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RESUMEN

La rizosfera comprende la zona del suelo directamente influenciada por las
raices y sus exudados (Barrios, 2007). Es un sistema interconectado muy
importante en la salud y crecimiento de las plantas. Alberga toda clase de
microorganismos que participan en la defensa, enriquecimiento de diversidad,
biodisponibilidad de nutrientes y promocion del crecimiento de las plantas. El uso
del hongo micorricico arbuscular Rhizophagus irregularis en agroecologia es una
estrategia atractiva, dado que el hongo incrementa la biodisponibilidad del fosfato
para las plantas. Esto potencialmente disminuye la necesidad de fertilizacién y es
muy Uutil, especialmente en ambientes tropicales, donde los niveles de fosfato son
bajos. La presencia del hongo también incrementa la productividad, lo que es muy
importante en cultivos de yuca (Manihot esculenta), ya que alimenta a gran parte de
la poblacion, incluyendo a las de regiones que sufren recurrentes episodios de
hambruna. Aunque R. irregularis es un organismo ubicuo, su extensa y compleja
variabilidad genética podria causar diferentes efectos en el microbioma del suelo.
Dado que los hongos micorricicos también exhiben un impacto en la estructura del
suelo, es posible que impacten la biodisponibilidad de materia organica a los
microorganismos del suelo, afectando tasas de respiracion o actividades
enzimaticas de la comunidad microbiana del suelo. Todos estos factores son
importantes indicadores de calidad del suelo, cuyo monitoreo es crucial para

asegurar un sistema agroecolégico sano.

Se plante6 la hipétesis de que la variabilidad genética entre lineas de R.
irregularis impacta diferentemente los indicadores de calidad del suelo como la
respiracion, actividades enzimaticas, carbono organico total y biomasa microbiana
del suelo, dependiente a el nivel de fertilizacion fosfato empleado, en cultivos in situ
de yuca en Kenia. A manera de dilucidar este posible impacto, se estudiaron los
efectos de la aplicacion de cuatro lineas de alta variabilidad de R. irregularis en

cultivos de yuca, sobre indicadores de calidad del suelo.

El primer objetivo fue evaluar el impacto de la variabilidad entre cepas sobre
la biomasa microbiana (Cmic) y carbono organico total (COT) del suelo. Para ello
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se emple6 el método de fumigacién con cloroformo y andlisis de carbono elemental.
Los resultados sugieren que no hay una influencia asociada a la variabilidad
genética de R. irregularis sobre el COT y el Cmic. Esto parece ser independiente al
nivel de fosfato. El segundo objetivo de este trabajo fue comparar la respiracion del
suelo tras la inoculacién de las distintas cepas Para ello se midi6 liberacién de CO:2
por incubacion en viales de vidrio herméticos. Se observé que el nivel de fertilizacion
fosfatada puede acentuar o disminuir el efecto diferencial entre cepas
genéticamente variables de R. irregularis sobre la liberacién de CO:2. Sin embargo,
el nivel de fosfato no influy6 en el efecto de una misma cepa de manera significativa.
El tercer objetivo fue evaluar el efecto de la inoculacion de las diferentes lineas
sobre las actividades enzimaticas de B-glucosidasa (BG), leucina-aminopeptidasa
(LA) y fosfatasa &cida (FAc). Se midi6 la velocidad de reaccion enziméatica tras la
administracion de sustratos marcados. Se observé que el nivel de fertilizacion
fosfatada puede determinar el efecto diferencial entre cepas genéticamente
variables de R. irregularis sobre la velocidad de reaccion de BG del suelo. Sin
embargo, el nivel de fosfato no influye en el efecto de una misma cepa sobre BG,
de manera significativa. No se encontraron diferencias significativas en las
velocidades de reaccion LA y FAc medidos, asociadas a la variabilidad genética de

R. irregularis en el cultivo de yuca en Ukwala-Kawayo, Kenia.

Este estudio da una visiobn de como los indicadores de calidad del suelo
bioquimicos contribuyen al monitoreo indculos de hongos micorricicos en sistemas
agroecologicos para aprovechar sus servicios ecosistémicos. Se concluye que es
necesario ampliar los conocimientos a través de la investigacion para definir el nivel
de fosfato necesario para el desempefio 6ptimo de cada cepa a nivel de campo. Se
requiere un monitoreo mas extensivo y local, para evaluar un posible impacto en el
COT, asi como la mejora de las técnicas de monitoreo en cuanto a capacidad de
procesamiento. Esta es la primera vez que se monitorean las actividades
enzimaticas de BG, LA y FAc de suelo en un campo comercial de yuca en Ukwala-
Kawayo, Kenia, inoculados con R. irregularis, por lo que los resultados aqui
reportados son antecedentes importantes de comparacion para estudios

posteriores.
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SUMMARY. Phosphate driven impact of the genetic variability of an arbuscular
mycorrhizal fungus on biological and biochemical soil quality indicators,
when inoculating cassava crops in Kenya

The rhizosphere is very important in plant health and growth. As an integrated
ecosystem it hosts all sorts of microorganisms that participate in plant defense,
ecosystem diversity enrichment, nutrient availability, and plant growth promotion.
The use of mycorrhizal fungi Rhizophagus irregularis in agroecology is an attractive
strategy because the fungus makes phosphate more available to plants, and this
potentially decreases the need to fertilize. This is very useful, especially in tropical
environments where the levels of phosphate are low. The presence of mycorrhizal
fungi greatly increases crop productivity. This is especially important in cassava
(Manihot esculenta) because this crop feeds a great part of the human population,
including regions with recurrent starvation episodes. Even though R. irregularis is a
ubiquitous organism, its large and complex genomic variability could cause different
effects in soil microbiome. Because mycorrhizal fungi also exhibit an impact on soil
structure, it is possible that they will affect the organic matter availability to
microorganisms in soils, affecting soil respiration rates or enzymatic activities of the
soil microbial community. All these possible impacted factors by mycorrhizal
presence are important soil quality indicators, whose monitoring is crucial to assure

a healthy agroecosystem.

It was hypothesized that the genetic variability between R. irregularis lines
impacts soil quality indicators such as soil respiration, enzymatic activities, total
organic carbon, and microbial biomass, depending on the level of phosphate
fertilization used, on in situ cassava crops in Kenya. In order to determine their
impact, the effects of four highly variable R. irregularis strains on soil quality

indicators were studied after their application in cassava crops in Kenia.

The first aim was to evaluate the impact of the variability between strains on
the microbial biomass (Cmic) and total organic carbon (COT) of the soil. The
fumigation method with chloroform and analysis of elemental carbon was used.
Results suggested that there is no significant influence on the COT and Cmic

associated to the genetic variability of R. irregularis. This appears to be independent
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of the phosphate fertilization level. The second aim was to compare soil respiration
after inoculation of the different strains. CO2 release was measured by incubation of
soil in hermetic glass vials. Measurements indicated that phosphate levels influence
COgzrelease of genetically variable R. irregularis lines. However, phosphate level did
not influence the differential effect within a single R. irregularis line. The third aim
was to evaluate the effect of the inoculation of the different lines on enzymatic
activities of B-glucosidase (BG), leucine-aminopeptidase (LA) and acid phosphatase
(FAc). Enzymatic reaction rates were measured after the administration of labeled
substrates to soil samples. Results obtained suggest that phosphate levels have
differential effects on the enzymatic rates of BG in the different R. irregularis lines,
but this difference was not significant within a single fungus line. No significant
effects were found on enzymatic rates of LA and FAc, associated with genetic
variability of R. irregularis. Similarly, phosphate fertilization did not influence these

enzymes.

This study provides insights of how biochemical soil quality indicators
contribute to monitor mycorrhizal fungal inocula on agroecosystems, in order to take
advantage of their ecosystemic services. In conclusion, it is necessary to expand our
research defining phosphate levels for optimal performance of each R. irregularis
genetic line under field conditions. Extensive and local monitoring is required to
evaluate possible impacts on COT, as well as an improvement of monitoring
techniques in terms of processing capacity. This is the first time that the enzymatic
activities of BG, LA and FAc were monitored on a commercial cassava crop
inoculated with R. irregularis in Kenya. The results reported here provide important
comparative background for further studies.



[)  INTRODUCCION

1 AGROECOLOGIA Y BIOLOGIA DEL SUELO.

1.1AGROECOLOGIA.

La agroecologia deriva de dos disciplinas, la agronomia y la ecologia. Emerge
en los comienzos del siglo 20 incorporando en los inicios elementos de la fisiologia
vegetal y zoologia, y luego integrando la biologia del suelo, clima e impacto del
manejo humano en problematicas medioambientales y agricolas. La definicion ha
ido evolucionando (Wezel y cols., 2009) estableciéndose como “el estudio
integrativo de la ecologia del sistema alimentario completo, abarcando dimensiones
ecoldgicas, econémicas y sociales” (Francis y cols., 2003). Esto incluye a la calidad
del suelo como cualidad clave para un sistema de agricultura sustentable (Delate,
2002).

La biodiversidad realiza una variedad de servicios ecologicos vy
ecosistémicos. Entendida como el conjunto de todas las especies de plantas,
animales y microorganismos interactuando en un ecosistema, méas alla de la
produccion de alimentos, incluye el reciclaje de nutrientes, la regulacion del
microclima y procesos hidrologicos locales, supresion de organismos no deseados
y desintoxicacion de quimicos nocivos. Por tanto, la biodiversidad determina el nivel
de regulacion interna del funcionamiento de los agroecosistemas. Los dos mayores
servicios ecosistémicos son la formacién de suelo y el ciclado de nutrientes (Altieri,
1999; Gianinazzi y cols., 2010).

La agroecologia ha tenido gran éxito en zonas con problematicas en el
sistema de alimentacion. En algunos paises de Africa, la crisis alimentaria es
generada por el cambio climatico, presion demogréafica y degradacion de recursos
(Tittonell y cols., 2012; Mousseau, 2015). En Kenia, 200,000 agricultores que
alimentan alrededor de un millon de personas han optado por la agricultura bio-
intensiva. Esto ha disminuido hasta un 90% el uso de agua y de 50 a 100 % el uso
de fertilizantes comerciales de la agricultura convencional. Las préacticas

agroecologicas proveen mayores niveles de materia organica en el suelo, cobertura
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de suelo de cultivo casi continua y una adecuada fertilidad para la salud de raicesy

plantas, contribuyendo a aminorar esta crisis (Mousseau, 2015).

Los tubérculos pueden desempefiar un papel importante para mitigar la crisis
alimentaria en Africa. Esto debe complementarse con nuevas tecnologias y
practicas de manejo adecuadas. Asi se estipulo en el tercer simposio trienal de la
sociedad internacional para cultivos tropicales de raices, en Owerri, Nigeria. La
especie Manihot esculenta, comunmente llamada yuca, mandioca o cassava (figura
1), se distingue como el tubérculo de mayor importancia en los trépicos (Terry y
cols.,1987). El cultivo de yuca es muy popular en los trépicos por su gran aporte
calorico (Nassar & Ortiz, 2010).

\ B /
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Figura 1. Manihot esculenta. Izquierda: ilustracion de la planta de yuca con sus
tubérculos prominentes y entorno ecolégico (Raiz de mandioca, serpiente y
mariposa, Metamorfosis de los insectos de Surinam, Maria Sybilla Merian, 1705).
Derecha: Se muestra el cultivo de yuca en Kenia donde se realizo el experimento
(fotografias de Diego Camilo Pefia Quemba, DEE, UNIL).
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Entre las técnicas agroecoldgicas destacadas en su cultivo esta la utilizacion de
hongos micorricicos arbusculares (HMA) (Gianinazzi y cols., 2010). Los HMA se
presentan como una técnica con gran potencial para ser econémicamente rentable
y de gran prospectiva de mejoramiento para su aplicacidon en campo. Sus atractivos
son su potencialidad para incrementar la productividad agricola, gran eficacia de
colonizacion en raices y disminuir la necesidad de fertilizacion de fosfato. Lo altimo
es importante ya que el fésforo es un elemento escaso en los tropicos, y la aplicacion
exdgena de fosfatos genera problemas como la eutrofizacion (Ferreiro, 2006;
Ceballos y cols., 2013). La eutrofizacion es la suma de los efectos del crecimiento
excesivo de fitoplancton que conduce a un desequilibrio en sistemas acuaticos,
causada por el enriguecimiento de nutrientes a través de escorrentias que llevan
hacia abajo fertilizantes, causando la disminucién de oxigeno y consecuente muerte
de especies (Khan & Ansari, 2005). Sin embargo, aun se requieren estudios para
definir y establecer la utilidad de los HMA, en cuanto a impacto ecoldgico en la

calidad del suelo.

El suelo es considerado como un recurso natural, y por tanto su mantencion y
preservacion es un problema de interés global. Esto ha llamado la atencion de la
comunidad cientifica, agricola y de responsables politicos (Dexter, 1988; Amezketa,
1999). En la investigacion agricola internacional se ha establecido que la agricultura
sustentable debe incluir el manejo exitoso de los recursos para satisfacer las
necesidades humanas en constante cambio, mientras que se mantiene o0 se
incrementa la calidad del medioambiente y la conservacién de los recursos
naturales (Lal & Pierce, 1991). En este contexto surge la necesidad de comprender
la naturaleza del suelo, definir su rol en los ecosistemas y estandarizar su calidad,

en pos de generar una agricultura sustentable (Nortcliff, 2002).



