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RESUMEN

La provincia de Buenos Aires representa un area agricola por excelencia en
nuestro pais debido a sus caracteristicas edaficas y climaticas, adecuadas para la
produccién de cultivos. Sin embargo, como consecuencia de la explotacion
intensiva del suelo en las tltimas décadas con permanente extraccion de nu-
trientes, se han evidenciado pérdidas de materia organica con los consecuentes
desbalances de nutrientes claves para la produccioén agropecuaria. Por esta ra-
z6n, la fertilizacion (destinada a la reposicion de nutrientes) y la utilizacion de
la siembra directa (para minimizar las perdidas de materia organica) se han im-
plementado de manera generalizada en nuestro pais. Sin embargo, la mayor in-
cidencia de enfermedades fingicas (asociada a la siembra directa) ha generado
mayor dependencia en el uso de pesticidas. Tanto la aplicacién de fertilizantes
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como de pesticidas puede afectar negativamente las poblaciones microbianas
del suelo que podrian a su vez contribuir a reducir el uso de agroquimicos y
fertilizantes sintéticos. Sin embargo, estos aspectos no siempre son considera-
dos al planificar emprendimientos productivos.

Nuestro grupo de trabajo tiene como blanco de estudio los hongos for-
madores de micorrizas arbusculares (HMA; reconocidos por incrementar la
nutricién vegetal, la capacidad de recuperacion de las plantas frente a estrés y
por incrementar la estabilidad de los agregados del suelo), hongos del género
Trichoderma (reconocidos como agentes de control bioldgico contra hongos
patdgenos, solubilizadores de fosforo (P) y productores de factores de promo-
ci6n del crecimiento vegetal) y microorganismos solubilizadores de P. Nuestra
linea de investigacion tiene como objetivos: a) aislar, multiplicar y caracterizar
HMA, Tiichoderma y solubilizadores de P nativos de la Provincia de Buenos
Aires; b) testear la potencialidad de los grupos seleccionados como potenciales
promotores de crecimiento (biofertilizantes y biocontroladores) de cultivos de
importancia agricola; y ¢) formular biofertilizantes compuestos de consorcios
microbianos nativos de la Provincia de Buenos Aires.

En el presente se estin ensayando diferentes combinaciones de consor-
cios microbianos con el objetivo de ser utilizados como herramientas dentro
de programas de manejo integrado de nutricién y control de enfermedades
fungicas en cultivos de importancia agronémica. Ademas, se estd generando
una coleccién de microorganismos nativos de la Provincia de Buenos Aires
que han evidenciado, bajo condiciones controladas, capacidades promotoras de
crecimiento en plantas de maiz, trigo, cebada y tomate. Dichos microorganis-
mos estan siendo caracterizados en su actividad y diversidad genética, con el
objetivo de ser utilizados como bioinoculantes.
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INTRODUCCION

La explotacién intensiva del suelo de la agricultura convencional (de alto
insumo) de las tltimas décadas en Argentina, con permanente extraccion de
nutrientes, acelerd su degradacion y afectd su fertilidad natural, y estd ponien-
do en peligro su productividad y sostenibilidad. La materia organica constituye
gran parte del reservorio de nutrientes del suelo. Sin embargo, se han regis-
trado importantes pérdidas de materia organica asociadas al uso intensivo del
suelo. En consecuencia, los suelos de la Provincia de Buenos Aires estan evi-
denciando desbalances de nutrientes claves en la produccion agropecuaria tales
como fosforo (P) y zinc, entre otros [1]. En este sentido, si bien la fertilizacion
quimica es una practica generalizada, no siempre cubre los requerimientos de
los cultivos. A efectos de minimizar las pérdidas en materia organica, en las
ultimas décadas la siembra directa (SD) se ha implementado y extendido en
aproximadamente un 75% del total de la superficie sembrada en nuestro pais
(www.aapresid.org.ar). Debido a que la mayor disponibilidad de residuos in-
crementa la humedad del suelo, en la mayoria de los casos la SD esta asociada
a mayor incidencia de enfermedades fingicas lo que ha generado ademis im-
portante dependencia en el uso de pesticidas.

