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RESUMEN
Los hongos conforman uno de los grupos de organismos mas diversos y
abundantes que existen sobre la tierra. Junto con otros microorganismos, son los
encargados de mediar procesos vitales para el medio ambiente. En el suelo
desempeiian un rol central, tanto en el mantenimiento de su estructura como en
procesos ecoldgicos clave como el ciclado de nutrientes y la descomposicién de
materia organica. La composicion de la comunidad fangica del suelo puede variar
de un lugar a otro en respuesta a diversos factores. En los suelos agricolas, los
agroquimicos y sus residuos pueden producir cambios en las comunidades
fungicas. Hasta el momento, no se han realizado estudios que analicen de
manera integrada el impacto de los herbicidas glifosato y 2,4-D sobre las
comunidades fangicas de suelos agricolas en el sudoeste de la provincia de
Buenos Aires. En esta tesis se investigo el efecto de estos herbicidas sobre las
comunidades fungicas aplicando distintas dosis y combinaciones de glifosato y
2,4-D en parcelas de un suelo de esta regién y analizando cambios mediante
diferentes metodologias. En el capitulo 1 se presentan los resultados de la
aplicacién de una metodologia cultivo-dependiente para estimar la biomasa y la
composicién taxonémica de la comunidad. Se observaron patrones de cambio en
la biomasa fangica entre las parcelas tratadas y el control, pero estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Taxondmicamente, los hongos aislados
eran representantes de géneros comunes en los suelos agricolas y habian sido
previamente citados para nuestro pais. Los maximos recuentos de levaduras

fueron registrados en el tratamiento control, lo cual podria atribuirse a un efecto
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inhibidor del glifosato sobre las levaduras del suelo. En el capitulo 2, la biomasa
fungica se estim6 con una metodologia cultivo-independiente (tincibn con
Calcofluor). Se encontré que la aplicacion de dosis elevadas de glifosato, solo o
en combinacion con 2,4-D, produjo un estimulo temporal en la biomasa luego de
una semana de aplicados los herbicidas. Con la tincion directa con Calcofltor se
detectaron diferencias estadisticamente significativas que no fueron evidenciadas
con la técnica cultivo-dependiente. En el capitulo 3, las comunidades fueron
analizadas utilizando EGGD (electroforesis en geles con gradiente
desnaturalizante). El nivel de polimorfismo detectado en el andlisis de EGGD
evidencié que para periodos prolongados de exposicion al glifosato en dosis
dobles a la recomendada o en combinacién con 2,4-D, las comunidades fungicas
del suelo adquirieron una estructura polimérfica caracteristica muy diferente a la
de los suelos control o a la de aquellos suelos tratados con la dosis de glifosato
recomendada. Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, no se
hallaron cambios evidentes en las comunidades fangicas de las parcelas tratadas,
siendo los atributos estimados similares a los del tratamiento control. Sin
embargo, se hallaron evidencias de que en dosis mayores, ya sea solo 0 en
combinacion con 2,4-D, la aplicacion del glifosato indujo cambios tanto en la

biomasa como en la estructura de la comunidad fangica del suelo.
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ABSTRACT
Fungi are among the most abundant and diverse organisms on earth. Togheter
with other microorganisms, fungi are responsible for many important processes in
the environment. They play a central role in soils, mainly in the manteinance of soil
structure and in ecological processes like nutrient cycling and decomposition of
organic matter. Soil fungal community composition may change in response to
diverse factors. In agricultural soils, the agrochemicals and their residues can
produce changes in fungal communities. The impact of the herbicides glyphosate
and 2,4-D on the soil fungal communities has not been studied in agricultural soils
from southwestern Buenos Aires province, until now. To assess the effect of these
herbicides on the soil fugal communities in the region, soil plots were treated with
different doses and combinations of these herbicides, and different methods were
used to investigate changes in fungal communities. In chapter 1, a culture-
dependent technique was used to estimate biomass and taxonomic structure.
These results show changes in the fungal biomass between treated and control
plots, but these differences were not statistically significant. All the isolated fungal
strains were common soil fungi and were previously cited for Argentina. Higher
counts of yeast were registered in control samples indicating a potential negative
effect of glyphosate on soil yeast. In chapter 2, fungal biomass was estimated
using a culture-independent technique (Calcofluor stain). A positive short-term
effect of glyphosate on soil fungal biomass was observed when doses higher than
the recommended or combination with 2,4-D, were applied to soil. Using

