directamente el nutriente del suelo. Por el contrario, el
CO, atmosférico alto aumenta la abundancia de HMA, ya sea porque las plantas necesitan
mas N o P, o porque el C esta mas facilmente disponible, o por ambos caminos. A su vez,
la abundancia de HMA también tiende a ser mayor cuando la disponibilidad de agua es
baja, posiblemente debido a una necesidad de las plantas a favorecer el crecimiento de
los simbiontes para mejorar el acceso al agua. En este sentido, la composicion de la

comunidad de plantas afectaria el contenido de glomalina (Rillig y col., 2002).
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La glomalina es un componente cuantitativamente muy importante de la MO del
suelo, ya que representa aproximadamente el 13% del carbono organico total del suelo
(COT), es decir aproximadamente nueve veces mas que los acidos himicos (Nichols y
Wright, 2006); y también que es relativamente rica en nitrégeno conteniendo entre 0,9 y
7% del nitrégeno total del suelo (Lovelock y col., 2004a; Nichols y Wright, 2006; Rillig y
col., 2001). Por ello se piensa que la glomalina probablemente sirva como fuente de Cy N
para los microorganismos. En una vision sistémica del suelo, la glomalina podria ser vista
como un destino final de la fotosintesis del sistema planta-suelo incorporando C organico
a la biosfera a partir de la transformacion del CO, del aire a través de la planta y la
traslocacién al HMA en simbiosis con la misma. La descomposicion de glomalina puede ser
afectada por las caracteristicas del suelo, tales como la disponibilidad de nutrientes (que
influyen en la actividad microbiana) y la textura del suelo (por ejemplo las arcilla pueden
proporcionar proteccion fisica) (Nichols y Wright, 2005); y por lo tanto, alteraciones en
estos factores ambientales producen potenciales consecuencias en las reservas de
carbono y nitrégeno en el suelo. La glomalina no es un exudado de los HMA, sino que
gueda contenida dentro de las paredes de hifas y cuando las hifas mueren y se
descomponen dejan un residuo de glomalina en el suelo (Driver y col., 2005; Treseder y
Turner, 2007). Por lo tanto, el depdsito de glomalina en el suelo estd determinado por el
contenido de hifas, el contenido de glomalina en las hifas, el tiempo de recambio de las
hifas y el tiempo de recambio de la glomalina. Se encontré que la glomalina reside
durante al menos 7 afios y hasta 42 afios en suelos naturales (Rillig y col., 2001); y estas
tasas de recambio relativamente lentas permiten que este compuesto se acumule a altas
concentraciones en el suelo (Rillig, 2004b), encontrandose entre 2 a 15 mg/g de suelo y
hasta 60 mg/g de suelo en una amplia variedad de suelos de diferentes ambientales
(acidicos, calcareos, pastizales y suelos cultivados) (Wright y Upadhyaya, 1998; Wright y
col., 1999).

La glomalina puede ser considerada un indicador de calidad del suelo ya que refleja
varios aspectos del funcionamiento de los ecosistemas y presenta buena correlacion con

funciones benéficas en el suelo. Por un lado, brinda una mirada bioguimica indirecta sobre
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los HMA como grupo funcional en el suelo. Estos son considerados “mutualistas claves” en
los ecosistemas terrestres, dado a que influyen en la fisiologia de las plantas individuales
(afectan la nutricidn de la planta y mejoran la relacién de la planta con el agua), presentan
interacciones ecoldgicas claves en el suelo (protegen contra patogenos de la raiz e
interactian con microorganismos benéficos que contribuyen a la nutricion de la planta) y
actian como ingenieros del habitad influyendo en la agregacion del suelo (Rillig, 2004a).
La agregacion del suelo es un proceso complejo que comienza con la consolidacion de
particulas del suelo dentro de microagregados (< 0.25 mm) y progresa a la formacién de
macroagregados en el cual participan numerosos organismos y agentes aglutinantes
(Wright y Upadhyaya, 1998). La importancia de los HMA en la agregacion del suelo se
debe a que son muy abundantes, tienen acceso intraradical directo al carbono de la planta
y por lo tanto no usan completamente el carbono de la MO, y tanto por la forma de
crecimiento de las hifas como por la produccion de glomalina conduce a la estabilizacion
de estructuras (Rillig, 2004a).

Quizds uno de los resultados mas relevantes para instalar el concepto de glomalina
como un indicador de calidad de suelo es aquel que establecié una fuerte correlacién
(curva respuesta de tipo “saturacion”) entre la glomalina y la estabilidad de los agregados
del suelo, en varios tipos de suelo (Wright y Upadhyaya, 1998).

Es posible que la glomalina contribuya también a la hidrofobicidad de las particulas
del suelo, favoreciendo la incorporacién de microorganismos que aportan a su vez
polisacaridos y otros sub-productos a la formacién de agregados. En consecuencia, la
glomalina esta relacionada con la estabilidad de los agregados del suelo, que es un
pardmetro que sirve para estimar la habilidad de un suelo de mantener buenos indices de
infiltracion de agua y adecuada aireacion favoreciendo el crecimiento de las plantas. A su
vez, la glomalina se reporté como un importante componente de la MO, reservade Cy N
en el suelo, que presenta gran influencia en la capacidad de almacenamiento de
nutrientes, la formacién de agregados y la capacidad de retencion de agua del suelo

(Nichols y Wright, 2006).
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Por otro lado, la glomalina presenta un caracteristico color marrén rojizo oscuro
probablemente relacionado con el hierro como un componente estructural, que puede
desempefiar un papel en su acumulaciéon y/o funcién. Se encontré que la glomalina
contiene altas concentraciones de hierro entre 0,8 a 8,8% (Wright y Upadhyaya, 1998) y
por lo tanto tiene la capacidad de formar complejos con metales. Por esta razon, influye
en la fertilidad del suelo (Wright y Upadhyaya, 1998; Nichols y Wright, 2005), asi como
también se reportdé su importancia en la remediacion de suelos contaminados por su
capacidad de formar complejos con elemento potencialmente téxicos (Gonzalez-Chavez y
col., 2004; Cornejo y col., 2008).

Otro aspecto interesante a considerar es que la extraccidén y cuantificacion de
glomalina es un proceso muy simple y de bajo costo.

En general, se han tomado los valores de glomalina como indicadores de la
degradacion de un suelo dado que los valores son maximos en suelos de bosques o
pasturas nativas y decaen en funcién del manejo antrépico del suelo, en particular por
labranza convencional del mismo (Rillig y col., 2003).

Alternativamente, el escenario de la siembra directa con rotacion de cultivos
permite hipotetizar que la recuperacion y estabilidad de las comunidades micorricicas en
los suelos agricolas, conllevaria a un aumento en los niveles de micorrizas de esos suelos,
y por ende aumentarian los niveles de glomalina, convirtiéndose asi la glomalina en un

potencial indicador de ganancia de calidad y no de degradacion de suelos.

1.6 Objetivos e hipdtesis del trabajo

Este trabajo se enmarcd en el proyecto BIOSPAS (Biologia del Suelo y Produccién
Agropecuaria Sustentable, www.biospas.org), realizado entre los afios 2008 y 2012, en el
que se combind la accion publica con la privada con la participaciéon concurrente de 12
grupos de investigacion provenientes de 11 instituciones académicas, y tres entidades del
ambito productivo privado: AAPRESID, Rizobacter Argentina S.A. y La Lucia S. A. del Grupo
Romagnoli; quienes cofinanciaron el proyecto junto con el FONCyT del Ministerio de

Ciencia Tecnologia e Innovacion Productiva y las Instituciones Beneficiarias del Proyecto,

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 27


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 1. Introduccidon

varias universidades nacionales como UNQ, UNLP, UNC, UNS, UNRC, UNNE, UBA, el
CONICET vy el INTA. El objetivo de dicho proyecto fue estudiar en forma multidisciplinaria
la dinamica de los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que ocurren en el suelo,
comparando tres situaciones de manejo agricola bajo siembra directa (Wall, 2011). Como
parte del proyecto BIOSPAS, nuestros objetivos e hipotesis de trabajo fueron los

siguientes:

1- Extraer y cuantificar las fracciones, facilmente extraible y total, de Proteinas del
Suelo Relacionadas con la glomalina (GRSP) desde las muestras de suelo del proyecto
BIOSPAS; con el fin de evaluar la influencia de las practicas agricolas en los niveles de
glomalina, considerando los lotes muestreados en diferentes regiones geograficas y las
diferentes épocas del afio (estaciones). Dado a que la glomalina es considerada un
componente bioquimico estructurante del suelo cuyos niveles estarian asociados a la
calidad del suelo, esperamos encontrar que las practicas agricolas afecten los niveles de
glomalina de manera tal que los sistemas mas sustentables presenten mayores valores

(Capitulo 3).

2- La determinacion de la cantidad absoluta de GRSP en el suelo resulta
problematica y por eso requiere un mayor entendimiento de los métodos de extraccion y
cuantificacion de glomalina desde muestras de suelo. En esta busqueda hemos evaluado
la precision y el grado de reproducibilidad y repetibilidad en la cuantificacién de GRSP
usando métodos colorimétricos diferentes para determinar proteinas en extractos de

suelo (Capitulo 2).

3- Debido a que existen diferentes criterios en relacion al procesamiento y
almacenamiento de las muestras de suelo, consideramos importante analizar como
diferentes formas de almacenamiento y preservacion de las muestras de suelo influyen en

los valores medidos de GRSP. El criterio de nuestro laboratorio fue trabajar con muestras
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de suelo tamizadas (< 2 mm) y conservadas a 4°C. También se analizaron muestras

secadas al aire y conservadas a -20 °C (Apéndice A).

4- Con el fin de realizar un analisis cuidadoso de la sensibilidad a las variaciones de
manejo de la glomalina como indicador de calidad de suelo, se realizaron mediciones de la
fraccion de GRSP en un ensayo controlado comparando situaciones de monocultivo vs.

rotacion de cultivos (Apéndice B).

5- Integrar estos estudios a los de otras lineas de trabajo del proyecto BIOSPAS,
buscando un mayor entendimiento de las relaciones que se establecen entre las
fracciones glomalina y la comunidad de micorrizas, el perfil de acidos grasos, el fosforo
extraible, la actividad de fosfatasa, el carbono orgdnico, el nitrégeno total, el contenido de

carbohidratos y la estabilidad estructural de los agregados (Capitulo 4).
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Capitulo 2. Revisién del método de cuantificacion de las GRSP

2.1 Introduccion

La evaluacién precisa de la cantidad absoluta de glomalina en el suelo es
problemética y requiere un mayor entendimiento de los métodos de extraccion y
cuantificacion de glomalina. La precision del método para evaluar la cantidad de glomalina
es critico en nuestro estudio, porque nuestro propdsito es comparar suelos agricolas con
bastante similitud en su historia de uso. Los suelos estudiados, provenientes del proyecto
BIOSPAS, si bien representan practicas agricolas diferentes tienen en comun el sistema de
labranza de siembra directa.

Como vimos anteriormente, comunmente dos métodos se han usado para
cuantificar la cantidad de glomalina en los extractos de suelo: el ensayo de Bradford y el
ensayo de ELISA con el AcM 32B11 (Wright y col., 1996). Sin embargo dado que el AcM
32B11 no es un producto comercial, la cantidad de proteinas del suelo relacionadas con la
glomalina (GRSP) se mide generalmente con el ensayo de Bradford. Nuestro objetivo
inicial fue evaluar la precision y el grado de reproducibilidad y repetibilidad en Ia
cuantificacion de GRSP usando dos métodos colorimétricos diferentes para determinar
proteinas en extractos de suelo: el ensayo de Bradford y el ensayo del acido bicinconinico
(BCA). Estos dos meétodos cuantifican proteinas totales, pero se diferencian en las
reacciones quimicas en las que basan la determinacion. El ensayo de Bradford se basa en
una reaccién en condiciones acidas, en la que la forma anidnica del colorante se estabiliza
mediante interacciones hidrofdbicas e idnicas, principalmente, a los residuos de arginina 'y
en menor medida con residuos de histidina, lisina, tirosina y fenilalanina. El ensayo del
acido bicinconinico se basa en una reaccion bajo condiciones alcalinas, en la que el Cu™
forma un complejo con los enlaces peptidicos de las proteinas y se convierte en Cu’. El
Cu”, unido a residuos de tirosina, triptéfano y cisteina, entonces reacciona con el reactivo
de BCA (Stoscheck, 1990). En ambos ensayos se usa como estandar la albumina sérica
bovina, una proteina de peso molecular similar a la glomalina (Gadkar y Rillig, 2006; Rosier

y col., 2006).
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Suelos

Los suelos usados se obtuvieron del proyecto BIOSPAS. Se usaron cuatro muestras
puntuales de suelo del tratamiento de referencia, Ambiente Natural (AN), provenientes
de los cuatro sitios diferentes en estudio, Bengolea y Monte Buey en la provincia de
Cordoba, Pergamino en la provincia de Buenos Aires y Viale en la provincia de Entre Rios.
(ver la descripcion de los suelos en la seccidn 3.2.1 Suelos en 3.2 Materiales y Métodos en
el Capitulo 3). Ademas, para corroborar algunas observaciones metodologicas se utilizaron
dos muestras adicionales de otros suelos. Una muestra de suelo de Balcarce en la
provincia de Buenos Aires (47 ° 45 'Sur, 58 ° 18' Oeste), un suelo agricola degradado; esta
muestra fue cedida por el Dr. Alejandro Ferrari investigador de LBMIBS, UNQ, Argentina.
La otra muestra de suelo fue tomada en el Parque Pereyra Iraola en la provincia de
Buenos Aires (34 ° 50 '22 "Sur, 58 ° 9' 47" Oeste) declarado Reserva de la Biosfera por la
UNESCO en 2008, un terreno natural donde no se practica ningun cultivo desde hace mas

de 100 afios.

2.2.2 Extraccién de glomalina

Para extraer la glomalina se usd el protocolo reportado por Wright y Upadhyaya
(1996), con especial atencién a las sugerencias realizadas por Janos y col. (2008) “(1) usar
volimenes iguales de buffer de extraccién para todas las muestras, (2) usar el mismo
tiempo de autoclavado y sacar las muestras del autoclave rapidamente al final del ciclo, y
(3) centrifugar inmediatamente para separar el sobrenadante del suelo después del
proceso de autoclavado”. Se suspendid 1 g de suelo en 8 ml de citrato de sodio 20 mM,
pH=7.00 (acido citrico, sal trisodica dihidratada), en tubos de vidrio de 50 ml. Los tubos se
autoclavaron a 121 oC durante 30 min. (Autoclave de mesa, Modelo EA-21, Stoord,
Buenos Aires, Argentina), y luego se centrifugaron a 5000 g durante 15 minutos

(Centrifuga multi (RF) serie multipurpose, Thermo Electron Corporation, Milford, EE.UU.).
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El sobrenadante representa la fraccion facilmente extraible de las proteinas del suelo

relacionadas con la glomalina (GRSP-FE) (Wright y Upadhyaya 1996).

2.2.3 Cuantificacion de glomalina

Para cuantificar la glomalina en la fraccidn extraida, como proteina total, se usaron
y compararon dos métodos colorimétricos diferentes. El ensayo de Bradford, midiendo la
absorbancia a 595 nm y usando un reactivo colorante de proteinas comercial (Bio-Rad
500-0006, Mellville, EE.UU.). El ensayo se realizé6 en microplacas de 96 celdas de fondo
plano y usando albimina sérica bovina (BSA) (1.28 a 12.8 ug de proteina por pozo) como
estandar. La BSA se usa generalmente como estandar en los ensayos de glomalina (Gadkar
y Rillig, 2006; Rosier y col., 2006.). Cada celda contenia 50 ul de reactivo colorante de
proteinas y 160 L de las soluciones estandares o de las diferentes diluciones del extracto
de suelo. El ensayo del acido bicinconinico (BCA), midiendo la absorbancia a 562 nm y
usando un reactivo de trabajo estandar que se produce mezclando dos reactivos; 100
volumenes del reactivo A con 2 volimenes del reactivo B. El reactivo A se produce
disolviendo 1 g bicinconinato de sodio, 2 g de carbonato de sodio, 0.16 g de tartrato de
sodio, 0.4 g de hidroxido de sodio y 0.95 g de bicarbonato de sodio en 100 ml de agua
destilada y ajustando el pH a 11.25 con hidroxido de sodio 10 M. El reactivo B se produce
disolviendo 0.4 g de sulfato clprico pentahidrato en 10 ml de agua destilada (Stoscheck,
1990). El ensayo se realizé en microplacas de 96 celdas de fondo plano y usando BSA
(0.625 a 25 ug de proteina por pozo) como estdndar. Cada celda contenia 200 ul de
reactivo de trabajo y 10 [l de las soluciones estandares o de las diferentes diluciones del
extracto de suelo. Estas placas se incubaron a 37 °C durante 2 horas antes de la medicion.
Se realizaron diferentes diluciones del extracto de suelo para lograr una determinacién
mas precisa, de acuerdo con una curva de calibracién estandar: muestra sin diluir, 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500. Las diluciones se llevaron a cabo en dos
buffers diferentes: en el buffer fosfato salino, pH = 7.4 (PBS) y en el buffer de extraccion,
citrato de sodio 20 mM, pH = 7.0 para comparar el efecto de diferentes diluyentes. Tanto

las soluciones estandares como cada dilucion de los extractos se midieron por triplicado
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en diferentes celdas de una misma placa. Todos los valores reportados se normalizaron a
1 g de suelo seco. La absorbancia de las muestras se leyd con un lector de microplacas
multifuncional (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Offenburg, Alemania), a 27 °C y sin
agitacion. Para comparar ambos métodos de determinacion de proteinas, Bradford y BCA,

se utilizo la misma muestra de suelo.