Los microorganismos del suelo que cumplen funciones claves en el ciclado
de nutrientes, en el mantenimiento del equilibrio microbioldgico, en la resi-
liencia del sistema edafico y consecuentemente en la productividad vegetal, es-
tan evidenciando cumplir roles protagénicos en el sustento de la integridad de
los sistemas terrestres. Sin embargo, ha sido demostrado que tanto la aplicacién
de fertilizantes como de pesticidas puede afectar negativamente las poblacio-
nes microbianas del suelo que podrian a su vez contribuir a reducir el uso de
agroquimicos y fertilizantes sintéticos [2, 3]. Paraddjicamente, estos aspectos no
siempre son considerados al planificar emprendimientos productivos.

La pérdida de biodiversidad microbiana ha sido identificada como la prin-
cipal amenaza para el mantenimiento del equilibrio en los ciclos biogeoqui-
micos del suelo. Sin embargo, el rol de los microorganismos en la capacidad de
resiliencia del suelo asi como los mecanismos involucrados permanecen atin
no bien clarificados. Ha sido reportado que el manejo agricola puede afectar
las capacidades microbianas. Sin embargo, no siempre los resultados evidencian
las mismas respuestas de actividad o diversidad microbiana asociadas a distur-
bios en el sistema suelo [4].
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En nuestro pais la diversidad microbiana edafica estd comenzando a ser
explorada en su potencialidad como fuente de bioinoculantes. El primer paso
es disponer de colecciones de microorganismos nativos aislados, seleccionados,
caracterizados en sus capacidades biofertilizantes o bioprotectoras para luego
ser multiplicados, conservados y utilizados para la formulacién de inoculantes
bioldgicos. En tal sentido, las técnicas bioquimicas y moleculares constituyen
herramientas muy eficientes para caracterizar poblaciones microbianas.

Tres grandes grupos de microorganismos del suelo presentan caracteristi-
cas para ser utilizados como inoculantes bioldgicos solos o asociados, y son el
centro de estudio de nuestro grupo de investigaciéon. Uno de ellos lo consti-
tuyen los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) (Fig. 1) que
establecen relaciones simbidticas mutualistas al colonizar las raices del 90%
de las plantas terrestres. Los HMA son reconocidos por mejorar la nutricioén
vegetal, absorcidon de agua y funciones metabdlicas, incrementar la resistencia
o recuperacién de las plantas frente a situaciones de estrés y contribuir a la
estabilidad de los agregados del suelo [5]. Otro grupo de hongos de vida libre,
constituido por representantes del género Trichoderma (Fig. 2A) pueden actuar
como agentes de control bioldgico contra hongos patdgenos, son capaces de
solubilizar nutrientes del suelo y producir factores que contribuyen a la pro-
mocién del crecimiento vegetal [6]. Asimismo, otro grupo funcional que ha
recibido la atencion de nuestras investigaciones por las interacciones sinérgicas
que pueden establecer con los HMA y Trichoderma, lo constituyen microorga-
nismos con capacidad de convertir formas insolubles del P en formas solubles
y accesibles por las plantas [7].

En la basqueda de alternativas tendientes a favorecer la produccién agricola
sostenible con el ambiente edafico, estamos explorando cémo las caracteristi-
cas edaficas, resultado del manejo, afectan las poblaciones HMA, Trichoderma y
solubilizadores de P nativos de la region. Ademas, consorcios o grupos indivi-
duales con capacidades promisorias estan siendo testeados, solos o combinados,
como posibles promotores de crecimiento vegetal en plantas de importancia
agricola.

RESULTADOS DE LA LINEA DE INVESTIGACION

Se ha evidenciado que la capacidad de formar micorrizas de consorcios
microbianos nativos de la Provincia de Buenos Aires es afectada negativamente

CAPITULO1 | 6

FIBA-Libro-Final.indd 6 @ 17/01/2015 01:27



Figura 1. Estructuras de colonizacion radical por Hongos formadores de Micorrizas
Arbusculares (HMA) nativos de la Provincia de Buenos Aires.

A) Hifa de HMA ingresando en raiz de girasol, con formacion de arbusculos (40X).

B) Colonizacion de raiz de raigras (Lolium multifiorum Lam.) por HMA, con formacion de
vesiculas (40X).

C-D) Diferentes tipos de colonizacion por HMA en raices (C: tipo arum, con formacion
de arbusculos en maiz) y de girasol (D: tipo paris con formacion de enrrollamientos
denominados ‘coils” en girasol) (40X).

