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Nuestro objetivo fue estudiar el efecto del agregado de calcita (0, 2000 y 6000kgha) como corrector de pH del
suelo en sitios agricolas con caracteristicas contrastantes, sobre la relacidn entre el pH y Ia actividad y abundancia
de hongos micorricicos arbusculares (HMA). Para ello se colectaron muestras de suelo y raices en dos sitios,
Gardey y 9 de Julio (Partido de Tandil y 9 de Julio, respectivamente, pcia. de Bs.As., Argentina) en momento sin
cultivo (suelo desnudo, M1) y cuando ambos sitios se encontraban con cultivos en estadio vegetativo y/o préximos
a floracidn (trigo y soja para Gardey y 9 de Julio respectivamente, M2). En general, se evidenciaron incrementos
en el pH del suelo asi como en la abundancia de esporas de HMA como resultado de aplicaciones de 2000 y/o
6000kg calcita ha' en relacidn al testigo sin aplicacién. Los efectos de la aplicacién de calcita sobre el contenido
de glomalina (GRSP) del suelo facilmente extraible y total (utilizando citrato de sodio 20mM, 50mM y pirofosfato
de sodio 50mM como extractantes respectivamente, siendo los dos ultimos extractantes para glomalina total)
variaron en funcién del extractante utilizado obteniéndose, en general, ausencia de efecto por aplicacién de
calcita o disminucidn en el contenido de GRSP ante la aplicacién de la mayor dosis de calcita. La aplicacion de dosis
intermedia de calcita (2000kg calcita ha™) favorecié la colonizacién micorricica por HMA en raices de soja en 9 de
julio, mientras que la mayor dosis evidencid niveles bajos y similares al testigo, obteniéndose un patrdn similar
aunque sin significancia estadistica para Gardey en raices de trigo. La aplicaciéon de 2000kg calcita ha” podria ser
recomendada como corrector de pH de suelo en suelos moderadamente dcidos sin afectar negativamente la

abundancia y actividad de los HMA.

Palabras clave: hongos micorricicos arbusculares, correccién pH, glomalina.

La acidificacion de los suelos es un proceso natural que
puede ser acelerado tanto por la actividad bioldgica
como por la antropogénica. En agroecosistemas, este
proceso se puede acelerar debido a la exportacién de
bases en los granos con baja reposicién y por el uso
de fertilizantes que generan acidez tales como urea,
fosfato diamdnico, fosfato monoamdénico y nitrato de
amonio (Vazquez & Pagani, 2015). Un pH cercano a la
neutralidad o ligeramente por debajo de ésta (pH 6,5),
es considerado éptimo para la actividad bioldgica, la
solubilidad de especies quimicas del suelo y la estructura
del mismo y, por ende, para el crecimiento vegetal.
Se considera que a pH menores que 6 la actividad
biolégica de bacterias y gusanos de suelo se ralentiza,
afectdndose procesos de mineralizacién (Curtin et al.,
1998), nitrificacion (Anthonisen et al., 1976) y fijacion
bioldgica de nitrégeno (Evans et al., 1980).

Sainz Rozas et al. (2019) reportaron que
los valores mas bajos de pH (desde 5,5 a 5,8) se
determinaron enla zona norte de la provincia de Buenos
Aires y sur de Santa Fe. Estos valores de pH no serian

considerados limitantes para la mayoria de los cultivos
(Vazquez & Pagani, 2015), pero, considerando que el
pH ha disminuido por el uso agricola del suelo, es de
esperar que continuando esta tendencia sea necesaria
la aplicacién de correctores de acidez en dreas criticas y
en cultivos sensibles como la soja.