2.2.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo y col., 2012). Para estudiar los efectos de las diferentes diluciones practicadas a los
extractos, los datos se analizaron estableciendo modelos lineales generales (Zuur y col.,
2009). Las distribuciones normales fueron controladas por graficos normales de los
residuos estandarizados y mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks sobre los
residuos. La homogeneidad de varianzas se verificd por graficos de residuos vs. valores
predichos y mediante la prueba de Levene sobre los valores absolutos de los residuos.
Algunos conjuntos de datos mostraron heterocedasticidad de varianza, que fue modelada
por la aplicacién de la funcidn de variacién de la identidad (varldent en InfoStat) usando
como criterio valores mas bajos del criterio de Akaike (AIC) y del criterio de informacion
Bayesiano (BIC). La independencia de los errores se verific6 mediante graficos de los
residuos en funcién de la variable que se presumié podia generar dependencias sobre las
observaciones. Para evaluar las diferencias significativas entre los valores, se usaron las
pruebas de minima diferencia significativa de Fisher (LSD) y pruebas de contraste. Las

diferencias se consideraron significativas con p-valor < 0.05.
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2.3 Resultados

2.3.1 Ensayo de Bradford y diluciones del extracto de glomalina

Con el fin de explorar la precision del ensayo de Bradford para cuantificar las proteinas del
suelo relacionadas la glomalina, se ensayaron diez diluciones diferentes (sin diluir, 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/50, 1/100, 1/200 y 1/500) con la fraccién de GRSP-FE obtenida a
partir de una muestra de suelo que corresponde al Ambiente Natural de Monte Buey,
muestreada en Septiembre/2011 (principios de primavera, campos después de la
cosecha); la concentracion de GRSP-FE en cada dilucidon se cuantificd como se describe en
la seccién 2.2.3 Cuantificacion de glomalina en 2.2 Materiales y Métodos (Figura 2.1).
Sorpresiva e inesperadamente, se encontraron serias inconsistencias en los resultados en
funcion de la dilucidn practicada. Los valores de concentracién de GRSP-FE reactivas con
Bradford fueron mas altos cuando mayor era la dilucién del extracto. El incremento de los
valores calculados para las GRSP-FE reactivas con Bradford varié entre 10-40% en
diluciones sucesivas para muestras con valores de absorbancia dentro del intervalo lineal
del estandar de BSA, y entre 70-270% cuando el valor de la absorbancia estaba fuera del
rango lineal del estandar de BSA. Dos disolventes diferentes se usaron para preparar las
diluciones: citrato de sodio 20 mM y buffer fosfato salino. Los valores de concentracion de
glomalina calculados a partir de diluciones diferentes, difirieron significativamente
(p<0.05), independientemente del buffer utilizado como disolvente. Ademas, se encontrd
que los valores absolutos de GRSP-FE para cada dilucién fueron similares
independientemente del disolvente, por ejemplo: la concentracion estimada a partir de la
dilucién 1/8 era 1.00 * 0.23 mg/g en citrato de sodio 20 mM (buffer que mantiene las
condiciones de extraccién) y 1.03 + 0.16 mg/g en PBS (buffer cominmente usado en el
ensayo de cuantificacién); la concentracion estimada a partir del extracto mas diluido

(d=1/500) fue 7.99 + 0.88 mg/g y 7.38 + 0.29 mg/g, respectivamente.
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Figura 2.1: Comparacion de la concentracién de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
facilmente extraibles (GRSP-FE), expresada como mg de proteina por g de suelo seco, en
diferentes diluciones del extracto de suelo con dos disolventes diferentes. Las diluciones realizadas
fueron: M sin diluir, ® d=1/2, B d=1/4, [ d=1/8, [1 d=1/16, [ d=1/32, § d=1/50, [l d=1/100,
d=1/200 y E d=1/500. La cantidad de proteina se determind por el método colorimétrico de
Bradford, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar. Se muestran los valores medios
de tres determinaciones repetidas (n=3) con sus desviaciones estandar indicadas por lineas. Las
letras sobre las columnas representan las diferencias significativas (p<0.05) en GRSP-FE entre las
diferentes diluciones del extracto de suelo en cada disolvente utilizado, determinado por
comparaciones de a pares de LSD de Fisher y pruebas de contrastes. En cursiva se indica los
valores que se encontraron fuera del intervalo lineal de BSA en cada ensayo.

Debido a la inconsistencia de los valores de GRSP-FE en funcion de la dilucién,
tratamos de encontrar nuevas condiciones optimas para el ensayo de Bradford para
conseguir equiparar los valores determinados. Nuestras primeras hipotesis fueron que el
aumento aparente en la reactividad de Bradford podria ser una consecuencia de una
desagregacion de los complejos de proteina de la glomalina como resultados de la dilucién
de la solucion que contiene la fraccion de glomalina. Con el fin de tratar de evitar la
potencial agregacion diferencial de la glomalina, se probaron diferentes enfoques. Para
romper la potencial agregacion de la glomalina en la solucidn, se usaron dos detergentes,

el dodecil sulfato de sodio (SDS) y el Tritén X en concentraciones de 0.2 g/100 ml y 0.01
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g/100 ml, respectivamente. Por otra parte, teniendo en cuenta que el hierro es un
componente estructural muy importante en la glomalina que podria relacionarse con la
potencial  agregacion, se usaron agentes quelantes como el Aacido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.1 M, 0.05 M y 0.01 M) y el dipiridil (0.025 M) Estas
estrategias no permiten resolver la inconsistencia observada en los valores determinados

de EE-GRSP reactivas con Bradford, es decir el problema persistio.

2.3.2 Ensayo del acido bicinconinico y diluciones del extracto de glomalina

Teniendo en cuenta los resultados expuestos anteriormente decidimos comparar
el método de Bradford con otro método colorimétrico como el del acido bicinconinico
(BCA). La Figura 2.2 muestra los valores de las concentraciones de la fraccién de GRSP-FE
obtenidos a partir de cuatro muestras de suelo diferentes correspondientes al Ambiente
Natural, muestreadas en Septiembre/2010 (principios de primavera, campos después de
la cosecha) en los cuatro sitios geograficos diferentes en estudio. En este caso, seis
diluciones diferentes se llevaron a cabo usando el buffer de extraccion como diluyente: sin
diluir, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. La fraccidon de GRSP-FE se cuantificé con ambos métodos
como proteina total, usando BSA como estandar. Los valores finales de GRSP-FE se
expresaron en mg de proteina equivalente a la BSA por g de suelo seco. El aumento en los
valores de las concentraciones determinadas por el ensayo de Bradford como funcién de
la dilucidn del extracto fue similar a la observada en el experimento anterior (comparar
Figura 2.2.A con la Figura 2.1). Este resultado fue independiente de los diferentes tipos de
suelo correspondientes a diferentes ubicaciones geograficas (Figura 2.2.A). Las
concentraciones de las GRSP-FE reactivas con Bradford se incrementaron entre 10-50%
entre diluciones sucesivas (sin diluir, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32). Por ejemplo, los valores
para la muestra de suelo de Monte Buey fueron: 0.32 + 0.02 mg/g (a), 0.38 + 0.02 mg/g
(b), 0.60 + 0.01 mg/g (c), 0.9 + 0.3 mg/g (d), 1.40 + 0.05 mg/g (e) y 1.84 + 0.18 mg/g (f)
(cada letra se refiere a cada columna en la Fig. 2.2.A). La diferencia entre los valores en las
diferentes diluciones fue estadisticamente significativas (p<0.05). Alternativamente,

cuando la fraccion de GRSP-FE se determiné usando el ensayo de BCA los valores
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estimados a partir de las diferentes diluciones no variaron significativamente (p>0.05)
(Figura 2.2.B). Esto fue particularmente cierto para los valores dentro del limite de

deteccion lineal del método.
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Figura 2.2: Concentracion de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina facilmente
extraibles (GRSP-FE), expresada como mg de proteina por g de suelo seco, de diferentes diluciones
del extracto de suelo con citrato de sodio 20 mM, pH 7.00. Las diluciones fueron: B sin diluir,
W d=1/2, @ d=1/4, [J d=1/8, [ d=1/16 y [ | d=1/32. La cantidad de proteina se determind por
(A) ensayo de Bradford y (B) ensayo de &cido bicinconinico (BCA), utilizando alblimina sérica
bovina (BSA) como estandar. Se muestran los valores medios de tres repeticiones con sus
desviaciones estandares indicadas por lineas. Las letras sobre las columnas representan las
diferencias significativas (p<0.05) en GRSP-FE entre las diferentes diluciones del extracto de suelo,
determinado por comparaciones de a pares de LSD de Fisher y pruebas de contrastes. En cursiva
se indican los valores que se encontraron fuera del intervalo lineal de BSA en cada ensayo.
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En un experimento independiente analizamos otros tipos de suelos para
corroborar las observaciones anteriores (Figura 2.3). Una vez mas la concentracidn
determinada por el ensayo de Bradford se incrementd significativamente (p<0.05) entre
las diluciones sucesivas (Figura 2.3.A), mientras que la concentracion determinada por
ensayo de BCA no varid significativamente (p>0.05) en funcién de la dilucién (Figura

2.3.B).
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Figura 2.3: Comparacion de la concentracion de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
facilmente extraibles (GRSP-FE), expresada como mg de proteina por g de suelo seco, de
diferentes diluciones del extracto de suelo con citrato de sodio 20 mM, pH 7.00 a partir de dos
muestras de suelo como control, del Parque Pereyra Iraola y de Balcarce. Las diluciones fueron:
M sin diluir, W d=1/2, @ d=1/4, [0 d=1/8, [ d=1/16 y [] d=1/32. La cantidad de proteina se
determiné por (A) ensayo de Bradford y (B) ensayo de acido bicinconinico (BCA), utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como estandar. Se muestran los valores medios de tres repeticiones
con sus desviaciones estandares indicadas por lineas. Las letras sobre las columnas representan las
diferencias significativas (p<0.05) en GRSP-FE entre las diferentes diluciones del extracto de suelo,
determinado por comparaciones de a pares de LSD de Fisher y pruebas de contrastes. En cursiva
se indican los valores que se encontraron fuera del intervalo lineal de BSA en cada ensayo.
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Por otro lado, con el fin de explorar la estabilidad en el tiempo del ensayo de
Bradford y del ensayo de BCA, las intensidades de los picos de absorcion a 595 nmy a 562
nm, respectivamente, se registraron en un intervalo de tiempo de 0 a 45 minutos cada 90
segundos desde el inicio de la reaccion colorimétrica. La Figura 2.4 muestra la intensidad
de los picos de absorcion en funcion del tiempo para diferentes diluciones de la fraccion

de glomalina extraida y para diferentes diluciones de BSA usada como estandar en los dos

ensayos.
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Figura 2.4: Dependencia temporal de la intensidad pico de absorcion a (A) 595 nm para el ensayo
de Bradford y (B) 562 nm para el ensayo del acido bicinconinico, para (1) diferentes
concentraciones de albumina sérica bovina (BSA) usada como estandar en cada ensayo y (2)
diferentes diluciones del extracto en el buffer de extraccién (citrato 20 mM, pH 7,0). Las
concentraciones estandares de BSA utilizadas fueron: (A) € citrato de sodio 20 mM, € 8 ug/ml,
< 16 ug/ml, & 24 pg/ml, < 32 pg/ml, — 40 ug/ml, @ 48 pg/ml, M 56 pg/ml, [ 64 pg/ml,
(72 ug/mly - 80 ug/ml para el ensayo de Bradford y (B) @ citrato de sodio 20 mM, € 50 ug/ml,
© 100 pg/ml, © 250 pg/ml, < 500 pg/ml, — 750 pg/ml, @ 1000 ug/ml, M 1500 pg/ml,
(12000 pg/ml, O 2500 ug/ml para el ensayo del 4cido bicinconinico. Las diluciones de extracto
realizadas fueron: 4 sin diluir, ® d=1/2, € d=1/4, ¢ d=1/8, < d=1/16 y < d=1/32.
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Se encontré que el ensayo de Bradford era muy inestable en el tiempo para la
muestra de suelo (Figura 2.4.A-2), mientras que el ensayo de BCA tenia una fuerte
estabilidad en el tiempo (Figura 2.4.B-2). Ademas, la estabilidad en el tiempo de BSA era
igual tanto para el ensayo de Bradford como para el ensayo de BCA (Figura 2.4.A-1

y 2.4.B-1).

2.4 Discusion

Nuestros resultados sugieren que el ensayo de Bradford puede no ser del todo
apropiado para cuantificar proteinas del suelo relacionadas con la glomalina. En general,
la cuantificacion de GRSP en las fracciones extraidas a partir de muestras de suelo como
proteina total se realiza utilizando el protocolo del ensayo de Bradford reportado por
Wright y Upadhyaya (1996); en el que la fraccion extraida se diluye 1/100 en buffer
fosfato salino, pH = 7.4, y la absorbancia de la muestra se lee a 590 nm usando BSA como
estdndar. En nuestros estudios se encuentra una notable diferencia entre las
concentraciones de GRSP-FE determinadas usando el ensayo de Bradford en diferentes
diluciones de la misma fraccion extraida (Fig. 2.1, Fig. 2.2.A y Fig. 2.3.A), y también una
inestabilidad del ensayo de Bradford en el tiempo (Fig. 2.4.A). Alternativamente, con el
método de BCA no se observaron diferencias significativas entre los valores determinados
en las diferentes diluciones de la misma fracciéon extraida (Fig. 2.2.B y Fig. 2.3.B). La
igualacion de las concentraciones determinadas de GRSP-FE reactivas con BCA junto con la
fuerte estabilidad en el tiempo del ensayo de BCA (Fig. 2.4.B) sugiere que el ensayo de
BCA es un método bueno y preciso para cuantificar GRSP-FE.

Las inconsistencias del ensayo de Bradford se observaron en diferentes suelos con
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, pero no se encontraron en soluciones
estandares de BSA. Esto parece indicar que el ensayo de Bradford si bien es preciso para la
determinacion de proteinas similares a la BSA, no es preciso para cuantificar GRSP. Se
sugirio considerar la naturaleza metalo-glico-proteica de la glomalina, la cual esta
relacionada con la posible agregacion de la proteina en el suelo, para explicar este

problema; sin embargo vimos que usando detergentes y agentes quelantes para intentar
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romper la agregacion de la glomalina en el extracto no se observaron cambios en este
comportamiento, lo indica que no deberia ser un problema relacionado con la agregacion
de la proteina. Si bien, otros estudios deberian llevarse a cabo a fin de entender si el
resultado inesperado con el ensayo de Bradford se debe a propiedades tipicas de la
glomalina; debido a los resultados observados con el ensayo de BCA parece mas adecuado
pensar en las limitaciones propias del ensayo de Bradford para la cuantificacion de GRSP y
como éste se ve afectado por las sustancias co-extraidas con el protocolo utilizado para la
extraccion de glomalina (Nichols y Wright, 2005, 2006; Rosier y col., 2006; Whiffen y col.,
2007; Schindler col., 2007; Roberts y Jones, 2008; Gillespie y col., 2011). Finalmente,
proponemos a partir de nuestros resultados que el uso de ensayo de BCA puede ser mas
apropiado que el ensayo de Bradford para cuantificar proteinas del suelo relacionadas con
la glomalina, ya que mostré una mayor precisién en la determinacién de los valores de
concentracion y una mayor estabilidad en el tiempo, lo que parece indicar que es un

meétodo mas robusto.
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Capitulo 3.Extraccion y cuantificacién de las GRSP de diferentes practicas agricolas

3.1 Introduccion

La evaluacion de la calidad del suelo en los sistemas agricolas es de gran
importancia debido a los problemas ambientales relacionados con la degradacién del
suelo y a la busqueda constante de desarrollar una produccién agricola cada vez mas
sustentable. Es necesario evaluar la calidad del suelo para detectar cambios en sus
propiedades relacionados a las diferentes practicas de manejo agricolas y para poder
tomar decisiones respecto de esas mismas practicas y los manejos que se hacen sobre el
suelo. Si bien, actualmente se busca consenso sobre criterios de calidad de suelo, es decir
que caracteristicas debe tener un suelo para considerarse de maxima calidad, es
importante tener en cuenta que la calidad del suelo no se puede medir directamente sino
que se llega a ese concepto midiendo parametros o propiedades que sirven como
indicadores de calidad de suelo. Son los cambios en estos indicadores los que determinan
si la calidad del suelo esta mejorando, es estable o disminuye en funcidn a cambios en el
manejo (Brejda y col., 2000). Los niveles de glomalina como indicadores de calidad de
suelo, han sido y son muy utilizados debido primeramente a su facil determinacién en el
laboratorio que permite la obtencion de rapidos resultados. También, por su intima
relacion con la comunidad de micorrizas en el suelo y su uso como indicador indirecto de
HMA, ya que los HMA son microorganismos del suelo que cumplen un papel importante
en el funcionamiento de los ecosistemas. A su vez, la glomalina se encontré como parte
primordial de la MO del suelo y esta relacionada a la estabilidad de los agregados del
suelo. Todos estos parametros son muy utilizados como indicadores cuando se busca
caracterizar la calidad del suelo y de alguna manera parecen estar resumidos o contenidos
en el valor de glomalina de los suelos. En esta parte del trabajo nuestro objetivo fue
extraer y cuantificar las fracciones, facilmente extraible y total, de proteinas del suelo
relacionadas con la glomalina (GRSP) desde muestras de suelo con diferentes manejos
agricolas en siembra directa, con el fin de evaluar la influencia de dichas practicas

agricolas en los niveles de glomalina.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Suelos