Calcofluor stain, several significant differences were found between treatments,
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compared to culture dependent method. In the chapter 3, the communities were
analyzed using DGGE (denaturalization gradient gel electrophoresis). The
continuous application of glyphosate in doses double than the recommended or in
combination with 2,4-D, may cause changes in community structure, compared to
control or treated soils with recommended field doses. We conclude that
recommended field doses of glyphosate showed no effect on soil fungal
communities. However higher doses of glyphosate, as sole herbicide or in
combination with 2,4-D, induce changes both on biomass and structure of soil

fungal community.
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INTRODUCCION GENERAL

El suelo se define geolégicamente como la capa superior de la corteza
terrestre donde se combinan materia mineral y organica, agua y aire (Tarbuck, et
al., 2005). Constituye la interfase entre la tierra (geosfera), el aire (atmosfera) y el
agua (hidrosfera), y esta compuesto de particulas minerales (45 %), materia
organica (6,3 %), organismos vivos (0,7 %), agua (23 %) y aire (25 %). Su
formacion resulta de la alteracidon superficial del material geolégico subyacente por
la accion combinada del clima y de los organismos vivos a lo largo de extensos
periodos de tiempo, bajo condiciones diversas de topografia o relieve local
(Wilding et al., 1983). Los suelos son un medio heterogéneo y dinamico, con
propiedades quimicas, fisicas y biol6gicas variables incluso a escalas espaciales
muy pequefias, que dificultan su estudio (Yaron et al., 1996). A medida que se ha
ido tomando conciencia de su progresiva degradacion, han surgido conceptos
como “calidad” y “salud” del suelo. Segun Carter et al. (1997) la “calidad” de un
suelo es el grado de aptitud del mismo para desempefiar una funcién determinada,
por lo tanto ésta puede variar cuando se pretende darle un uso diferente. Por el
contrario, el término “salud” incorpora aquellas caracteristicas o atributos
ecolégicos que tienen implicaciones mas alla de su calidad o capacidad para
cumplir una determinada funcidon. Esas caracteristicas son las que estan
estrechamente relacionadas con la biota del suelo, la biodiversidad, la actividad, la
estructura de la red tréfica, etc. La resiliencia del suelo, es su capacidad para
recuperarse en respuesta a las perturbaciones naturales o antropogénicas. Esta

recuperacion puede verse reducida de manera significativa si la composicion de

11



Maria Belén Vazquez 2014

organismos que viven en el suelo se altera. En los ultimos afios, especialmente a
partir de la incorporacion del concepto salud del suelo, existe un enorme interés
por estudiar diferentes propiedades del suelo para ser utilizadas como potenciales
indicadores de “calidad” o “salud” del mismo. Entre estos, los indicadores
bioldgicos presentan varias ventajas sobre los quimicos o fisicos, entre las que se
destacan: (i) su caracter integrador de la totalidad de las propiedades fisicas,
guimicas y biologicas que definen el ecosistema suelo en el tiempo y en el
espacio; y (i) su capacidad para responder con gran sensibilidad y rapidez a los
cambios y perturbaciones introducidas en ese ecosistema. El seguimiento de
cambios en los indicadores biolégicos puede utilizarse como sefial de alarma ante
una posible perturbacién severa del sistema, de forma que los gestores y
agricultores puedan reaccionar con la antelaciébn requerida antes de que se

originen modificaciones irreversibles (Pankhurst, 1997).

La comunidad biol6gica del suelo esta integrada por una variedad de
organismos que comprende desde pequefios mamiferos, artrépodos y gusanos,
hasta hongos y bacterias, entre otros (Madigan et al., 2009). Muchos estudios
enfocados a la busqueda de potenciales indicadores biologicos de disturbios en
este ambiente (Pankhurst et al., 1997; Arshad y Martin, 2002; Nielsen y Winding,
2002; Markert et al., 2003) han concluido que los microorganismos son

especialmente valiosos como indicadores bioldgicos en este ecosistema.

