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RESUMEN

Nuestro objetivo fue evaluar los cambios en la abundancia y actividad de hongos micorri-
cicos arbusculares (HMA) en respuesta al agregado de calcita como corrector de pH. Se
testearon tres dosis de calcita (0, 2000 y 6000 kg ha™") aplicadas en Molisoles con pH suba-
cidos ubicados en French y Gardey (Provincia de Buenos Aires) con rotaciones de trigo o
cebada/soja-maiz-soja. Se colectaron muestras de suelo previo al inicio del ensayo y dos
anos después del encalado (2017) cuando las parcelas se encontraban en barbecho (M1,
abril) y con cultivo (M2, noviembre, con trigo en estado vegetativo-prefloracion en Gardey
y soja en estado vegetativo en French). La aplicacion de calcita incremento el pH del
suelo en ambos sitios, en French el pH fue de 6,04; 6,34 y 6,70; mientras que para Gardey
fue de 5,51; 5,74; y 5,97, para las dosis de 0, 2000 y 6000 Kg ha™, respectiva-mente. La
aplicacion de calcita favorecio la actividad de HMA asociada a la esporulacion, aunque no
afecto el contenido de la glomalina facilmente extraible y total. La mayor extraccion de
glomalina total se logro utilizando pirofosfato de sodio como extractante, en relacion al
citrato de sodio (ambos en concentracion 50 mM). La aplicacion de dosis 2000 kg calcita
ha” favorecié la colonizacién micorricica espontanea (de 21 a 24%) en las raices de los
cultivos. Los resultados obtenidos sugieren que el encalado con 2000 kg calcita ha™' podria
ser recomendado como corrector de pH en suelos sub acidos de la region, contribuyendo
ademas a favorecer la abundancia y actividad de HMA, micro-organismos reconocidos
como promotores de crecimiento vegetal y que favorecen la estructura y calidad del
suelo.
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LIMING IN ACIDIFIED AGRICULTURAL SOILS OF THE PAMPEAN REGION:
EFFECT ON ACTIVITY OF MYCORRHIZAL FUNGI

ABSTRACT

Our objective was to evaluate changes in the abundance and activity of arbuscular my-
corrhizal fungi (AMF) in response to the addition of calcite as a pH corrector. Three doses
of calcite (0, 2000 and 6000 Kg ha™') were applied in Mollisols of subacid pH from in French
and Gardey (Buenos Aires Province) with rotations of wheat or barley / soybean-corn-
soybean. Soil samples were collected prior to the start of the experiment and two years
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after liming (2017) when the plots were fallow (M1, April), and in plots with crops (M2,
November, vegetative pre-flowering wheat in Gardey and vegetative soybeans in French).
Calcite application raised soil pH (for the doses of 0, 2000 and 6000 Kg ha™ on French pH
was 6.04; 6.34 and 6.70; while for Gardey it was 5.51; 5.74; and 5.97, respecttively).
Calcite application favored AMF activity associated with sporulation, although it did not
affect the content of easily removable and total soil glomalin. Higher total glomalin ex-
traction was attained with the sodium pyrophosphate extractant in relation to sodium
citrate one (both in 50 mM concentration). The application of a 2000 kg dose of calcite ha”
' favored spontaneous mycorrhizal colonization (from 21 to 24%) of crops roots. Obtained
results suggest that liming with 2000 kg calcite ha™ could be recommended as a pH correc-
tor in sub-acid soils of the region, also contributing to favor the abundance and activity of
AMF, microorganisms recognized as plant growth promoters and that favor the structure

and quality of the soil.

Keywords: mycorrhizae, calcite, pH

INTRODUCCION

En la Argentina, la adopcion de sistemas de
labranza cero, aumento de la cantidad de
fertilizantes comerciales, variedades de cultivos
con alto potencial de rendimiento y resistentes a
herbicidas, entre otros (Andrade et al., 2016),
favorecio un rapido incremento de los cultivos de
soja, trigo y maiz, en los dUltimos 20 afios
(MAGyP, 2019). Esto ha ocurrido, en parte por
la expansion de las areas cultivadas hacia areas
destinadas originalmente para la produccién
ganadera en la region pampeana (RP), y en
ecosistemas forestales naturales en la region
norte (Piastrellini, 2016).

Juntamente con el incremento de la
explotacion agricola y agregados de insumos,
en la Ultima década se ha evidenciado
la RP. En

agroecosistemas, la acidificacién edafica puede

acidificacion de los suelos de
ocurrir por la exportacion de bases en los granos
y por el uso de fertilizantes que generan acidez
(urea (CH4N,0),
((NH4)HPO,),

(NH4H,PO,) y nitrato de amonio (NO3NH,))

(Vazquez & Pagani, 2015). Se considera que a

fosfato diam&nico

fosfato monoamonico

pH menores que 6 la actividad biol6gica de

bacterias y fauna edafica se ralentiza,
afectdndose procesos de mineralizacion (Curtin
et al.,, 1998), nitrificaciobn (Anthonisen et al.,
1976), entre otros. Sainz Rozas et al. (2019)
reportaron disminuciones de pH en suelos
agricolas la zona norte de Buenos Aires y sur de
Santa Fe (llegando a valores de 5,5-5,8). De
continuar la tendencia de acidificacién, podria
verse limitado el rendimiento de la mayoria de los
cultivos (Vazquez & Pagani, 2015), por lo que la
aplicacion de correctores de acidez en areas
criticas comienza a ser una estrategia a
considerar.

La aplicacion de productos tales como
carbonatos, Oxidos, hidroxidos, y silicatos de
calcio y/o magnesio se denomina encalado y
permite aumentar el pH de los suelos, mejorando
la disponibilidad de nutrientes y la actividad
microbiana (USDA, 1999). Uno de los materiales
mas utilizados es la calcita (CaCOs), cuando ésta
se aplica al suelo, reacciona con el H* y el agua
produciendo CO, y agua, a su vez, el Ca
desplaza al H" del complejo de intercambio
disminuyendo la acidez intercambiable (Vazquez
2015). Machetti (2019)

determinaron que el encalado con dolomita en

& Pagani, et al.
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sistemas agricolas acidificados de la provincia
de Buenos Aires y Santa Fe incrementd, en
general, el pH, mejorando propiedades fisicas y
rendimiento.