Los suelos estudiados corresponden a los analizados en el proyecto BIOSPAS, y
corresponden a campos de produccidn real. Las practicas de manejo agricola y los sitios
para el estudio se seleccionaron junto con los Productores Agropecuarios siguiendo una
definicion de trabajo de los manejos del suelo basada en los principios de la Agricultura
Certificada establecidos por la Asociacion Argentina de Productores en Siembra Directa
(AAPRESID, 2013d-e). Los tres tratamiento definidos fueron (Tabla 3.1): (1) Buenas
Practicas Agricolas (BPA): manejo sustentable de agricultura bajo siembra directa, sujeto a
rotaciones tipicas de cultivos (soja-trigo-maiz), uso de cultivo de cobertura, reposicion de
nutrientes y minimizando el uso de agroquimicos (herbicidas, insecticidas y fungicidas); (2)
Practicas Agricolas No Sustentables (PANS): manejo agricola bajo siembra con alto indice
de monocultivos, baja sustitucion de nutrientes y alto uso de agroquimicos (herbicidas,
insecticidas y fungicidas); (3) Ambiente Natural (AN): usado como referencia, fueron
seleccionados pastizales naturales en un area de aproximadamente 1 ha cerca de las
parcelas cultivadas (a menos de 5 km), donde se no se cultivd durante (al menos) los
Gltimos 30 afos (Figuerola y col., 2012). Los tratamientos se repitieron 4 veces en campos
agricolas situados a través de una transecta de 400 km oeste-este a lo largo de la region
mas productiva en la Pampa Argentina, especificamente en las localidades de Bengolea en
la provincia de Cordoba (33 2 01 '31 "Sur, 63 2 37' 53" Qeste); Monte Buey en la provincia
de Cérdoba (32 2 58 '14 "Sur, 62 2 27' 06" Oeste); Pergamino en la provincia de Buenos
Aires (33 2 56 '36 "Sur, 60 2 33' 57" QOeste) y Viale en la provincia de Entre Rios (31 2 52
'59,6 "Sur y 59 2 40' 07" Oeste) (Tabla 3.2). Se realizaron cuatro muestreos, en dos
diferentes estaciones: Verano/2010-2011 (campos con soja 6 maiz en madurez fisiolégica)
e Invierno/2010-2011 (campos en barbecho o al momento previo de la siembra de trigo).
Las muestras de suelo se recogieron por triplicado para cada tratamiento en tres puntos
de muestreo de 5 m’ separados al menos 50 m uno del otro, teniendo cuidado de no
seguir la linea de siembra en el campo. Cada muestra de la fraccion de los 10 cm
superiores del suelo se recogié como un compuesto de 16 a 20 submuestras elegidas al
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azar. Las submuestras de suelo se combinaron, se homogeneizaron en el campo y se
transportaron al laboratorio a 4 °C. En los 3 dias posteriores de la recoleccion, las
muestras se tamizaron para eliminar las raices y restos vegetales a través de una malla de

2 mm, y se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento.

Tabla 3.1. Descripcion de los diferentes manejos agricolas en los sitios estudiados calculados como

valores promedios para los afios 2005-2009.

Bengolea Monte Buey  Pergamino Viale

BPA PANS BPA PANS BPA PANS BPA PANS
Afios bajo siembra directa (%) 100 80 100 100 100 100 100 100
Relacién Maiz/Soja 1.5 4 0.7 4 1.5 5 1.5 4
Indice de rotacién ° 167 133 18 117 133 1 15 1417
Invierno con trigo (%) & 60 40 60 20 40 0 40 20
Invierno con cultivo cobertura (%) 20 0 40 0 0 0 20 0
Uso de herbicida (I/ha) ° 27.7 438 22 386 293 465 345 431
Uso de insecticida (N° aplicaciones/afio) 4 10 6 8 - 3 1.3 2.3
Uso de fungicida (N° aplicaciones/afio) 1 0 0 1 - 1 - -
Rendimiento de soja (kg/ha) 3067 2775 3167 2675 2933 2825 3000 1805
Incremento del rendimiento de soja (%) 10.5 18.4 3.8 66.2
Rendimiento de maiz (kg/ha) 10500 2700 12550 800 9500 (g) 7030 3450
Incremento del rendimiento de maiz (%}‘f 289 1468.8 - 103.8

“Calculado como niimero de cultivo por afio, en los 5 afios anteriores al muestreo. "Porcentaje de inviernos
con trigo sembrado como un cultivo de invierno. “Porcentaje de inviernos con otro cultivo de cobertura
(Vicia sp., Melilotus alba or Lolium perenne) sembrado como cultivo de invierno. Los cultivos de cobertura se
gueman quimicamente antes de sembrar los cultivos de verano. “Calculado como litros de herbicidas de baja
toxicidad sobre litros de herbicidas de moderada toxicidad. La toxicidad se define de acuerdo a las
categorias de toxicidad de EPA. “Incremento porcentual del rendimiento en las BPA en funcién de las PANS.

(g) No se sembrd maiz en Pergamino bajo PANS.
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Tabla 3.2: Caracteristicas de los suelos usados en este estudio (Kraemer y col., 2012a).

Bengolea Monte Buey Pergamino Viale
Clasificacion del suelo Haplustol éntico  Argiudol tipico  Argiudol tipico Hapludert
Textura franco arenosa  franco limosa  franco limosa  franco arcillosa limosa

Lluvia anual media (mm) 880 930 1000 1165

Temperatura anual media (°C) 16.9 17.2 16.7 18.4
Distribucidn de Arena (%) 57 16 16 2
tamaiio de Limo (%) 29 61 62 56
particulas Arcilla (%) 14 23 22 42

3.2.2 Extraccion de glomalina

Para extraer la glomalina se usé el protocolo reportado por Wright y Upadhyaya
(1996), con especial atencién a las sugerencias realizadas por Janos y col. (2008) (ver la
seccion 2.2.2 Extraccion de glomalina en 2.2 Materiales y Métodos en el Capitulo 2). La
fraccion facilmente extraible (GRSP-FE) se extrajo suspendiendo 1 g de suelo en 8 ml de
citrato de sodio (4cido citrico, sal trisédica dihidratada) 20 mM, pH=7.00, en tubos de
vidrio de 50 ml. Los tubos se autoclavaron a 121 eC por 30 min. Para la fraccion total
(GRSP-Total) se suspendid 1 g de suelo en 8 ml de citrato de sodio (acido citrico, sal
trisddica dihidratada) 50 mM, pH=8.00 en tubos de 50 ml, y se autoclavaron los tubos a
121 oC por 60 min. Los procesos de autoclave se realizaron en una autoclave de mesa
(Modelo EA-21, Stoord, Buenos Aires, Argentina). Luego del proceso de autoclavado se
centrifugd a 5000 g durante 15 minutos (Centrifuga multi (RF) serie multipurpose, Thermo
Electron Corporation, Milford, EE.UU.) y el sobrenadante representa las fracciones de

proteinas del suelo relacionadas con la glomalina (GRSP).

3.2.3 Cuantificacion de glomalina

Para cuantificar la glomalina en las fracciones extraidas, como proteina total, se
us6 el método colorimétricos del acido bicinconinico (BCA) (ver el desarrollo detallado del
método de BCA en la seccidon 2.2.3 Cuantificacion de glomalina en 2.2 Materiales y
Métodos en el Capitulo 2). Para lograr una determinacion mas precisa, de acuerdo con

una curva de calibracion estandar, se ensayaron tres diluciones para cada fraccion
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extraida: sin diluir, d=1/2 y d=1/4; y cada dilucién se midié por triplicado en diferentes
celda de una misma placa. Todas las diluciones se realizaron con el buffer de extraccion,
citrato de sodio 20 mM, pH=7.0 para la fraccion GRSP-FE y citrato de sodio 50 mM, pH=8.0
para la fraccion GRSP-Total. Los valores reportados se normalizaron a 1 g de suelo seco. La
absorbancia de las muestras se leyd con un lector de microplacas multifuncional (FLUOstar

Omega, BMG LABTECH, Offenburg, Alemania), a 27 °C y sin agitacién.

3.2.4 Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico
InfoStat (Di Rienzo y col., 2012). Inicialmente, para estudiar los efectos de los tratamientos
(Buenas Practicas Agricolas (BPA), Practicas Agricolas No Sustentables (PANS) y Ambiente
Natural (AN)) y de las épocas de muestreo (Verano e Invierno) sobre los niveles de las dos
fracciones de glomalina medidas, EE-GRSP y Total-GRSP, los datos se analizaron mediante
la construccion de modelos lineales mixtos (Zuur y col., 2009). En estos, considerando el
disefio experimental, los tratamientos y las épocas de muestreo se usaron como efectos
fijos, y los afios (2010 y 2011) y los sitios (Bengolea, Monta Buey, Pergamino y Viale) de
muestreo se consideraron efectos aleatorios. La estructura aleatoria incluye los sitios
anidados dentro de los afios y los tratamientos anidados dentro de los sitios.
Posteriormente, se realizé el andlisis de los sitios por separado estableciendo modelos
lineales generales (Zuur y col., 2009). Las distribuciones normales fueron controladas por
graficos normales de los residuos estandarizados y mediante la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilks sobre los residuos. La homogeneidad de varianzas se verificd por graficos
de residuos vs. valores predichos y mediante la prueba de Levene sobre los valores
absolutos de los residuos; y en los casos que fue necesario se modeld la
heterocedasticidad de varianza. La independencia de los errores se verific6 mediante
graficos de los residuos en funcion de la variable que se presumid podia generar
dependencias sobre las observaciones. Para evaluar las diferencias significativas entre los
valores, se usaron las pruebas de minima diferencia significativa de Fisher (LSD) y pruebas

de contraste. Las diferencias se consideraron significativas con p<0.05. Los coeficientes de
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correlaciéon de Pearson fueron calculados para evaluar la relacién entre diferentes
variables, entre las fracciones GRSP-FE y GRSP-Total entre si y con la textura del suelo. Se
realizaron regresiones lineales simples para determinar el grado de vinculacion entre las

diferentes fracciones de glomalina.

3.3 Resultados

Los valores de GRSP-FE y GRSP-Total, en mg por g de suelo seco, en las tres
situaciones de manejo agricola y las dos épocas de muestreo estudiadas se muestran en la
Figura 3.1. El andlisis de los efectos de los tratamientos y de las épocas de muestreo sobre
los niveles de las dos fracciones de glomalina medidas, GRSP-FE y GRSP-Total, se realizo
considerando los cuatro sitios, los tres tratamientos dentro de estos sitios, las tres
muestras puntuales en cada tratamientos, los dos afios y las dos épocas de muestreo
(nimero de muestras analizadas = 144). También se considerd que en la determinacion de
la concentracidn de GRSP en cada fraccidn extraida se ensayaron tres diluciones y tres
determinaciones para cada dilucidn, con el fin de obtener una determinacién mas precisa.
Asi, el nUmero total de datos analizados fue 1296.

A partir del analisis estadistico se observé que para la fraccion facilmente extraible
los efectos fijos estudiados (tratamientos y estaciones) no presentaron interaccion
(p=0.9963). Entre los tratamientos, se observé una diferenciacion significativa
(p=0.0015), encontrandose que las practicas agricolas (BPA y PANS) se diferenciaron del
AN pero no entre si: AN > BPA = PANS (Figura 3.1.A); y entre las épocas de muestreo
(verano e invierno) no se observo diferencias significativas (p=0.0528) (Figura 3.1.B).

Para la fraccion total tampoco hubo interaccion entre los efectos fijos
(p=0.8878). En este caso, entre tratamientos también se observaron diferencias
significativas (p=0.003), encontrdndose que las practicas agricolas se diferenciaron del AN
y ademas lo hicieron entre si: AN > BPA > PANS (Figura 3.1.A); y ademas tampoco se

observo diferencias entre épocas de muestreo (p=0.1497) (Figura 3.1.B).

A su vez, los valores relativos de GRSP para las practicas agricolas, BPA y PANS, en

funcion del valor de AN (indicados sobre las columnas respectivas en la Figura 3.1.A),

49



Capitulo 3.Extraccion y cuantificacién de las GRSP de diferentes practicas agricolas

fueron mayores para BPA; y esto se observé en las dos fracciones de glomalina, GRSP-FE y

GRSP-Total.
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Figura 3.1: Concentracion de las fracciones de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
facilmente extraibles (GRSP-FE) y totales (GRSP-Total), extraidas de muestras de suelo de los
cuatro ambientes estudiados comparando (A) las tres situaciones de distinto manejo agricola:
[] AN, I BPA y M PANS, y (B) las dos épocas de muestreo: [l verano y B invierno. La cantidad
de proteina, expresada como mg de proteina por g de suelo seco, fue determinada por el método
calorimétrico de BCA usando albumina sérica bovina (BSA) como estandar. En la Figura 3.1.A, se
muestran las medias del nimero total de muestras separadas por tratamientos (n=48) con sus
desviaciones estandares indicadas por las lineas, y sobre las respectivas columnas se muestran los
valores relativos de EE-GRSP y Total-GRSP para los tratamientos de BPA y PANS en funcion del
valor del AN (control). En la Figura 3.1.B, se muestran las medias del nimero total de muestras
separadas por estaciones (n=72) con sus desviaciones estandares indicadas por las lineas. Las
letras sobre las columnas representan el analisis estadistico (p<0.05, n=144), entre tratamientos
(Figura 3.1.A) y entre estaciones (Figura 3.1.B). Los asteriscos representan los p-valores
significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Por otro lado, resultd de interés analizar los sitios por separado. En este caso, se
observdé que los valores de glomalina son mayores en el sitio de Viale y menores en
Bengolea; mientras que en Monte Buey y Pergamino mostraron valores intermedios. La
Figura 3.2 muestra los valores totales de GRSP-FE y GRSP-Total para los ambientes

naturales de todos los sitios, a modo de ejemplo de esta observacion.

40 -
35 -

30 -

15 +
10 -
10.9 13.2
| 8.0
5.5

5
0
BENGOLEA MONTE BUEY PERGAMINO VIALE
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Figura 3.2: Concentracidn de las fracciones de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
L] facilmente extraibles (GRSP-FE) y M totales (GRSP-Total), extraidas de las muestras de suelo de
los ambientes naturales de los cuatro sitios estudiados.

La Figura 3.3 muestra los valores promedio de GRSP-FE y GRSP-Total, en mg por g
de suelo seco, considerando las tres situaciones de manejo agricola del suelo y en los
cuatro tiempos de muestreo estudiados para los cuatro sitios separados. Sobre las
respectivas columnas se indican los valores de GRSP-FE y GRSP-Total de las situaciones de
manejo agricola relativos al valor del AN, dentro de un mismo ambiente y un mismo

tiempo de muestreo.
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Figura 3.3: Leyenda a continuacion.
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Figura 3.3: Concentracién de las fracciones de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
facilmente extraibles (GRSP-FE) y de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina totales
(GRSP-Total), extraidas de muestras de suelo de los cuatro ambientes estudiados comparando tres
situaciones de distinto manejo agricola: C] AN, ll BPA y ll PANS, en cuatro diferentes tiempos de
muestreo. La cantidad de proteina, expresada como mg de proteina por g de suelo seco, fue
determinada por el método calorimétrico de BCA usando albimina sérica bovina (BSA) como
estandar. Se muestran las medias de tres replicas (n=3) con sus desviaciones estandares indicadas
por las lineas. Sobre las respectivas columnas, se muestran valores relativos de GRSP-FE vy
GRSP-Total para los tratamientos de BPA y PANS en funcidon del valor del AN (control). Las letras
sobre las columnas representan el analisis estadistico (p<0.05, n=9) entre tratamientos dentro de
cada sitio y cada muestreo; y las letras entre paréntesis representan el anilisis estadistico
(p<0.05, n=12) entre muestreos dentro de cada sitio y cada tratamiento. Los asteriscos
representan los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Se observo que los valores de GRSP-FE y GRSP-Total en funcidn de las practicas
agricolas mostraron para cada sitio una tendencia diferente que relaciona los distintos
tipos de manejo del suelo. Los sitios de Monte Buey y Pergamino, mostraron un patron
similar: los niveles de GRSP-FE y GRSP-Total disminuyeron en el siguiente orden:
AN > BPA > PANS, y las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
Ademads, los valores relativos de GRSP-FE y GRSP-Total para manejos agricolas de BPA y
PANS en funcién del valor de AN (BPA/AN y PANS/AN, indicados en las columnas
respectivas en la Figura 3.3), fueron mayores para BPA en los dos sitios. Los valores de
GRSP-FE y GRSP-Total en suelos de Bengolea y Viale no mostraron una tendencia clara en
funcién al uso del suelo, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los
diferentes manejos agricolas. En Bengolea, en donde se observaron los menores valores
absolutos de glomalina (Figura 3.2), las relaciones BPA/AN y PANS/AN mostraron valores
similares entre si y cercanos a uno, lo que indicé que los niveles de glomalina en los
diferentes manejos agricolas no presentaron diferencias entre si, y ademas los manejos
agricolas tuvieron niveles de glomalina similares al ambiente natural. Mientras que en
Viale, con los mayores valores absolutos de glomalina (Figura 3.2), los niveles de GRSP-FE
y GRSP-Total en el ambiente natural fueron mas altos, indicando que los manejos agricolas
se diferenciaron del ambiente natural aunque no se diferenciaron entre si. La mayor
variabilidad del AN de Viale sobre todos las otros tratamientos y sitios, se debié a que una

de las muestras puntuales presentd valores notablemente menores que las otras dos
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repeticiones (ej: Verano/2010, GRSP-FE: AN1: 5.41, AN2: 9.55, AN3: 11.2; GRSP-Total:
AN1: 9.47, AN2: 16.08, AN3: 18.91). Las tendencias observadas en cada sitio se
mantuvieron en los cuatro muestreos realizados y ademads en general no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) en las concentraciones de glomalina entre los muestreos
en los diferentes tratamientos (letras entre paréntesis en la Figura 3.3). A su vez, las
tendencias observadas se mantuvieron en las dos fracciones extraidas de glomalina,
GRSP-FE y GRSP-Total, con mayores valores absolutos de concentracion en la fraccion
total.