1.2 SUELO

El suelo es una matriz heterogénea. Esta formado por material particulado
inorgénico como silicatos y silices, por arcillas, arenas y limo, asi como agua y
gases. También contiene materia orgénica, ya sea libre o acomplejada, formando
humus. Segun la composicion y proporcion de aglomeracion, forma estados
coloidales. Se agrupa en niveles jerarquicos dimensionales de acuerdo con el
tamafio de agrupacion del material. En escala ascendente, incluye los
microagregados, menores de 2 um de diametro, consistentes en particulas de arcilla
unidas a materia organica mediante cationes polivalentes, luego la union entre
microagregados, formando estructuras de 250 um de diametro y finalmente los
macroagregados, que forman terrones, llegando a los centimetros de diametro. Esta
aglomeracién es mediada por el carbono orgénico del suelo (COS), la biota, puentes
iénicos, arcillas y carbonatos, siendo el COS el principal agente de unién. Esta
matriz formada durante millones de afios, por accién quimica, fisica y biologica,
permite que la vida ocurra de manera dindmica, formando una capa nutritiva que
permite el surgimiento de los ecosistemas y su aprovechamiento para la agricultura
(Dexter, 1988; Amézketa, 1999; Bronick, 2005).

1.3 BIOLOGIA DEL SUELO

En el suelo habitan organismos de todos los dominios. En este sustrato conviven
o0 interactian desde macro, meso y microfauna, hongos sapréfitos, fito patogénicos
y micorricicos, hasta bacterias nodulantes de leguminosas, entre muchos otros
(Moreira y cols., 2008). La biota del suelo y sus productos organicos contribuyen al
desarrollo de la estructura del suelo, ejerciendo un control significativo sobre las
dinamicas del COS como por ejemplo el tiempo de residencia y tasas de
descomposicion, factores claves e influyentes en la efectividad de la agregacion del
suelo (Bronick, 2005). Asi, el suelo esta formado por sus distintos componentes

quimicos, biolégicos y estructurales (figura 2).
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Figura 2. Esquematizacioén de los agregados del suelo y sus componentes
organicos, inorganicos y bidéticos. Se muestra el carbono organico como parte
de la materia organica acomplejada entre los agregados (Montero, 2010).

1.3.1 FUNCIONES ECOSISTEMICAS DE LA BIOLOGIA DEL SUELO

La biota del suelo participa colectivamente en procesos que contribuyen a la
mantencion y productividad de los ecosistemas a través de su influencia en la
calidad y salud del suelo. Estos procesos se agrupan en cuatro funciones. 1.
Descomposicidén de la materia organica; transformacion del carbono realizada por
procesos enzimaticos principalmente de bacterias y hongos. 2. Ciclado de
nutrientes, asociado directamente a la descomposicion de la materia organica. 3.
Bioturbacion o formacion de taneles, poros y agregados que determinan la
estructura del suelo. 4. Control de pestes y enfermedades, dado por la diversidad y
sus interacciones (Barrios, 2007; Moreira y cols., 2008). La Sociedad se beneficia
de una multitud de recursos y procesos de los ecosistemas naturales y manejados,
a los cuales la biologia del suelo, como los HMA hacen una gran contribucion

(Gianinazzi y cols., 2010).



1.3.2 CICLOS BIOGEOLOGICOS Y RESILIENCIA AL CAMBIO
CLIMATICO

Los procesos de descomposicion mediados por microorganismos en el suelo
cumplen un rol predominante para completar los ciclos de vida. Mediante su
actividad, los microorganismos interactian con la atmésfera, lo que refleja su
actividad biolégica sobre el tiempo geoldgico. Reciclan y construyen los nutrientes
estructurales para las plantas, mineralizando elementos en el suelo (figura 3). Los
organismos microsimbiontes como Rizobium o cianobacterias fijan el nitrégeno
atmosférico en el suelo. Micorrizas y rizobacterias solubilizan el fésforo. Asimismo,
la actividad metabdlica de la comunidad biologica del suelo también libera carbono
como CO:2 a la atmosfera (Coleman y cols., 1983; Doran y cols., 1996; Barrios,
2007). Asi, la delgada capa de suelo que cubre la superficie de la tierra es la mayor
interfaz entre la agricultura y el medioambiente, representando la diferencia entre la
extincion y la supervivencia de la vida en ella (Coleman y cols., 1983; Doran y cols.,
1996).

El cultivo mecanico y la produccién continua de cultivos en hileras han
resultado en una pérdida fisica y desplazamiento por erosion del suelo. Junto con
la desforestacién y pastoreo se producen grandes disminuciones en el contenido de
materia organica del suelo. Esto se asocia a la liberacion de carbono organico como
CO2. Segun analisis, ha habido una pérdida neta de carbono desde los ecosistemas
terrestres alrededor del mundo desde al menos 1860 (Houghton y cols.,1983). La
reforestacion y crecimiento de bosques explotados, asi como la elaboracion de
materia organica, resultan en almacenamiento de carbono. (Houghton y cols.,1983;

Dorany cols., 1996).

Miguel Altieri plantea que la adaptacion de la agricultura debe ser
considerada como un factor clave que determina la severidad del cambio climatico
y sus impactos en la produccion de alimentos. Los beneficios mas grandes y

duraderos seran resultado de mediciones agroecoldgicas radicales que fortaleceran
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la resiliencia de los agricultores y comunidades rurales, tales como la diversificacion

de los agroecosistemas y manejo de suelos organicos (Altieri y cols., 2015).
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Figura 3. Ciclos biogeologicos como interfaz entre el suelo y la atmoésfera. Los
microorganismos del suelo y las raices participan activamente en los ciclos de
mineralizacion/desmineralizacion de elementos como N, O y C, traspasando
energia entre el suelo y la atmdésfera. Los microorganismos permiten dinamicas de
elementos entre formas organicas e inorganicas entre las interfaces suelo-
atmosfera y suelo-raiz, mediante sus metabolismos. Cada elemento y energia
(como luz o calor) esta representado en colores (Adaptada de Belnap y cols., 2003).

1.3.3 ESTABILIZACION DE LA MATERIA ORGANICA EN EL SUELO.

La materia orgénica del suelo representa un componente polifuncional continuo
de residuos descompuestos de biota, exudados, biomasa microbiana, biomoléculas
y sustancias humicas (moléculas complejas formadas por procesos de

polimerizacibn de moléculas fendlicas, resumido por Gerke, 2018). Este
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componente puede tener tiempos de vida desde las horas a dias o milenios.
Convencionalmente se plantea que la materia organica consiste
predominantemente de sustancias humicas formadas durante la humificacion. La
humificacion es el proceso por el cual el carbono de los residuos orgénicos es
transformado a sustancias humicas a través de procesos bioquimicos y abibticos
(Guggenberger, 2005; Semenov y cols., 2013). La mineralizacion de los residuos
animales y vegetales se hace de forma gradual, quedando parte de la materia
organica en un estado modificado resistente a su descomposicion. Este material
resistente es llamado humus, y permite que parte de los elementos esenciales para
la vida, especialmente el carbono, nitrégeno, fésforo, azufre y potasio sean fijados
y removidos de circulacion. Esto genera que el suministro de nutrientes para el
crecimiento de los vegetales sea lento y continuo. De ahi que se considera al humus

como una reserva estabilizadora de la vida organica del planeta (Waksman, 1936).

Bajo condiciones especiales, los fragmentos organicos y moléculas que resultan
de la destruccion y degradacién de la biomasa pueden ser estabilizados de distintas
maneras, omitiendo la etapa de humificacion. Esto puede ocurrir tras la combinacién
de procesos fisicoquimicos como la cementacion, carbonizacion, incrustacion,
oclusion, sedimentacion, sorcién, coagulacién, floculacion, encapsulacion,
complejizacion e intercalacion, asi como la encapsulacion de sustancias organicas

solubles en microporos (Semenov y cols., 2013).

Las enzimas y su localizacién en el suelo son factores cruciales para la
durabilidad de la materia organica en el mismo. Las enzimas extracelulares se
asocian con coloides organicos y son adsorbidas en minerales inorganicos
adquiriendo resistencia térmica y proteccion contra la degradacion proteolitica

(Nannipieri y cols., 2002).



2 SALUDY CALIDAD DEL SUELO

2.1 SALUD DEL SUELO

En el contexto de agricultura sustentable, la salud del suelo es un
componente esencial. Se entiende que la produccién agricola no debiese perjudicar
otros servicios ecosistémicos que el ser humano requiere de los paisajes agricolas.
De esta manera un suelo agricola saludable es aquel capaz de soportar la
produccion de comida y fibras a un nivel y con una calidad suficiente para cumplir
con los requerimientos humanos, junto con la entrega continua de otros servicios
ecosistémicos que son esenciales para el mantenimiento de la calidad de vida de

los humanos y la conservacion de la biodiversidad (Kibblewhite y cols., 2008).

2.2 CALIDAD DEL SUELO

La calidad del suelo se define como la capacidad del suelo para proporcionar
servicios ecosistémicos deseables (Needelman, 2013). El concepto de calidad del
suelo ha ido evolucionando desde fines de la década de los 80 y su definicion varia
de acuerdo con el interés del observador. Asi, inicialmente se denoté por la
Sociedad de Ciencias del Suelo de América (Soil Science Society of America) como
la capacidad del suelo para desempefiar funciones especificas (Doran & Parkin,
1994). Posteriormente el concepto evolucioné a la capacidad del suelo para
funcionar dentro de los limites del ecosistema para sostener la productividad
bioldgica, mantener la calidad medioambiental y promover la salud animal y vegetal.
Para administradores de tierra puede significar la capacidad del suelo para sostener
o incrementar la productividad, manteniendo al mismo tiempo los recursos para el
futuro. Para conservacionistas significa sostener los recursos del suelo y proteger
el medioambiente. Para los consumidores es la produccion de alimentos sanos y
econdémicos. Para los medioambientalistas significa la capacidad de mantener o
incrementar la biodiversidad, calidad del agua, ciclo de nutrientes y rendimiento de
biomasa. Dada tal ambigtiedad, se han desarrollado parametros de medicion para

evaluar la condicion del suelo. Estos parametros consisten en variables que
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conllevan informacién acerca de los cambios o tendencias de esa condicién y se
han denominado Indicadores de Calidad del suelo (Lal, 1998; Cruz y cols., 2004;
Shukla y cols., 2006).

2.2.1 INDICADORES DE CALIDAD DEL SUELO

Los indicadores de calidad del suelo son propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas, procesos y caracteristicas que pueden ser medidas para monitorear
cambios en el suelo. La utilidad del tipo de indicador depende de la funcién del suelo
para la que se esta evaluando la calidad. Dentro de estas funciones encontramos:
a) proporcionar un entorno fisico, quimico y biolégico para los organismos vivos, b)
regular y particionar el flujo de agua, el almacenamiento y ciclo de nutrientes y otros
elementos, c) soportar la actividad bioldgica y la diversidad para la productividad
animal y vegetal, d) filtrar, amortiguar, degradar, inmovilizar y desintoxicar
materiales organicos e inorganicos y e) proveer soporte mecanico para los

organismos Vivos y sus estructuras (Gil-Sotres y cols., 2005).

Los indicadores de calidad del suelo han sido clasificados por el Servicio de
Conservacion de Recursos Naturales (USDA) en cuatro categorias principales: 1-
Indicadores visuales, obtenidos desde la observacion o interpretacion fotografica
como la exposicién del subsuelo, cambios en color o especies de malezas. 2-
Indicadores fisicos, relacionados al arreglo de las particulas del suelo y porosidad,
como profundidad de la capa superficial del suelo, estabilidad de agregados, textura,
compactacion o densidad aparente. 3- Indicadores quimicos incluyen mediciones
de pH, salinidad, materia organica, concentraciones de fésforo, capacidad de
intercambio i6nico, ciclo de nutrientes y concentraciones de elementos
necesarios/perjudiciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas. 4-
Indicadores biologicos, referidos a mediciones de micro y macroorganismos, su
actividad, o subproductos. Ejemplos son la tasa de respiracion, que detecta
actividad microbiana, especialmente en cuanto a la descomposicion de materia

organica en el suelo, mediciones de numero de semillas, o poblaciones de
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patdgenos, etc. (SQI, 1996). Debido al avance en el conocimiento sobre la biologia
del suelo y su implicancia en la salud del suelo, los indicadores biologicos se han
ido profundizando, incluyendo a los indicadores bioquimicos, a manera de dilucidar
los metabolismos presentes en el suelo, cuyo conocimiento y manejo se presenta
con gran potencial para el mejoramiento de la agricultura. (Gil-Sotres y cols., 2005;

Blnemann y cols., 2018).

2.2.2 INDICADORES BIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

Los indicadores de calidad del suelo pueden ser definidos libremente como
aguellas propiedades del suelo y procesos que tienen la mayor sensibilidad a
cambios en la funcion del suelo (Daily y cols., 1997). En general, los pardmetros
fisicos y fisicoquimicos tienen menor utilidad al monitorear un sistema, ya que sélo
se alteran cuando se someten a un cambio drastico. Por el contrario, los parametros
bioldgicos y bioquimicos son sensibles a pequefias modificaciones que pueda sufrir
el suelo en la presencia de cualquier agente degradante. Por esto es necesario
profundizar mas hacia éstos ultimos (Filip, 2002; Binemann y cols, 2018).