Una estrategia bioldégica para favorecer la
absorcion de nutrientes poco moviles tales como
el P, Zn*? cobre (Cu®) y Mo*™ es a través de la
formacion de micorrizas, simbiosis que se
establece espontaneamente entre
(HMA,

Glomeromycota) y las raices de las plantas. El

los hongos

micorricico  arbusculares Phylum
micelio extra-radical de los HMA (que puede
extenderse entre 80 y 3000 cm mas alla de las
raices) contribuye a la absorcion y posterior
translocacion de los nutrientes hacia el
plasmalema de las células corticales de la raiz
(con consecuencias favorables sobre el
crecimiento de las plantas), en los arbusculos,
estructura donde se establece el intercambio
intimo de fotosintatos y nutrientes entre ambos
simbiontes (Pepe et al., 2018). Ademas, los
HMA producen y liberan al suelo una glico-
proteina cementante de los agregados estables
al agua denominada glomalina la cual pasa a
formar parte de la materia organica (MO) edéfica
(Rillig et al., 2002), por lo que ha sido asociada
al mantenimiento de la estructura del suelo asi
como al secuestro de carbono (C). La glomalina
muestra un comportamiento recalcitrante y
caracteristicas hidrofébicas, que evitan la
pérdida de agua y nutrientes de las hifas; por
tanto, es una biomolécula muy estable, con una
vida media en el suelo de entre 6 y 42 afios (Wu
et al., 2013).

Existen controversias en cuadl es la
metodologia que revela con mayor exactitud la
edafica. Una

abundancia de glomalina

metodologia de deteccidn-cuantificacion utiliza
un anticuerpo monoclonal especifico para
glomalina mediante ELISA (por sus siglas en
inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”);
sin embargo, esta metodologia tiene un costo
elevado y por lo tanto no es implementada para
uso de rutina en laboratorio. La glomalina
presenta diferente labilidad frente a extractantes
guimicos y procesos de alta temperatura (Reyna
& Wall, 2014). Por ello, dependiendo de la
concentracion de extractante y ciclos de

autoclavado, puede cuantificarse por
espectofotometria una fraccion de las proteinas
relacionadas con la glomalina (GRSP) facilmente
extraible (denominada EE-GRSP por sus siglas
en inglés “easily extractable glomalin-related soil
protein”) y otra fraccion denominada glomalina
total conocida como T-GRSP (por sus siglas en
inglés “Total glomalin-related soil protein”). La
eficiencia de la extraccion depende de la
solubilidad de la proteina en el extractante vy,
probablemente de las caracteristicas edéficas
(Janos et al., 2008; Reyna & Wall, 2014).

Los primeros reportes de efectos de encalado
fueron aportados por Davis et al. (1982) quienes
determinaron que a niveles de pH bajos (5,0), se
reducia la colonizacion por los HMA en arboles
de liquidambar y que la adiciébn de calcita
revertia, al menos en parte, esta situacion.
Siqueira et al. (1984), determinaron que la acidez
de un Ultizol inhibié la germinacién de esporas
de Glomus moseae mientras que el encalado
aumento6 la micorrizacion tanto por G. mosseae
como por Gigaspora margarita. Vazquez et al.,
(2020) reportaron que el encalado corrigié la
acidez de un suelo de Espafia bajo siembra
directa y favorecio la colonizacion micorricica en
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avenay vicia.

Actualmente, en nuestro pais no se dispone
de reportes destinados a evaluar el efecto de la
aplicacion de calcita como corrector de pH sobre
la actividad de HMA nativos de sistemas
agricolas de la RP. Es por ello que nuestro
objetivo fue estudiar el efecto del agregado de
calcita como corrector de pH del suelo sobre la
colonizacién micorricica en raices, como asi
también sobre la abundancia de esporas de
HMA y el contenido de GRSP en el suelo,
comparando ademéas la eficiencia de la
de GRSP en

concentracion y tipo de extractante.

extraccion funcion de Ila

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de los sitios y ensayos

El presente estudio se realiz6 a campo en
dos sitios emplazados en las localidades de
Gardey (partido de Tandil) y en la Localidad de
French (partido de 9 de Julio) ambas ubicadas
en la Provincia de Buenos Aires, Argentina. En
los dos sitios se emplazaron ensayos idénticos
con un disefio experimental en tres bloques
completos aleatorizados y unidades
experimentales (parcelas) de 40 m? (4 m de
ancho por 10 m de largo). Los dos sitios poseen
una prolongada historia agricola con secuencias
de cultivos que incluyen trigo o cebada/soja-
maiz-soja en los cuales se ha detectado un
descenso del pH en el suelo. Los -cultivos
utilizados en el estudio fueron trigo (Triticum
aestivum L.) para la localidad de Gardey y soja
(Glycine max L.) para la localidad de French
siendo realizados en siembra directa segun las

mejores practicas (fecha de siembra, densidad,

control de malezas, etc.) de la zona (Forjan &
Manso, 2016), y sin limitaciones de nutrientes
como N (Nitrogeno), P, S (Azufre) y Zn.

Se analizaron tres tratamientos denominados
TO, T1y T2 que corresponden a dosis crecientes
de 0, 2000 y 6000 kg ha' de calcita (CaCO;
pureza 99%), respectivamente aplicadas en
forma manual y en superficie a cada parcela por
Unica vez en el afio 2015. Se analizaron las
muestras de suelo colectadas a campo en tres
momentos de muestreo segun se describe:
(Sh:
muestras fueron colectadas antes del agregado
de la enmienda (2015).

- Dos afios después del

- Situacién considerada inicial Las

agregado de
enmienda (2017). Se realizaron dos muestreos,
el primero (M1) con suelo en rastrojo (sin cultivo)
en los meses de julio y agosto (en Gardey y
French, respectivamente), y el segundo (M2) con
cultivo de trigo en estado vegetativo-prefloracion
(Gardey) y cultivo de soja en estado vegetativo
(French), ambos en noviembre.