7 | CAPITULO 1

FIBA-Libro-Final.indd 7 @ 17/01/2015 01:27



Figura 2. Morfologia y patrones
obtenidos por ISSR de cepas de
Trichoderma harzianum.

A) Variacion morfoldgica de cuatro
cepas nativas de T. harzianum
crecidas en medio de cultivo APG .

B) Patrones de amplificacién de
nueve aislamientos de T. harzianum
utilizando la técnica de ISSR. M,
marcador de peso molecular 4 Pstl
(DNA del fago Lambda digerido con
la enzima Pstl)

por elevados contenidos de nutrientes tales como P y hierro [8]. En la mayoria
de los casos la fertilizacidn, particularmente proveniente de fuentes sintéticas y
a dosis elevadas, afecta negativamente la capacidad colonizadora de los HMA
nativos de la region [3, 9].

A partir de consorcios que evidenciaron elevada capacidad de colonizacion
radical por HMA, se esta evaluando su potencialidad promotora del crecimien-

CAPITULO1 | 8

FIBA-Libro-Finalindd 8 @ 17/01/2015 01:27



to vegetal. La inoculaciéon con consorcios microbianos (con HMA) nativos de
lotes bajo manejo agricola de Loberia mostrd respuesta positiva temprana (in-
cremento de crecimiento a las dos semanas) en plantas de maiz y tomate [10].
Consorcios microbianos con HMA nativos de lotes bajo manejo agricola de
Balcarce incrementaron el crecimiento y absorcion de zinc en plantas de maiz
en el periodo vegetativo V6 [3]. La inoculaciéon combinada de solubilizadores
de P nativos de Balcarce de lotes bajo SD con consorcios microbianos con
HMA nativos de lotes pristinos de Tandil también incrementé el crecimiento
de plantas de trigo en preantesis. Sin embargo, los mayores incrementos se
lograron por la inoculacién individual con los solubilizadores de P y no se
evidencid efecto sinérgico por la inoculacién combinada. Los resultados indi-
carfan que mis que el manejo, la zona geografica, las caracteristicas edaficas y
la capacidad micotréfica permitirian seleccionar consorcios microbianos con
HMA potencialmente promotores de crecimiento vegetal.

Por otra parte, se ha evidenciado que cepas de Trichoderma productoras
de acido indol acético y capaces de solubilizar P inorganico en condiciones
in vitro, mostraron ser potencialmente promotoras del crecimiento vegetal en
estadios tempranos sobre plantas de arroz y soja.

Si bien se cuenta con un cepario de mas de 100 cepas de Trichoderma ais-
ladas de diferentes regiones agricolas del pais, actualmente nos hemos centra-
lizado en el relevamiento de cepas nativas de regiones bajo cultivo y pristinas
de la Provincia de Buenos Aires. En este contexto se han aislado 30 cepas
de Trichoderma, los cuales provienen mayoritariamente de la zona del sudeste
bonaerense (73%), que fueron identificadas como T koningii, T .gamsii, I’
harzianum, siendo esta Gltima la especie mis abundante (93%). Las cepas mis
eficientes presentaron valores de eficiencia relativa de solubilizacién de P del
275%. Ademas, se evidencid elevada capacidad micotréfica (mayor al 50%) en
consorcios microbianos multiplicados durante 6 meses provenientes de suelos
del norte, centro y sudeste de la Provincia. En general, la mayor capacidad mi-
cotréfica provino de los consorcios nativos de sitos pristinos. Bajo estas Gltimas
condiciones siempre se aislaron cepas de Trichoderma y la capacidad micotréfica
fue en general la mis elevada. Los consorcios microbianos provenientes de lo-
tes bajo manejo agricola mostraron, en general, menor capacidad micotrofica
por HMA que los consorcios provenientes de suelos pristinos; y en ocasiones
no se aislaron cepas de Trichoderma en los consorcios provenientes de manejo
agricola. Se evidenciaron asociaciones negativas entre la capacidad micotréfica
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de HMA, la abundancia de solubilizadores de P y de hongos Trichoderma con
el contenido de P, hierro, materia organica y el pH de los suelos. Cepas in-
dividuales de Trichoderma y solubilizadores de P con capacidades promisorias,
combinadas con consorcios de HMA con capacidad micotréfica del 60% han
ocasionado incrementos en el crecimiento de plantas de cebada.

DETERMINACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA
DE LOS GRUPOS BLANCO DE ESTUDIO

Se estan realizando relevamientos regionales en la Provincia de Buenos Ai-
res y analizando la diversidad genética de HMA mediante Single Stranded Con-
formation Polymorphism (SSCP). Esta estrategia permite determinar por electro-
foresis no desnaturalizante diferencias en la secuencia genética de nucledtidos
entre cadenas simples y ha demostrado ser eficiente en detectar diferencias
entre HMA mediante la amplificacion por la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) de una regién de la subunidad ribosomal mayor (DINAr 28S)
[11]. Utilizando esta estrategia hemos detectado diferencias genéticas entre
especies de hongos las cuales estuvieron estrechamente relacionadas a la region
de muestreo més que al manejo agricola.

A partir de patrones moleculares de SSCP hemos detectado elevada diver-
sidad para HMA nativos de la Provincia de Buenos Aires. El corte de bandas
con su subsiguiente reamplificacién y secuenciaciéon ha confirmado la pre-
sencia de HMA en el perfil, y las secuencias estin siendo depositadas en bases
publicas (NCBI; ntmeros de acceso KJ920202.1 y KM262654 a KM262657).
El anilisis de Maxima Parsimonia permitié agrupar las secuencias obtenidas a
partir de las bandas junto a representantes de HMA del género Glomus (coinci-
dentemente con los cebadores utilizados para la reaccién de PCR) y las separ6
de otros géneros de HMA (Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora). Ademas, con
los patrones de SSCP obtenidos se realizaron dendrogramas de similitud (Fig.
3) y se analizd el reagrupamiento en Clusters de acuerdo a regiones, manejo o
caracteristicas quimicas de los suelos. La técnica de SSCP también esti siendo
utilizada para la caracterizacién de la biodiversidad de cepas de Trichoderma
de suelos de la Provincia de Buenos Aires. Ademas la variabilidad genética de
Trichoderma también es analizada mediante otras técnicas (Fig. 2B) como UP-
PCR e ISSR [12].
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Figura 3. Dendrograma Neighbor-Joining basado en los patrones de bandas obtenidos
por andlisis PCR-SSCP a partir de DNA de esporas de HMA.

Detalle de siglas en dendrograma: Primeras letras indican localidades: Benito Juarez (BJ),
Carlos Casares (CC), Coronel Dorrego (CD), Junin (J), Loberfa (L), Madariaga (M) y Trenque
Lauquen (TL). Letra intermedia indica manejo: agricola (A) y pristino (P). Ultima letra en
minuscula indica origen del DNA: esporas (e).

POTENCIALIDADES DE LA LINEA DE INVESTIGACION

Nuestra linea de trabajo es pionera en integrar estudios tendientes a evaluar
la potencialidad de la aplicacién individual o combinada de HMA, Trichoderma
y solubilizadores de P para favorecer la nutricién mineral, el crecimiento y/o
sanidad de cultivos de importancia en la produccién agricola de nuestro pais.
En este sentido, estamos evidenciando las capacidades promotoras de creci-
miento vegetal de estos microorganismos que forman parte de la microbiota
edafica nativa de la Provincia de Buenos Aires. Mediante estudios de microbio-
logia clasica, biologia molecular y ensayos de inoculacién estamos contribu-
yendo a la caracterizacion, seleccion, multiplicacidén, deteccion y conservacion
de estos microorganismos. Nuestros estudios constituyen el primer paso para la
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seleccién de estos organismos potencialmente benéficos para que en un futuro
puedan formar parte de bioinoculantes.

OFERTA TECNOLOGICA

La formulacién de bioproductos conformados con microorganismos del
suelo nativos de la Provincia de Buenos Aires, quienes solos o combinados in-
crementen el rendimiento y la calidad de cultivos de importancia agronémica
atendiendo a la sostenibilidad de los agroecosistemas, resulta un objetivo estra-
tégico y pionero para nuestro pais. Las metodologias moleculares de deteccion
de los microorganismos y su diversidad que estamos empleando, podrian ser
utilizadas para monitorear la persistencia de los organismos utilizados como
biofertilizantes en el suelo inoculado. Esto permitird vincular la informacién
tecnologica con la generacion de inoculantes con probada instalacion y persis-
tencia, que puedan ser facilmente transferidos a técnicos y agricultores dedica-
dos a la produccion de cultivos de importancia econémica del pais
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