Existen varias estrategias para reducir el
impacto de la acidez del suelo, entre ellos la aplicacion
de calcita (CaCO,) estd siendo considerada y sus
efectos analizados. Los beneficios otorgados por esta
practica podrian ser la reduccién de la posibilidad de
toxicidad por Mn** y Al*3, mejora en las condiciones
fisicas del suelo, la fijacidn simbidtica de nitrégeno
por las legumbres y la actividad microbiana en general
(Pellegrini et al., 2011, Torella, 2015). Sin embargo, no
se disponen de abundantes reportes sobre el efecto
del agregado de calcita como corrector de pH en
suelos 4cidos sobre las simbiosis micorricicas. Dichas
simbiosis ocurren entre hongos del suelo denominados
hongos micorricico arbusculares (HMA) y las raices de
mas del 80% de las plantas superiores. La importancia
de los HMA radica en incremento en la absorcién de




nutrientes, mitigacion de estrés bidtico y abidtico,
promocidn de crecimiento vegetal, efectos inhibidores
o estimuladores sobre otros microorganismos como asf
también almacenamiento del carbono fijado hacia las
raices (Blancol & Salas, 1997) asi como la mejora de la
estructura y la estabilidad de los agregados del suelo,
lo que estaria relacionado con una proteina presente en
los HMA, la glomalina (Rillig et al., 2002).

La glomalina (GRSP) es una glicoproteina
recalcitrante, forma parte de la cobertura de las hifas
de los HMA, y se encuentra en el suelo relacionada
a la materia orgédnica (MO). Si bien hay ciertas
controversias en cudl es la metodologia que revela
con mayor exactitud su abundancia en el suelo, se
sabe que la GRSP se puede dividir en dos fracciones,
una facilmente extraible denominada EE-GRSP (por
sus siglas en inglés Easily Extractable Glomalin-Related
Soil Protein) y la total conocida como T-GRSP (por sus
siglas en inglés Total Glomalin-Related Soil Protein). Las
técnicas incluyen diferentes pasos de extraccién de la
proteina que pueden realizarse ademds con diferentes
extractantes y/o concentraciones de los mismos (Yadav
& Pandey, 2014). Nuestro objetivo fue estudiar el efecto
del agregado de calcita como corrector de pH del suelo,
en dosis de 0, 2000 y 6000kgha’, en sitios agricolas de
la Regién Pampeana con caracteristicas contrastantes,
sobre la relacién entre el pH y la actividad (haciendo
énfasis en la produccién de GRSP) y abundancia de
HMA.

Se colectaron muestras de suelo (compuestas por 8
submuestras/parcelas) y raices (compuestas por 4
submuestras/parcela) en dos ensayos a campo ubicados
en Gardey y en 9 de Julio (Partido de Tandil y 9 de Julio,
respectivamente; Buenos Aires, Argentina). Los sitios
fueron seleccionados por ser subécidos (pH 5,85y 5,76
para 9 de Julio y Gardey, respectivamente) resultado de
una prolongada historia agricola. Las muestras fueron
colectadas en dos momentos M1 (suelo desnudo sin
cultivo) en los meses de julio-agosto, y M2 (con cultivos
de trigo y soja en Gardey y 9 de Julio, respectivamente)
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en noviembre.

Las muestras se colectaron a partir de un disefio
experimental en bloques completos aleatorizados
con tres repeticiones y tres condiciones de aplicacién
de calcita (99% de pureza) de o, 2000 y 6000kg calcita
ha' (denominados To, T4, T6) aplicados por Unica vez a
inicios del experimento (2015) y dos afios antes de los
muestreos para este estudio.

En el suelo proveniente de todas las situaciones vy
muestreos, se cuantificé: pH (relacién suelo: agua
1:2,5); abundancia de esporas de HMA por tamizado
en himedo, centrifugacién en sacarosa y colecta del
material en tamiz de 53um, y extraccién de glomalina
facilmente extraible utilizando citrato de sodio 20
mM (CGHSNaBszHZO, pH=7,0) como extractante
(GRSP-C20); asi como también extraccion de
glomalina total extraida con citrato de sodio 50mM
y con pirofosfato somM (GRSP-C50 y GRSP-P50,
respectivamente) como extractantes (Wright et al.,
2006). Para todos los casos, el contenido de proteinas
en el sobrenadante fue determinado por el método
de Bradford y luego cuantificado por espectrometria
(595nm), usando suero de albdmina bovina (BSA) como
estandar (Gadkar & Rillig, 2006).