Las muestras fueron colectadas a 0-20 cm de
profundidad con un muestreador de suelo tipo
barreno de manera compuesta (30 submuestras
para Sly 10 para M1y M2).

Las muestras de suelo se secaron en estufa
(30°C) y se pasaron por tamiz de 2 mm. En la
Tabla 1 se muestran las variables edaficas
determinadas al inicio del presente trabajo (SI).
El pH fue determinado tanto en la SI como en los
M1y M2 por electrodo de vidrio en relacion 1:2,5
(relacién suelo/agua). Ademas en la Sl se
determiné el P-Bray (Bray & Kurtz, 1945) y la MO

(Walkley & Black, 1934).
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas de muestras de suelo colectadas en la situacion inicial (Sl) para Frenchy

Gardey. Se indican promedios y desvios estandar entre paréntesis.

Table 1. Chemical characteristics of soil samples collected at initial situation (SI) for French and Gardey

sites. Values between parentheses indicate standard deviations of the mean.

pH FP-Bray MO%
French 586 (£0,01) 15,97 (x0,74) 2,21 (0,18)
Gardey (Tandil) 577 (£0,06) 12,46 (x0,87) 5,94 (£0,09)

Cuantificacion de la abundancia de
esporas de HMA

Para los dos sitios, muestreos y todos los
50 g de

homogeneizado de

suelo
las 10
submuestras colectadas en cada parcela),

tratamientos analizados,

(proveniente del

fueron procesados para la extraccién de esporas
de HMA mediante la técnica de tamizado en
humedo, decantado y centrifugacion en
60%,

tamices de tamafo de malla de 450, 124 y 53

gradiente de sacarosa al empleando
Mm. Se contabilizd el nimero de esporas de
HMA de aspecto viable (con nucleos internos)
por observacién en lupa estereoscopica y se
calculd la abundancia de esporas de HMA,
referidas a 100 g de suelo (TWAMF, 2017).

del

glomalina en el suelo

Determinacion contenido de

- Extraccion de glomalina facilmente extraible
(EE-GRSP): EI procedimiento se realiz6 de

(1996),

brevemente 0,01 g del suelo fueron secados al

acuerdo a Wright & Upadhyaya

aire y tamizados por malla de 2mm, colocados

en tubos citrato de sodio tribasico dihidratado 20

mM (CGHsNa307.2H20,

homogeneizando la

pH=7,0),

suspension que fue
autoclavada (30 min a 121°C) e inmediatamente
centrifugada (3500 rpm; 15 min). El contenido de
proteinas en el sobrenadante fue determinado
por el método de Bradford (1976) (reaccién
colorimétrica) y luego cuantificado por
espectrometria (absorbancia a 595 nm), usando
suero de albumina bovina (BSA) como proteina
estandar (Rosier et al., 2006).

- Extraccién de glomalina total con citrato de
sodio (Na) (T-GRSP-C50): La metodologia fue
en gran parte similar a la descrita para EE-GRPS
(Wright & Upadhyaya, 1996; Janos et al., 2008)
a diferencia que la suspension de citrato de Na
tuvo una concentracion de 50 mM vy el
autoclavado de los tubos se realiz6 3 veces
consecutivas durante 60 min a 121°C cada una,
obteniéndose un  extracto  practicamente
translucido.

- Extraccion de glomalina total con pirofosfato
de Na (T-GRSP-P50): El
realiz6 de manera similar al mencionado para la
extraccion de la T-GRSP-C50 (Wright et al.,

2006) a diferencia que, en este estudio, si bien el

procedimiento se

extractante caso fue pirofosfato de Na tal como

4
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sugieren Wright et al. (2006) se utiliz6 una
concentracion 50 mM y ajustada a pH 8,0, a
diferencia de la concentracion 100 mM sugerida
por los autores.

Determinacion de la capacidad infectiva y
colonizacion por HMA

En el M2, cuando los cultivos (soja en French
y trigo en Gardey) se encontraban en el campo,

se colectaron raices (compuestas por 10

submuestras  por  parcela que  fueron
homogeneizadas en una muestra Unica),
posteriormente procesadas para la

determinacion de la colonizacion micorricica
(CM). Brevemente, las raices fueron lavadas y
clarificadas con KOH al 10% (60°C por 30
minutos), y tefiidas con azul de Tripan (0,05 %)
en lactoglicerol (acido lactico, glicerol y agua
destilada en proporcién 1:1:1 en vol., 90°C, 15
minutos) omitiendo el fenol del protocolo original
(Phillips & Hayman, 1970). Se procedi6 a la
cuantificacion de estructuras de HMA en las
raices teflidas por observacidbn microscépica
expresando los resultados como % de raiz
micorrizadas (MA) y con arbusculos (Ar)

(Brundrett, 2008).

Analisis de los resultados

Debido a que los datos biolégicos (abun-
dancia de esporas, abundancia de glomalina y
CM) no cumplieron con el supuesto de norma-
lidad, los mismos fueron transformados a Logqp.
Los resultados normalizados fueron sometidos
andlisis de varianza (ANOVA), (SAS, Institute
Inc, 2005). Debido a que para casi todos los

casos (a excepcion de CM) se detectaron in-

teracciones sitios*muestreo*tratamiento  signi-
ficativas, los resultados fueron analizados se-
paradamente para cada sitio. Para cada mues-
treo, las diferencias entre tratamientos fueron
separadas por el test de Diferencias Minimas
Significativas (P<0,05). Se realizaron ademas
correlaciones de Pearson entre el contenido de
GRSP con el pH y la CM, asi como entre las dos

Ultimas variables mencionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cambios en el pH del suelo