Para analizar la relacion entre las fracciones de glomalina se determinaron los
coeficientes de correlacién de Pearson, que mostraron alta correlacion al analizar todos
los datos juntos (0.85, p<0.0001), como también al analizar los sitios separados
(Bengolea: 0.76, p=6E-8; Monte Buey: 0.86, p=2.8E-11; Pergamino: 0.6, p=1.2E-4;
Viale: 0.82, p=1.1E-9). También se realizaron regresiones lineales entre los valores de
GRSP-Total (se uso como variable dependiente) y GRSP-FE (como variable independiente)
para estudiar en mas profundidad la relacion y establecer si hay alguna diferencia entre
los diferentes sitios. La Figura 3.4 muestra las regresiones lineales, con las ecuaciones de
las rectas establecidas, los p-valores de los estadisticos determinados (pendiente) y los
valores de R? (que determinan qué proporcién de la variacién total es explicada por el
modelo). Las tendencias establecidas fueron rectas con ordenada al origen cero (los
p-valores de éste estadistico determinaron que son cero en todos los casos: sitios juntos:
0.932, B: 0.064, MB: 0.602, P: 0.604, V: 0.755) y con pendiente aproximada a 2. Asi, se
pudo establecer que la relacion entre las fracciones de glomalina fue tal que la fraccion
total fue dos veces la fraccion facilmente extraible, y esto se observé al analizar los sitios

juntos y separados.
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Figura 3.4: Relacion entre las fracciones de glomalina, GRSP-FE y GRSP-Total, medidas por el
ensayo de BCA, desde las muestras de: A Bengolea, [J Monte Buey, O Pergamino y X Viale.
Inserto en el grafico se muestran las ecuaciones de las rectas establecidas, los p-valores de las
pendientes y los valores de R’.

3.4 Discusion

Nuestros resultados muestran que los niveles de glomalina son influenciados por
las caracteristicas inherentes del suelo en cada ambiente particular, afectando tanto los
valores absolutos encontrados como las tendencias que relacionan la concentracién de
glomalina con los diferentes usos del suelo. En todos los campos en produccion
comparados en este estudio los manejos agricolas que definen las BPA y las PANS son
marcadamente diferentes entre si. El tipo de manejo es bajo siembra directa, durante los
6 afios anteriores a los muestreos, con excepcion de un solo afio (2004/2005) en
Bengolea, donde el lote de las PANS fue labrado con un arado cincel. Entonces, la principal
diferencia entre ambos manejos agricolas fue el predominio de soja en la sucesién de
cultivos en las PANS y una proporcion mas equilibrada de maiz, trigo y soja en la rotacion

en las BPA, que se tradujo en mayores cosechas. Otras practicas agrondmicas que
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distinguen las BPA y las PANS son la incorporacion de cultivos de cobertura y la menor
cantidad de herbicidas utilizados (Tabla 3.1).

A continuacién se describen los suelos de los diferentes ambientes estudiados. El
suelo en Bengolea es un suelo franco arenoso, Haplustol Entiotico, ubicado en la Pampa
Piamonte, donde el régimen de humedad es en su mayoria Ustico y donde las arenas
fluviales y los limos se encuentran junto con los sedimentos loéssicos. El suelo en Monte
Buey esta en una zona plana en el limite entre la Pampa Piamonte y la Pampa Ondulada;
es un suelo franco limoso, Argiudol tipico con un horizonte Bt iluvial moderadamente
desarrollado y una mayor proporcion de la fraccion de limo. El suelo en Pergamino es un
suelo franco limoso, Argiudol tipico, con un horizonte Bt bien desarrollada, representante
de la Pampa Ondulada; la precipitacion es ligeramente mayor que en el sitio anterior, la
red de drenaje estd bien definida y el relieve es suavemente ondulada (pendientes de
sobre 2% y hasta el 5%). El suelo en Viale es franco arcillo limoso, Hapludert; la
precipitaciéon es la mas alta de la transecta, el relieve también es suavemente ondulado y
el sistema de drenaje esta bien desarrollado. La mineralogia de arcilla de los horizontes
superficiales de los suelos de Bengolea, Monte Buey y Pergamino es bastante similar, que
consiste en arcillas 2:1, principalmente illitas con una pequefia proporcion de los
minerales irregulares de esmectita-ilitainterestratificada, y trazas de caolinita. Por el
contrario, el suelo en Viale se caracteriza por una proporcion considerable de esmectita
junto con proporciones inferiores de los minerales de arcilla mencionados anteriormente
(Kraemer y col., 2012a).

En resumen, los suelos varian del mas arenoso en el ambiente menos lluvioso
sobre el oeste, Bengolea, al mas arcilloso en el ambiente mas humedo en el este, Viale
(Tabla 3.2). En estos dos suelos, con los menores (Bengolea) y mayores (Viale) valores
absolutos de concentracion, los niveles de glomalina no manifiestan diferencias entre las
BPA y las PANS. Mientras que en las situaciones intermedias, representadas por los suelos
de Monte Buey y Pergamino que presentan caracteristicas edéficas similares, se observa
una tendencia relacionada con el modelo que implica la existencia de mayores redes de

micorrizas en suelos de ambientes naturales que disminuyen en la medida que los suelos
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son utilizados en produccion agricola. En estos casos, las BPA se ven reflejadas con
mayores niveles de glomalina en comparacion a las PANS. A su vez, las tendencias
observadas se mantienen en las dos fracciones extraidas de glomalina, con mayores
valores absolutos en la fraccion total (aproximadamente dos veces mas que la fraccion
facil) que parecen estar relacionados con las condiciones mas drasticas de extraccion de
esta fraccion. Por otro lado, analizando las diferentes épocas de muestreo vemos que los
niveles de glomalina no presentan dinamica por efectos estacionales.

Se ha reportado que la textura del suelo influye en los niveles de glomalina. Rillig y
Steinberg (2002) observaron que los HMA que crecen en un medio de bolitas de vidrio
grandes producen menos glomalina por unidad de longitud de hifas que aquellos que
crecen en un medio con bolitas de vidrio pequeias. Rillig y col. (2003) reportaron
diferencias en la descomposicion de glomalina por efectos directos de diferentes
ambientes. Asi, la textura del suelo puede afectar tanto la produccion de glomalina por
parte de los HMA como también modificar el tiempo de recambio de la glomalina en el
suelo. Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados, en los cuales en el suelo
de Bengolea con una textura mas arenosa (57% arena, 29% limo, 14% arcilla) se
encuentran los menores valores absolutos, en el suelo de Viale con textura mas arcillosa
(2% arena, 56% limo, 42% arcilla) los mayores valores absolutos, y en los suelos con
texturas intermedias entre estos, Monte Buey (16% arena, 61% limo, 23% arcilla) y
Pergamino (16% arena, 62% limo, 22% arcilla), valores absolutos intermedios. Analizando
la relacién de las fracciones de glomalina con la textura del suelo a través de ceficientes de
correlacion de Pearson, se observa que los niveles de glomalina se correlacionan
positivamente con el contenido de arcilla (GRSP-FE: 0.6, p=0.0001; GRSP-Total: 0.56,
p=0.0003) y con el contenido de limo (GRSP-FE: 0.41, p=0.0119; GRSP-Total: 0.41,
p=0.0127), mientras que los hacen negativamente con el contenido de arena (GRSP-FE:
0.6, p=0.0001; GRSP-Total: -0.58, p=0.0002). Es decir, encontramos en los suelos
estudiados que los valores de glomalina dependen de la textura del suelo, y entonces

también seria posible pensar que la textura del suelo podria afectar la influencia de las
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practicas agricolas sobre los niveles de glomalina, es decir podria afectar a la glomalina
como indicador de calidad del suelo.

Los resultados presentados en este capitulo corroboran la hipétesis general que la
glomalina funciona como indicador de calidad de suelo diferenciando entre practicas
agricolas, pero esto es mas claro y significativo para los valores de la denominada
glomalina total y también lo es para suelos de tipo franco limoso y no ocurre lo mismo en
suelos franco arenosos o arcillosos. Que le fraccion total sea un mejor indicador que la
fraccion facilmente extraible sugiere que la glomalina es un indicador que necesita mayor
tiempo de desarrollo (tiempo de acumulacion de glomalina), es decir que registra historias
de uso del suelo mas que efectos inmediatos de cambio de manejo. Por otra parte, la
dependencia de la glomalina como indicador en relacion a la textura del suelo requiere de
un mayor trabajo de investigacion como es el analisis de la relacién de la glomalina con
otros parametros bioquimicos o fisicoquimicos del suelo que contribuyan a construir una
explicacion de este fenémeno diferencial con la textura, quizas relativo al proceso de

extraccion.
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Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

4.1 Introduccién

Los resultados presentados y discutidos hasta aqui, en particular en el capitulo
anterior, indican que las caracteristicas edaficas del ambiente deben ser tenidas en cuenta
al analizar las diferencias que reflejan los niveles de glomalina en relacion a la calidad del
suelo frente a diferentes manejos agricolas. Asi, en nuestros ejemplos, en el suelo de
textura mas arenosa, cercano a la localidad de Bengolea, se encontraron los menores
valores absolutos de glomalina y no se manifiestaron diferencias entre las practicas
agricolas analizadas. En el suelo de textura mas arcillosa, cercano a la localidad de Viale, si
bien se registraron los mayores valores de glomalina, tampoco se manifiesté la diferencia
entre practicas agricolas. En los suelos con textura franco limosa, Monte Buey y
Pergamino, se registraron valores intermedios de glomalina (Monte Buey > Pergamino) y
se observo una tendencia relacionada con la presencia de mayores redes de micorrizas en
suelos de ambientes naturales que disminuyen segun el uso agricola del suelo:
AN > BPA > PANS. Por lo tanto, para entender mejor las diferencias observadas en estos
suelos y tratar de comprender mejor el significado biolégico/bioquimico/edafico del valor
qgue se obtiene de la fraccion de glomalina en los suelos, optamos por analizar en cada
sitio de muestreo la relacion de las fracciones de glomalina extraidas, GRSP-FE vy
GRSP-Total, medidas como proteina total, contrastando dichos valores con los de otras
variables que permiten caracterizar el suelo en otros aspectos, como la comunidad de
micorrizas, el perfil de acidos grasos, el fésforo extraible, la actividad de fosfatasa, el
carbono organico, el nitrogeno total, el contenido de carbohidratos y la estabilidad

estructural de los agregados.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Suelos

Los suelos analizados v los datos que aqui se incluyen en el analisis se obtuvieron
del proyecto BIOSPAS y se describen en la seccién 3.2.1 Suelos en 3.2 Materiales y

Métodos en el Capitulo 3, y brevemente a continuacion.

4.2.2 Extraccion de glomalina y cuantificacion de glomalina

La extraccion y cuantificacion de glomalina, tanto en su forma de GRSP-FE como
GRSP-Total se realizé como se describe en las secciones 3.2.2 Extraccion de glomalina y

3.2.3 Cuantificacion de glomalina en 3.2 Materiales y Métodos en el Capitulo 3.

4.2.3 Analisis de la comunidad de hongos micorricicos arbusculares a partir de la
separacion y caracterizacion de las esporas presentes en el suelo (Realizado por la Dra.
Maria Noelia Cofré. Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV-CONICET).
FCEFyN. Universidad Nacional de Cordoba, proyecto BIOSPAS)

De cada muestra de suelo se tomaron 100 g que fueron tamizados empleando
mallas de distinto tamafio de apertura (125 y 38 um) siguiendo la metodologia propuesta
por Gerdemann y Nicolson (1963). Posteriormente, los materiales retenidos en los tamices
de 125 y 38 um fueron transferidos a tubos de centrifuga de 50 ml y centrifugados en
sacarosa al 80% (Walker y col., 1982). Las esporas obtenidas en la interfase entre la
solucion de sacarosa y agua fueron lavadas y colocadas en capsulas de Petri de 9 cm de
didmetro con base cuadriculada de 1 cm de lado. Las esporas y esporocarpos
aparentemente saludables y sin ningun tipo de sefal de dafio fueron diferenciados segun
tamafio, color, ornamentaciones, nimero de paredes, nimero de ldminas en cada pared y
forma de la hifa sustentora. Luego fueron cuantificadas bajo lupa estereoscopica Nikon
SMZ745T. Para cada tipo morfolégico se realizaron preparados permanentes usando
Polivinil-alcohol (PVA) y PVA + Melzer (Morton, 1988; Omar y col., 1979), como medios de
montaje. Las esporas en reactivo de Melzer fueron aplastadas para poder observar la

tincion de las diferentes paredes. Las morfoespecies fueron identificadas bajo microscopio
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Optico Nikon Eclipse E200, fotografiadas y comparadas con las descripciones de las
especies originales y aislamientos de referencia descriptos en INVAM

(http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/species|D.htm), Blaszkowski (http://www.zor.

zur.edu.pl/Glomeromycota/index.html), Schenck y Perez (1990) y Redecker y col. (2013).
Las especies fueron asignadas a cada tipo de espora siguiendo las nominaciones
taxondmicas de SchifBler y Walker (2010) y Redecker y col. (2013). De cada una de las
muestras de suelo se analizd la comunidad de esporas de HMA, se determiné la densidad
de esporas, expresada en numero de esporas en 100 g de peso seco de suelo, totales y

clasificadas en las familias encontradas (Cofré, 2014).

4.2.4 Analisis de perfiles de acidos grasos de diferentes fracciones de lipidos del suelo
(Realizado por el Dr. Alejandro Ferrari. Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia e
Interacciones Bioldgicas en el Suelo (LBMIBS). Departamento de Ciencia y Tecnologia.
Universidad Nacional de Quilmes, proyecto BIOSPAS)

Los perfiles de dcidos grasos se analizaron como sigue: 3 g de suelo se extrajeron
con un buffer mezcla de cloroformo-metanol-citrato (1:2:0.8 v/v/v), y la capa orgénica se
fracciond a través de una columna de extraccion en fase sélida llena de silice. Los lipidos
neutrales, glicolipidos y fosfolipidos se eluyeron con cloroformo, acetona y metanol,
respectivamente. Las fracciones fueron entonces expuestos a una metandlisis alcalina
suave, se extrajo con hexano, modificada con 33,75 g del acido graso estandar de 19:0
éster de metilo (no encontrado en muestras ambientales), se evapord bajo una corriente
de N;, y se resuspendieron en 100 pul de hexano. Detalles analiticos de la técnica se
pueden encontrar en Frostegard ycol. (1993). El analisis cromatografico de los FAMEs
extraidos se llevo a cabo de acuerdo con el sistema de TSBA 40 MIDI (Sasser, 1990).
Brevemente, 2 Wl del extracto lipidico de cada fraccién de lipidos se inyecta en un
cromataografo de gases con un detector de ionizacidn de llama (Agilent 6890 plus), usando
H, como gas portador y una columna capilar de siloxano fenil metil 2.5% Ultra (25m x 200
wm x 0,33 um). La temperatura inicial del horno de 170 °C se incrementd a 260 °C a 5
°C/min, seguido de otro aumento a 310 °C a 40 °C/min. Cada concentracién de acido graso

en la muestra se calculd en relacion con el estandar interno 19:0 éster de metilo, y se
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expresd como nanomoles por gramo de suelo seco. En total, 73 dcidos grasos diferentes
de los perfiles de los acidos grasos fosfolipidicos (PLFA) y de los acidos grasos neutros
(NLFA) obtenidos a partir de las diferentes muestras de suelo se detectaron con el sistema

MID! y se analizaron adicionalmente (Ferrariy col., 2015).

4.2.5 Analisis quimico del suelo y fraccionamiento fisico de la materia organica del suelo
(Realizado por el Ing. Matias Duval. CERZOS-CONICET. Departamento de Agronomia.
Universidad Nacional del Sur, proyecto BIOSPAS)

En las muestras de suelo, secadas al aire y tamizadas con malla de 2 mm, se
realizaron las siguientes determinaciones:

Carbono orgénico total del suelo (COT) por combustion seca (1500°, LECO
Analizador de carbono), expresado en porcentaje de peso seco (Duval y col., 2013).

Nitrogeno total (Nt) por el método de Kjeldhal (Bremmer, 1996), expresado en
porcentaje de peso seco (Duval y Galantini, 2010).

Fasforo extraible (Pe) por el método de Bray y Kurtz (1945), expresado en ppm
(Duval y Galantini, 2010).

Carbohidratos totales y solubles. La extraccion de los carbohidratos totales (CHt) se
realizé por una hidrdlisis acida en la cual 1 g de muestra de suelo se tratd con 10 ml de
H,S0,; 0,5 M y se calentd a 80 °C durante 24 h. Para la extraccién de los carbohidratos
solubles (CHs) se suspendié 1 g de muestra de suelo en 10 ml de agua destilada y se
calento a 80 °C durante 24 h. Después de la extraccion con agua caliente, se afiadié H,S0,
para obtener una concentraciéon 0,5 M como en el procedimiento de hidrélisis con acido
diluido y se proces6 inmediatamente. Después de las extracciones, cada suspension se
centrifugd a 4000 rpm durante 15 min (Angers y Mehuys, 1989; Puget y col., 1999). El
contenido de carbohidratos en los extractos se determind por espectrometria utilizando el
meétodo de espectrometria de antrona con glucosa como el estandar (Brink y col., 1960) y
se expreso en kg/ha (Duval y col., 2013).