En el M2 se colectaron raices que fueron
procesadas para la determinacién de colonizaciéon
micorricica. Para ello, luego del lavado de las mismas
se realizé una clarificacion con KOH al 10% durante 30
minutos a 60°C luego de lo cual fueron tefidas con
una solucién de azul de Tripéan (0,05 %) en lactoglicerol
(acido lactico, glicerol y agua destilada en proporcion
1:1:1 en vol.), durante 15 minutos a 90°C. Se realizé
la observacion microscépica (Brundrett, 2008),
calculando el % Arbusculos (%Ar) y % colonizacién Total
(%MA, segmentos con Ar, hifas y/o vesiculas de hongos
MA) por HMA.

Los resultados fueron analizados mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y correlaciones, utilizando
paquete estadistico SAS (SAS, Institute Inc, 1990) las
diferencias entre tratamientos fueron separadas por el
test de Diferencias Minimas Significativas (P<0,05).

pH campo Gardey

™ T4 %

Figura 1: pH en suelo de campo colectado en dos momentos (M1y M2) en 9 de Julio (izquierda) y Gardey (derecha). Para
cada sitio y momento de muestreo, columnas con letras diferentes de la misma tipografia indican diferencias significativas
(P< 0,05) entre tratamientos de aplicacion de calcita. To= okg CaCO3 ha'; T4 = 2000kg CaCO3 ha'; T6 = 6000kg CaCO3 ha".




Esporas en 9 de Julio/100 g suelo

Esporas en Gardey /100 g suslo

Figura 2: Abundancia de esporas de HMA en suelo colectado en 9 de julio (izquierda) y Gardey (derecha). Para cada sitio y
momento de muestreo, columnas con letras diferentes de la misma tipograffa indican diferencias significativas (P< 0,05)
entre tratamientos para un mismo muestreo. To= okg CaCO_ ha"; T4= 2000kg CaCO, ha"; T6= 6000kg CaCO_ ha".

pH del suelo

En 9 de Julio el pH no registré diferencias significativas
porla aplicacién de calcita en el M1 (suelo sin cultivo). Sin
embargo, en el muestreo con cultivo (M2) la aplicacién
de la mayor dosis de calcita (T6 =6000kgCaCO,ha")
incrementd significativamente el pH en relacién al
testigo; y la dosis intermedia (T4 =2000kgCaCO,ha")
aunque incrementd dicho parametro, lo hizo en menor
proporcidn. De manera similar a lo ocurrido en el M2
en 9 de Julio, en Gardey y en ambos muestreos, la
aplicacién de la dosis maxima de calcita, aumenté el
pH en relacidn al testigo, mientras que la aplicacién
de la dosis intermedia lo aumentd en el mismo sentido
(Figura 1). Como puede observarse, el registro de pH en
9 de Julio fue mayor que en Gardey, esto puede deberse
a la capacidad buffer del suelo de este ultimo.

Abundancia de esporas de Hongos Micorricicos
Arbusculares

En 9 de Julio en el M1 se registré6 mayor abundancia
de esporas en los dos tratamientos que recibieron
calcita en relacidn al testigo, mientras que para el M2
la mayor abundancia de esporas solo se detecté en el
tratamiento con mayor dosis. En Gardey en el M1, se
detectd mayor abundancia de esporas en el tratamiento
con la mayor dosis de calcita. En el M2, se evidencid el
mismo patrén de aumento en el nimero de esporas
como respuesta al agregado de calcita, aunque sin
significancia estadistica (Figura 2). Esto coincide con
Wang et. al., (1993), quienes reportaron que en suelos
acidos (pH 4,5) no detectaron esporas de HMA, las que
aumentaron luego de la aplicacion de calcita. Mientras
que para 9 de julio se contabilizd mayor cantidad de
esporas en el M1, para Gardey en contraparte fue para
el M2. La abundancia de esporas depende de varios

Tabla 1: Contenido de glomalina (GRSP) en suelos de dos sitios colectados en dos momentos y sometidos a diferentes dosis
de aplicacidon de calcita como corrector de pH. GRSP-C20: Glomalina facilmente extraible utilizando citrato de sodio 20mM
como extractante; GRSP-C50: Glomalina total utilizando citrato de sodio 5o0mM como extractante; GRSP-P50: Glomalina
total utilizando pirofosfato de sodio 50mM como extractante. Tratamientos: To= okg CaCO, ha"; T4= 2000kg CaCO, ha"; T6=

6000kg CaCO, ha.