El pH promedio de ambos sitios en la S| fue
moderadamente acido (5,8), lo que fundamenta
la eleccién de los lotes para la aplicacion de cal-
cita (Tabla 1). Luego de dos afios de aplicada la
calcita, en French, el menor pH se registr6 en el
M1 (suelo sin cultivo), mientras que en el M2 se
registré un incremento significativo de dicho va-
lor (pH M1=5,89; pH M2= 6,36; P< 0,05, prome-
dios entre tratamientos y repeticiones). Ademas,
no se registraron diferencias significativas en el
pH por la aplicacion de calcita en el muestreo sin
cultivo (M1) (Fig. 1). Sin embargo, en el mues-
treo con cultivo (M2) la aplicacion de la mayor
dosis de calcita (T2 =6000 kg ha™ CaCO,) incre-
mento significativamente el pH en relacion al
testigo. La dosis intermedia (T1 =2000 kg ha™
CaCO0O3) aunque increment6 el pH respecto del
testigo, esta diferencia no alcanzé a ser signi-
ficativa. En Gardey, la aplicacion de la maxima
dosis de calcita increment6 el pH en relacion al
testigo en ambos muestreos, mientras que al
igual que en French, la aplicacion de la dosis
intermedia incremento el pH; sin embargo, dicho

aumento no fue significativo (Fig.1).
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Figura 1. Valores de pH en suelo colectado en dos momentos (M1 y M2) para French (izquierda) y Gardey

(derecha). Para cada momento de muestreo, letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0,05)
entre tratamientos (n= 3). T0= 0 kg CaCO; ha™'; T1 = 2000 kg ha™ CaCO5; T2 =6000 kg ha™* CaCO;.

Figure 1. Soil pH in samples from French (left) and Gardey (right) collected at two sampling moment (M1 and

M2). For each sampling moment, different letters of the same format indicate significant differences (P
<0.05) among calcite application treatments (n= 3). TO = 0 kg ha™ CaCO;; T1 = 2000 kg ha™ CaCOs; T2 = 6000

kg ha CaCO;.

Contrariamente a lo mencionado para French,
en Gardey el mayor pH general se registro en el
M1.

Los resultados indican que la aplicacion de
calcita en ambos sitios elevd el pH del suelo.
Asimismo, en todas las situaciones, el cambio
del pH por la aplicaciéon de calcita fue superior
en French que en Gardey, probablemente debi-
do a la menor capacidad buffer del suelo. Esta
puede ser considerada como la resistencia que
tiene el suelo a cambiar el pH cuando se le adi-
cionan sustancias &cidas o basicas y depende
del contenido y tipo de acidez, presencia de
sales, capacidad de intercambio catiénico (CIC)
y por ende de la cantidad y tipo de arcillas y MO,
y del pH inicial que tiene el suelo (Bennardi et
al., 2016 y referencias citadas). De esta forma,
suelos arcillosos y ricos en MO, con gran CIC,

tienen un fuerte poder buffer, por lo que nece-

sitan mayores cantidades de calcita para alcan-
zar un determinado pH. Por otro lado, suelos
arenosos con baja CIC, tienen menor poder
buffer, y cuando son &cidos, necesitan menores
dosis de calcita para alcanzar determinados va-
lores de pH (Espinosa & Molina, 1999). En los
suelos del noroeste de la Provincia de Buenos
Aires (9 de Julio-French), predominan CIC pro-
medio de 15 cmol kg™, mientras que en los sue-
los del sudeste (Tandil-Gardey) de 25 cmol kg™
(Eyherabide et al., 2012). Ademas, mientras que
en French el pH aumento entre el M1y el M2, en
Gardey se evidencié una disminucion para el
mismo periodo. Se observa aqui una clara
tendencia del suelo de Gardey a retornar al pH
de la situacion inicial, mientras que en French
esto no ocurrid. Puede sugerirse entonces que
debido a que el suelo de Gardey posee mayor

CIC, contenido de arcilla 'y de MO, el pH de este

4
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sitio siempre fue menor al de French aun en

altas dosis de calcita aplicada (Fig.1).

Abundancia de esporas de Hongos
Micorricicos Arbusculares

Para el suelo de French en el M1 (suelo sin
cultivo) se registré mayor abundancia de esporas
de HMA en los tratamientos que recibieron cal-
cita (Fig.2) en relacion al testigo. Sin embargo,
para el M2 (suelo con cultivo) la mayor abun-
dancia de esporas solo se detect6 en el trata-
miento con mayor dosis de calcita. En el sitio
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Gardey y para el muestreo M1, se detectd un
mayor numero de esporas de HMA en el trata-
miento con la mayor dosis de calcita; aun asi,
este tratamiento no difirié significativamente del
namero obtenido por la aplicacion intermedia de
calcita aunque ambos superaron al testigo. Si
bien en el M2 no se detectaron diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos de aplicacion de
calcita y el testigo, se evidencid el mismo patrén
de aumento en el nimero de esporas como res-

puesta al agregado de calcita (Fig.2).

Gardey
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Figura 2. Abundancia de esporas de HMA en suelo colectado en French (izquierda) y en Gardey (derecha).

Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0,05) entre tratamientos para un mismo muestreo y
sitio (n= 3). TO= 0 kg ha™ CaCO;; T1 = 2000 kg ha™* CaCO;; T2 =6000 kg ha™ CaCO;.

Figure 2. Arbuscular mycorrhizal spore abundance in soils from French (left) and Gardey (right). For each

site and sampling moment, different letters indicate significant differences (P <0.05) among calcite
application treatments (n= 3). TO = 0 kg ha™ CaCO;; T1 = 2000 kg ha'CaCO;; T2 = 6000 kg ha™ CaCO;.