Fraccionamiento por tamafio de particula del COT por tamizado en humedo del
suelo (Cambardella y Elliott, 1992; Galantini, 2005). 50 g de suelo se mezclaron con 100 ml

de agua destilada en recipientes de vidrio de 120 ml. Se afiadieron 10 bolitas de vidrio (5
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mm de didmetro) para aumentar la destruccién total y reducir los problemas potenciales
creados por diferentes contenidos de arena (Cambardella y Elliott, 1992). Las muestras
fueron sometidas a dispersion mecanica a través de un agitador rotatorio durante
aproximadamente 16 h a 40 rpm, para desintegrar los agregados. El tamizado se hizo con
un par de tamices de 53 um y 105 um de diametro de malla, moviéndose hacia atrds y
adelante hasta que el agua que salia por el tamiz estaba clara a simple vista. Se obtuvieron
tres fracciones: la fraccién gruesa (105-2000 um) que contiene particulas gruesas de
carbono organico (COPg) y arenas gruesas; la fraccion media (53 a 105 um) que contiene
particulas finas de carbono orgénico (COPf) y arenas muy finas; la fraccion fina (< 53 um)
que contiene carbono organico asociado a minerales (COM), asi como limos y arcillas
minerales. El material retenido en cada tamiz se transfirio por medio de chorros de agua a
recipientes de aluminio, fue secado al horno a 105 °C durante 24 h y luego pesado. El
contenido de carbono del COPg y del COPf se determind de la misma manera que el COT.
Se utilizé la diferencia entre el COT y (COPg + COPf) para calcular el contenido de carbono

orgénico de la fraccién < 53 um (COM) (Duval y col., 2013).

4.2.6 Obtencion de Vyax para la actividad enzimatica de fosfatasa (Realizado por el Dr.
Luciano Gabbarini. Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia e Interacciones Bioldgicas en
el Suelo (LBMIBS). Departamento de Ciencia y Tecnologia. Universidad Nacional de
Quilmes, proyecto BIOSPAS)

Se pesaron 0.1 g de suelo en tubos plasticos de 20 ml (BMT-20S IKA) con 10 bolitas
de acero y se resuspendieron en 10 ml de agua desionizada estéril. Para facilitar la
disgregacion de las particulas se tratd la muestra 120 segundos a 6000 rpm en un
dispersor (Ultra-Turrax tube drive IKA ®) que hace girar un rotor dentro del tubo
provocando que las bolitas metalicas golpeen las particulas de suelo. Luego se agregaron
100 pl en cada celda de una placa de 96 celdas previamente cargada con buffer de acido
2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES) 0.1M pH 6.1 y el sustrato fluorescente 4-
metilumbeliferona fosfato (4-MUB fosfato) en diferentes concentraciones (1, 2, 8, 20, 50,
60, 80 y 90 uM) en un volumen final de 200 pl. Cada concentracion de sustrato se hizo por

triplicado. En cada mezcla de reaccion se midié la cantidad de 4-MUB producido a cada
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minuto durante 40 minutos en un fluorémetro POLARstar Omega (BMG Labtech,
Germany) a una temperatura de 30°C con filtros de excitacion a 355 nm y emision a 460
nm. Una vez obtenidas las cantidades de producto para los diferentes tiempos se calculé
la velocidad inicial (V) para cada mezcla de reaccion considerando a ésta un promedio de
las Vp de las diferentes enzimas capaces de hidrolizar fosfato que estan presentes en el
suelo. Con las Vy para las diferentes concentraciones de sustrato se estimd la velocidad
maxima (Vuax) para cada muestra de suelo ajustando los datos a una hipérbola cuadratica
de ecuacion: Vo=Vyax.[S].(Km+[S])-1. La Vax se expresé en mmol MUB/g suelo seco.min.

(Gabbarini y col., 2012).

4.2.7 Analisis de la estabilidad estructural de los agregados y de la hidrofobicidad del
suelo (Realizado por el Ing. Ag. Mg. Filipe Kraemer. Instituto de Suelos, CIRN, INTA,
Castelar. Catedra de Manejo de Suelos, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos
Aires, proyecto BIOSPAS)

Para determinar la estabilidad estructural por la metodologia de Le Bissonnais
(1996) se tomaron 6 muestras no disturbadas de los primeros 20 cm de profundidad de
cada unidad muestral. Se realizaron los tres pre-tratamientos: a) humedecimiento lento,
b) agitado en etanol, y c) humedecimiento rapido. El pre-tratamiento de humedecimiento
rapido se realizé con un tiempo de inmersion de 10 segundos. El indice de estabilidad
estructural (valores mas altos a mayor estabilidad) (DMP-LB) se obtuvo a partir del
promedio de los tres pre-tratamientos (Kraemery col., 2012a).

Para determinar la hidrofobicidad de los suelos se utilizé la metodologia del tiempo
de penetracion de la gota de agua (WDPT), que determina el tiempo que tarda una gota
de agua en entrar completamente al suelo. El WDPT fue medido segun el método de Letey

(1969), modificado por Chenu y col. (2000) (Kraemer y col., 2012b).
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4.2.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo y col,, 2012). Las relaciones entre las diferentes variables medidas se evaluaron
mediante coeficientes de correlacion de Pearson, y cuando fue necesario determinar el

grado de vinculacion entre variables se realizaron regresiones lineales entre ellas.

4.3 Resultados

4.3.1 Analisis de correlacién entre los valores de GRSP y la comunidad de esporas de

HMA

Con el fin, de analizar la relacién entre la glomalina y la comunidad de HMA en los
diferentes ambientes estudiados, se determinaron los coeficientes de correlacion de
Pearson entre las diferentes fracciones de glomalina extraidas, GRSP-FE y GRSP-Total,
expresadas en mg de GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco; y la densidad de
esporas de HMA expresada en numero de esporas en 100 g de suelo seco. Se analizaron
las correlaciones con la densidad de esporas totales y con las diferentes familias

encontradas de HMA en dichos suelos (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Analisis de correlacion de Pearson en los cuatro ambientes estudiados, de la densidad total de esporas de HMA y de la densidad de

esporas de las diferentes familias de HMA encontradas, con: # la densidad total de esporas, £ la fraccion facilmente extraible de glomalina

(GRSP-FE), y [ la fraccidn total de glomalina (GRSP-Total). Los asteriscos sobre las columnas representan los p-valores significativos: * p<0.05,

** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los p-valores no fueron significativos (p>0.05) la correlacion se considero nula.
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Se observd que la relacion entre las fracciones de glomalina y la comunidad de
HMA presento resultados diferentes en los diferentes sitios. En Bengolea y Viale, donde
los valores de GRSP no funcionaron como indicadores de manejo de los suelos, no se
observo correlacion de la densidad de esporas con las fracciones de glomalina. En estos
dos sitios la comunidad de micorrizas estuvo representada por las familias:
Acaulosporaceae, Archaeosporaceae, Claroideoglomeraceae, Entrophosporaceae,
Gigasporaceae y Glomeraceae, que presentaron correlacion positiva con la densidad total
de esporas. En Pergamino y Monte Buey, donde los valores de GRSP si funcionaron como
indicadores de manejo de los suelos, si hubo correlacion aunque con grandes diferencias
entre ambos sitios. Mientras que en Pergamino la correlacion fue positiva (a mayor
cantidad de esporas de HMA mayor cantidad de GRSP) en Monte Buey la correlacion fue
negativa. A su vez, analizando las diferentes familias encontradas se observé que en
Pergamino hubo correlacion de la densidad total de esporas con las familias:
Acaulosporaceae,  Claroideoglomeraceae,  Glomeraceae, Entrophosporaceae Y
Gigasporaceae; y entre éstas, las tres primeras mostraron correlacion con las dos
fracciones de glomalina y las dos ultimas solo con la fraccion GRSP-FE. En Monte Buey, las
familias predominantes fueron: Acaulosporaceae, que mostré correlacion con las dos
fracciones de glomalina; Glomeraceae y Entrophosporaceae, mostraron correlacion solo
con la fraccion facilmente extraible; y Gigasporaceae no mostrd correlacion. Es
importante remarcar en este momento que en los suelos de Monte Buey, en particular en
los ambientes naturales se encontraron valores particular e inusualmente elevados de

fosforo extraible (Duval y col., 2013).
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4.3.2 Andlisis de correlacion entre los valores de GRSP y los acidos grasos neutros y

fosfolipidos

Se determinaron las correlaciones de Pearson entre las fracciones de glomalina
expresadas en mg de GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco; y los acidos grasos de
las fracciones de lipidos neutros (NLFA) (Figura 4.2) y de fosfolipidos (PLFA) (Figura 4.3),
expresados en nmol de acidos grasos por g de suelo seco, tanto totales como clasificados
en nueve grupos quimicos. Para los NLFA (Figura 4.2), se observé que mientras en
Bengolea y Viale no hubo correlacion con las fracciones de glomalina, en Pergamino y
Monte Buey si hubo una correlacion positiva. Para los PLFA (Figura 4.3), la tendencia fue
diferente observandose solo en Pergamino correlacion positiva entre los acidos grasos y la
glomalina, mientras que en los otros sitios no hubo correlacién. A su vez, tanto para los
NLFA como para los PLFA, en los cuatro sitios se observd similitud en el patron de
correlacién entre los acidos grasos totales y los diferentes grupos quimicos encontrados,

lo cual permite inferir que los perfiles de NLFA y PLFA son coherentes con su estructura.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 69


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

S0O4Y10

MONTE BUEY
L]
éll‘%

S0QI20N0D253a

ke

w
= SOM10
s
+ DRI SOAIDON0JSIA
SOOI
+ BN SOavIILIN

*
SRR
R SOAVIIXOHAIH

FENNNNN SOAYHNLYSNINOd
i .
SRR
SOAYHNLYSNIONOW
*
RSN SOAVIIEINYY
H
i .
R R SIIVANIN
R $81230L YHIN
i wy = Gt 7
3 E '

UDSIESY P UQIIB|3LI0) Ip S9IURIID0D

*E |
t
i
" SOavILLIN
’ *
i &
- SOQVIIXO¥AIH
H
:m“ ™
* R SOAVHNLYSNINO
{ AN SOAVHMLYSNIONOW
.S
= SOavIHIAYY
H
‘m% SITVANN
¥
i
SRR
- SRR s3[e30L V4N
T
- n o n o
s &
uosiead ap UuQe[Riio] sp sajuayao]
= HSNRNANNS SOYIO0
o]
S ~
CRESSS S0QID0N0253a
PR
EE S02I21D
. .
FRRTRIRRNN elabalTEN]
£ AR
3 SOAVIXOY¥AIH

£
- BRSNS SOQvHNLIVSNINOd

Y
«:& SOAVHNLYSNIONOWN

£

* i SOav2IHINYY
TN
b SAIVIANIN
nmm S3|E10L YHIN
- o o wn o

= =

UosiEad AP UQIJE|24I0] ap S3luaInyaod

o
= W SOH10
E & % UTVCTTITATEEAREN
£
ui S0QII0NOIS3d
Em
S0211212
BT
*
e SOavILLIN
# TR
*
*
*% SOaYNXOHaIH
Rl
PR
= SOQvHNIVSNINOd
* a
R
g SOQVHNLYSNIONOW
 JNRTEERTERR O
- ES
soavIlHINYY
STITEATTTTATIT
*
+*|
*
% S31vINN
1

£k ®

* S2|2100 YN
= o
UOSIE3d 3P UDIDE|24I0D) 3p S21U3124307)

de NLFA, total y clasificada en nueve

ion
facilmente extraible de glomalina (GRSP-FE), y [l la fracc

glomalina (GRSP-Total). Los asteriscos sobre las columnas representan los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los

tes estudiados, de la concentraci

len

de Pearson en los cuatro amb

ion
, con: B la concentrac

Analisis de correlac

Figura 4.2

total de

ion

ion

total de NLFA, E la fracc

ion

N

grupos quimicos

.

p-valores fueron no significativos (p>0.05) la correlacion se considero nula.

70



Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

Fr NN

oy 50410

m o«

o

5

&

s 50211212

2 SR

* SOavIILIW

SOaVUXOYaIH

SOAYHNLYSNINO

E RRTRRRNAEEEN
SOOVHNLVSNIONOW

SOAv2IdinvY
i |
B SRERRRRRENNNN
STWANI
MR S
RN 522101 V41d
o n =] u o
= &

UOSIEDd 3P UQIIR[AII0D P SBILDIIND0T

E:
2 SOM10
.
¢ SIS 50011919
*
BN
SRR SOavIILIW
» DR SOOVIIXO¥aIH
H BNy SOOYHNLYSNINOG
*
HENAANNRRNY SOQVHNLYSNIONOW
&
i SOOVIIHIAYY
NN\

SATWIANIT

S
sa|e10] v41d

- i o 0 o)
=] (=)

UosIEad 9P UDIDB[2JI0D) 3P $81UaIa00

SOH10

BENGOLEA

EE S ...?

7

. ?

7

7

7

.

% - " v 59’

RS S02N212

o

SOavILaN

SOOVIXOYdIH

SOAVHNLYSNING

P

SOAvHNLYSNIONOW

R
SOav2HInYy
= 5
e SIVINN
- TS
532101 v41d
- o o w o
o {=]

UOSIEBd BP UDIIBAIIOD BP SBIUBIIND0T

oi
E *
E % souo
S .
&
HERRSRRRNRRNY
50211212
*
* (TN
*
I -
i S0AYIILIN
* (T
SOAVIIXKOYaIH

*kk

SOOVHNLYSNINGd

*
+ B N
2 SOavENLIVYSNIONOIN
H| .
! SR
- SOQVIHINYY
+1l
: N
P STIVINN
z
:
. |
b
% i
|l |
- w [=] ) -
=] {=1

UOSIES4 3P URIDE[RLI0D 2P S3IUS1D1300

i

Figura 4.3: Analisis de correlacion de Pearson en los cuatro ambientes estudiados, de la concentracion de PLFA, total y clasificada en nueve

total de

ién

facilmente extraible de glomalina (GRSP-FE), y Il la fracc

total de PLFA, = la fraccion

on
glomalina (GRSP-Total). Los asteriscos sobre las columnas representan los p-valores s

# la concentraci

.

grupos quimicos, con

ficativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los

igni

derd nula.

10N se consl

tivos (p>0.05) la correlac

ignifica

p-valores fueron no s

71



Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

Por otro lado, se analizo la relacion de las fracciones de glomalina con el dcido

graso individual 16:1wb5c de las fracciones de los NLFA y los PLFA (Tabla 4.1). El acido graso

16:1w5c es considerado en forma consensuada por la comunidad cientifica como

marcador de hongos micorricicos arbusculares (Olsson, 1999; Larsen y Bgdker, 2001;

Grigera y col., 2007), y segun la nomenclatura este acido graso es un isomero cis (¢) que

contiene 16 atomos de carbono y es monoinsaturado en la posicion 5 (w5). Al analizar las

correlaciones de Pearson, se observo que en Bengolea, Monte Buey y Viale ninguna de las

dos fracciones de glomalina extraidas se correlacionaron con el acido graso marcador de

HMA. Pergamino se diferencid de estos sitios ya que mostré correlacion positiva del acido

graso marcador de HMA con las dos fraccione de glomalina, GRSP-FE y GRSP-Total. A su

vez, en todos los sitios el acido graso 16:1w5c mostro igual tendencia tanto en los NLFA

como en los PLFA y evidencié una alta correlacién con los acidos grasos totales.

16:1 w5c - NLFA

16:1 w5c - PLFA

GRSP-FE
Bengolea  GRSP-Total

Acidos grasos totales 0.86%** 0.97%**
GRSP-FE
“g::;e GRSP-Total
Acidos grasos totales 0.78*** 0.81%**
GRSP-FE 0.73%%* 0.91***
Pergamino GRSP-Total 0.56* 0.76***
Acidos grasos totales 0.94%** 0.97***
GRSP-FE
Viale GRSP-Total
Acidos grasos totales 0.76%** 0.96***

Tabla 4.1: Anadlisis de correlacién de Pearson en los cuatro ambientes estudiados entre las
fracciones de glomalina (GRSP-FE y GRSP-Total) y el acido graso marcador de HMA (16:1w5c). Los
asteriscos representan los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los p-

valores fueron no significativos (p > 0.05) la correlacion se considerd nula (espacios libres).
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4.3.3 Andlisis de correlacion entre los valores de GRSP, la comunidad de esporas de

HMA, el fosforo extraible y la actividad fosfatasa

Dado que en el ciclo del fésforo en el suelo éste se relaciona con los HMA y con la
actividad de fosfatasa, y que el paradigma establecido para la glomalina plantea su
relacion con los HMA, se analizaron las relaciones de las fracciones de glomalina
expresadas en mg de GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco y la densidad de esporas
de HMA expresada en numero de esporas en 100 g de suelo seco, con los valores del
fosforo extraible (Pe) expresado en ppm y la Viyax que caracteriza a la actividad fosfatasa

expresada en mmol MUB/g suelo seco.min (Tabla 4.2).

Pe VMM
GRSP-FE 0.44*%*
Bengoléa GRSP-Total
Densidad de esporas
vMﬂx 1***
GRSP-FE 0.87*** 0.51%*
Monte GRSP-Total D.7FEE*
Buey Densidad de esporas -0.57%** -0.38*
me( 0.62%%* HAE
GRSP-FE 0.65% 2%
Pergaming GRSPl-TotaI
Densidad de esporas
Vl\lﬂk PERE
GRSP-FE
Viale GRSP-Total
Densidad de esporas
Viax H*E

Tabla 4.2: Anélisis de correlacion de Pearson en los cuatro ambientes estudiados entre las
fracciones de glomalina (GRSP-FE y GRSP-Total), la densidad de esporas de HMA, el fdasforo
extraible (Pe) y la Vyax gue caracteriza la actividad fosfatasa. Los asteriscos representan los p-
valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los p-valores fueron no
significativos (p>0.05) la correlacion se considero nula (espacios libres).