Entre la microbiota, los hongos son reconocidos por su alta diversidad, y en
el suelo son uno de los componentes mas importantes de la misma (Buscot y

Varma, 2005). Omnipresentes, casi siempre superan en biomasa a las bacterias,
12
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salvo en la rizosfera (Hawksworth et al., 1995). Los hongos intervienen en casi
todos los procesos bioldgicos que ocurren en el suelo y cumplen un rol relevante
en la formacién de agregados estables y en el mantenimiento de la estructura del
suelo (Beare et al., 1997; Miller y Jastrow, 2000; Rillig et al., 2002; Heredia Abarca
et al., 2004). La composicién fungica del suelo puede variar en relacion con la
ubicaciéon geogréfica, clima, vegetacion y también con los atributos fisicoquimicos
del suelo como el contenido de materia orgénica, humedad, aireacion, pH,

temperatura (Hawksworth et al., 1995; Tuomela et al., 2002).

El principal objetivo de un sistema agricola sustentable es que mantenga la
productividad y sea util a la sociedad indefinidamente (Altieri, 1999). Esto implica
gue esos sistemas deben ser econdmicamente competitivos y rentables y al
mismo tiempo deben conservar los recursos productivos preservando el medio
ambiente, en respuesta a los requerimientos sociales (Ferrari, 2010). Altieri (1999)
considera que el aumento de la biodiversidad microbiana en los suelos es una
estrategia ecoldgica clave en el funcionamiento de los agro-ecosistemas, ya que
los microorganismos son un nexo importante en las relaciones suelo-planta-
herbicida-fauna-hombre. La agricultura moderna se apoya fuertemente en el uso
de agroquimicos para el control de malezas y plagas, con el fin de obtener
mejoras econdémicas aumentando la productividad para una poblacion mundial en
aumento (Zabaloy et al., 2012). Por un lado los herbicidas introducen beneficios
obvios como el aumento del rendimiento de los cultivos por el control de las

malezas (Cooper, 2007); pero los efectos indeseados, directos o indirectos, y su

13
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destino final en el ambiente es un motivo de preocupacién en los ultimos tiempos

(Pimentel, 1995).

Se ha corroborado que las comunidades fungicas son alteradas por las
actividades agricolas (Frey et al., 1999; Arshad y Martin, 2002; Qin et al., 2014).
Los agroquimicos y sus residuos producen cambios importantes en estas
comunidades (Chakravarty y Chatarpaul, 1990; Busse et al., 2001; Ratcliff et al.,
2006; Zabaloy et al., 2008). Entre los herbicidas mas utilizados a nivel mundial se
encuentran el glifosato (N-fosfonometil-glicina) y el 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) (Mendelson, 1998). La difusién masiva de ambos origind la
propagacion de malezas tolerantes o que desarrollaron estrategias de "escape",
derivando en el incremento de las dosis empleadas, aplicaciones repetidas y/o
incorporacion en las mezcla de otros principios activos. El tiempo de degradacién
del 50 % del compuesto de origen (DT50) es de 30 a 174 dias para el glifosato y
de menos de 7 dias para 2,4-D, y se ha encontrado que estos herbicidas tienen

efectos téxicos directos sobre los microorganismos (Zabaloy et al., 2008).

En Argentina, 160.000 toneladas de glifosato son aplicadas anualmente
para controlar malezas en diferentes cultivos (CONICET, 2009). La dosis
recomendada varia entre 2 y 4 |/Ha, pero mayores dosis o0 aplicaciones repetidas
son comunes (Cerdeira y Duke, 2006; Lupwayi et al., 2009). El glifosato ha sido
considerado tradicionalmente un herbicida “seguro”, con poco impacto sobre las
comunidades fungicas. A pesar de que su toxicidad ha sido demostrada en
experimentos en medios sintéticos, en los cuales los hongos fueron eliminados

con dosis significativamente menores que las necesarias para suprimir a bacterias
14
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(Busse et al., 2001), pocos cambios han sido observados en suelos luego de la
aplicacion de dosis recomendadas del herbicida (Ratcliff et al.,, 2006). Sin
embargo, la informacién es conflictiva, ya que estudios recientes sefialan que el
herbicida induce cambios profundos sobre las comunidades fungicas, inhibiendo el
desarrollo de algunos hongos y favoreciendo el crecimiento de otros menos
deseables, como algunos patogenos (Johal y Huber, 2009). Krzysko-Lupicka y
Sudol (2008), usando un método cultivo-dependiente, observaron que luego del
tratamiento con el herbicida, existia una tendencia hacia la seleccion de especies
autéctonas de Fusarium, confirmando observaciones previas como las de Meriles
et al. (2006) y Means et al. (2007). Esta alteracion ha sido relacionada con
cambios en las poblaciones microbianas que modifican el equilibrio y tienen como
resultado ultimo una disminucién de la diversidad, por ejemplo, la disminucion de
las poblaciones de bacterias antagonistas de los hongos patégenos (Kremer y

Means, 2009).