Nuestros resultados indican un aumento de la
esporulaciéon de los HMA con el agregado de
calcita. De manera similar, Wang et al. (1993)
originalmente no detectaron presencia de
esporas en suelos con pH 4,5, mientras que su
abundancia aument6é luego de tratamientos de
aplicacion de cal. Considerando que los pH de la
S| del presente trabajo fueron 5,85 y 5,76 para
French y Gardey, respectivamente, es probable
encalado sobre la

que los efectos del

esporulacién hubieran sido mas marcados con
valores de pH mas cercanos a los reportados por
Wang et al. (1993). La aplicacion de calcita tuvo
efectos significativos sobre la abundancia de
esporas particularmente en French en ambos
muestreos, mientras que en Gardey el efecto
solo se evidencio en el M1 (Fig. 2). Es evidente
gue no se obtuvo un patrén de abundancia de
esporas en relacion a la aplicacion de calcita

uniforme entre sitios, lo que posiblemente podria
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estar vinculado, en parte, a las diferentes espe-
cies hospedadoras de HMA en cada sitio. En
este sentido, se destaca que para la dosis inter-
media de calcita (T1) se evidencio descenso
significativo de la esporulacion en French entre
muestreos, en contraposicion un aumento de la
misma en Gardey entre los M1 y M2 (Fig.2).
Coughlan et al. (2000), reportaron que el enca-
lado favorecio la abundancia de algunos géneros
de esporas de HMA gue practicamente no esta-
ban presentes en la situacion de acidez. La
abundancia de esporas de HMA depende de
varios factores, por ejemplo la rotacién, labranza,
estado fenolégico de la planta hospedadora,
momento de la toma de muestras y condiciones
edafo-climéaticas, entre otros (Panwar et al.,
2011). En los ensayos del presente estudio, la

rotacion utilizada incluy6 trigo o cebada/soja-
maiz-soja. En el M1 ambos sitios se encontraban
sin cultivo (barbecho), siendo maiz el cultivo
antecesor en French y soja en Gardey. Ha sido
reportado (Carrenho et al. 2002; INVAM, 2019)
gue la habilidad de esporulacién es dependiente
de la planta hospedadora. Por lo tanto, podria
sugerirse que aplicaciones intermedias de cal-
cita, favorecieron la esporulacion cuando el ante-
cesor o cultivo implantado fue una graminea en
el momento en que se realizd el muestreo, evi-
denciando un posible efecto de la rotacién. Esta
hipétesis deberia evaluarse en ensayos de rota-
ciones con diferentes antecesores en la misma

zona edafoclimatica.

B
S
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o
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-
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-
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D
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T-GRSP-C50 (mg g suelo?)

o N B O ©

French

French

Gardey
Sitios

T- GRSP-P50 (mg g suelo?)
o v & o ®

Gardey French Gardey

Sitios Sitios

Figura 3. Contenido de glomalina en muestras de suelo colectadas en dos sitios en la Situacion Inicial (antes

de la aplicacion de calcita). lzquierda, glomalina facilmente extraible (EE-GRSP); centro, glomalina total

extraida con citrato de sodio (T-GRSP-C50); derecha, glomalina total extraida con pirofosfato de sodio (T-

GRSP-P50). Para cada tipo de extractante, barras con letras diferentes indican diferencias significativas (P<

0,05) entre sitios. n.s. no significativo.

Figure 3. Soil glomalin content in two sites before calcite application. Left, easily extractable glomalin (EE-

GRSP); centre, total glomalin extracted with sodium citrate (T-GRSP-C50); right, total glomalin extracted

with sodium pyrophosphate (T-GRSP-P50). For each extractant, bars with different letters show significant

(P< 0,05) differences between sites. n.s. not significant.

Glomalina facilmente extraible (EE-GRSP)
Para el suelo colectado a campo en la Sl en
ambos sitios, se registr6 mayor (P< 0,05) con-

tenido de glomalina facilmente extraible (EE-

GRSP) en el suelo de Gardey en relacion al de
French (Fig. 3). El contenido detectado en
Gardey fue del 35,5% mayor respecto al de

French, y esta tendencia fue detectada por cada
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una de las técnicas de extraccion (EE-GRSP, T-
GRSP-C50 y T-GRSP-P50).

Para el suelo de French, no se detectaron
diferencias significativas en el contenido de EE-
GRSP entre tratamientos durante el M1, mien-
tras que, para el M2, los testigos y la dosis me-
dia de calcita mostraron mayor contenido de
glomalina en relacion al tratamiento con mayor
aplicacion de calcita. Ademas, se evidencié un
mayor contenido de EE-GRSP en el M2 que en
el M1 para todos los tratamientos de aplicacion

de calcita (Fig. 4). Para Gardey, el contenido de

French

A A
8
a
= | = =M1
I I I )
T0 T 2

Tratamientos

w
7]

2 N
kN O W

EE-GRSP (mg g suelo)
=)
w

o

EE-GRSP no presento diferencias significativas
entre tratamientos, ni entre muestreos para un
mismo tratamiento (Fig. 4). Se ha sugerido, que
la produccion de glomalina puede ser depen-
diente del suministro de C aportado por las
plantas hospedadoras, por lo tanto, es probable
que las diferencias en el contenido de GRSP
detectadas entre sitios y también entre mues-
treos hayan sido dependientes, al menos en
parte, de la presencia y/o naturaleza de los culti-

VOS presentes en los sitios en estudio.

Gardey
3,5 n.s:

25—
— —  am
1,5 +——

EE-GRSP (mg g suelo-1)
N

05

T0 T1 T2

Tratamientos

Figura 4. Contenido de glomalina facilmente extraible (EE-GRSP), en muestras de suelo colectadas en dos

momentos (M1 y M2) para French (izquierda) y para Gardey (derecha). Letras diferentes indican diferencias

significativas (P< 0,05) entre tratamientos para un mismo muestreo y sitio. T0= 0 kg ha™ CaCO;; T1 = 2000 kg

ha™ CaCO;; T2 =6000 kg ha™ CaCO;. n.s. no significativo.

Figure 4. Easily extractable glomalin (EE-GRSP) content in soil samples collected from French (left) and

Gardey (right) in two moments (M1 and M2). For each site and sampling moment, different letters indicate

significant differences (P <0.05) among calcite application treatments. TO = 0 kg CaCO; ha™*; T1 = 2000 kg ha’

' CaCO;; T2 = 6000 kg ha™ CaCO;. n.s. not significant.