Muestreo Sitio Tratamiento

M1 Gardey To
T4

T6

9 de Julio To

T4

T6

Gardey To
T4
T6
9 de Julio To
T4
T6

M2

GRSP-C20 GRSP-C50 GRSP-P50
mg/g
3,034 11,428 12,928
3,315 9,753 12,801
2,818 10,578 12,653
1,691 6,847 7,060
1,637 6,550 7,126
1,641 6,798 7,006
3,138 11,138 14,864
3,21 12,344 12,394
2,808 11,492 13,129
2,140 3,165 4,174
2,189 3,912 4,767
1,789 4,205 4,802
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Figura 3: Colonizacién micorricica en situacién de campo en 9 de Julio (izquierda) y en Gardey (derecha). Para cada sitio y
pardmetro de colonizacién (MA% o Ar%), columnas con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
de aplicacion de calcita (P< 0,05). To= okg CaCO, ha'; T4 = 2000kg CaCO, ha"; T6= 6000kg CaCO, ha™. n. s. no significativo.

factores, por ejemplo, efectos de la rotacién, labranza,
estado fenoldgico del cultivo, momento de la toma de
muestras y condiciones edafo-climaticas (Schalamuck
et al., 2010). En los ensayos del presente trabajo la
rotacion utilizada incluyé trigo o cebada/soja-maiz-soja.
Si consideramos que ambos sitios en M1 se encontraban
sin cultivo (barbecho), en 9 de julio el cultivo antecesor
implantado fue maiz y en Gardey para el mismo
momento fue soja, que luego se sembraron con soja
y trigo respectivamente (M2). Por lo tanto, se podria
hipotetizar que aplicaciones intermedias de calcita,
favorecerian la esporulacién cuando el antecesor o
cultivo implantado fuera una graminea, evidenciando
un posible efecto de la rotacidn. Esta hipdtesis deberia
testearse en ensayos de rotaciones con diferentes
antecesores en la misma zona edafo-climatica.
Abundancia de glomalina en el suelo

El mayor contenido de GRSP fue obtenido luego
de la extraccion de glomalina total con GRSP-C50
y GRSP-P50 en comparaciéon con la extraccidon de
glomalina facilmente extraible GRSP-C20 (Tabla 1). Para
la mayoria de las condiciones analizadas, el contenido
de glomalina en Gardey superd en aproximadamente
un 45% al contenido en 9 de Julio. Ademas, siempre el
contenido de GRSP registrado en el M1 superd al del M2.
Desconocemos las causas de estas diferencias intersitios
e intermuestreos y futuros estudios deberian estar
destinados a dilucidar esta incdgnita. En general, no
se detectaron diferencias significativas (P<0,05) entre
tratamientos de aplicacion de calcita en el contenido de
glomalina extraida por los tres métodos y las diferentes
condiciones (muestreos vy sitios) testeadas. Los niveles
de glomalina de este estudio, se encuentran entre los
rangos reportados por Wright et. al., (2006) en suelos
de USA y Escocia (1-8mg GRSP-C20/g suelo y 2-14mg
GRSP-C50/g suelo). Por su parte, Haddad & Sarkar
(2003), reportaron correlaciones negativas entre el pH
del suelo y la GRSP-C20 y GRSP-C50. Nosotros también
obtuvimos correlaciones negativas entre el pH y el
contenido de glomalina, pero esto solo se evidencié enel
M2 (coeficientes de correlacién pH/ GRSP-C20 -0,78, pH/
GRSP-C50 -0,70; pH/ GRSP-P50 -0,73). Esto indicaria que
a menor pH, hay mayor actividad de los HMA y menor

competencia por parte de otros microorganismos,
detectandose un mayor contenido de glomalina.
Colonizacién micorricica