Se observo que en Bengolea, Pergamino y Viale ni las fracciones de glomalina ni la
densidad de esporas se correlacionaron con el Pe, mientras que en Monte Buey si hubo
correlacién, las dos fracciones de glomalina se correlacionaron positivamente mientras
que la correlacion con la densidad de esporas fue negativa. A su vez, en Monte Buey el Pe

tuvo una correlacion positiva con la Vyax de la actividad fosfatasa mientras que en los

otros sitios no se observo correlacion. Otro dato de interés es que la Viyax se correlaciond
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con la fraccion facilmente extraible de glomalina excepto en Viale, y también en Monte

Buey la Viyax mostré una correlacién negativa con la densidad de esporas.

4.3.4 Analisis de correlacion entre los valores de GRSP y los de carbono organico,

nitrégeno total y carbohidratos del suelo.

La Figura 4.4 muestra, en los diferentes ambientes estudiados, las correlaciones de
Pearson entre las fracciones de glomalina, el carbono organico total del suelo (COT), las
fracciones del COT: carbono organico particulado grueso (COPg), carbono organico
particulado fino (COPf) y carbono orgdnico mineral (COM), el nitrégeno total (Nt) y
carbohidratos, solubles (CHs) y totales (CHt). Las fracciones GRSP-FE y GRSP-Total
expresadas en mg de GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco, tanto el COT y sus
fracciones como el Nt expresados como porcentaje de peso seco, y los CHs y CHt
expresados en kg/ha.

Se observo que en los cuatro ambientes la glomalina, tanto total como facilmente
extraible, se correlaciond positivamente con el COT y con el Nt, sin embargo en Viale se
observaron correlaciones solo con la fraccidn total de glomalina. A su vez, entre el COT y
el Nt hubo una alta correlacion positiva. Al analizar las diferentes fracciones de COT (COPg,
COPf, COM) se observaron diferencias en el patrén de correlacidon entre los sitios. En
Monte Buey y Pergamino las diferentes fracciones de COT mostraron correlacién positiva
con las dos fracciones de glomalina; en Viale también se observo este patron de
correlacion pero solo con la fraccion GRSP-Total. A su vez, las diferentes fracciones
mostraron correlacion positiva con el COT. En Bengolea las fracciones de glomalina se
correlacionaron positivamente con la fraccion mineral (COM), y el COT tuvo una
correlacion positiva con las fracciones COPg y COM. Por otro lado, la correlacion de las
fracciones de glomalina con los carbohidratos también mostrd diferentes patrones entre
los sitios. En Monte Buey y Pergamino se observd una alta correlacion positiva, tanto de
los CHt como los CHs, con las dos fracciones de glomalina. En Viale solo los CHs mostraron
correlacién positiva con la fraccion GRSP-Total; y en Bengolea no se observé correlacion
alguna. A su vez, solo en Pergamino y Viale los CHs tuvieron una correlacion positiva con el
COT.
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4.3.5 Analisis de correlacion entre los valores de GRSP y la estabilidad estructural de los

agregados

Buscando ver si nuestros datos de GRSP determinados por un nuevo método
colorimétrico siguen cumpliendo uno de los preceptos mas importantes del paradigma de
la glomalina, como lo es su relacidn con la estabilidad de agregados de los suelos (Wright y
Upadhyaya, 1998), se analizé la relacion de las fracciones de glomalina expresadas en mg
de GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco y la estabilidad estructural de los
agregados expresada como el diametro promedio ponderado en mm. Se observd que los
coeficientes de correlacién de Pearson entre el indice de estabilidad estructural de los
agregados determinado por el método de Le Bissonnais (DPM-LB) y las fracciones de
glomalina mostraron una relacion positiva (GRSP-FE: 0.30, p=0.016; GRSP-Total: 0.38,
p=0.0022). Con el fin de estudiar mas profundamente esta relacién se realizaron
regresiones lineales simples entre el indice de estabilidad y las fracciones de glomalina, y
se observé que si bien los modelos de regresion lineal fueron aceptados (GRSP-FE:
p=0.016; GRSP-Total: p=0.02) la proporcién de la variacién total explicada por el modelo
fue muy baja (GRSP-FE: R’=0.09; GRSP-Total: R,=0.14). Entonces, se establecié la relacién
de la estabilidad de los agregados vy el log,y de las fracciones de glomalina. En este caso,
los coeficientes de correlacion de Pearson también mostraron una relacion positiva
(log10GRSP-FE: 0.32, p=0.0104; log10GRSP-Total: 0.41, p=0.001). En las regresiones lineales
simples entre el indice de estabilidad de agregados y el logis de las fracciones de
glomalina (Figura 4.5), ahora se observd que los modelos de regresidn lineal fueron
aceptados (GRSP-FE: p<0.0001; GRSP-Total: p<0.0001) vy la proporcion de la variacion
total explicada por el modelo fue alta (GRSP-FE: R’=0.87; GRSP-Total: R?=0.88). En estas
regresiones lineales, las tendencias establecidas, tanto con la fraccion de glomalina
facilmente extraible como con la total, fueron rectas con ordenada al origen cero, ya que
los p-valores de éste estadistico determinaron que son cero (GRSP-FE: p=0.8505;

GRSP-Total: p=0.2813).
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Figura 4.5: Relacion entre: (A) DPM-LB y log10 GRSP-FE y (B) DPM-LB y log10 GRSP-Total, desde las
muestras de: A Bengolea, [J Monte Buey, O Pergamino y X Viale. Inserto en los graficos se
muestran las ecuaciones de las rectas establecidas, los valores de R’ los p-valores de las
pendientes y el nimero de datos (n).

También se analizo la relacion entre las fracciones de glomalina y la estabilidad
estructural de los agregados en los sitios por separado, con el fin de establecer si existia
alguna diferencia entre los diferentes sitios (Tabla 4.3), como las encontradas con los
pardmetros anteriormente analizados. Se observd que en Bengolea, Monte Buey y
Pergamino las dos fracciones de glomalina se correlacionaron con el indice de estabilidad

(DPM-LB), mientras que en Viale no hubo correlacion.

DPM-LB

Bengolea  GRSPFE 0.57*
GRSP-Total 0.62%*

Monte  GRSP-FE 0.80%*
Buey  GRSP-Total 0.90%*
bergamino RSP FE 0.90%**
GRSP-Total 0.89%*+

] GRSP-FE
Viale " GRsp-Total

Tabla 4.3: Analisis de correlacidon de Pearson en los cuatro ambientes estudiados entre el logo de
las fracciones de glomalina (GRSP-FE y GRSP-Total) y el DPM que caracteriza a la estabilidad
estructural de los agregados determinado el método de Le Bissonnais. Los asteriscos representan
los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Cuando los p-valores fueron no
significativos (p>0.05) la correlacién se considerd nula (espacios libres). sd: sin determinar.
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4.4 Discusion

El analisis de la relacion entre la glomalina y diferentes variables quimicas, fisicas,
bioquimicas y bioldgicas que caracterizan los suelos, realizado en este capitulo,
corroboran sensiblemente la conclusion alcanzada en el capitulo anterior que las
propiedades inherentes del suelo tienen una gran influencia en los niveles de glomalina y
en su valor como un indicador de calidad de suelo que pueda discriminar entre diferentes
practicas agricolas.

La glomalina es una proteina producida en las paredes celulares de las hifas en
crecimiento activo de los hongos micorricicos arbusculares, que puede permanecer en el
suelo por su alto valor de recambio aun una vez que las hifas han muerto y se han
degradado (Wright y col., 1996; Wright y Upadhyaya, 1996), y por esta razén nos
planteamos analizar la relacion entre las fracciones de glomalina y la comunidad de
esporas de HMA presentes en los suelos en estudio. En el analisis de la comunidad de
esporas de los HMA en los ambientes estudiados se identificaron 46 morfoespecies en
base a caracteres morfoldgicos distribuidas en 8 familias. La densidad de esporas
disminuyd en el siguiente orden AN > BPA > PANS en todos los sitios, excepto en Monte
Buey que mostrd un patrén inverso (PANS = BPA > AN) y menores valores absolutos. En
cuanto a la diversidad de los HMA, Bengolea fue el sitio con mayor diversidad en donde el
AN fue el mas diverso, mientras que en Monte Buey, Pergamino y Viale los suelos
manejados (BPA y PANS) presentaron igual diversidad que los ambientes naturales (Cofré,
2014).

Se ha reportado que los niveles de glomalina no siempre estan correlacionados con
la abundancia y diversidad de los HMA en el suelo (Lovelock y col., 2004b), y diferentes
factores pueden ser responsables de esta falta de correlacion. Por un lado, se debe tener
en cuenta qué variables se utilizan para analizar la comunidad de micorrizas, como por
ejemplo la identificacion de esporas, la longitud de las hifas, la colonizacion de la raiz o el
potencial de inoculo; ya que todas estas variables tienen limitaciones y pueden
representar dinamicas diferentes de la comunidad de micorrizas que no necesariamente

se relacionen con la dinamica de la glomalina en el suelo (Millner y Wright, 2002; Purin y
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Rillig, 2007). Por otro lado, se ha observado que diferentes especies de HMA pueden
variar en el grado de produccidn de glomalina dando como resultado diferentes niveles de
glomalina. Se registrd que Gigaspora rosea y Gigaspora gigantea tendian a mostrar
mayores niveles de glomalina que Glomus intraradices y Glomus etunicatum (Wright y
col., 1996; Wright y Upadhyaya, 1999), v que Acaulospora morrowiae produjo niveles
relativamente mas altos en comparaciéon con Gigaspora rosea, Glomus etunicatum, y
Glomus intraradices (Lovelock y col.,, 2004b); esto sugiere que las especies Glomus
parecen asignar menos recursos a la produccion de glomalina que Gigaspora y
Acaulospora (Treseder y Turner, 2007). Nuestros resultados (Seccion 4.3.1 - Figura 4.1)
indican que la relacion entre las fracciones de glomalina y la comunidad de esporas de
HMA presenta diferencias en los diferentes sitios estudiados. En los sitios en los cuales los
niveles de glomalina no diferencian las practicas agricolas estudiadas (Bengolea y Viale) no
se observa correlacion entre las fracciones de glomalina y la densidad de esporas, lo que
podria sugerir que en estos suelos la glomalina y la comunidad de micorrizas presentan
dinamicas diferentes no relacionadas. Mientras que en los sitios en los cuales los niveles
de glomalina manifiestan las diferencias entre practicas (Pergamino y Monte Buey) si hay
correlacion, sugiriendo una dindmica relacionada entre estas variables en estos suelos. A
su vez, en Pergamino y Monte Buey se observan diferentes patrones de correlacion en
funcion de las diferentes familias, lo que podria manifestar diferencias de la produccion de
glomalina en las diferentes familias de HMA encontradas y una dindmica de la
comunidades de HMA moduladas por los niveles de P del suelo. Es remarcable también
gue encontramos correlacion de nuestros valores de GRSP con aquellas familias en la
cuales fueron reportadas las mayores producciones de glomalina como las Familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae, a lo que podemos sumar como
contribuyente a la fraccion de GRSP a los HMA de las Familias Claroideoglomeraceae,
Entrophosporaceae.

Por otro lado, se analizd la relacidn entre las fracciones de glomalina y los acidos
grasos neutros (NLFA) y fosfolipidos (PLFA). Esta relacion resulta importante dado que se

ha observado, a través del analisis quimico de las fracciones de GRSP extraidas, que con
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los protocolos comunmente usados para extraer glomalina se co-extraen materiales no-
proteicos principalmente lipidos y acidos grasos (Gillespie y col., 2011). A su vez, se debe
tener en cuenta que el analisis de acidos grasos en el suelo se ha usado comiUnmente para
caracterizar la ecologia microbiana del suelo y ademas puede abrir nuevas oportunidades
de estudios sistematicos en relacidn con la caracterizacidon bioquimica de los ecosistemas
del suelo (Ferrari y col., 2015). El andlisis de las fracciones lipidicas en los ambientes
estudiados fue lo suficientemente sensible para diferenciar practicas agricolas,
encontrandose diferencias en las concentraciones de acidos grasos del suelo y en los
perfiles tanto de los PLFA como de los NLFA (estos han sido ignorados en la mayoria de los
estudios de suelos) (Ferrari y col.,, 2015). Los PLFA, debido a su alta rotacion como
biomoléculas, podrian proporcionar informacion acerca de la comunidad microbiana
activa del suelo (Tunlid y White, 1992); mientras que los NLFA, que consisten
principalmente en sustancias de reserva de energia en los organismos vivos (Larsen y
Bodker, 2001), proporcionarian informacion sobre el estado fisiologico de la biota del
suelo. Nuestros resultados (Seccion 4.3.2 - Figura 4.2 y Figura 4.3) muestran diferencias en
los patrones de relacidn entre las fracciones de glomalina (GRSP-FE y GRSP-Total) y las
fracciones de acidos grasos (NLFA y PLFA); y estas diferencias se manifiestan claramente al
analizar particularmente los grupos quimicos de acidos grasos encontrados. En los suelos
en los cuales las fracciones de glomalina mostraron correlaciones positivas con la fraccion
de NLFA (Monte Buey y Pergamino), los niveles de glomalina permiten diferenciar entre
BPA y PANS. Mientras que en los suelos donde no hubo correlacién (Bengolea y Viale) los
niveles de glomalina no diferencian las practicas agricolas. Para los PLFA, solo en el
ambiente de Pergamino se observaron correlaciones positivas, mientras que en los otros
ambientes no hubo correlacidon. Por lo tanto, la tendencia de diferenciacidn en funcion de
la glomalina como indicador de diferentes practicas agricolas se manifiesta mas
rotundamente en el perfil de los NLFA (que representan los lipidos de reserva del suelo)
que en el perfil de los PLFA (que se relacionan con las membranas de la comunidad

microbiana activa del suelo), y esto podria estar relacionado con las caracteristicas de
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hidrofobicidad asignada a la glomalina (Wright y col., 1996; Wright y Upadhyaya, 1996;
Wright y Upadhyaya, 1998).

La hidrofobicidad del suelo se origina por la acumulaciéon de compuestos organicos
hidrofébicos como la glomalina, y analizando la relacion de las fracciones de glomalina con
la hidrofobicidad a través de coeficientes de correlacion de Pearson, se observa que los
niveles de glomalina se correlacionan positivamente con la hidrofobicidad (EE-GRSP: 0.57,
p=0.0003; Total-GRSP: 0.58, p<0.0003). Es decir, cuanto mayor es la concentracién de
glomalina mayor es la hidrofobicidad, y entonces posiblemente la glomalina influye en la
hidrofobicidad del suelo y por lo tanto podria relacionarse con los acidos grasos neutros.

Dentro de los acidos grasos, se analizé la relacion entre las fracciones de
glomalina y el acido graso marcador de hongos micorricicos arbusculares, 16:1w5c,
tanto en la fraccién de los NLFA (donde se atribuye la presencia de este dcido graso a las
esporas) como en la de los PLFA (donde se atribuye la presencia de este acido graso a las
hifas). En los ambientes estudiados, el acido graso 16:1w5c disminuyo regularmente en la
direccion AN > BPA > PANS en el perfil de los PLFA, mientras que no se encontraron
diferencias entre BPA y PANS en el perfil de los NLFA (Ferrari y col., 2015). Nuestros
resultados (Seccién 4.3.2 - Tabla 4.1) no muestran diferencias entre los patrones de
relacion de la glomalina y el acido graso 16:1w5c, en los perfiles de los NLFA y de los PLFA.
En ambos casos, se observan correlaciones positivas con la glomalina solo en el ambiente
de Pergamino, mientras que en los otros ambientes no hay correlacion.

Lo observado en relacién al dcido graso marcador de micorrizas se muestra en
concordancia con el analisis de la comunidad de esporas de HMA, presentando entre los
sitios en los cuales los niveles de glomalina diferencian practicas agricolas el caso
particular de Monte Buey. En Monte Buey, la densidad de esporas de HMA se correlaciona
negativamente con las fracciones de glomalina (se encuentran mayores niveles de
glomalina cuanto menor es la cantidad de esporas de HMA), y el marcador 16:1w5c no
muestra correlacién (ya que los p-valores son no significativos). Para comprender esta
observacion es importante considerar que en Monte Buey, las concentraciones de fosforo

en el suelo, en el AN y las BPA, fueron notablemente mas altas que en cualquier otro sitio.
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Para el AN se registraron concentraciones de fosforo extraible mayores entre 73% vy 80% y
para las BPA entre 30% y 40% (Duval y Galantini, 2010). A su vez, en este sitio se
observaron los valores mas bajos de densidad de esporas y riqueza de especies y un
patron inverso en relacion a las practicas agricolas; esto apoyaria la idea de que el fésforo
disponible en el suelo se relaciona negativamente con los HMA (Cofré, 2014), de acuerdo
a la dindmica funcional atribuida a las simbiosis micorricicas (Smith y Read, 2008).