Los indicadores bioldgicos pueden englobarse en nivel individual, vale decir
de poblaciones y comunidad, y en nivel ecosistémico. En el primer nivel
encontramos la presencia, riqueza y abundancia de microorganismos del suelo,
biomasa microbiana y biomasa flngica, indices basados en comunidades de fauna
y la composicion de la comunidad. En el segundo nivel, relacionado a indicadores
bioguimicos, encontramos respiracion del suelo, mineralizacibn de nitrégeno,
coeficientes metabdlicos y microbiales, sintesis de DNA y proteinas, actividades
enzimaticas, metabolomica y metaprote6mica. Dada la sensibilidad que despliegan,
de los indicadores presentados destacan la biomasa microbiana y actividades
enzimaticas, que ademas presentan buena correlacion con otros indicadores de
calidad importantes, y respiracion del suelo por su relevancia ecolégica (Biinemann
y cols., 2018).
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El carbono organico en el suelo es uno de los atributos mas dominantes como
indicador de calidad del suelo (Shukla y cols., 2006). El carbono organico del suelo
consiste en residuos de células de microorganismos, plantas y animales en varias
etapas de descomposicion, humus estable (sintetizado a partir de los residuos) y
compuestos altamente carbonizados como formas elementales del C: carbdén
vegetal y grafito (Nelson & Sommers, 1996). La respiracion basal da cuenta de la
actividad microbiana del suelo involucrada en la descomposicién de la materia
organica (Nannipieri y cols., 1990), y por tanto representa la tasa de liberacion de la
reserva de carbono en el suelo (Gougoulias y cols., 2014). La biomasa microbiana
también esta estrechamente relacionada al ciclo y descomposicion de la materia
organica, asi como con la mantencion de la estructura del suelo (Biinemann y cols.,
2018). Se ha encontrado que el contenido de C y N en la biomasa microbiana
cambia rapidamente reflejando alteraciones en el manejo del suelo mucho antes de
gue los cambios en el C y N total del suelo sean detectables, destacando su utilidad
como indicador de calidad por su sensibilidad (Powlson y cols., 1987). Una mayor o
menor disponibilidad de nutrientes, o por efecto directo de exudados de raices, hifas
u otras sustancias adicionadas, asi como la préactica agricola empleada, podrian
provocar un cambio en el metabolismo de la microbiota, afectando directamente la
biomasa microbiana (Helal & Sauerbeck, 1986; Toljander y cols., 2007,
Lagomarsino y cols., 2011; Hartman & Richardson, 2013). Por otro lado, la actividad
enzimatica da cuenta de la descomposicion de la materia organica de manera
especifica, ya que estan involucradas en la hidrolisis de formas organicas de
nutrientes como el N, P y S. Su presencia influye en el desarrollo, composicién y
actividad de la rizosfera, determinando consecuentemente el estado de salud de las
plantas (Dick, 1994; Gianfreda, 2015). El aumento de la biomasa microbiana esta
directamente relacionado con el aumento de la actividad enzimatica, puesto que los

microorganismos son la mayor fuente de su sintesis y regulacion (Tabatabai, 1994).
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2.2.3 REACCIONES ENZIMATICAS DEL SUELO

Las enzimas catalizan y median las reacciones bioquimicas del suelo. Han
sido consideradas como los mejores candidatos para determinar respuestas
tempranas a cambios en el manejo del suelo (Dick y cols., 1997). Las hidrolasas y
transferasas han sido estudiadas extensivamente debido a su rol en la
descomposicion de varios compuestos organicos. Participan asi de la formacién de
material organica en el suelo y del ciclo de nutrientes. Las celulasas, amilasas,
lipasas, glucosidasas e invertasas participan el ciclo del carbono. En el ciclo del
nitrdgeno participan proteasas, amidasas, ureasas y desaminasas. Las fosfatasas

intervienen en el ciclo del fosforo y las arilsulfatasas en el del azufre (Dick, 1994).

No existe una sola enzima que represente el funcionamiento metabdlico del
suelo. Existen algunas enzimas mas sensibles a perturbaciones. Un ejemplo es la
B-glucosidasa (BG). La BG se ha presentado como un indicador temprano de
cambios en el carbono organico del suelo, esto es, antes de que estos cambios
sean reflejados en los analisis de carbono organico total. La BG cataliza la hidrdlisis
de R-D-glucopirandsidos en la etapa final y limitante de la degradacion de la
celulosa, el polisacarido mas abundante de la tierra, y asi provee azlcares simples
a la poblacion microbiana. De esta manera, un aumento en la actividad de esta
enzima, que se correlaciona ademas con un aumento en la biomasa microbiana, se
traduce como una mayor capacidad del suelo para degradar residuos vegetales y
mejorar la disponibilidad de nutrientes para los siguientes cultivos (Stott y cols.,
2010). Ademés, se han encontrado correlaciones positivas entre el aumento de la
actividad de BG y el mejoramiento del suelo en términos de indicadores de calidad
fisicos, asi como también se correlaciona positivamente con un mejoramiento del

estado de agregacion del suelo (Roldan y cols., 2005).

Las proteasas (PA) son enzimas que catalizan la lisis de proteinas
(incluyendo a las enzimas). Los microorganismos producen proteasas para reciclar

la materia organica y asegurar su nutricion. Pueden ser clasificadas por varios
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criterios de catdlisis. Las exopeptidasas catalizan la hidrolisis de aminoacidos
terminales de cadenas polipeptidicas, mientras que las endopeptidasas catalizan la
hidrolisis de enlaces internos de los péptidos (Landi y cols., 2011). Las muestras
ambientales generalmente muestran mayor actividad en sustratos como leucina y
alanina, asi, la leucina aminopeptidasa es ampliamente usada como indicadora del
potencial de peptidasa en suelos (Sinsabaugh y cols., 2008). La medicion de PA del
suelo es compleja debido a las variables que influyen en su actividad. Una de estas
variables es la afinidad por sustrato; de acuerdo con su procedencia, las PA de suelo
son mas afines a sustratos que las provenientes de vegetales. Otra variable es el
estado coloidal o tamafio de agregados del suelo (Vranova, y cols., 2013); por
ejemplo, la velocidad inicial de mineralizacion de leucina en los agregados del suelo
es mayor que la mineralizacion de lisina (Vieuble’Gonod y cols., 2006). Sin embargo,
el estudio de las PA es importante dado que la protedlisis es considerada como la
etapa limitante de la mineralizacidén del nitrégeno en suelos (Weintraub & Schimel,

2005), elemento importante para la calidad del suelo.

Las fosfatasas (FA) median procesos para la disponibilidad del fésforo (P) en
el suelo. El P es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de los
organismos Vivos, sin embargo, es escaso en la mayoria de los ecosistemas. La
continua lixiviacion y sorcion conducen a una oclusioén gradual del P. La absorcién
del P por parte de las plantas requiere la mineralizacion del fésforo organico a
ortofosfato, proceso catalizado por las FA. Las evidencias sugieren que la actividad
de las FA tiene consecuencias ecoldgicas importantes relacionadas con la
productividad de vegetales y diversidad de microbiomas, por lo que han sido
ampliamente estudiadas. Se han encontrado correlaciones entre la actividad de FA
y la cantidad de materia organica del suelo, la composicion de las comunidades
microbianas, profundidad del suelo, etapa de sucesion ecolbgica, respiracion,
biomasa microbiana y presencia de micorrizas (Dighton, 1983; Frankenberger &
Dick, 1983; Ferreiro, 2006; Bucher, 2007; Margalef y cols., 2017).
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3 MICORRIZAS

Las micorrizas corresponden a una asociacion simbiética obligada entre
hongos y raices de las plantas. Estan presentes en un 80% de las familias de
vegetales. Los HMA destacan por ser organismos claves en el desarrollo de la
agroecologia y mejoramiento de la calidad del suelo. Las micorrizas contribuyen de
manera crucial en los servicios ecosistémicos de los cuales la sociedad se beneficia.
(Gianinazzi y cols., 2010). Los HMA pertenecen al filo Glomeromycota, destacando
en agroecologia la especie Rhizophagus irregularis. Entre sus beneficios estan
facilitar la biodisponibilidad y absorcion de nutrientes no labiles para las plantas,
especialmente fésforo, incrementando tanto la productividad como la calidad de los
vegetales para la salud humana. Otros beneficios son prevenir la erosién del suelo
a través de la estabilizacion de agregados del suelo, participar en la defensa contra
patégenos, aliviar el estrés causado por factores bibticos y abidticos, contribuir y
fomentar el enriquecimiento de la diversidad del ecosistema, contribuir al
funcionamiento de la microflora y a la fijacion de carbono organico en el suelo. En
la figura 4 se muestran las micorrizas y un esquema general con algunos de los
beneficios del uso de HMA (Van der Heijden y cols., 1998; Rillig & Mummey, 2006;
Richardson y cols., 2009; Gianinazzi y cols., 2010; Wahbi y cols., 2015; Ochoa-
Hueso, 2017; Avio y cols., 2018; Sosa-Hernandez y cols., 2019).

Debido a la gran influencia que ejerce esta simbiosis en el suelo, impacta a la
comunidad microbiana de forma directa, por medio de exudados, e indirecta por la
estructuracién del suelo. Se ha evidenciado un impacto de la inoculacién de HMA
en la poblacién de microorganismos, a nivel de composicion y viabilidad, asi como
también en las actividades enziméticas o excrecion de exudados en el suelo
(Linderman, 1991; Filion y cols., 1999; Toljander y cols., 2007). Si bien la inoculacién
de HMA tiene mucho potencial para la agricultura, su influencia no siempre sera
beneficiosa, dada su diversidad y complejidad genética y la importancia de la
coevolucidon de organismos para su correcto asentamiento simbiotico, en equilibrio

con el ecosistema (Thrall y cols., 2007).
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Figura 4. Hongos micorricicos arbusculares (HMA) y beneficios para la
agricultura sustentable y fijacion del carbono. a) R. irregularis colonizando
raices de zanahoria con algunas esporas. La barra representa 100um. (fotografia
de William Chanz Robbins, DEE, UNIL). b) Se muestran algunos de los diferentes
beneficios de los HMA en agricultura sustentable, que favorecen la fijacion del
carbono en el suelo. En azul se representan las hifas extrarradicales del HMA, y en
rojo las raices de la planta. A) Mejoramiento de la estructura del suelo, permitiendo
la proteccion de materia organica en agregados. B) Competencia con
microorganismos patogenos o saprofitos, reduciendo tasas de descomposicion. C)
Incremento de la entrada de carbono via exudados miceliales. D) Formacién de
fracciones de materia organica asociadas a minerales, altamente estables
(adaptada de Sosa-Hernandez y cols., 2019). c) R. irregularis colonizando raices
modificadas de zanahoria y red de hifas. La barra representa 500um (fotografia de
William Chanz Robbins, DEE, UNIL).

3.1 INFLUENCIA DE FOSFATOS EN EL DESEMPENO DEL INOCULO.

Uno de los atractivos de la utilizacibon de HMA en los tropicos es que
potencialmente disminuye los requerimientos de fertilizacion de fosfato. La
fertilizacion con fosfatos en cultivos de yuca influye en el desempefio de los HMA
en cuanto a produccién. En Colombia se observé que el inéculo de HMA en un
cultivo comercial de yuca, aument6 la productividad significativamente, siendo
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mayor que los controles no inoculados, al emplear solo el 50% de la cantidad de
fertilizante fosfato utilizado normalmente (Ceballos y cols., 2013). Otro estudio
ademas muestra que se requiere solo una fertilizacién con fosfato para modificar la
microbiota del suelo, limitando sus servicios ecosistémicos. Entre los impactos estan
la reduccion de la colonizacion de micorrizas y el cambio en las estructuras de las
comunidades bacterianas, fungicas y micorricicas (lkoyi y cols., 2018). Esto hace
necesario considerar la fertilizacion por fosfato al estudiar el efecto de los HMA en
los cultivos de yuca en zonas deficientes de fosfato, como una variable influyente

en el sistema.

3.2 VARIABILIDAD GENETICA DE Rizophagus irregularis

Los HMA crecen clonalmente y son cenocitos, es decir, poseen mas de un
nacleo en un mismo citoplasma. Esto hace que su estudio genético sea engorroso
(Smith & Read, 1997). La especie R. irregularis presenta una genética compleja que
ha requerido de técnicas sofisticadas de secuenciamiento para estudiarla. Se
conocen pocas secuencias del filo Glomeromycota, y alin mas escaso es el estudio
de R. irregularis. Entre los genomas de especies aisladas de Rhizophagus se ha
reportado un alto polimorfismo dentro de una misma cepa aislada, encontrando
decenas de alelos diferentes en loci individuales (Boon y cols., 2015). Se ha
determinado ademas la haploidia de la especie (Sedzielewska y cols., 2011).
También, se ha descrito la capacidad de las hifas de fusionarse en un proceso
llamado anastomosis. Esta fusion permite que se formen extensas redes
subterraneas que conectan a las plantas, distribuyendo los recursos dentro de los
ecosistemas (Jakobsen, 2004). Este proceso se ha descrito como una posible forma
de intercambio genético que origine organismos dicariotas por el traspaso de
nacleos como proceso reproductivo, y ademas ocasione mayores niveles de
complejidad genética durante la formacion de esporas, mediante la segregacion de
nucleotipos en la progenie. Esto potencialmente genera efectos diferenciales en el
desarrollo de la planta hospedera, como se observa en la figura 5 (Angelard y cols.,
2010; Sanders & Croll, 2010).