La colonizacién micorricica fue similar entre sitios (MA
9 de Julio=21,46%, MA Gardey= 24,38%) y (Ar 9 de Julio=
9,94%, Ar Gardey= 13,01%, respectivamente) aun siendo
que las plantas hospedadoras fueron diferentes. En
9 de Julio se detectd aumento de la colonizacién por
el agregado de la dosis intermedia de calcita. Para la
mayor dosis de aplicacién de calcita se registraron
los menores grados de micorrizaciéon sin diferencia
con el tratamiento sin aplicacién de calcita (Figura
3). Aun habiéndose obtenido, en general, niveles
medianamente bajos de colonizacién (menos del 20%
en el testigo), se obtuvieron niveles de colonizacién
por HMA raices provenientes de sitios con aplicacién
de dosis intermedia de calcita que practicamente
duplicaron al testigo sin aplicacién. Estos resultados
serfan coincidentes con los obtenidos por Davis et. al.,
(1982) y por Siqueira et. al., (1984), quienes elevando el
pH de suelos con calcita, observaron que a pH mas bajos
la colonizacién de los HMA se reducia. Los resultados de
este estudio son los primeros en la region que detectan
incrementos en la colonizacidn asociados a cambios
de pH en el suelo como resultado a aplicaciones de
calcita, particularmente en 9 de julio. Por su parte
Wang et. al., (1993), registraron aumentos del pH del
suelo por aplicacién de calcita aunque sin incrementos
significativos en la colonizacién micorricica. Esto ultimo,
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo
para la condicién de campo de Gardey, en el cual no se
evidencid diferencias significativas entre el testigo sin
encalar y ambos tratamientos con calcita, aunque se
observa una tendencia similar a la de 9 de julio.

En este estudio se puso en evidencia que la aplicacién de
calcita en suelos del sudeste bonaerense con pH acido
resulté en una correccién del mismo, elevando su valor.
Engeneral,seevidenciaronparalosdossitios estudiados,
en los dos muestreos analizados, incrementos del pH
del suelo como resultado de aplicaciones de 2000 y/o
6000 CaCO, ha". Ademas, en general se registré mayor




abundancia de esporas en las situaciones que recibieron
calcita. Los resultados indicarfan ausencia de efectos
deletéreos en la capacidad de esporulacién de HMA en
suelos sometidos a aplicacién de calcita como corrector
de pH en suelos 3acidos, pudiendo sugerirse una
estimulacién de la esporulacién ante dicho tratamiento
de suelo. Los efectos de la aplicacién de calcita sobre
el contenido de glomalina variaron en funcién del
extractante utilizado. En general, se determind ausencia
de efecto por aplicacién de calcita en el contenido de
GRSP. Para la colonizacién micorricica espontanea se
evidencid, solo para uno de los sitios estudiados (9 de
julio) que la aplicacién de dosis intermedia de calcita
(2000kg CaCO, ha") favorecid la micorrizacion, mientras
que la mayor dosis (6000kg CaCO, ha") evidencié
niveles bajos y similares al testigo, obteniéndose un
patrén similar, aunque sin significancia estadistica para
el otro sitio estudiado (Gardey).

Los resultados obtenidos permiten sugerir que la
aplicacién de dosis intermedia de calcita 2000kg CaCO,
ha" podria ser recomendada como corrector de pH en
suelos moderadamente acidos y que dicho tratamiento
no afectaria, y hasta podria favorecer la abundancia
y actividad de hongos formadores de micorrizas.
Futuros estudios deberian abordar la relacién entre
la abundancia de HMA vy la produccién de glomalina
con la estabilidad de agregados de suelos sometidos a
tratamientos de aplicacion de calcita.
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