Con el fin de profundizar el entendimiento de la influencia de la disponibilidad de
fésforo sobre los niveles de glomalina en el suelo, se analizé la relacién entre las
fracciones de glomalina, la comunidad de esporas de hongos micorrizicos arbusculares,
el fosforo extraible y la Vmax que caracteriza a la actividad fosfatasa. El fésforo es un
nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de la plantas. La mayor parte del
fosforo total no se encuentra directamente disponible para los cultivos sino que esta en
un equilibrio dinamico entre las formas organicas e inorganicas que depende del ambiente
y del manejo agricola. Las formas labiles que se encuentran disponibles en el corto y
mediano plazo para las plantas y los microorganismos del suelo estan representadas por el
fosforo extraible (Pe) (Sufier y Galantini, 2014). Los niveles de Pe en los ambientes
estudiados muestran diferentes tendencias. En Monte Buey se detectaron marcadas
diferencias entre las prdcticas agricolas, los valores disminuyen en el siguiente orden
AN >> BPA >> PANS. En Bengolea y Pergamino los niveles de Pe fueron similares entre las
distintas practicas; y en Viale el AN presenté menores niveles que las BPA y las PANS, con
una fuerte estratificacion en superficie en estas dos Gltimas (Duval y Galantini, 2010). Por
otro lado, las fosfatasas acidas son enzimas de tipo hidrolasas que tienen una gran
importancia en ciclo del fésforo ya que hidrolizan ésteres de fosfato, es decir participan en
la mineralizacion del fosforo organico. Las hidrolasas controlan la tasa de degradacion de
los sustratos haciéndolos disponibles para plantas y microorganismos. Por lo tanto, esta
clase de enzimas pueden ser utilizadas como indicadores de la calidad del suelo. En todos
ambientes estudiados, al comparar las practicas agricolas la Vuax de la actividad fosfatasa
(que es un parametro que da informacion de la cantidad de enzima), presenta un valor

mas alto en las BPA que en las PANS. Sin embargo, observando los valores para los

82



Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

diferentes sitios ordenados de oeste a este, se observa un pequefio gradiente ascendente
para las Vuax de las practicas agricolas, y esta variacion geografica posiblemente sugiere
que los valores de actividades enzimaticas podrian estar influenciados por la textura de los
suelos (Gabbarini y col., 2012).

La disponibilidad de fésforo en el suelo deberia tener un efecto contrario en los
niveles de glomalina, ya que cuanto mayor es el contenido de fosforo en el suelo el
crecimiento de las plantas no se ve limitado por este nutriente esencial, y para las plantas
es menos costoso tomar directamente el fésforo del suelo que desarrollar la simbiosis con
los HMA productores de glomalina (Smith y Read, 2008). Sin embargo, se han reportado
efectos contradictorios de la disponibilidad de fésforo sobre los niveles de glomalina.
Lovelock y col. (2004a) observaron que las concentraciones de fésforo en el suelo se
asociaban negativamente con los niveles de glomalina, mientras que Nichols y Wright
(2005) no encontraron correlacion entre el contenido de fosforo y los niveles de glomalina
en el suelo. Nuestros resultados (Secciéon 4.3.3 - Tabla 4.2) indican que en Monte Buey,
donde las concentraciones de Pe son marcadamente mas altas que en los otros sitios, un
aumento de Pe se traduce en un aumento de la actividad fosfatasa y una disminucion de
la densidad de esporas de los HMA. Sin embargo, los niveles de glomalina también
aumentan con el Pe marcando una contradiccién al modelo que considera al fédsforo como
un nutriente limitante del desarrollo de HMA, ya que las concentraciones de fosforo en el
suelo se relacionan positivamente con los niveles de glomalina. En Bengolea, Pergamino y
Viale ni las fracciones de glomalina ni la densidad de esporas ni la actividad fosfatasa se
ven influenciadas por el Pe. A su vez, se analizo la correlacion del acido graso marcador de
micorrizas, 16:1w5c, con el Pe y la Vyax de la actividad fosfatasa, y en ninguno de los sitios
se observa correlacion (datos no mostrados).

Otro nutriente inorganico importante es el nitrégeno. Si bien existe una creciente
evidencia de que los HMA estan implicados en la absorcion y transferencia de nitrégeno
inorgdanico a la planta, no estd claro si este proceso mejora la nutricién nitrogenada de la
planta a partir del valor de N disponible en el suelo o simplemente facilita su absorcidn sin

superar las limitaciones que los niveles de N disponible marcan sobre el desarrollo de la
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planta (Smith y Read, 2008). Sin embargo, si se ha observado que la disponibilidad de
nitrogeno tiene efectos beneficiosos para el desarrollo de HMA, vy por lo tanto es posible
esperar un efecto acorde sobre los niveles de glomalina. Se han reportado efectos
contradictorios de la disponibilidad de nitrogeno sobre los niveles de glomalina. Knorr y
col. (2003) asociaron positivamente la glomalina con reservas de nitratos y amonio en el
suelo, mientras que Nichols y Wright (2005) no encontraron correlacion. A su vez, las
contradicciones observadas en la influencia de la disponibilidad de los nutrientes del suelo
sobre los niveles de glomalina, tanto del fésforo como del nitrégeno, podrian estar
relacionadas con efectos diferenciales de estos nutrientes sobre la produccion vy
descomposicion de glomalina (Treseder y Turner, 2007). Al analizar la relacién entre la
glomalina y el nitrégeno total (Nt) (Seccidén 4.3.4 - Figura 4.4) se observa que en los
cuatro ambientes estudiados el nitrégeno total se relaciona positivamente con la
glomalina, y éste, a su vez, presenta una alta relacidon positiva con el carbono orgénico del
suelo. Se debe destacar que las reservas de nitrogeno se han encontrado muy asociadas a
los niveles de carbono organico, reportandose que toda pérdida de carbono organico en el
suelo genera una pérdida proporcional de nitrégeno (Nannipieri y Eldor, 2009).

Los niveles de glomalina en el suelo se han encontrado muy a menudo
estrechamente relacionados con las concentraciones de carbono organico en el suelo
(COT), reportandose correlaciones positivas entre estas fracciones en diferentes
ambientes (Bird y col., 2002; Rillig y col., 2003; Nichols y Wright, 2005;). Si bien, en general
el contenido de COT se considera el predictor mas consistente de los niveles de glomalina,
las razones de esta relacion no son obvias. Por ejemplo, la glomalina podria reducir la
descomposicidon de materia organica favoreciendo la formacion de agregados y generando
una proteccion fisica de la actividad enzimatica (Rillig, 2004a; Wright y Upadhyaya, 1998).
Otra posibilidad es que los organismos descomponedores podrian preferir otros
compuestos organicos antes que la glomalina, y asi la descomposicion de la glomalina se
reduciria cuando aumenta el contenido de COT. A su vez, en suelos con alto contenido de
CQOT, en los cuales los nutrientes inorganicos estan menos disponibles, las plantas podrian

favorecer el desarrollo de HMA (Treseder y Turner, 2007). Al analizar la relacion entre las

84



Capitulo 4. Relacion de las GRSP con otros parametros

fracciones de glomalina y el COT (Seccion 4.3.4 - Figura 4.4), nuestros resultados
muestran que en los cuatro ambientes el COT se relaciona positivamente con la glomalina.
A su vez, en el andlisis de las fracciones organicas como indicador de calidad del suelo en
los sitios estudiados, Duval y col. (2013) observaron que el contenido de COT estaba
fuertemente influenciado por el contenido de arcilla y limo en el suelo, encontrandose la
fraccion méas abundante relacionada con el mayor contenido de arcilla (Viale); de igual
manera que nuestras observaciones del contenido de glomalina (Capitulo 3).

Al analizar los patrones de relacién de la glomalina con las diferentes fracciones
de COT (COPg, COPf, COM) (Seccion 4.3.4 - Figura 4.4), se observaron diferencias entre los
sitios. En Monte Buey y Pergamino, en donde los niveles de glomalina diferencian las
practicas agricolas y tienen suelos franco limosos, las fracciones de glomalina se
relacionan positivamente con las diferentes fracciones de COT, y a su vez estas fracciones
muestran correlacion positiva con el COT. En Viale, en donde los niveles de glomalina no
diferencian las practicas agricolas y tiene el suelo de textura mas arcillosa y el clima mas
himedo, se observa una tendencia de relacién con las diferentes fracciones de COT
similar, aunque solo con la fraccion total de glomalina. En Bengolea, en donde tampoco
los niveles de glomalina diferencian las practicas agricolas y tiene el suelo de textura mas
arenosa y el clima menos lluvioso, se observa que la glomalina se relaciona solo con la
fraccion de carbono orgdnico mineral (COM). Entonces, posiblemente la relacién de la
glomalina con las diferentes fracciones organicas permita caracterizar los diferentes
suelos.

Por otro lado, se analizd la relacion de la glomalina con los carbohidratos totales y
solubles (Seccién 4.3.4 - Figura 4.4), observandose también diferentes patrones en los
diferentes sitios. En Monte Buey y Pergamino tanto los CHt como los CHs se relacionan
con la glomalina, en Viale solo los CHs se relacionan con la fraccion total de glomalina, y
en Bengolea no se observa correlacién. Esta observacion coincide con que en estos sitios
se reporté que los CHt (fraccion con dinamica intermedia) parecen ser mejores
indicadores que los CHs (fraccion altamente dinamica) para detectar los efectos del

manejo a corto y mediano plazo (Duval y col., 2013). La relacién de la glomalina con los
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carbohidratos se analizé pensando que podria haber una correlacion en tanto que la
glomalina es una glicoproteina (Wright y Upadhyaya, 1996, 1998). Sin embargo, se debe
tener en cuenta que también se ha reportado que las fracciones de GRSP extraidas con los
protocolos comunmente utilizados, mostraron espectros de NMR mas relacionados con
las sustancia himicas que con las glicoproteina tipicas (Schindler y col., 2007), y que el
analisis quimico de dicha fraccidn mostré baja concentracion de carbohidratos (Gillespie y
col., 2011).

Los niveles de glomalina en el suelo se han encontrado fuerte y positivamente
relacionados con |a estabilidad de agregados (Wright y Upadhyaya, 1998; Bird y col., 2002;
Rillig y col., 2002; Riling, 2004). Esta relacion se observé en muchos estudios (Rillig, 2004 -
Tabla 2), y se establecié un patrén curvilineo de tipo saturacion (Wright y Upadhyaya,
1998). Es decir, mas alld de un dado valor, un aumento en la concentracion de glomalina
no manifiesta aumentos detectables de la estabilidad de los agregados del suelo. Sin
embargo, en suelos donde la estabilidad de los agregados y los niveles de glomalina son
bajos esta relacion parece ser lineal (Wright y Upadhyaya 1998; Harner y col., 2004). A su
vez, este patron de correlacién entre los niveles de glomalina y la estabilidad de los
agregados se observo en suelos donde el carbono proviene de la materia organica del
suelo, mientras que en suelos ricos en carbonatos la glomalina no se correlaciond
positivamente con la estabilidad de los agregados (Rillig y col.,, 2003). Al analizar la
relacion de la glomalina con la estabilidad estructural de los agregados en los suelos
agricolas aqui analizados (Seccién 4.3.5 - Figura 4.5) se establecié una relacién lineal entre
la estabilidad estructural de los agregados y el logig de las fracciones de glomalina, que
indicaria una relacién curvilinea de tipo saturacién similar a la ya observada entre la
glomalina y la estabilidad de los agregados. De todos modos, al analizar los sitios por
separado (Seccion 4.3.5 - Tabla 4.4), se vio que en Monte Buey y Pergamino, sitios en los
cuales los niveles de glomalina diferencian practicas agricolas, hubo una fuerte correlacion
positiva entre las fracciones de glomalina y el indice de estabilidad de los agregados Esta
tendencia de relacidon se observo también en Bengolea, mientras que en Viale no hubo

correlacion. Las particularidades encontradas en los suelos de Viale podrian
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eventualmente atribuirse a la influencia de su alto contenido diferencial en arcillas
respecto de los otros suelos estudiados y a una diferencia entre ellos en las interacciones
suelo-microbiota y suelo-macromoléculas.

Los resultados presentados en este capitulo muestran que las fracciones de GRSP
correlacionan con la comunidad de micorrizas, analizadas tanto como comunidad de
esporas de HMA como a través del acido graso marcador de HMA (16:1w5c), y que esta
relacion se ve afectada por la dinamica de las micorrizas en funcion al ciclo del fésforo. Por
otro lado, la marcada relacion de GRSP con los lipidos neutros del suelo ratifica
indirectamente la caracteristica de hidrofobicidad atribuida a la glomalina; y su
caracteristica de glicoproteina se establece dada la relacion de las GRSP con los
carbohidratos, principalmente con la fraccidn de carbohidratos que se encontré que mejor
refleja los efectos de manejos del suelo, que son los carbohidratos totales. A su vez, las
fracciones de GRSP se relacionan fuerte y positivamente con el carbono organico total y el
nitrégeno total, corroborando que la glomalina es un importante componente de la
materia organica del suelo. Mostrando ademas que posiblemente la glomalina se
relaciona de manera diferencial y caracteristica en un dado ambiente y manejo del suelo
con las diferentes fracciones organicas del suelo (COPg, COPf, COM). Ademas, las
fracciones de GRSP medidas con nuestro método de BCA corrobora la relacién establecida
con la estabilidad estructural de los agregados, el patrén curvilineo de tipo saturacion,
corroborando la observacién mas relevante para instalar la glomalina como indicador de

calidad de suelo.
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Conclusiones y Perspectivas

Luego de analizar la fraccion de proteinas relacionadas a la glomalina (GRSP) como
potencial indicador de calidad y manejo de suelo comparando diferentes practicas
agricolas en siembra directa podemos pronunciar las siguientes conclusiones.

El método de Bradford, generalmente utilizado en la cuantificacion de glomalina
como proteina total de las GRSP, no seria un método apropiado para cuantificar GRSP
dado a que mostré inconsistencias en su reproducibilidad y precision en los valores de
concentracion determinados, y una notable inestabilidad temporal.

En la evaluacion de otro método para cuantificar GRSP, el ensayo del acido
bicinconinico (BCA) que al igual que Bradford cuantifica proteina total, parece ser mas
apropiado y robusto para cuantificar GRSP, ya que mostréd una mayor precision y
reproducibilidad en la determinacidon de los valores de concentracién de GRSP y una
mayor estabilidad en el tiempo.

Sobre la base de estos resultados, decidimos utilizar el ensayo de BCA para
cuantificar GRSP en nuestros extractos de suelo.

Se analizaron las muestras de suelo del proyecto BIOSPAS dirigido a diferenciar con
marcadores bioldgicos suelos bajo Buenas Practicas Agricolas de aquellos manejados con
practicas no sustentables. La relacion de los valores de glomalina con los manejos de suelo
dependid de la textura del suelo. Por lo tanto, si bien corroboramos la hipdtesis de la
glomalina como indicador de calidad de suelo con mayores valores en sistemas mas
sustentables, esto fue solamente significativo en los ambientes con suelos de tipo franco
limoso (Monte Buey y Pergamino), mientras que en los ambientes con suelos franco
arenosos (Bengolea) o arcillosos (Viale) la diferenciacién no fue tan clara. Por otra parte, la
faccion total de glomalina se mostré como un mejor indicador de calidad de suelo
comparado con lo que muestra la fraccién facilmente extraible de la glomalina. Este hecho
sugiere que la glomalina seria un indicador que registra la historia de uso antes que
efectos inmediatos de cambio de manejo en el suelo. Esta observacion se relaciona
posiblemente con la caracteristica de acumulacion y gran persistencia de la glomalina en

el suelo. Los resultados de muestras de suelo de un ensayo controlado de rotaciones de
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cultivos diferencial de corta duracion (dos afios y medio), que no reflejaron cambios en las
concentraciones de glomalina entre tratamientos corroboran la hipdtesis anterior. Mas
aun, el hecho que los suelos cultivados aumentaran en ese periodo de dos afios y medio
su valor de glomalina en forma diferencial al suelo sin cultivar en ese mismo periodo
plantea que la glomalina funciona como un indicador de uso del suelo pero necesita de
mayor tiempo para desarrollar diferencias entre tratamientos mas sutiles como intensidad
o diversidad de rotaciones de cultivos.

Por otro lado, se analizé como diferentes formas de almacenamiento vy
preservacion de las muestras de suelo podrian influir en los valores de GRSP. Observamos
que si bien los valores absolutos de GRSP se ven afectados, las tendencias que relacionan
los niveles de GRSP con las prdcticas agricolas no cambian, es decir no se ve afectada la
glomalina como potencial indicador de calidad de suelo.

Con el fin de comprender mejor el fendmeno de dependencia de la glomalina
como indicador en relacion a la textura del suelo, se analizo la relacion de las fracciones de
glomalina determinadas, GRSP-FE y GRSP-Total, con otros parametros fisicos, quimicos,
bioquimicos y bioldgicos obtenidos en las mismas muestras de suelo y que caracterizan el
suelo en otros aspectos. A partir de este andlisis pudimos corroborar la relacién de la
glomalina con los niveles de micorrizas en los suelos medidos como densidad de esporas y
con algunas familias de HMA en particular, asi como con su dinamica en relacion al ciclo
del fésforo. También se corroboraron la caracteristica de hidrofébicidad atribuida a la
glomalina dado su relacién con los lipidos neutros del suelo, y la caracteristica de
glicoproteina dada su relacion con los carbohidratos totales del suelo. Se ratifica la
glomalina como un importante componente de la materia orgdnica del suelo,
presentandose una alta relacién de la glomalina con el carbono organico total y con el
nitrégeno total. Y ademads, se corrobora la relacion establecida de la glomalina con la
estabilidad estructural de los agregados.