-17 -



El secuenciamiento de cepas aisladas en Suiza dilucid6 varios loci en cada
aislado, que contenian mas de un alelo distribuidos en el genoma, reportando asi la
existencia de sitios poli-alélicos y un amplio grado de polimorfismo dentro de
aislados en una poblacién de R. irregularis. Esto quiere decir, varios haplotipos para
un mismo locus dentro de un mismo aislado. Se encontré que la variacion en

regiones codificantes del genoma era tan alta como la de regiones no codificantes,
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Figura 5. Intercambio de nucleos y recombinacion, y sus efectos en el
crecimiento de plantas hospederas. Se muestran dos cepas parentales de HMA
con diferentes nucleotipos, representados con colores rojo y azul. Se muestra la
frecuencia de los nucleotipos existente en cada genotipo de las esporas,
representada en los graficos en barras de cepas parentales (izquierda) y de
progenies (derecha). Se propone la fusion de las hifas de las cepas parentales para
generar progenie heterocariota. Se desconoce el mecanismo para producir nacleos
recombinantes en la progenie (recuadro del centro), pero se postula que puede ser
por fusién nuclear, recombinacién y meiosis. La progenie muestra frecuencias
recombinadas de ambos nucleotipos parentales, asi como efectos diferenciales en
el crecimiento de la planta hospedera, entre ellas y con respecto a las cepas
parentales (adaptada de Sanders & Croll, 2010).

sugiriendo que el polimorfismo entre y dentro de los aislados podria ser
funcionalmente relevante (Wyss y cols., 2016). Una de esas cepas estudiadas, C3,
en un experimento de generaciones filiales, mostro que variaciones genéticas de la

descendencia generan cambios en el crecimiento de arroz (Angelard y cols., 2010).

-18 -

o
-

(\]
’\
-y

v

12
)




Otro experimento demostr6 como diferentes aislados de una misma poblacion de
R. irregularis alteré significativamente el crecimiento de vegetales, tanto en un
sistema axénico como en invernadero. Esto sugiere que la variabilidad genética de
los HMA podria afectar el estado de la asociacion simbidtica y que debiese ser
considerada en la investigacion para el entendimiento del funcionamiento de los
organismos del suelo (Koch y cols., 2005). Recientemente se demostro la variacion
genética en el locus Bgl12 (figura 6) entre la cepa parental C3 y su descendencia
(Masclaux y cols., 2018), asi como el dicariotismo en la cepa (Ropars y cols., 2016).
Ademas, estudios previos de las cepas aqui estudiadas, muestran un gran potencial
de mejora en el aumento de la productividad de yuca en Kenia y Tanzania, tras
inocular cepas de la progenie de una cepa parental de R. irregularis, C3 (Ceballos
y cols., 2019). Esto invita a seguir estudiando la potencialidad de la variabilidad entre
cepas de R. irregularis para su aplicacion en agroecologia, en cuanto a la
productividad de yuca, teniendo cuidado de monitorear impactos a la ecologia y

salud del suelo.
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Figura 6. Proporciones relativas de dos alelos del locus bg112 en la cepa C3
y lineas de su progenie (SSL). Las proporciones alélicas fueron medidas por PCR
seguido de electroforesis. Este método mide la altura del pico de fluorescencia para
cada longitud de secuencia. Solo los dos picos predominantes correspondientes a
los alelos identificados fueron retenidos para calcular las proporciones. Las barras
de error representan las desviaciones estandar (n=4). Las barras marcadas con la
misma letra no difieren significativamente a un p<0,001. Test ANOVA y post hoc
Tukey (adaptada de Masclaux y cols., 2018).
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) METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

1. HIPOTESIS
La variabilidad intraespecifica de Rhizophagus irregularis impacta diferentemente
indicadores bioldgicos y bioquimicos de calidad del suelo, al inocular cultivos in situ
de Manihot esculenta Cranz en Kenia, con diferentes niveles de fertilizacion de
fosfato empleado.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general
Evaluar el impacto de la variabilidad intraespecifica de Rhizophagus irregularis en
los indicadores de calidad del suelo, tales como niveles de carbono organico total,
biomasa microbiana, respiracién y reacciones enzimaticas del suelo, al inocular
cultivos in situ de Manihot esculenta Cranz en Kenia sometidos a tres niveles de

fertilizacion con fosfato.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Establecer la biomasa microbiana y porcentaje de carbono organico total del
suelo en el cultivo de yuca en Kenia, con relacién a la variabilidad de lineas
intraespecifica de R. irregularis inoculados a tres niveles de fertilizacién con

fosfato.

2.2.2. Determinar el COz2 liberado del suelo en un cultivo de yuca M. esculenta
Cranz en Kenia tras la inoculacién de diferentes lineas intra-cepa de R.

irregularis, a tres niveles de fertilizacion con fosfato.

2.2.3. Evaluar el efecto de la inoculacion con diferentes lineas intra-cepa de R.
irregularis en un cultivo de yuca M. esculenta Cranz en Kenia, sobre la
actividad enzimatica de B-glucosidasa, leucina-aminopeptidasa y fosfatasa
del suelo, ante tres niveles de fertilizacion con fosfato.
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[I) MATERIALES Y METODOS

1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se planteo el siguiente disefio experimental: inoculacion de cuatro lineas de una
cepa aislada de R. irregularis; una parental dicaridtica C3 y tres de su progenie de
alta variabilidad C3.14, C3.16 y C3.22 (Masclaux y cols., 2018), con antecedentes
de influir en la productividad de yuca (Ceballos y cols., 2013; Wyss y cols., 2016;
Ceballos y cols., 2019) en cultivos in situ de Manihot esculenta, en una zona tropical
de Kenia. Se incluyeron dos controles, uno sin indculo y otro con el medio portador
sin HMA, y se aplicaron tres concentraciones de fertilizacion de fosfato P20s (P1=0
P2=50% y P3=100%, siendo 100% la cantidad utilizada normalmente en el terreno
correspondiente a 40 kg/ha') en todos los tratamientos. Se consideraron ocho
réplicas por cada tratamiento, dispuestas aleatoriamente en el terreno en bloques.

Cada blogue se disefid con 18 unidades experimentales que contemplaron
todas las combinaciones de tratamientos posibles, ya sea in6culo o control y
fertilizacion fosfatada correspondiente. Cada unidad experimental consistio en 9
plantas para cada combinacion de tratamientos posibles, rodeadas de 16 plantas
sin tratamientos para conseguir un efecto barrera entre los tratamientos (figura 7,
ver anexos). Cada bloque contuvo todas las combinaciones de tratamientos, y se
tomo una muestra por cada unidad experimental al azar, con el objetivo de distribuir
aleatoriamente el efecto de la heterogeneidad del campo entre las muestras. El
criterio de bloqueo fue la pendiente del terreno. Las micorrizas se inocularon luego
del primer mes de trasplante de los esquejes, y la fertilizacion fosfatada se aplicé
entre los 30 y 45 dias desde el trasplante. EI muestreo se realiz6 después de un
afo de cultivo, durante la cosecha de febrero 2019, las muestras se enviaron a
Suiza para analisis de liberacién de COg2, velocidades de reaccion enzimaticas,
biomasa microbiana y carbono organico total del suelo. En esta memoria solo se

realizaron los analisis posteriores al muestreo.
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2. MATERIALES

2.1. MATERIALES BIOLOGICOS

-Yuca: Manihot esculenta Fumba Chai, variedad local de Kenia.

-Hongo micorricico arbuscular: Rhizophagus irregularis; lineas C3 (parental), C3.14,
C3.16 y C3.22 (progenie). Lineas proporcionadas por el Laboratorio de Ecologia y
Evolucion de Organismos Simbiontes, Universidad de Lausana, Suiza.

-Medio portador del inoculo: diatomita de baja actividad (1g=1000 esporas)

proporcionado por Symbiom®, Lanskroun, Republica Checa.

2.2. SUELO
-Suelo de taxonomia inceptisol, textura franco-arcillo-arenosa [pH 5,19 — 5,22] y baja
capacidad de intercambio i6nico. Porcentaje de carbono inorganico no considerable
(determinado por test con HCI). Ukwala-Kawayo, Kenia.

2.3. REACTIVOS
-Amortiguador acetato de sodio 250 mM [pH 5,5]: CH3COONa-3H20 0,25 M;
CH3CO:2H glacial 0,725 % (v/v); pH ajustado con NaOH 10 M.

- 4-Metilumbelliferil B-D-glucopiranosa 4 mM; solvente 2-metoxietanol al 20%.

- 4-Metilumbelliferil fosfato 8 mM; solvente 2-metoxietanol al 20%.

- L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina 4 mM; solvente 2-metoxietanol al 20%.

- Metilumbelliferona MUF 10 mM; solvente metanol 100%.

-7-amino-4-metil cumarina AMC 10 mM; solvente metanol al 100%.

-CHCls estabilizado en etanol al 0,5-1%.

-KCI 1 M.

Todos los reactivos indicados fueron proporcionados por Sigma-Aldrich®

(Darmstadt, Alemania)

- Cal sodada como depurador de CO:2 del sistema comercial del analizador de gas
EGM-5.

-22 -



2.4. SOFTWARE
Para el procesamiento de resultados y organizacion de datos se utilizé Excel.
Para los analisis estadisticos y graficos, se utilizo el entorno de desarrollo integrado
RStudio de PBC y JMP® de SAS (Statistical Analysis Systems Institute), version
14.1.

3. METODOS
3.1 CULTIVO DE ESPECIES VEGETALES Y MICORRIZAS.

La propagacion de yuca, Manihot esculenta, se realiz6 por medio de esquejes
de 30 cm de longitud, asegurando clonalidad. Se cultivé in situ en Ukwala-Kawayo,
Kenia, con suelo de taxonomia inceptisol, textura franco-arcillo-arenosa [pH 5,19 —
5,22] y baja capacidad de intercambio i6nico. Las micorrizas se inocularon a los 30
dias de trasplante, y se aplico la fertilizacion fosfatada entre los 30 a 45 dias luego
del trasplante. El experimento consider6 3.600 plantas de yuca en total, de las
cuales 1.296 recibieron la combinacion de tratamientos correspondiente. La

cosecha se realiz6 después de un afo de cultivo.

Se inocularon cuatro lineas de hongo micorricico arbuscular Rhizophagus
irregularis; C3 (parental), C3.14, C3.16 y C3.22 (progenie) proporcionadas por el
Laboratorio de Ecologia y Evolucion de Organismos Simbiontes, Universidad de
Lausana, Suiza, quienes aislaron, cruzaron y propagaron las esporas mediante
cultivo en placas Petri con raices de zanahoria modificadas (Koch y cols., 2005;
Croll y cols., 2009). Posteriormente las esporas fueron enviadas a Symbiom®,

Lanskroun, Republica Checa, quien desarrollé y proporcioné el inéculo.

3.2. MUESTREO

El muestreo se realiz6 tomando 200 gramos de suelo de la rizésfera de cada
planta, a 20 cm de profundidad, basado en la mayor presencia de raices, segun
observacion en terreno, y a 30 cm de distancia desde la base de la planta. Se

realizaron pruebas de colonizacion de micorrizas en terreno con el método de
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interseccion de la grilla (Giovannetti & Mosse, 1980), demostrando eficacia de
colonizacion sin interferencia del fosfato (figura 8, ver anexos). Las muestras se
enviaron a Suiza y se analizaron dentro de las 2 primeras semanas luego del
muestreo. En esta memoria solo se realizaron los andlisis posteriores al muestreo.
Para el ensayo de respiracion del suelo, las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente (25°C). Para los otros analisis, las muestras fueron mantenidas a 4°C. Se
midio peso fresco y seco para asegurar la humedad 6ptima del suelo antes y durante

los experimentos.

3.3. CARBONO ORGANICO TOTAL DEL SUELO

El carbono organico total del suelo (COT) se cuantifico por combustién seca
(Bisutti y cols., 2004). Se tamizaron 4 gramos de suelo y se secaron a 105°C durante
24 horas. Las muestras fueron pulverizadas en morteros de porcelana y se enviaron
para analisis de carbono elemental con analizador Thermo Finnigan Flash EA 1112.

Los resultados se obtienen en porcentaje de carbono en la muestra.

3.4. BIOMASA MICROBIANA

La biomasa microbiana se cuantific6 en términos de carbono organico
microbiano extraible y corregido para el carbono organico microbiano total. Para
determinar esta biomasa se emple6 el método de fumigacion con cloroformo (CFE)
descrito por Jenkinson y cols. (2004). EI CFE desintegra las membranas y
desnaturaliza los sistemas enzimaticos de los microbios. EI CFE no permite la
cuantificacion del carbono organico disuelto, por lo que éste se extrajo
separadamente y se cuantific6. En paralelo, se determinaron los mismos
componentes solubles en controles sin fumigacion y los valores de los controles se
restaron de los valores obtenidos de las muestras fumigadas. La diferencia
representa la cantidad de carbono organico microbiano extraible de la biomasa
microbiana. La medicion es relacionada a la biomasa microbiana utilizando un factor
kex (fraccion de carbono extraible de los microbios relativo al C microbiano total) para

corregir el carbono no extraible, por ejemplo, aquellos unidos a la pared celular u
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otros compuestos insolubles. La extraccion se realiz6 con solucién de KCI (Murage
& Voroney, 2007). Se tamizo suelo fresco a 2 mm y se pesaron 4 g de suelo tamizado
para cada muestra. Los controles no fumigados fueron extraidos inmediatamente.
Para la fumigacion, se llenaron vasos de vidrio con 100 mL de cloroformo y se dejaron
en una camara de disecacion junto a las muestras, incubando durante 15 minutos.
Se evacu0 el gas y se repitid la evacuacion durante 10 minutos después de 30
minutos. Esto asegura la penetracion total del cloroformo en los poros del suelo. Se
incubd 24 horas en oscuridad y temperatura ambiente. Se retiraron las muestras del
disecador asegurando la completa vaporizacién del cloroformo evacuando en una
camara limpia 2 veces. Se traspasaron las muestras fumigadas a tubos conicos para

centrifuga de 50 mL y se procedio con la extraccion.