Glomalina total extraida con citrato de Na
50 mM (T-GRSP-C50)

La cantidad de glomalina total en muestras
colectadas a campo antes de la aplicacion de
calcita (Sl) y extraida con citrato de Na 50 mM
(T-GRSP-C50)
cantidad de glomalina
extraida con citrato de Na 20 mM (EE-GRSP)

(Fig. 3). Ademas, de manera similar a lo men-

practicamente triplicé a la

facilmente extraible

cionado para EE-GRSP, el contenido de T-
GRSP-C50 extraida en suelos de Gardey super6
en un 49% al extraido en French.

Para French, no se detectaron diferencias
significativas en el contenido de T-GRSP-C50
entre tratamientos para el M1. Sin embargo, en
el M2, se detect6 mayor contenido de T-GRSP-
C50 en suelos con aplicacion de calcita.

Ademas, es de destacar que, para todos los
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tratamientos, el contenido de T-GRSP-C50 fue
siempre mayor en el M1, el que en general
duplicé al cuantificado en el M2 (Fig. 5). Para
Gardey, se detectd para el M1 mayor contenido
de T-GRSP-C50 en los testigos, seguido por la
mayor dosis de calcita aplicada (T2) mientras
gue el menor contenido de glomalina se detectd
en el tratamiento que recibié la dosis intermedia

(T1). Para el M2, no se detectaron diferencias

French

T a

| ° = uM1

| I B I A I A MZ
To T 2

Tratamientos

[
'y

=
N

=
o

T-GRSP-C50 (mg g suelo?)

o N & O

significativas entre tratamientos. En este caso el
M2 mostr6 mayor contenido de T-GRSP-C50,
principalmente en aquellos tratamientos en los
gue se aplicé calcita y mas adn con la dosis in-
termedia T1 (Fig. 5).

12 | a4 . _ A

. =M1
M2

T-GRSP-C50 (mg g suelo-1)
o N & O

T0 Tl T2
Tratamientos

Figura 5. Contenido de glomalina total extraida con citrato de sodio 50 mM (T-GRSP-C50) en muestras de

suelo colectadas en dos momentos (M1 y M2) en French (izquierda) y Gardey (derecha). Letras diferentes

indican diferencias significativas (P< 0,05) entre tratamientos para un mismo muestreo. T0O= 0 kg ha™' CaCO;;

T1 = 2000 kg ha™' CaCO;; T2 =6000 kg ha' CaCOs.

Figure 5. Total glomalin content extracted with sodium citrate 50 mM (T-GRSP-C50) in soil samples collected

from French (left) and Gardey (right) in two moments (M1 and M2). For each site and sampling moment,

different letters indicate significant differences (P <0.05) among calcite application treatments. TO = 0 kg
ha™ CaCO;; T1 = 2000 kg ha™' CaCO;; T2 = 6000 kg ha™ CaCOs.

Glomalina total extraida con pirofosfato
de Na 50 mM (T-GRSP-P50)

La cantidad de glomalina total en muestras
colectadas a campo antes de la aplicacion de
calcita (Sl) y extraida con pirofosfato de Na 50
mM (T-GRSP-P50) no varié significativamente
(P>0,05) entre los sitios de muestreo. Aun asi,
Gardey presentd un contenido de T-GRSP-P50
un 34% mayor respecto a French, continuando
con la tendencia antes mencionada para EE-
GRSP y T-GRSP-C50 (Fig. 3). No se detectaron

diferencias significativas en el contenido de T-
GRSP-P50 para los diferentes tratamientos en
ambos muestreos en los dos sitios estudiados
(Fig. 6). Es probable que la elevada variabilidad
entre los datos (Desvio estandar promedio 1,24
y 1,04 para French y Gardey, respectivamente)
sea la causa de la no deteccion de diferencias
significativas entre tratamientos. Si bien en am-
bos sitios, en el primer ciclo (de un total de 3), se
extrajo un promedio del 58% de la glomalina to-

tal extraida, tampoco se detectaron diferencias
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significativas (P> 0,05) entre tratamientos para la

primera extraccion de T-GRSP-P50.
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Figura 6. Contenido de glomalina total extraida con pirofosfato de sodio 50 mM (T-GRSP-P50) en muestras de

suelo colectadas en dos momentos (M1 y M2) en French (izquierda) y Gardey (derecha). Letras diferentes

indican diferencias significativas (P< 0,05) entre tratamientos para un mismo muestreo. T0= 0 kg ha™ CaCO;;

T1 = 2000 kg ha CaCO;; T2 =6000 kg ha CaCO;.

Figure 6. Total glomalin content extracted with sodium pyrophosphate 50 mM (T-GRSP-P50) in soil samples

collected from French (left) and Gardey (right) in two moments (M1 and M2). For each site and sampling

moment, different letters indicate significant differences (P <0.05) among calcite application treatments. TO
=0 kg ha™' CaCOs; T1 = 2000 kg ha™' CaCO;; T2 = 6000 kg ha” CaCOs.

Comparacion entre técnicas de
extraccion de glomalina

Para poder comparar el contenido de EE-
GRSP que es la metodologia mas utilizada en
las cuantificaciones de GRSP e involucra un solo
paso de extraccién, con los contenidos de T-
GRSP, se compar6 el contenido de EE-GRSP
los de T-GRSP-C50 y T-GRSP-P50

obtenidos en el primer ciclo de extraccion. Se

con

destaca ademas que la modificacion del método
T-GRSP-P50 en el que la concentracion de
pirofosfato de Na se utilizd, a diferencia de lo
Wright et al. (2006), a

concentracion de 50 mM, permiti6 comparar los

que proponen
resultados con los obtenidos por el método T-
GRSP-C50.

La mayor extraccién se logré utilizando piro-
fosfato de Na 50 mM, seguido por citrato de Na

50 mM, ambos con tres extracciones. El mismo

patrébn se mantuvo cuando se compararon las
tres metodologias, pero con las de glomalina
total con un solo ciclo de extraccion (Tabla 2).
Cuando se realiz6 la comparacion separando los
datos en funcion a los sitios de estudio, también
se evidencié el mismo patrén que el mencionado
para la comparacion de todo el pool de datos. Es
de destacar con todos los métodos de
extraccion, siempre se obtuvo mas (P< 0,05)
glomalina en Gardey que en French.