Los hongos son reconocidos por su extraordinaria capacidad para
degradar/mineralizar una gran variedad de sustancias consideradas
contaminantes ambientales (Reddy, 1995). La investigacion de la degradacion
fungica de fosfonatos comenzg a principio de los afios 90 (Singh y Walker, 2006).
Krysko-Lupicka y Orly (1997) fueron los primeros en usar al glifosato como agente
de seleccién para el aislamiento de hongos de suelo. Ellos notaron que en un
medio con glifosato la diversidad especifica disminuia fuertemente, con un
aumento de la predominancia de especies de Mucor, Fusarium y Trichoderma.

Casi todas las especies tolerantes crecian bien con glifosato como Unica fuente de

15
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P, pero pocas podian hacerlo cuando éste era la Unica fuente de C. Klimek et al.
(2001) y Lipok et al. (2003) demostraron que Penicillium chyrsogenum puede
usarlo como fuente de N. Romero et al. (2004) trabajando con suelos de la
Argentina tratados con glifosato, aislaron levaduras y demostraron por primera vez
la capacidad de algunas para crecer con glifosato como Unica fuente de C.
Krzysko-Lupicka et al. (1997), Castro Jr. et al. (2007); Pizzul et al. (2009)
estudiaron la biodegradacion fangica del glifosato y mencionan la capacidad de
distintas especies de hongos (i.e. Aspergillus niger, Fusarium spp., Penicillium sp.,

Trichoderma spp.).

En cuanto al 2,4-D, los registros acerca de su degradacion mediada por
hongos y de los posibles efectos de su aplicacion sobre las comunidades fungicas
no son tan abundantes (Zabaloy et al., 2011). Donnelly et al. (1993) estudiaron la
capacidad de varios hongos ectomicorrizicos para degradar 2,4-D, encontrando
gue solo Phanerochaete chrysosporium (Basidiomycota) podia hacerlo pero
dependiendo de fuentes externas de nitrdgeno. Vroumsia et al. (2005) realizando
estudios in vitro mencionan la capacidad de distintas cepas de hongos
filamentosos para degradar el herbicida en medio liquido. Silva et al. (2007)
aislaron, a partir de suelos brasileros contaminados con 2,4-D una cepa de

Penicillium capaz de degradar el herbicida in vitro.

El estudio de los hongos del suelo es complejo y puede ser abordado
aplicando distintas metodologias y técnicas. Basicamente esta complejidad radica
en que las técnicas convencionales basadas en el uso de medios de cultivo son

consideradas insuficientes para un andlisis exhaustivo de muestras
16
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medioambientales. Muchos hongos son incapaces de crecer — solo una pequefia
fraccion (menos del 1%) es cultivable en laboratorio (Amann et al., 1995) — o de
desarrollar estructuras reproductivas en condiciones de laboratorio, limitAndose de
esta manera la informacion obtenida para llevar a cabo una determinacién
taxondmica tradicional. Por ello se han desarrollado técnicas independientes del
cultivo. Algunas fueron disefiadas para detectar su presencia, contarlos y asi
estimar su biomasa. Otras fueron disefiadas para cuantificar la actividad fungica a
partir de medidas como la respiracion, perfil fisioldgico por utilizacion de sustratos
0 su actividad enzimatica (Alef y Nannipieri, 1995). En las ultimas décadas, las
técnicas moleculares se han perfeccionado, estas herramientas son utiles en
estudios de identificacion de especies, produciendo resultados muy interesantes
en la interpretacion de problemas evolutivos, taxonémicos y de distribucion
especifica. Una metodologia muy utilizada para la identificacion genética de
diversos microorganismos involucra a la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con cebadores “universales” disefiados para estos microorganismos (zonas
conservadas del ADNr) (Viaud et al., 2000; Bougoure et al., 2005). Esta
metodologia puede ser complementada con la técnica de electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (EGGD). Esta consiste en la separacion de productos
de amplificacion obtenidos por PCR de pequeiios fragmentos de ADN de doble
cadena dependiendo de su punto de desnaturalizacion, siendo dicha
desnaturalizacion definida en este caso como la separacion de cadenas
complementarias de ADN (Muyzer et al., 1993). De esta manera, es posible

estimar abundancias de grupos particulares, dependiendo de la especificidad de
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los cebadores seleccionados (de Souza et al., 2004; Zhu et al., 2005; Marie et al.,

2006).