Para la extraccién se disolvieron las muestras en 30 mL de KCI 1M
mezclandolos vigorosamente en un agitador orbital a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Los extractos se filtraron con filtros de celulosa libres de ceniza. Se
incluyeron 3 blancos para cada medicién, tanto para fumigados como no fumigados,
correspondientes a solucién de extraccién KCI sin suelo. Se enviaron las muestras
para cuantificacion en un analizador de carbono organico total TOC-
VCPH/CPNTNM-1 Shimadzu®. Para los calculos, se emplearon las siguientes

formulas:

csxV

A) DOC = =22
w

Donde DOC corresponde al carbono microbiano extraible, expresado en ug de
carbono por gramo de suelo fresco, cs corresponde al equivalente en mg de C por
litro de muestra (resultados recibidos del analisis), V es el volumen del extracto

original en mL y W es el peso de la muestra de suelo en gramos.

DOC,,, - DOC,_,
B) Cmic = ; Kec = 045,
kEC

Donde Chnic corresponde al carbono microbiano, DOCsum al carbono de muestras
fumigadas y DOCcon al carbono de muestras no fumigadas o controles, y Kec el factor

de correccion para el carbono organico no extraible (Jenkinson y cols., 2004).
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3.5. RESPIRACION DEL SUELO (LIBERACION DE COz2)

La liberacién de CO:2 fue medida por método de cdmaras de incubacion
cerradas. Para esto se adaptaron metodologias descritas por Badaluco y cols.
(1992) y Alef & Nannipieri (1995). Se introdujeron 5 g de suelo tamizado a 2 mm, en
viales de vidrio cerrados herméticamente. El aire del interior del vial fue
reemplazado con jeringas por aire libre de COz, obtenido por filtracion en depurador.
Las muestras se incubaron en oscuridad durante 12 hrs iniciales a temperatura
ambiente. Una vez incubadas, el CO: liberado se recolectd con jeringas y se
cuantifico mediante un analizador de gas CO:2 portable EGM-5. Se reemplazo el aire
nuevamente y se incubaron las muestras 6 veces sucesivamente para obtener una
curva de respiracion. La primera medicion se realizo a las 12 horas, luego cada 24
horas y las Ultimas cada 48 horas (240 horas totales). Para los calculos se
transformaron las partes por millon de CO: arrojadas por el analizador de gas en ng
de carbono.

Los resultados se corrigieron por el tiempo de incubacion de forma
acumulativa y por gramos de suelo de muestra con tal de obtener ng de carbono
por hora en un gramo de suelo. Asi, el valor de COz: total liberado corresponde a la
suma acumulativa de CO:2 cuantificado durante el tiempo completo de incubacion y
se expresO en nanogramos de carbono liberado por gramo de suelo en una hora.
Como blanco se utilizé un vial de vidrio vacio mantenido en las mismas condiciones
gue las muestras. Se obtuvieron los pesos iniciales y finales de cada muestra para
monitorear una posible pérdida de humedad (una pérdida considerable se refiere a

mas del 5% del peso).

3.6. ACTIVIDADES ENZIMATICAS (VELOCIDADES DE REACCION)

Las velocidades de reaccidn enzimatica de [-glucosidasa, leucina-
aminopeptidasa y fosfatasa fueron medidas por fluorescencia segun protocolos
descritos anteriormente (Marx y cols., 2001; Saiya-Cork y cols., 2002; Bell y cols.,
2013). Se utilizaron sustratos marcados con 4-Metilumbelliferona (MUF) y 7-amino-

4-metil cumarina (AMC). Durante la catalisis de reaccion, se rompe la union entre el
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sustrato y el colorante fluorescente, que es utilizado como cuantificacion indirecta de
la formacion de producto. El colorante absorbe y emite luz a diferentes longitudes de
ondas, que son detectadas por un espectrofotometro (Bell y cols., 2013). Las
soluciones madre de sustratos utilizados fueron 4-Metilumbelliferil B-D-glucopiranosa
4 mM para medir B-glucosidasa EC 3.2.1.21, 4-Metilumbelliferil fosfato 8 mM para
medir fosfatasa acida EC 3.1.3.2 y L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina 4 mM para
medir leucina-aminopeptidasa EC 3.4.11.1. Para las soluciones de trabajo se
prepararon diluciones desde las soluciones madre a razén de 1:4, tanto para 4-
Metilumbelliferil 3-D-glucopiranosa como para 4-Metilumbelliferil fosfato y 1:3 para L-

Leucina-7-amido-4-metilcumarina.

Se trabaj6é en condiciones de cinética de orden cero, utilizando sustrato en
exceso para obtener velocidades maximas de reaccion constantes (Tabatabali,
1983). Para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracién con concentraciones
conocidas de sustratos estandares. Para las curvas de calibracion de los ensayos
enzimaticos de BG y leucina-aminopeptidasa (LA), se utilizé una solucién madre de
estandar Metilumbelliferona MUF 10 mM, y se realizaron 7 diluciones seriadas para
la curva de 0 uM a 100 uM. Para los ensayos enzimaticos de fosfatasa acida (FAc),
la curva de calibracion se realiz6 a partir de una solucion madre de estandar 7-amino-
4-metil cumarina AMC 10 mM, desde la cual se prepararon 7 diluciones seriadas de
0 uM a 5 pM. Las soluciones madre de estandares fueron preparadas con metanol
al 100% y de sustratos en 2-metoxietanol al 20% en agua MilliQ. Todas las diluciones
posteriores de estandares y sustratos se disolvieron en amortiguador acetato 50 mM

[pH 5,5] preparado a partir de solucién madre 250 mM.

Se tamizo el suelo fresco y se disolvié 1 g en 100 mL de amortiguador acetato
100 mM. Luego se homogeneiz6 la disolucidon con un homogeneizador ultrasénico
BANDELIN® sonoplus HD 2070.2, durante 2 minutos con una amplitud del 10 %. La
sonicacion, ademéas de homogeneizar la muestra, permite liberar enzimas
inmovilizadas por las sustancias humicas del suelo. Las suspensiones fueron
filtradas y mantenidas bajo agitacién constante. Sin detener la agitacion, se tomaron

200 pL de suspension de suelo para disponerlas en platos micro-tituladores negros.

-27-



A cada suspension de suelo de 200 pL se le adicionaron 50 uL de solucién estandar
0 sustrato, segun corresponde.

Se midieron las 3 enzimas para cada muestra con 5 réplicas para cada
medicion. Para cada enzima y muestra se realiz6 una curva de calibracién especifica.
Se midieron 6 concentraciones de estandar para la curva de calibracién. Como
control para corregir el efecto de quenching se incluyé una suspension de suelo en
amortiguador acetato en los estandares de la curva de calibracion. La primera
medicioén se realiz6 a los 15 minutos luego de la adicién de sustrato, y la incubacion
se realizd en oscuridad, a temperatura ambiente. Posteriormente se cuantificd la
fluorescencia de la formacion de producto cada 30 minutos en un espectrofotometro
TECAN® Infinite M200. Se empled una longitud de onda de excitacién de 365 nm y
450 nm de emision. Se calcularon los moles de producto mediante la ecuacion de la
curva de calibracion con un factor r=0,9 asegurandose de estar dentro de los limites
maximos y minimos de fluorescencias obtenidas para las muestras. Se corrigieron
los volimenes de alicuotas empleadas y los gramos de suelo de tal manera de
obtener resultados en nmoles de producto por hora en un gramo de suelo. Para el
calculo de velocidades de reaccion se empled la pendiente de la curva de aparicién

de producto por hora, asegurando una pendiente constante con un coeficiente r>>0,8.

3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Para todos los andlisis estadisticos se considero un indice de confiabilidad
de 0,95. Se realizaron analisis ANOVA de multiples variables para comprobar la
significancia entre grupo de tratamientos. Para la respiracion de suelo se realizé
ANOVA de medidas repetidas y el factor bloque se incluyé como factor aleatorio.
Para ANOVA con diferencias significativas (p<0,05) se realiz6 un analisis post hoc
Tukey (Tukey, 1953). Se realizaron pruebas de normalidad con test Shapiro Wilk
(Shapiro & Wilk, 1965). Para respiracion del suelo se hizo un ajuste de modelo lineal
mixto box-cox (Sakia, 1992), con factor exponencial de 0.14. Los valores atipicos
se eliminaron mediante diagrama de cajas. Por pérdida de plantas, se considerd un

disefio desbalanceado con analisis de varianza con error del tipo 2.
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IV) RESULTADOS

1. BIOMASA MICROBIANA Y CARBONO ORGANICO TOTAL (COT)

En esta memoria se evaluaron diferentes indicadores biol6gicos de la calidad
del suelo en un cultivo de yuca de Ukwala-Kawayo, Kenia. El carbono organico total
(COT) es el indicador de calidad de suelo por excelencia (Shukla y cols., 2006). Es
la fuente de energia para los microorganismos del suelo, quienes transformaran los
nutrientes del suelo en formas labiles para las plantas (Colemany cols., 1983; Doran
y cols., 1996; B arrios, 2007). El carbono microbiano (Cmic) es un
importante indicador biolégico de calidad del suelo, ya que determina la presencia 'y
abundancia de microorganismos habitando la rizosfera, quienes descomponen
la materia organica (Bunemann y cols., 2018). Con el objetivo de evaluar si
la biomasa microbiana y el COT de la rizésfera en cultivos de yuca son
afectados diferencialmente por la inoculacién de distintas lineas de R. irregularis a
tres niveles de fosfato, se midié el carbono microbiano por el método de fumigaciéony

extraccion, y se cuantificé el COT en un analizador elemental.

No se encontraron diferencias significativas en el COT o en la biomasa
microbiana (Cmic) entre los tratamientos con las diferentes lineas de R. irregularis,
ni con respecto a los controles. Tampoco se encontré un efecto significativo

asociado a la fertilizacion con fosfato empleada (figura 9).
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Figura 9. Variabilidad en lineas de R. irregularis sobre el porcentaje de
carbono organico total (COT) y cantidad de carbono en la biomasa microbiana
(Cmic) del suelo tras inoculaciéon en cultivo de yuca a tres niveles de fosfato.
Comparacion del porcentaje de COT y cantidad de Cmic en mg de carbono por
gramo de suelo, luego de inoculacidon con las diferentes lineas genéticas de HMA.
Se compar6 por nivel de fosfato empleado. Las barras representan la media entre
réplicas de la cuantificacion de carbono de las diferentes lineas genéticas del hongo.
Las barras claras representan los controles; Ca es el medio portador de indculo sin
HMA y Ni corresponde a control no inoculado. C3 representa la linea de HMA
parental y las C3.14, C3.16 y C3.22 corresponden a las 3 lineas de la progenie. P1,
P2y P3 representan 0, 50 y 100% de fertilizacion con fosfato, respectivamente. Las
barras de error representan el +/- 1 error estandar de las medias. Test ANOVA y
analisis de normalidad con test Shapiro-Wilk (n=80, p<0,05).

2. RESPIRACION DEL SUELO

La respiracion del suelo es un importante indicador de calidad del suelo
(Bunemann y cols., 2018). Determina la cantidad de carbono que sale del sistema

en forma de COg, y por otro lado, da cuenta de la actividad metabdlica de los
microorganismos del suelo (Nannipieri y cols., 1990; Gougoulias y cols., 2014). Con
el objetivo de comparar la liberacion de CO:2 del suelo bajo el efecto de las distintas
lineas de HMA a tres niveles de fosfato, se cuantifico la liberacion de CO:z por
método de incubacion en viales de vidrio sellados herméticamente. Los resultados
se reportan en ng de carbono liberados por gramo de suelo en una hora de
incubacion (figura 10). Al comparar los efectos entre las lineas genéticas de R.
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irregularis, se encontraron diferencias significativas entre la linea parental C3 a un
100% de fertilizacion con fosfato y las cepas C3.16 y C3.22, en todos los niveles de
fosfato. La cepa C3.14 sdlo difirio significativamente de C3 a un 100% de fosfato
(p<0,05; n=80). No se encontraron diferencias significativas entre las lineas de R.
irregularis a 0 y 50 % de fertilizacion con fosfato. Los tratamientos de inoculacion no
difirieron significativamente con los controles para estos dos niveles mas bajos de
fosfato, sin embargo, si se observo un efecto significativo de la cepa C3 a un 100%

de fosfato con respecto a los controles (figura 10).
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Figura 10. Variabilidad en lineas de R. irregularis sobre la liberaciéon de CO2
del suelo tras inoculacién en cultivo de yuca a tres niveles de fosfato.
Comparacion del carbono (ng/g/h) liberado como CO:2 entre las diferentes lineas
genéticas de HMA. Se muestra el efecto de las diferentes lineas de HMA sobre la
liberacion de carbono. Las barras representan la media entre réplicas de la
cuantificacion de carbono de las diferentes lineas genéticas del hongo. Las barras
blancas representan los controles; Ca corresponde a medio portador de inoculo sin
HMA y Ni corresponde a control no inoculado. La barra oscura representa la linea
de HMA parental y las barras grises claro representan a 3 lineas de la progenie. Las
barras de error representan el +/- 1 error estandar de las medias. Letras diferentes
(a o b) representan diferencias significativas. Letras comunes (ab) representan
diferencias no significativas con las barras de igual letra (a 0 b). (n=80.Test ANOVA
y post hoc Tukey, p<0,05). Se analiz6 normalidad con test Shapiro-Wilk y se aplicd
ajuste box-cox con un lamda de 0,14.
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3. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Se planteo el objetivo de evaluar si la variabilidad genética entre lineas de R.
irregularis afecta diferencialmente las actividades de enzimas involucradas en ciclos
de nutrientes del suelo. Esta pregunta se abordd en un cultivo comercial de yuca,
utilizando distintas concentraciones de fosfato en la fertilizacion del suelo. Para esto
se midieron las velocidades de reaccion de enzimas [(-glucosidasa (BG),
involucrada en el ciclo del carbono, leucina aminopeptidasa, enzima del ciclo del
nitrogeno y fosfatasa acida, que participa en el ciclo del fésforo. Se empled el
método de fluorescencia usando sustratos marcados para la cuantificacién de
producto generado. Se calcularon las velocidades de reaccion enziméatica tras el
monitoreo del producto generado en el tiempo. Las velocidades de reaccion se
reportan en nano moles de producto generados por hora en un gramo de suelo
(tabla 1).