Tanto los niveles de EE-GRSP como los de
T-GRSP, se encontraron entre los rangos obte-
nidos por Wright & Upadhyaya (1998), en suelos
de USA y Escocia: de 1 a 8 mg de EE-GRSP.g
suelo® y 2 a 14 mg de T-GRSP-C50.g suelo™,
respectivamente. Por su parte, Curaqueo et al.
(2010) en Molisoles de Chile bajo siembra
directa cuantificaron niveles de 2 mg de EE-

GRSP g suelo y 8 mg de T-GRSP-C50 g suelo’
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, respectivamente. Baéz Pérez et al. (2012), rior al extraido por el citrato de Na (ambos a con-

detectaron una extraccion de T-GRSP con piro- centracion 100 mM) en Tepetates (horizonte

fosfato de Na aproximadamente tres veces supe-

Tabla 2. Comparacion de metodologias para la extraccion de glomalina en muestras de suelo en dos
localidades (promedios entre sitios y tratamientos de aplicacion de calcita). EE-GRSP = glomalina facilmente
extraible utilizando citrato de sodio 20 mM y una extraccion; T-GRSP-C50= glomalina total utilizando citrato
de sodio 50 mM, tres ciclos de extraccion; T-GRSP-P50= glomalina total utilizando pirofosfato de sodio 50
mM, tres ciclos de extraccion; T-GRSP-C50 1° y T-GRSP-P50 1°= glomalina total utilizando citrato o
pirofosfato de sodio 50 mM, respectivamente; valor de la primera extraccion. X : promedio

Table 2. Comparison of glomalin extraction methodologies in soil samples from two sites (averages between
sites and calcite application treatments). EE-GRSP = easily removable glomalin (by using 20 mM sodium
citrate and an extraction cycle); T-GRSP-C50 = total glomalin (by using 50 mM sodium citrate, three
extraction cycles); T-GRSP-P50 = total glomalin (by using 50 mM sodium pyrophosphate, three extraction
cycles); 1st T-GRSP-C50 and 1st T-GRSP-P50 = total glomalin using 50 mM sodium citrate or pyrophosphate,

respectively; value of the first extraction. x : mean

Metodo
EE- T-GRSP- T-GRSP-C50 T-GRSP- T-GRSP-P50
GRSP C50 1° P50 1°
mg suelo™’
x Sitios 245 e 810b 3,81d 948 a bh2c
Sitio
French 1,85d 525b 3,08 c 582 a 3,26 c
Gardey 305e 11,12 b 4 60 d 13,13 a 778 c

Para cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas entre los métodos de extraccion (P< 0,05)
For each row, different letters indicate significant differences between extraction methods (P <0.05)

del suelo endurecido) cultivados de México, estudio, la diferencia entre extractantes a favor

evidenciando que no seria apropiado utilizar

indistintamente  cualquiera de los dos
extractantes. Lo antes mencionado coincide en
parte con los resultados obtenidos en este
estudio, ya que la extraccion de T-GRSP-P50
fue siempre superior a la obtenida por citrato de
Na independientemente del sitio, aunque el valor
no fue triplicado como lo reportado por otros

autores (Baéz Pérez et al.,, 2012). En nuestro

del pirofosfato de Na fue de un 10% y 15%
superior que la del citrato de Na, para los sitios
French y Gardey, respectivamente. Estos
resultados estan en linea con los informados por
otros autores (Wright et al., 2006; Halvorson et
al., 2006), quienes, trabajando en suelos con pH
acidos a moderadamente acidos, determinaron
extrajo

que el pirofosfato de Na
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significativamente entre un 10 a un 53% mas de
T-GRSP que el citrato y el borato de Na.

La glomalina es una fraccion distinguible de la
MO y puede alcanzar hasta el 30% de carbono
del suelo (Rillig et al., 2001). Haddad & Sarkar
(2003), encontraron correlaciones positivas entre
la MO y GRSP, a su vez, observaron una mayor
correlacion por parte de la T-GRSP con esta
fraccion. Esto también fue observado por Seguel
(2008),

contenido de MO) de Chile. Esto explica las

et al. para suelos Andisoles (alto
diferencias observadas en la T-GRSP-P50 entre
French y Gardey, dado que el contenido de MO
en este Ultimo sitio casi triplico al valor de MO
determinado en French (Tabla 1).

Al comparar extractantes, los extractantes
que fueron utilizados en concentracion 50mM,
superaron solo en el primer ciclo de extraccion
en mas del 50% al que se utilizé en la EE-GRSP.
Como se menciond, la extraccion por la
metodologia EE-GRSP que utiliza citrato de Na
20mM es la mas utilizada segun los reportes en
la bibliografia. Si bien habria que confirmar por
otras metodologias que todos los extractos
corresponden solamente a proteinas GRSP, los
resultados de este estudio permitirian sugerir
mayor eficiencia de extraccion con concentracion
de extractantes mayor al 20 mM, aun realizando

un solo ciclo de extraccion.

Correlaciones entre el pH y la glomalina
edéfica.

Se detectaron correlaciones positivas y
significativas entre el pH y el contenido de T-
GRSP-C50 de French. El
correlaciones fueron bajas y sin significancia

(Tabla 3). Las

resto de las

estadistica correlaciones

obtenidas no coincidirian con las informadas por
Haddad & Sarkar (2003) y por Wang et al.
(2015),
negativas entre el pH del suelo y la EE-GRSP y
T-GRSP, detectando menores niveles de GRSP

guienes encontraron correlaciones

a medida que el pH del suelo aumentaba. Estos
mismos autores explican que en los suelos que
estudiaron, el menor pH se asociaba a mayor
contenido de MO (situacibn que no ocurrid en
nuestro estudio), mayor actividad de los HMA vy
menor otros

competencia por parte de

microorganismos, detectandose un mayor
contenido de GRSP. Se desconocen las causas
de falta de correlaciones o la obtencion de
correlaciones positivas, obtenidas en nuestro

estudio.