Una observacién relevante de este trabajo ha sido sin duda el concepto de que la
importancia de la glomalina como indicador de suelo para diferenciar practicas agricolas

estd muy influenciada por las caracteristicas edaficas del ambiente. Si bien, se ha
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establecido que la textura del suelo influye en los niveles de glomalina, en nuestros
resultados ademas observamos que la posibilidad de que diferentes manejos del suelo se
vean reflejados por diferentes niveles de glomalina puede ser afectada por el contenido
de arena, arcilla y limo del suelo estudiado. En consecuencia, nos planteamos realizar
ensayos que nos permitan analizar con mayor cuidado la influencia de la textura del suelo
sobre los valores de GRSP determinados. A futuro buscaremos analizar mds
especificamente los efectos del contenido de arcilla, arena y limo en la muestra del suelo-
sustrato en el proceso de extraccion de las fracciones de GRSP. Para ello realizariamos una
“dilucion” de los suelos ya analizados en los cuales, segun los resultados expuestos, los
niveles de glomalina permiten diferenciar las practicas agricolas, como en los suelos de los
ambiente de Pergamino y Monte Buey. Estos suelos tienen caracteristicas texturales
franco limosas y se podria variar la textura del sustrato a extraer agregando cantidades
crecientes de arenas o arcillas. En comunicaciones con El Dr. Hector Morras y el Ing. Ag.
Mg. Filipe Behrends Kraemer (del Instituto de Suelos del INTA-Castelar), nos plantearon
que es importante considerar que las caracteristicas del material agregado sean similares
a los suelos estudiados. En el caso del agregado de arena, la principal caracteristica es la
granulometria; y en general los suelos de la region evaluada en el BIOSPAS presentan
arenas muy finas, de 50 a 100 o hasta 200 micrones. Y en el caso de la arcilla, hay que
tener en cuenta su mineralogia, particularmente si las arcillas se expanden; la ilita es un
buen punto de partida ya que presenta una ocupacion real mayor en los suelos
estudiados. Otra posibilidad seria "fabricar suelos”, es decir construir suelos mezclando
cantidades diferentes de arenas, arcillas y limos y utilizarlos como sustratos de desarrollos
de HMA en plantas cultivadas en dichos sustratos, y analizar alli la produccién de
glomalina. Esto nos permitiria analizar con mayor especificidad la relacion de la textura no
solo con la glomalina sino también con las micorrizas que la producen.

A su vez, para corroborar los resultados observados en el trabajo nos planteamos
extraer y cuantificar GRSP a partir de otras muestras de suelo buscando cubrir una mayor

variedad de los mismos.
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Otro camino que vamos a continuar desarrollando, en busca de ampliar el
conocimiento sobre la glomalina y considerando las limitaciones del método para su
cuantificacion, consiste en avanzar en el estudio de la misma por técnicas moleculares a
partir de cultivos in vitro en sistemas de cultivo de raices como organos aislados de cepas
puras (monosporicas) de hongos micorricicos arbusculares como sistemas modelos para la
obtencion de glomalina. Esta linea de trabajo fue parcialmente desarrollada en paralelo
durante el trabajo de tesis que aqui se presenta. El conjunto de dificultades técnicas y
operacionales que encontramos en esta linea de trabajo no nos permitié contar con un
cultivo de HMA con suficiente biomasa que nos permita encarar una purificacion de
glomalina para su estudio y obtencién de anticuerpos.

Finalmente y cerrando las conclusiones de este trabajo, el hecho que las relaciones
de la glomalina con otros parametros del suelo que verifican el conjunto de conceptos
histdricamente desarrollado sobre la misma, se establezcan Unicamente en los sitios
donde la glomalina funciona como indicador de calidad y manejo de suelo, sugiere
fuertemente que el paradigma de la glomalina, debe ser utilizado no solo considerando la
precision del método de determinacién de proteinas sino también la textura de los suelos

gue se van a analizar.
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Apéndice A. GRSP y conservacion de las muestras de suelo

Apéndice A. Anélisis de la influencia de diferentes formas de preservacion y
almacenamiento de las muestras de suelo sobre los valores medidos de proteinas del

suelo relacionadas con la glomalina.

El muestreo del suelo y posterior preparacion de la muestra es un evento
fundamental para realizar un analisis representativo de la situacion que se quiere evaluar.
La preparacion de la muestra de suelo implica procesamientos para su secado,
disgregacion, tamizado, homogenizacion y almacenamiento; y en estos procesos se debe
evitar la contaminacidn. Las condiciones de almacenamiento son muy importantes ya que
en la muestra se genera un nuevo ambiente con nuevas condiciones, y esto puede ser
decisivo al medir ciertas propiedades. Los métodos mas comunes de almacenamiento son
el secado al aire, la conservacién en frio (4°C) o la congelacion (-20 °C). En general, el
método mas extendido para los andlisis de suelos es el secado al aire, y las
determinaciones fisicas y quimicas tradicionales no se ven afectadas por este
procesamiento. Sin embargo, la conservacién en frio o la congelacién son cada vez mas
utilizadas, principalmente al evaluar propiedades bioldgicas. Esto se debe a que el secado
al aire puede tener un efecto de cambio de la composicion de la comunidad de
microorganismos y, si bien la rehumectacién para restablecer la poblacién original es una
alternativa que se usa, actualmente es muy cuestionada (Daglio y col., 2005) y los
procesos intrinsecos a estos cambios no son bien comprendidos. La extraccion y
cuantificacion de las proteinas del suelo relacionadas con la glomalina (GRSP) en general
se realiza desde muestras de suelo secadas al aire (Wright y Upadhyaya, 1996; Wright y
Upadhyaya, 1998; Wright y col. 1999; Wright y Anderson, 2000; Rillig y col., 2001; Bird y
col., 2002; Rillig y col., 2002; Rillig y col., 2003; Steinberg y Rillig, 2003; Harner y col., 2004;
Nichols y Wright, 2005, 2006; Wright y col., 2006; Schindler y col., 2007; Whiffen y col.,
2007; Wright y col., 2007). Aunque también se han realizado otros procesamientos como
secado en estufa (=55°C) (Halvorson y Gonzalez, 2006; Janos y col, 2008) y

almacenamiento a 4°C (Lovelock y col., 2004).
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Dentro del proyecto BIOSPAS se utilizaron diferentes formas de almacenamiento
en funcion de los parametros a determinar. Las propiedades fisicas (Kraemer y col., 20123;
Kraemer y col., 2012b) y quimicas (Duval y col., 2013) se realizaron sobre muestras de
suelo secadas al aire, Los analisis basados en la extraccion de ADN, sobre muestras de
suelo conservadas a -20°C  (Figuerola y col., 2012; Rosa y col.,, 2014); para las
determinaciones de perfiles de acidos grasos en fracciones de lipidos se usaron muestras
conservadas a -202C hasta su molienda en Nitrégeno liguido y luego conservadas a -202C
hasta el momento de la extraccién de lipidos (Ferrari y col., 2015). Se usaron muestras de
suelo conservadas a 4°C, tanto para la determinacién de diferentes comunidades
microbianas, como por ejemplo la comunidad de esporas de hongos micorricicos
arbusculares (Cofré, 2014), la comunidad de pseudomonas cultivables (Agaras y col.,
2012) y la comunidad de bacterias desnitrificantes (Rosa y col., 2004), la actividad
enzimatica y respiracion microbiana inducida por sustrato (Gabbarini, Frene y Wall, 2012)

y los niveles de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina.

Dada la importancia del criterio de preservacion y almacenamiento de la muestra
de suelo al realizar un dado analisis, decidimos comparar cdmo diferentes formas de
almacenamiento de la muestra influyen sobre los valores medidos de GRSP. Se usaron
muestras de suelo, secadas al aires y conservadas a 4°C y a -20°C, obtenidas del proyecto
BIOSPAS del muestreo de febrero/2010, descriptas en la seccion 3.2.1 Suelos en 3.2
Materiales y Métodos en el Capitulo 3. Las muestras secadas al aire fueron cedidas por el
grupo de la Ing. Agr. Maria Iglesias (FCA-UNNE), miembro del BIOSPAS. La extraccion y
cuantificacion de la fraccion GRSP-Total se realizdé con el método descripto en las
secciones 3.2.2 Extraccion de glomalina y 3.2.3 Cuantificacion de glomalina en 3.2
Materiales y Métodos en el Capitulo 3. El analisis estadistico se realizé dentro de cada
sitio, estableciendo modelos lineales generales para estudiar el efecto de los tratamientos
y las diferentes formas de conservacién de las muestras; y se utilizo el software estadistico

InfoStat (Di Rienzo y col., 2012).
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La Figura A.1 muestra los valores promedio de GRSP-Total, expresados en mg de
GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco, considerando las tres situaciones de manejo
agricola del suelo y las tres formas de conservacién de las muestras, analizadas para los

cuatro sitios separados.

Se observé que la tendencia de los valores de Total-GRSP y sus variaciones
relativas en funcién de los diferentes manejos del suelo en cada sitio, se mantiene en las
tres formas de almacenamiento de la muestra. Lo observado en el Capitulo 3 para
muestras almacenadas a 4°C, en donde en los sitios de Monte Buey y Pergamino los
niveles de GRSP permitian diferenciar manejos de suelo (AN > BPA > PANS), mientras que
en los sitios de Bengolea y Viale esta diferenciacion no se observaba, se repitio tanto en
las muestras secadas al aire como en las muestras conservadas a -20 °C. Ademas, la
tendencia de los valores relativos de Total-GRSP para manejos agricolas de BPA y PANS en
funcién del valor de AN (BPA/AN y PANS/AN, indicados en las columnas respectivas en la
Figura Al), también fueron similares en las muestras almacenadas de diferentes maneras.
Una caracteristica que diferencié las formas de almacenamiento fue que los valores
absolutos de las muestras secadas al aire fueron significativamente mas altos que las
muestras a 4°C y a -20 °C, excepto en Bengolea en donde los valores no presentaba

diferencias significativas entre formas de conservacion de las muestras.

Por lo tanto, si bien la forma de preservacidn y almacenamiento de las muestras de
suelo influye en el valor absoluto determinado de las proteinas del suelo relacionadas con
la glomalina, no cambia las tendencias que relacionan los niveles de GRSP con las practicas

agricolas, es decir no afecta la glomalina como indicador de calidad de suelo.
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Figura A.1: Concentracion de la fraccion total de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP-Total), extraidas de muestras de suelo de febrero/2010, de los cuatro ambientes estudiados
comparando tres situaciones de distinto manejo agricola: [1 AN, Il BPA y ll PANS, vy tres formas
de almacenamiento de las muestras de suelo. La cantidad de proteina, expresada como mg de
proteina por g de suelo seco, fue determinada por el método calorimétrico de BCA usando
albdimina sérica bovina (BSA) como estandar. Se muestran las medias de tres replicas (n=3) con sus
desviaciones estandares indicadas por las lineas. Sobre las respectivas columnas, se muestran
valores relativos de Total-GRSP para los tratamientos de BPA y PANS en funcion del valor del AN
(control). Las letras sobre las columnas representan el analisis estadistico entre tratamientos
dentro de cada sitio; y las letras entre paréntesis representan el analisis estadistico entre formas
de almacenamiento de las muestras dentro de cada tratamiento y cada sitio. Los asteriscos
representan los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Apéndice B. Analisis de la sensibilidad de la fraccién de proteinas del suelo relacionadas
con la glomalina como indicador de calidad de suelo frente a diferentes rotaciones de
cultivos.

Como hemos visto en el Capitulo 3, la glomalina resulta un posible indicador de
calidad del suelo en suelos franco limosos como el del caso estudiado en Pergamino. A su
vez, encontramos que la glomalina estd muy relacionada con el carbono orgénico y el
nitrogeno del suelo y probablemente forme parte de sus reservas en el suelo, asi como
también se correlacioné estrecha y positivamente con la estabilidad estructural de los
agregados del suelo. La comunidad de micorrizas, el carbono organico, el nitrégeno total y
la estabilidad de los agregados son parametros generalmente seleccionados dentro del
conjunto de datos para evaluar la calidad del suelo, y entonces la variacién de los niveles
de glomalina podria ser también considerada. Sin embargo, dado el caracter acumulativo
de la glomalina en el suelo no queda claro si su determinacion puede servir como
indicador temprano para analizar respuestas en un proceso de cambio de manejo de un

suelo.

Por ello y con el objeto de evaluar mas profundamente la sensibilidad de la
glomalina a las variaciones de manejo, se realizaron mediciones de los niveles de la
fraccion GRSP-Total en un ensayo controlado comparando diferentes situaciones de
rotacion de cultivos. El ensayo (Figura B.1) se encuentra en un lote del INTA Pergamino
(Buenos Aires) y fue disefiado por el grupo del Dr. Marcelo Carmona (Catedra de
Fitopatologia, FAUBA), miembro del proyecto BIOSPAS. El lote tenia una historia reciente
previa de rotacién soja-maiz en las tres campafias anteriores. Se planteo un disefio de 16
parcelas de 50 m? en donde se realizaron cuatro tratamientos con cuatro replicas cada
uno: un monocultivo de maiz en verano, una rotacién incompleta de soja en verano y
trigo en invierno, un monocultivo de soja en verano, una rotacion completa de maiz y soja
en verano con trigo en invierno. La aplicaciéon de agroquimicos se llevo a cabo segin
estdndares de la region, pero se eliminé el uso fungicidas. Las muestras consistieron en

cinco repiques de la capa superficial 0-10 cm de cada parcela, en los cuatro extremos vy el
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centro de la parcela entre lineas de siembra. También se tomaron muestras de la capa
superficial 0-10 cm en cada calle (calle 1 y calle 2). Los muestreos se realizaron antes de
comenzar el ensayo en Febrero/2010 y luego en Septiembre/2012. Las muestras secadas
al aire y tamizadas a < 2 mm fueron originalmente obtenidas por el grupo del Dr. Juan
Galantini (CERZOS. UNS-CONICET) quienes nos cedieron una parte de las mismas para su
andlisis. La extraccidn y cuantificacién de la fraccidn Total-GRSP se realizé con el método
descripto en las secciones 3.2.2 Extraccion de glomalina y 3.2.3 Cuantificacion de
glomalina en 3.2 Materiales y Métodos en el Capitulo 3. El andlisis estadistico se realizo
estableciendo modelos lineales generales para estudiar el efecto de las rotaciones; y se

utilizo el software estadistico InfoStat (Di Rienzo y col., 2012).

Parcela 1 Parcela 2 Parcela 4
MONOC MAIZ TRIGO-S0OJA RI/RV
Parcela 5 Parcela 6 Parcela 8
RI/RV - TRIGO-SOJA i MONOC MAIZ
L L
3 3
Parcela 9 Parcela 11 Parcela 12
MONOC MAIZ RI/RV TRIGO-SOJA
Parcela 13 Parcela 14 Parcela 16
TRIGO-SOJA RI/RV MONOC MAIZ

Figura B.1: Esquema del disefio del ensayo en el lote de Pergamino. Dentro de cada fila se
encuentran los cuatro tratamientos ensayados: [] monocultivo de maiz en verano, [ rotacidn
incompleta de soja en verano y trigo en invierno, ll monocultivo de soja en verano, [ rotacién
completa de maiz y soja en verano con trigo en invierno.
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La Figura B.2 muestra los valores promedio de GRSP-Total, expresados en mg de
GRSP reactivas con BCA por g de suelo seco, considerando las cuatro situaciones de

rotacion de cultivo en los dos muestreos realizados.

20 -
18 -

16 a(b*) a(b***) a(b*)

- [ 1 & ]
14 a(a*) al@*) ala*) a(a) a(a)

12 I a(a**¥) 1

T
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GRSP-Total reactivas con BCA (mg/gsueloseco)

febrero/2010 septiembre/2012

Figura B.2: Concentracion de la fraccion total de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP-Total), extraidas de muestras de suelo del ensayo del INTA Pergamino, muestreadas en
febrero/2010 y en septiembre/2012, comparando cuatro situaciones de rotacion de cultivos:
[l monocultivo de maiz, [ rotacién incompleta de soja en verano y trigo en invierno,
B monocultivo de soja en verano, [J rotacion completa de maiz y soja en verano con trigo en
invierno; y M las calles. La cantidad de proteina, expresada como mg de proteina por g de suelo
seco, fue determinada por el método calorimétrico de BCA usando albimina sérica bovina (BSA)
como estandar. Para las rotaciones se muestran las medias de cinco replicas (n=5) con sus
desviaciones estandares indicadas por las lineas, y para las calles se muestran las medias de dos
replicas (n=2) con sus desviaciones estandares indicadas por las lineas. Las letras sobre las
columnas representan el andlisis estadistico entre tratamientos en cada muestreo; y las letras
entre paréntesis representan el andlisis estadistico entre tiempos de muestreo dentro de cada
tratamiento. Los asteriscos representan los p-valores significativos: * p<0.05, ** p<0.01,
*** p<0.001.

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de GRSP-Total entre
las diferentes rotaciones de cultivo ensayadas y las calles, ni al inicio del ensayo
(febrero/2010) (p=0.063) ni dos afios y medio después de iniciado el mismo
(septiembre/2012) (p=0.2033). Sin embargo, si se encontrd diferencia significativa entre

los valores de Total-GRSP entre los diferentes tiempos de muestreo dentro de cada tipo
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de rotacidn, observandose una acumulacién de entre 15 y 25% de GRSP-Total en los
cuatro tipos de rotacion en los dos afios y medio transcurridos entre muestreos. Este
aumento debido a la presencia de cultivos en rotacién o sin ella no seria un artefacto o
error constante de las determinaciones ya que los valores de GRSP-Total medidos en las
muestras de suelo provenientes de las calles donde no hubo cultivos en el mismo periodo

de tiempo, no mostraron diferencias significativas (p=2496).

A partir de estos resultados, podriamos decir que las proteinas del suelo
relacionadas con la glomalina no pueden ser utilizadas como un indicador temprano para
monitorear diferencias entre suelos con diferentes manejos o practicas agricolas;
pudiendo relacionar este resultado con la caracteristica de acumulacidn de la glomalina en
el suelo y su gran persistencia en el suelo como un hecho necesario para la construccion

de su valor como indicador de calidad de suelo.
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