Tabla 1. Velocidades de reaccion enziméatica del suelo de yuca inoculada con
diferentes lineas genéticas de R. irregularis a tres niveles de fosfato.

| B-glucosidasa (hmolh-1g-1) Fosfatasa acida (nmolh-1g-1)  |Leucina aminopeptidasa (nmolh-1g-1)
P_|Linea HMA v v media o v
P1|Ca 34,57 34 39 32,33 840 25,99
Ni 23,77 22,15 32,91 18,08 54,92
a 43,37 17,76 3304 17,47 52,89
C3.14 19,65 4374 24,26 7,58 31,25
C3.16 26,57 32,78 344 10,42 30,26
C3.22 21,18 21,18 31,33 11,51 36,74
P2 | Ca 26,77 3874 32,79 6,71 20,48
Ni 3244 47,25 34,17 9,60 28,08
c3 26,56 41,61 43,29 10,66 24 64
C3.14 26,84 34,19 40,10 7,81 19,46
C3.16 23,95 46,42 31,60 14,35 45,42
C3.22 40,05 32,96 31,54 1844 58,48
P3 | Ca 15,21 38,13 40,30 9,69 24,03
Ni 37,48 35,63 27,22 9,38 34 47
c3 37,19 22,86 43,32 13,67 31,55
C3.14 29,73 37,40 29,7% 2,78 9,36
C3.16 25,29 28,50 34,98 1484 4244
C3.22 25,36 45,70 35,18 11,92 33,8
o: desviacion estandar de las medias. Controles: Ca; Ni Niveles de fosfato: P1; P2; P3
CV: coeficiente de variacion In6culos HMA: C3; C3.14; C3.16; C3.22: .
n=80

Se midieron 5 réplicas técnicas para cada ensayo de actividad enzimatica por
muestra, y se consideraron 5 réplicas de cada inoculacién en bloques distribuidos

aleatoriamente en el campo.
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Como indicador temprano de cambios en el COT, se escogi6 la enzima BG
por su rol predominante en la degradacioén de la materia organica, estrechamente
relacionada con el ciclo del carbono. La BG ademas, ha mostrado ser una enzima
sensible a cambios en el manejo del suelo, mostrando variaciones antes de que se
observen cambios en el COT (Stott y cols., 2010). Se procedié a comparar el efecto
de la inoculacion de las distintas cepas de HMA sobre la actividad de BG,

observando también el efecto del nivel de fertilizacion con fosfato (figura 11).
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Figura 11. Efecto de lavariabilidad de lineas de R. irregularis sobre la actividad
de B-glucosidasa (BG) del suelo tras inoculacion en cultivo de yuca a tres
niveles de fosfato. Se reporta el logaritmo natural de las velocidades de reaccion
enzimatica, calculadas en nanomoles de producto generados por hora por gramo
de suelo. Las barras representan las medias de réplicas obtenidas de las
velocidades bajo los diferentes tratamientos de HMA. C3 representa la linea HMA
parental y C3.22, C2.16 y C3.14 representan las lineas de su progenie. Ca
corresponde al control de in6culo de medio portador sin HMA y Ni al control no
inoculado. P1, P2y P3 representan el nivel de fertilizacidon fosfato, correspondientes
a 0%, 50% y 100%, respectivamente. Barras de error representan el +/- 1 error
estdndar de las medias. Letras diferentes (a o b) representan diferencias
significativas. Test ANOVA y post hoc Tukey, p<0,05. Se analizé normalidad con
test Shapiro-Wilk y se aplicé ajuste log-normal (p<0,05). n=80.

Se encontraron diferencias significativas en la velocidad de reaccién de BG
entre la linea parental C3 a 100% de fertilizacién con fosfato y la linea de la progenie
C3.14 a un 0% de fertilizacién con fosfato (p=0,048) con respecto a los controles.

No se encontraron diferencias significativas en la velocidad de reaccién luego de la

inoculacion con las lineas C3.16 o0 C3.22, con respecto a los controles. Tampoco se
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detectaron diferencias significativas relacionadas al nivel de fertilizacion fosfato

empleado (figura 11).

La enzima LA es importante para la mineralizacion del N, elemento
importante para la calidad del suelo y nutricion de las plantas (Dick, 1994; Gianfreda,
2015). Con el objetivo de comparar el efecto de la inoculacién de las distintas cepas
de HMA sobre la actividad de LA, se midi6 la actividad enzimatica a diferentes
niveles de fertilizacion con fosfato. No se encontraron diferencias significativas en
la actividad de la peptidasa de la rizésfera inoculada con las distintas lineas
genéticas de HMA. Tampoco se encontraron diferencias en la actividad de esta
enzima luego de la fertilizacion con fosfato a diferentes niveles (p>0,05; n=80)
(figura 12).
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Figura 12. Variabilidad en lineas de R. irregularis sobre la actividad de leucina
aminopeptidasa (LA) del suelo tras inoculacion en cultivo de yuca a tres
niveles de fosfato. Cuantificacion de la velocidad de reaccion de LA con respecto
a lineas variables de R. irregularis y nivel de fertilizacion con fosfato. Se reporta el
logaritmo natural de las velocidades de la reaccion enziméatica, calculada en
nanomoles de producto generados por hora en un gramo de suelo. Las barras
representan las medias de réplicas obtenidas de las velocidades con las diferentes
lineas de HMA. C3 representa la linea HMA parental y C3.22, C2.16 y C3.14
representan las lineas de su progenie. Ca corresponde al control de in6culo de
medio portador sin HMA y Ni al control no inoculado. P1, P2 y P3 representan el
nivel de fertilizacion con fosfato, correspondientes a 0%, 50% y 100%,
respectivamente. Las barras de error representan el +/- 1 error estandar de las
medias. Test ANOVA, p<0,05. Se analizé normalidad con el test Shapiro-Wilk y se
aplico un ajuste log-normal (p<0,05). n=80.
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La enzima Fac esta estrechamente relacionada con la disponibilidad de
fosforo en el suelo, elemento determinante de la calidad del suelo. Las micorrizas
han sido usadas especialmente por su capacidad de aumentar la absorcion de P en
las plantas y han mostrado correlaciones con la actividad de FAc (Dighton, 1983;
Bucher, 2007; Gianfreda, 2015). Se comparé la actividad de FAc luego de la
inoculacion con las distintas lineas de HMA en el suelo fertilizado con diferentes
niveles de fosfato. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de
FAc de la rizosfera de yuca inoculada con distintas lineas genéticas de HMA. La
actividad de FAc encontrada también resulté ser independiente del nivel de

fertilizacion con fosfato (figura 13).
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Figura 13. Variabilidad en lineas de R. irregularis sobre la actividad de
fosfatasa acida (FAc) del suelo tras inoculacion en cultivo de yuca a tres
niveles de fosfato. Cuantificacion de la velocidad de reaccion de Fac con respecto
a lineas variables de R. irregularis y nivel de fertilizacion fosfato. Se reportada el
logaritmo natural de las velocidades de reaccidon enzimética, calculadas en
nanomoles de producto generados por hora en un gramo de suelo. Las barras
representan las medias de réplicas obtenidas de las velocidades bajo los diferentes
tratamientos de HMA. C3 representa la linea HMA parental y C3.22, C2.16 y C3.14
representan las lineas de su progenie. Ca corresponde al control de in6culo de
medio portador sin HMA y Ni al control no inoculado. P1, P2 y P3 representan el
nivel de fertilizacion fosfato, correspondientes a 0%, 50% y 100% respectivamente.
Barras de error representan el +/- 1 error estandar de las medias. Test ANOVA,
p<0,05. Se analiz6 normalidad con test Shapiro-Wilk y se aplicé ajuste log-normal
(p<0,05). n=80.
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V) DISCUSION

Se postula que R. irregularis tiene un efecto en el metabolismo del suelo,
incidiendo directamente en diversos indicadores de calidad del suelo, y en forma
dependiente del tratamiento con fosfato. Se han encontrado efectos diferenciales
en el resultado de las cosechas tras la inoculacion de diferentes lineas genéticas de
R. irregularis. Segun esto, se planted la hipétesis de que las diferentes lineas
genéticas de R. irregularis afectan diferentemente al microbioma del suelo en
términos de calidad del suelo. A su vez, la accién de este hongo micorricico seria
también dependiente del nivel de fosfato. Para poner a prueba esta hipotesis, se
inoculd una cepa parental del hongo micorricico arbuscular (HMA) y tres cepas de
Su progenie, que presentan variabilidad genética, en cultivos in situ de yuca (M.
esculenta Cranz) en Kenia. Estos indculos se aplicaron en suelos con tres niveles

de fertilizacion con fosfato.
1. Biomasay carbono organico total del suelo.

Tanto el COT como el Cmic forman parte de los 10 indicadores de calidad
utilizados en el Marco de Evaluacién de la Gestion del Suelo (SMAF), desarrollado
por Andrews y cols. (2004). Dada la dominancia del carbono organico como
indicador de calidad del suelo, se consider6 imprescindible su determinacion para
monitorear el efecto de R. irregularis. Por otro lado, la cantidad de Cmic es un
indicador temprano de alteraciones en el COT del suelo (Powlsony cols., 1987). Por
lo tanto, contar con la determinacion del COT y el Cmic del cultivo de yuca nos
permite aportar antecedentes robustos para el monitoreo del COT ante la

inoculacion de R. irregularis.

Los HMA participan en la dinAmica del carbono del suelo. Obtienen el
carbono desde la planta hospedera y lo distribuyen hacia el micelio extrarradical,
por lo que se postula que los HMA son fijadores de carbono en el suelo (Jones y
cols., 2004, 2009). A su vez, los depositos de productos miceliales de HMA son
sustrato para bacterias. Se ha reportado que de esta manera, diferentes HMA
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impactan diferencialmente en las comunidades bacterianas de su entorno, en forma
cualitativa y cuantitativa (Rillig y Mummey, 2006; Richardson y cols., 2009;
Monokrousos y cols., 2019). Se ha confirmado que R. irregularis estimula el
crecimiento de diferentes microorganismos del suelo por interaccion directa con
exudados miceliales (Filion, 1999; Albertsen y cols., 2006; Toljander y cols, 2007).
También se ha reportado que la enmienda de materia organica elimina (Albertseny
cols., 2006) o potencia (Caravaca y cols., 2003) este efecto del inéculo, siendo
capaz de aumentar el Cmic hasta un 200%. Estos antecedentes son indicios de que
R. irregularis puede incidir en las poblaciones microbianas dependiendo de la
materia organica disponible en el medio. Kohler y cols. (2006), no reportan un efecto
sobre Cmic tras la inoculacion de R. irregularis. Raiesi y Ghollarata, (2006)
reportaron que la inoculacién de R. irregularis y disponibilidad de fosfato afectan la
disponibilidad de carbono. Estos investigadores encontraron mayores niveles de
Cmic en ausencia del HMA a un alto nivel de P y sugieren que la fertilizacion
fosfatada estimula las actividades microbianas y el hongo micorricico las deprime.
Por otro lado, Hartman y Richardson (2013), plantean que el P es un nutriente
limitante de la biomasa microbiana del suelo, dado la alta demanda de este

elemento en los ribosomas, limitando la sintesis de proteinas.

Segun los resultados obtenidos en esta memoria, el empleo de la cepa C3y
su progenie C3.14, C3.16 y C3.22 no alteran el COT ni presentan indicios tempranos
en su alteracién por medio de cambios en el Cmic. Tampoco se observd un efecto
de la fertilizacion de fosfato sobre este pardmetro de calidad del suelo. C3 tiene
potencial para aumentar productividad y disminuir requerimientos de fertilizacién por
fosfato a un 50% (Ceballos y cols., 2013). A partir de los resultados obtenidos,
podemos afirmar que para este cultivo comercial, el nivel de fertilizacién por fosfato
no conduce a cambios en el COT, si comparamos los controles entre los niveles de
fosfato. Por tanto abre la posibilidad de disminuir el nivel de fertilizacion
acompafnada del uso de inéculos de micorrizas, sin comprometer este importante
indicador de calidad del suelo. Mas aun, asi como reportan Caravaca y cols. (2003),
se podria evaluar la posibilidad de aumentar la calidad del suelo complementando

el indculo de HMA con otras técnicas agroecologicas, como la adicion de materia
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organica. Las discrepancias y controversias en este tema y entre algunos de los
antecedentes presentados pueden deberse a condiciones edafoclimaticas (Relativo
a suelo y clima. Edafoclimatico | Real Academia de Ingenieria, 2021), que se

discutirdn mas adelante.