Colonizacién micorricica
Para la colonizacion micorricica (CM) y el
contenido de arblsculos (Ar), no se
determinaron diferencias significativas entre
sitios (CM= 21,46% y 24,38% para French y
Gardey, respectivamente; Ar= 9,94% y 13,01%,
para French y Gardey, respectivamente). En
French se detect6 aumento tanto en la CM como
en el contenido de Ar por el agregado de la dosis
intermedia de calcita, obteniéndose la menor CM
y Ar en parcelas con la mayor dosis de
aplicacion de calcita. En Gardey, si bien no de
detectaron diferencias  significativas  para
ninguno de los pardmetros de colonizacion
evaluados, es de destacar que tanto la CM como
el contenido de Ar en el tratamiento con dosis
intermedias de calcita practicamente duplicaron
al registrado en los TO (Fig. 7).
resultados indicarian

Nuestros que el

agregado de calcita favorecio la CM. La dosis de
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Tabla 3. Coefcientes de correlacion entre pH y el contenido de glomalina determinados en dos sitios (French
y Gardey) y en dos momentos de muestreo (M1 y M2). EE-GRSP = glomalina facilmente extraible; T-GRSP-
C50= glomalina total (con citrato de sodio 50 mM como extractante y tres ciclos de extraccion); T-GRSP-P50=
glomalina total (con pirofosfato de sodio 50 mM como extractante y tres ciclos de extraccion). * indica
signficancia estadistica (P< 0,05)

Table 3. Correlation indices between pH and glomalin content determined at two sites (French and Gardey)
and at two sampling times (M1 and M2). EE-GRSP= easily removable glomalin; T-GRSP-C50 = total glomalin
(by using 50 mM sodium citrate and three extraction cycles); T-GRSP-P50 = total glomalin (by using 50 mM

sodium pyrophosphate and three extraction cycles). * indicante statistical signficance (P< 0,05)

Coeficientes de correlacion r
pH/GRSP-20 pH/ GRSP-C50 pH/ GRSP-P50
0,58 0,77* 022
0,05 -0,23 -0,11
0,29 0,41* 0,26
0,57 0,77* 0,22
0,05 -0,23 -0,11
0,29 0,41 0,26

Muestreo Sitio

M1

French

Gardey
Ambos sitios
M2

French
Gardey

Ambos sitios

French Gardey

35
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Figura 7. Colonizacion micorricica espontanea en raices de cultivos en French (izquierda) y Gardey
(derecha). Para cada sitio y parametro de colonizacion (MA o Ar), letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos de aplicacion de calcita (P< 0,05). n.s= no significativo. TO= 0 kg ha™ CaCO;;
T1 = 2000 kg ha™' CaCOs; T2 =6000 kg ha™' CaCOs. n.s. no significativo.

Figure 7. Spontaneous mycorrhizal colonization in crop roots at French (left) and Gardey (right). For each
site and colonization parameter (MA or Ar), different letters indicate significant differences between calcite
application treatments (P <0.05). n.s = not significant. TO = 0 kg ha” CaCO; T1 = 2000 kg ha” CaCOs; T2 =
6000 kg ha' CaCOs. n.s. not significant.

calcita intermedia demostr6 ser el

mejor
tratamiento superando al testigo y a la dosis
mayor Yy las diferencias fueron mayores en el

sitio French. Estos resultados se condicen con

los obtenidos por Davis et al. (1982), quienes
informaron mayor CM ante aumentos del pH
generado por el agregado de CaCO;. Esto

también fue observado por Siqueira et al. (1984),
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guienes informaron que el agregado de dolomita
en un suelo Ultizol favorecié la CM de dos
especies distintas de HMA. Por su parte,
Coughlan et al. (2000) informaron incrementos
en la CM en arces azucareros juntamente luego
de incrementos en el pH (hasta llegar a valores
préximos a 7) por encalado. Por el contrario,
Wang et al. (1993), trabajando con raices de
avena Yy papa, ho determinaron cambios
significativos en la CM por efecto del encalado,
aungue el pH vari6é de 4,7 a 7,5.

No se determinaron asociaciones
significativas entre la CM en los dos parametros
cuantificados MA% y Ar% con el contenido de
EE-GRSP, T-GRSP-C50 o T-GRSP-P50 asi
como tampoco con el pH del suelo. Los reportes
en relacion a las asociaciones mencionadas en
este estudio son, en ocasiones contradictorios
(Shao et al.,, 2018; Wang et al.,, 1993, 2015),
desconociéndose las causas de la ausencia de

correlacion detectada en este estudio.

CONCLUSIONES

En este estudio se puso en evidencia que la
aplicacion de 2000 y/o 6000 kg ha™ calcita en
Molisoles de dos sitios de la Provincia de Bue-
nos Aires con diferencial nivel de MO y con pH
subacidos, elevd el valor del pH del suelo.
Ademas, no se determinaron efectos deletéreos
de la aplicacion de calcita sobre la esporulacion
y colonizacién de raices por los HMA nativos de
los suelos subéacidos estudiados, pudiendo infe-
rirse una estimulacion de proliferacion de HMA
ante la aplicacion de la dosis intermedia. Aunque
el encalado no ejercio efecto significativo sobre
el contenido de GRSP, se destaca que la utili-

zacion de concentracion de extractantes (50mM)

mayor que la de la metodologia mas utilizada
(citrato de Na 20mM), y particularmente la utili-
zacion de pirofosfato de Na resultd en mayor
extraccion de GRSP en comparacion con el
citrato de Na. Se sugiere que la aplicacion de
dosis de calcita de 2000 kg ha™, podria ser reco-
mendada como corrector de pH de suelo en
suelos moderadamente acidos (proximos a 5,8)
elevando su nivel en aproximadamente una uni-
dad y que dicho tratamiento de suelo, no afec-
taria y hasta podria favorecer la abundancia y
actividad de HMA. Futuros estudios deberian
abordar la relacion entre la abundancia de HMA
y la produccién de glomalina con la estabilidad
de agregados de suelos sometidos a tratamien-

tos de aplicacion de calcita.
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