Los HMA de las capas superficiales del suelo difieren de los del subsuelo.
Sosa-Hernandez y cols. (2019) plantean la importancia del efecto de las micorrizas
en el subsuelo, debido a que sobre el 50% de la biomasa total de HMA puede
encontrarse bajo los 30 cm de profundidad, alcanzando hasta los 8 metros en
sistemas forestales. Zhang y cols. (2019) reportan un aumento del carbono organico
del subsuelo tras la inoculacién de R. irregularis, sin embargo no encontraron un
efecto significativo del HMA sobre la poblacién microbiana a los 22,5 cm de
profundidad. Segun esto, cabe la posibilidad de que la cepa C3 y su progenie tengan
un efecto de captura de carbono en mayores profundidades, lo cual seria positivo

para la calidad del suelo.

2. Respiracion y actividades enziméticas del suelo.

La respiracion del suelo y la actividad enzimatica como indicadores de calidad
bioquimicos del suelo son de interés, dado que reflejan la actividad metabdlica de
los microrganismos que habitan la rizésfera. Los microorganismos dejan
biodisponibles aminoacidos, nitritos, nitratos, fosfatos y sulfatos (entre otros) por
medio de enzimas, favoreciendo la nutricion de especies vegetales (Moreira y cols.,
2008). Los metabolismos microbianos involucran la liberacion de CO:2 al ambiente
como producto de respiracion. Esta liberacion de CO:z es una via importante de
pérdida del carbono reservado en el suelo. Desde otro punto de vista, la liberacion
de CO2 desde la rizosfera también contribuye a la absorcion de la planta para su
desarrollo. La planta se nutre del COz: liberado para realizar la fotosintesis, y también
libera CO2 desde las raices. En consecuencia, es necesario que se mantenga un
equilibrio entre la entrada y salida de carbono, de tal manera que se genere un

ecosistema que se sustente en el tiempo sin perder carbono a la atmésfera (Xu &
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Shang, 2016). Esta dinamica ideal se plantea en términos de mantencién de un

suelo de calidad, fomentando una agroecologia saludable (Altieri, 1999).

2.1 Respiracion del suelo

La actividad catabdlica de los microorganismos es la responsable de la
liberacion de CO:2 del suelo (Xu & Shang, 2016). Hay antecedentes que han
demostrado un efecto en la respiracion del suelo en términos de actividad
catabdlica, adicionando sustratos para impulsar la actividad respiratoria. Wahbi y
cols. (2015) reportan que la inoculacién de R. irregularis en cultivos de campo tiene
un efecto significativo en la funcionalidad catabdlica de la microbiologia del suelo.
Duponnois y cols. (2005) reportan efectos de la inoculacion de R. irregularis en la
respiracion del suelo inducida por sustrato, bajo enmienda de P. Feng y Zhu (2019).
determinaron, por medio de un metaanalisis de 102 publicaciones, que la adicion de
P afecta la respiracion del suelo dependiendo del ecosistema. Asi, se concluye que
en bosques tropicales la adicion de P puede aumentar la respiracién del suelo en
un 17,4%, y en tierra de cultivo puede aumentar en un 31,7%.

A nuestro conocimiento, no hay estudios previos publicados de la respiracion
del suelo en términos de liberacién de CO2, bajo efectos de in6culo de HMA
utilizando el método de camaras de incubacion cerradas empleado aqui. En paralelo
a este estudio en Kenia, y con la misma metodologia aqui empleada, se cuantificd
el efecto de las mismas cepas de R. irregularis (C3 y progenie) en cultivos de yuca
en Tanzania. Si se observaron efectos diferenciales intraespecificos sobre la

liberacién de CO:2 para esa localidad (figura 14, anexos. Datos no publicados).

Se planteo el objetivo de determinar si el CO:z liberado del suelo en un cultivo
de yuca en Kenia diferia tras la inoculacion de diferentes lineas genéticas de R.
irregularis, a tres niveles de fertilizacion con fosfato. Se encontré que la cepa C3 a
un 100% de fertilizacion con fosfato tiene un efecto mayor en la liberacién de CO:

del suelo con respecto a los demas tratamientos. A 0% y 50 % de fertilizacién con
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fosfato sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con HMA. EIl nivel de fertilizacion con fosfato no induce cambios
significativos para un mismo tratamiento de HMA en la liberacién de CO: del suelo,
por lo que la diferencia encontrada se le atribuye a efecto del in6culo. Se observo
que la cepa C3 en general presenta mayor liberacion de CO:2 que las cepas de su
progenie C3.16 y C3.22. Es interesante observar que el nivel de fosfato puede
modular levemente el efecto diferencial en liberacion de CO2 dado por la variabilidad
intraespecifica en R. irregularis. Asi se observa que al 100% de fosfato se acentta
la liberacion de CO: del suelo con el inéculo C3, en comparacion con los demas
tratamientos, y esta liberacion se hace significativamente diferente con la cepa de
su progenie C3.14 para ese nivel de fosfato. Se abre espacio para estudios
posteriores para identificar factor que aumenta la diferencia entre tratamientos a un
100% de fosfato.

Una de las posibles respuestas es que C3 esté adaptada diferencialmente
con las cepas de su progenie, al entorno microbiolégico dado a altas
concentraciones de fosfato. Podria ser que la fertilizacion fosfatada influya
indirectamente en la competencia de las especies por algin metabolismo del suelo
involucrado en la liberacion de CO:2. Por ejemplo, la cepa C3 podria hidrolizar el
fosfato de manera mas eficiente (Koide & Kabir, 2002), afectando indirectamente el
metabolismo de la comunidad. Pefia y cols. (2020) estudiaron el efecto de C3 y su
progenie en el peso fresco de raiz en cultivos de yuca en Kenia. Reportaron que la
respuesta a la variabilidad intraespecifica de las cepas, relativa a los controles no
inoculados, depende del nivel de fertilizacién fosfatada empleada, llegando a
mostrar efectos totalmente opuestos entre cepas.

La mayoria de los antecedentes sobre el efecto de R. irregularis en la
respiracion del suelo han sido determinados mediante el método de respiracion
inducida por sustrato. Este ultimo consiste en la adicion de un sustrato, como
glucosa, al suelo y posteriormente cuantificar la liberacion de CO:2 (Lin & Bookes,

1999). Si bien es util para medir la capacidad metabdlica del suelo, esta técnica no
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discrimina el CO2 proveniente de la metabolizacion de los sustratos adicionados, de
aguel proveniente de la materia organica en el suelo. Se consideré mas pertinente
la medicion de respiracion mediante incubacion en viales para proporcionar
informacion que permita correlacionar un posible impacto del inéculo micorricico

sobre la materia orgéanica ya presente en campo.

Se ha descrito que la gran mayoria del CO: liberado del suelo podria
atribuirse a la respiracion de las raices (Xu & Shang, 2016). En este trabajo solo se
considerd la respiracion del suelo en ausencia de las raices, por lo que los
resultados son reflejo del efecto del HMA sobre la comunidad microbiolégica del
suelo. Esto ultimo es de importancia al comparar los resultados obtenidos con

mediciones de respiracion mediante cAmaras instaladas in situ.

2.2 Actividades enzimaticas del suelo.

Las actividades enziméticas del suelo se relacionan a procesos ligados a la
estabilizacion de la materia organica. Una perturbacion en la actividad enzimética
se relaciona con el impacto de ésta sobre las dinamicas y biodisponibilidad de
nutrientes para los vegetales y comunidades microbianas del suelo (Nannipieri y
cols., 2002; Stott y cols., 2010).

Uno de los objetivos de esta memoria fue evaluar el impacto de la variabilidad
entre cepas de R. irregularis inoculadas en yuca, en la actividad de diferentes
enzimas. Se evaluaron tres enzimas, correspondientes a B-glucosidasa (BG),
indicadora de perturbaciones en el ciclo del carbono, leucina aminopeptidasa (LA),
importante para el ciclo del nitrégeno y fosfatasa acida (FAc), representando el ciclo

del fésforo.

Las respuestas de las enzimas del suelo, tanto a la relaciéon simbidtica como
al nivel de fosfato u otras condiciones, son muy amplias. Caravaca y cols. (2003)
reportaron efectos de la inoculacion de R. irregularis sobre las actividades de FAc y

BG del suelo. El in6culo de HMA disminuyo la actividad de FAc y aumento la
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actividad de BG. Ademas reportaron que una adicibn de materia organica en
conjunto con el HMA, aumentan la actividad de FAc. Aloui y cols. (2009) realizaron
un estudio protedmico del suelo tras la inoculacion de R. irregularis, encontrando
una induccion de una leucina-aminopeptidasa de origen fungico. Raiesi y Ghollarata
(2006), reportan que tanto el inéculo de HMA como la disponibilidad de P influyen
en la actividad microbiana. Sus resultados muestran que la actividad de FAc es
inversa al nivel de fertilizacion con fosfato. Por otro lado, la actividad de FAc
aumenté en presencia de R. irregularis. Controversialmente, se ha postulado que el
exceso de fosfato inhibe a los HMA en condiciones estériles (Balzergue y cols.,
2010), pero que in situ, esto depende incluso en la planta hospedera (Pefia y cols.,
2020). Koide y Kabir (2002), reportaron que la hifa extrarradical de R. irregularis
hidroliza el fosfato organico, y transporta el P producido por las hifas a las raices
cuando hay un exceso de fosfato. Kohler y cols. (2006) no encontraron efectos de
la inoculacion de R. irregularis en la actividad de FAc, y la fertilizacién con P no

influyé de manera significativa en la actividad enziméatica.

De todos estos antecedentes se comprende que el monitoreo enzimético
debe abordarse de manera local y especifica al manejo agroecoldgico. Asi, la
determinacién de las actividades enzimaticas reportadas en esta memoria es de
gran importancia para futuros estudios en cultivos de yuca en Ukwala-Kawayo,
Kenia. Las metodologias empleadas difieren entre los distintos estudios, por lo tanto
es dificil compararlos entre ellos. Se requiere una estandarizacion para el monitoreo

de las actividades enzimaticas del suelo como indicadoras de la calidad del suelo.

En el caso de la enzima BG, en este estudio se observo un efecto de la
variabilidad genética entre la cepa C3 a 100% de fertilizacion fosfatada y la cepa de
su progenie C3.14 en ausencia de fertilizacién con fosfato (0%). No se encontraron
diferencias con respecto a los controles, ni entre las demas cepas inoculadas en los
3 niveles de fosfato. De esto se desprenden dos observaciones: Primero, el fosfato
no tiene una influencia significativa sobre la actividad de BG dentro de una misma

cepa para ningun tratamiento con HMA. Segundo, no hay diferencia entre cepas a
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un mismo nivel de fertilizacién con fosfato. Si bien los resultados no muestran un
patrén de comportamiento muy claro, el nivel de fertilizacion podria influir sobre el
desempeiio diferencial entre las cepas C3 y C3.14, dada la adaptabilidad diferencial
al entorno generado por el nivel de P. De esta manera, la actividad de BG para C3
se ve favorecida a altos niveles de fosfato, en comparacion con C3.14 en bajos

niveles de fosfato.

La BG es sensible a cambios en la gestion de residuos organicos del suelo.
Asi es un indicador temprano de cambios en carbono organico del suelo, antes que
éstos se vean reflejados en el COT. Una actividad creciente de BG refleja la
habilidad del suelo para catabolizar residuos organicos y mejorar la disponibilidad
de nutrientes. Esta actividad se relaciona con diferentes funciones del suelo como
el ciclado de nutrientes para el crecimiento vegetal, la biodiversidad y habitat, el
filtrado y tampdn de exceso de nutrientes y elementos toxicos, y la estabilidad y
soporte estructural del suelo (Stott y cols., 2010). La cepa C3 presentd la mayor
actividad BG al 100% de fosfato, lo cual puede ser positivo para la calidad del suelo.
Por otro lado, R. irregularis tiene el potencial de mejorar la estructura del suelo, lo

cual se correlaciona positivamente con una alta actividad de BG (Stott y cols., 2010).

Tanto la enzima BG como la liberacion de CO: se relacionan estrechamente
con el ciclo del carbono. Dado que la cepa C3 presenté una mayor liberacion de
CO2 a 100% de fertilizacion con fosfato, seria interesante evaluar correlaciones
entre la liberacion de COz, actividad BG y el carbono orgéanico del suelo. Se propone
evaluar algunas nuevas variables involucradas en los resultados obtenidos, como
por ejemplo, el estado de agregacion del suelo. Ahora bien, no hubo diferencias
significativas en BG con respecto a los controles no inoculados. Esto da informacion
del impacto de la actividad BG sobre el COT. Podriamos decir que el impacto
diferencial en BG encontrado entre C3 y C3.14 esta dentro de una dinamica normal
qgue no llega a impactar el COT del suelo en este campo. De todas maneras, Stott
y cols. (2010) recomiendan el estudio de la actividad de BG durante varios afios

para predecir tendencias en la captura del carbono.
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Con respecto a las enzimas FAc y LA, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con HMA, ni los controles. El nivel de fertilizacion
fosfatada no presento efectos significativos sobre las actividades enzimaticas entre
las lineas genéticas diferentes. Joner y Jakobsen (1995) estudiaron una especie
distinta a R. irregularis, reportando una reduccion en la cantidad de enzima

exudada, aunque no atribuyen la alteracion de la actividad de fosfatasa al HMA.

Se han reportado interacciones inhibitorias entre las micorrizas y la actividad
microbiana del suelo, al competir por los nutrientes del suelo (Leigh y cols., 2011) y
disminuir la descomposicién de la materia organica (Gadgil & Gadgil, 1975). Los
resultados reportados aqui descartan indicios de que la cepa C3 y su progenie
compitan de manera inhibitoria con la microbiologia preexistente del suelo en
metabolismos de nutrientes como el C, N y P, para este cultivo comercial de yuca,
ya que no hubo diferencias con los controles no inoculados, lo cual puede ser
positivo para fomentar la reserva de carbono y nutrientes en el suelo (Averill y cols.,
2014). Ahora bien, no se puede descartar que la microbiologia local preexistente
esta compitiendo de manera supresora con el indculo de R. irregularis empleado,
para los parametros medidos. De todas maneras esto ultimo podria ser beneficioso
como mecanismo regulatorio intraespecifico en términos de mantencién de la
calidad del suelo y no implica que otros beneficios sean también suprimidos. Pefia
y cols. (2020) reportan que tanto la identidad del HMA y de la planta hospedera
determinan la inhibicion de la colonizacion y respuesta a la inoculacién con niveles
crecientes de fosfato. Por tanto, nuevamente se plantea que la localidad y

especificidad son factores altamente influyentes.

Las discrepancias y/o concordancias entre los resultados aqui reportados y
los antecedentes puede explicarse por la gran cantidad de variables y dindmicas
que surgen desde las distintas condiciones edafoclimaticas. Las caracteristicas del
suelo son determinantes de la actividad de los microorganismos que lo habitan,
incluso dentro de un mismo ecosistema. Entre estos factores se incluyen: A.

Sustratos, B. Nutrientes, C. Factores de crecimiento, D. Composicién lénica, E.
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Agua, F. Temperatura G. Radiacion, H. Composicion atmosférica, I. pH, J. Potencial
oxido-reduccion, K. Relaciones espaciales, L. Tamafio de particulas y M.
Caracteristicas e interacciones entre microorganismos (Stotzky & Pramer, 1972).
De esta manera, la comparacién de resultados entre estudios de condiciones
edafoclimaticas diferentes requiere de un manejo extensivo de muchas variables
gue pueden determinar/afectar los resultados. Se hace necesario el monitoreo local,
para lo cual hay que contar con puntos comparativos ante fluctuaciones entre
temporadas, cambios en el manejo del suelo, ciclo de la planta, o comparar entre

sitios de condiciones edafocliméaticas similares.

Para corregir la heterogeneidad del medio en experimentos de campo, se
hace necesaria la utilizacion de un alto tamafio muestral, asi como réplicas, dada
ademas la probabilidad de eliminacion de muestras tales como la muerte de algunos
individuos. Para reducir la variabilidad espacial a menos del 10%, Fliessbach y
Widmer (2005) aconsejan utilizar cuatro réplicas por unidad experimental, cada una
con al menos 15 nucleos individuales (entiéndase una unidad experimental como
una combinacion de tratamientos, por ejemplo, un HMA méas 0% de fosfato en el
bloque 1, replicado en 4 bloques en total, y un nucleo correspondiente a una de las
réplicas de la combinacion de tratamientos, por ejemplo, 15 individuos de yuca con
una combinacion de tratamientos, HMA mas un nivel fosfato). Sin embargo, la
cantidad de muestras también determina la capacidad de procesamiento posterior

en el laboratorio.

Una alta cantidad de muestras requiere de mayor trabajo que no es posible
abordar dado el requerimiento de inmediatez de la metodologia empleada y la falta
de tecnologia para el procesamiento rapido de muestras. Debido a lo anterior, si
bien nuestro disefio experimental si considero un tamafio muestral adecuado, no se
pudo abarcar a nivel de laboratorio para que cumpliera las condiciones
recomendadas por Fliessbach y Widmer. De todas maneras, el disefio experimental
de este trabajo se abordd considerando la relevancia del monitoreo de la aplicaciéon
de micorrizas en un campo comercial de extensidbn y densidad utilizadas

normalmente en agricultura. Para ello se disefio el experimento en bloques, con el

-45 -



objetivo de reducir la contribucién de las variables discutidas, y considerandolas
como efecto aleatorio en el analisis de datos. Hay evidencia de que los
comportamientos observados en condiciones estériles no aplican en condiciones de
campo, donde las plantas son colonizadas naturalmente por diversos
microorganismos tipicamente presentes en el suelo, y la respuesta esperada del
indculo variara de acuerdo con el sitio (Rodriguez & Sanders, 2015; Pefia y cols.,
2020). Se requiere la implementacion de nuevas tecnologias e inversion en
investigacion para cubrir la falta de informacién y capacidad de procesamiento de
muestras, especialmente en paises en vias de desarrollo (Xu & Shang, 2016). Esto
facilitaria la comprension de los resultados, comparando entre regiones similares, a

manera de encontrar patrones Utiles de guia para una agroecologia eficiente.

Se ha cuestionado el rol de los HMA de acuerdo con su distribucion vertical.
Vale decir, en relacion con su localizacién en capas superficiales del suelo o en
profundidad. Se ha entendido a las micorrizas como una extension de las raices de
las plantas, ayudando a sobrepasar las dificultades de la heterogeneidad del medio,
que resulta en una menor biodisponibilidad de elementos, en especial el fésforo
(Semenov y cols., 2010). Si bien en los cultivos de yuca no se observé un impacto
sobre el COT, Cmic, ni actividades enzimaticas de LA y FAc atribuible a la
variabilidad de cepas de R. irregularis, seria interesante evaluar si ocurre lo mismo

en capas mas profundas o subsuelo.

La temporada de cultivo parece ser otro factor importante para considerar.
Wahbi y cols. (2015), reportaron que el inéculo de R. irregularis no tenia impactos
en la funcionalidad catabdlica de microorganismos tras un afio de cultivo, pero si
mejoraba significativamente tras dos temporadas de cultivo, al comparar con el
control no inoculado. El aumento de la actividad catabdlica tras la segunda
temporada de cultivo se relacionaria con un aumento en la colonizacion del HMA.
Ademas se discute que el efecto beneficioso del HMA sobre el rendimiento de
cultivos de trigo esté relacionado mas a la abundancia de micorriza que a la

introduccién de nuevas cepas fungicas per se. Seria interesante entonces
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determinar si el tiempo de cultivo influye en un desarrollo 6ptimo de la micorriza, a
manera de aumentar su capacidad de alcance a zonas remotas a la raiz,
provocando algun impacto en la biologia y calidad del suelo. Se recomienda un
monitoreo constante a lo largo de la temporada de cultivo para abarcar ampliamente
los posibles beneficios del HMA.

Los indicadores de calidad bioldgicos y bioquimicos como las actividades
enzimaticas, biomasa y respiracion microbiana, son indicadores tempranos de
perturbaciones del suelo. Seria interesante obtener informacion sobre el impacto de
las HMA sobre la estabilizacion de la materia organica in situ, pero aparentemente
en este caso, el HMA no esta ejerciendo un impacto sobre la materia organica del
suelo. Nuevamente seria de interés entender estas variables, con el objetivo de
potenciar el efecto beneficioso de la aplicacion de HMA en cultivos agroecol6gicos
o convencionales. Entre estos beneficios estan la potencialidad de R. irregularis
para incrementar el contenido de fenoles y nutrientes, otorgar resistencia al estrés
o plagas, favorecer la diversidad, asi como también la formacién de agregados del
suelo, entre muchos otros atributos. Se podrian implementar varias técnicas
agroecologicas en conjunto, con la finalidad de potenciar los beneficios de la

microbiologia del suelo para una alimentacion saludable y sostenible.
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VI) CONCLUSIONES

1.

En relacion con el contenido de Carbono Organico Total y Microbiano
del suelo

La variabilidad intraespecifica en R. irregularis no impacta diferentemente el
COT a 20 cm del suelo en cultivo de yuca en Ukwala-Kawayo, Kenia, ni
presenta indicios tempranos de su alteracion al observar el efecto de los
in6culos sobre el Cmic, a ningun nivel de fosfato.

Los in6culos micorricicos empleados no afectan cuantitativamente a las
poblaciones microbianas a 20 cm del suelo en cultivo de yuca en la misma

localidad, a ningun nivel de fosfato empleado.

Con respecto a larespiracion del suelo

Los niveles de fosfato empleados en el cultivo de yuca en Ukwala-Kawayo,
Kenia pueden acentuar o disminuir el efecto diferencial entre los inéculos de
las distintas cepas de R. irregularis sobre la liberacién de CO:2 del suelo,
especialmente entre la cepa C3.14 y C3, pero no afecta de manera
significativa el desempefio de una misma cepa, a los 20 cm del suelo.

La cepa C3 induce una mayor liberacion de CO2z a 20 cm del suelo del cultivo
de yuca, a un 100% de fertilizacion fosfatada con respecto a su progenie y

controles.

Referente a las actividades enzimaticas del suelo

El nivel de fertilizacion fosfatada determina el efecto diferencial en la actividad
BG a los 20 cm del suelo entre los indculos C3 y C3.14, probablemente por
diferencias en la adaptabilidad al entorno generado por el nivel de P en el
cultivo de yuca de Ukwala-Kawayo, Kenia.

El efecto diferencial en BG encontrado entre C3 y C3.14 esta dentro de una
dindmica normal que no llega a impactar diferentemente el COT del suelo a
20 cm, sin embargo cabe evaluar su potencial impacto a largo plazo.

El inéculo de R. irregularis en el cultivo de yuca de Ukwala-Kawayo no altera
las actividad enzimaticas importantes para los ciclos de Ny P a 20 cm. Este
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efecto es independiente al nivel de fertilizacién fosfatada empleada y a la

variabilidad intraespecifica en el HMA.

El efecto diferencial intraespecifico atribuido al nivel de fertilizacion fosfatada,
en la respiracion del suelo y actividad BG podrian considerarse dentro de
fluctuaciones favorables para un suelo metabdlicamente activo, sin comprometer
las reservas de carbono del suelo en el cultivo de yuca en Ukwala-Kawayo, Kenia.

De todas maneras se aconseja un monitoreo a largo plazo.

Esta es la primera vez que se monitorean las actividades enzimaticas de -
glucosidasa, leucina-aminopeptidasa y fosfatasa acida de suelo en cultivos in situ
de yuca inoculados con R. irregularis en Kenia, por lo que los resultados
presentados son antecedentes importantes de comparacién para estudios de

monitoreo posteriores.

Los resultados encontrados son positivos, ya que muestran que la inocuidad
del in6culo de HMA sobre la calidad del suelo puede depender de la combinacién
entre la cepa de R. irregularis y el nivel de fosfato empleados. Asi pueden existir
amplias posibilidades y la combinacion empleada puede ser evaluada segun el

servicio ecosistémico de interés.
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ANEXOS

'
Figura 7. Disefio Experimental del cultivo de yuca inoculado con lineas
variables de R. irregularis a tres niveles de fosfato en Kenia. Se consideraron 8
bloques con 18 unidades experimentales cada uno, correspondientes a cada una
de las combinaciones de tratamientos posibles (inéculo de HMA o controles, y nivel
de fertilizacion fosfatada correspondiente). Cada unidad experimental contuvo 9
plantas que recibieron una combinacion de tratamiento (una cepa mas un nivel de
fertilizacion fosfatada), rodeada de 16 plantas para lograr un efecto barrera que
impidiera interferencia entre los tratamientos. Para el muestreo se tomo

aleatoriamente una de las 9 plantas por tratamiento, representando a cada unidad
experimental.
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Figura 8. Colonizacion de hongo micorricico arbuscular en raiz de yuca,
variedad Fumba Chai. Se verifico la colonizacion de HMA en las raices de yuca
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cultivadas en Kenia a tres niveles de fosfato, por medio del método de interseccion
de la grilla (Giovannetti & Mosse, 1980). Barras representan las medias de los
promedios de los porcentajes de colonizacion relativos a la longitud de la raiz. Las
barras de error representan el error estandar. Letras minusculas indican diferencias
significativas con un p<0,05. N=80.
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Figura 14. Efecto de cepas de R. irregularis y su descendencia clonal sobre la
respiracion del suelo en cultivos de yuca en Tanzania. Se inocularon diferentes
cepas de R. irregularis, una parental, C3 y su descendencia clonal, C3.14, C3.16 y
C3.22. Se aplicaron tres fertilizaciones de fosfato diferentes. La liberacién de CO:2
se muestra en nanogramos de carbono liberado, por gramos de suelo cada hora.
En barras blancas se muestran los controles, Ca corresponde a medio portador sin
HMA, y Ni, a no inoculado. Barra oscura representa la linea parental y barras claras
a la progenie. Barras de error representan el error estandar y letras minasculas
denotan diferencias significativas con un valor p<0,005. Test ANOVA y post hoc
Tukey, n=80 (Pefia-Quemba, no publicado).

-59-