En la Argentina se han realizado numerosos estudios de diversidad fungica
en suelos. En particular, para la provincia de Buenos Aires, en suelos pristinos
pueden mencionarse los de Cabello, (1985, 1986), Cabello y Arambarri (2002),
Allegrucci et al. (2007, 2009) y Eliades et al., 2009). Con respecto a la diversidad
en suelos agricolas, pueden mencionarse diversos trabajos (Aon et al., 2001;
Mendez et al., 2001; Lugo y Cabello, 2002; Nesci et al., 2006; Meriles et al., 2006;
Irrazabal et al., 2005; Lori et al., 2009; Moreno et al., 2011; Boértoli et al., 2012;
Moreno et al., 2013; Silvestro et al., 2013; Velazquez et al., 2013; Vazquez et al.,
2014). En cuanto a los cambios inducidos en las comunidades fungicas por la
aplicacién de herbicidas, estos fueron estudiados por Aon et al. (2001) y Gaspar et
al. (2001) en la region centro-este de la provincia de Buenos Aires, y
recientemente, Bértoli et al. (2012) corroboraron el impacto negativo del glifosato

en suelos sin historia de aplicacién del herbicida en la provincia de Cérdoba.

El sudoeste de la provincia de Buenos Aires ha sido, histéricamente, una
region agricola ganadera, para pasar en los Ultimos afios a ser una region casi
exclusivamente agricola (Studdert, 2000; Rozas et al., 2011). Hace algunas
décadas se inicio la siembra de cultivos genéticamente modificados y esto resulté
en un continuo aumento del uso de agroquimicos (Zabaloy, 2008), siendo el

glifosato y el 2,4-D los herbicidas mas usados en la region.
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El impacto que la aplicacion de herbicidas tiene sobre las comunidades

fungicas del suelo en el sudoeste bonaerense aun no ha sido investigado.

OBJETIVO GENERAL

Investigar los cambios producidos en la comunidad fungica de un suelo de la
region SO de la provincia de Buenos Aires por la aplicacion de dos herbicidas,

glifosato y 2,4-D.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar hongos de suelos tratados con distintas dosis y

combinaciones de glifosato y 2,4-D.
e Estimar la biomasa fungica utilizando una metodologia cultivo dependiente.

e Estimar la biomasa fungica utilizando una metodologia cultivo independiente.

directa

e Realizar los perfiles moleculares de las muestras de suelo utilizando PCR

acoplado a electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (EGGD).

¢ Realizar el andlisis de agrupamiento de los perfiles moleculares obtenidos
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Hipotesis previas a la investigacion

La introduccion de sustancias quimicas de origen antropico (como los
herbicidas) en el suelo afecta la dindmica de la comunidad de

microorganismos que en €l habitan.

La biomasa fungica es un parametro sensible, que permite detectar
cambios provocados por la aplicacion de herbicidas y puede ser utilizado

como un indice bioldgico de la calidad de suelo.

Las técnicas cultivo-independientes son mas sensibles para detectar

cambios en la biomasa flungica.

Los perfiles moleculares de las comunidades fungicas de un suelo tratados

con herbicidas difieren con respecto a los obtenidos en un suelo sin tratar.

La exposicion prolongada a un xenobibtico genera cambios en la estructura

taxonémica de las comunidades fungicas del suelo.
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CAPITULO 1
Estimacién de la biomasa y la composicion taxondmica fangica utilizando un

método cultivo-dependiente.

Introduccion

En el suelo los microorganismos desempefian un importante papel en
relacion a la calidad y productividad, Doran y Parkin (1994) sostienen que existe
una clara relacion entre las caracteristicas microbioldgicas y la salud del suelo.
Las investigaciones microbiolégicas en el suelo generalmente enfocan su estudio
a nivel de procesos (Hill et al., 2000); los pardmetros comunmente evaluados son
biomasa, tasa de respiracion y actividad enzimatica. El analisis de los cambios
registrados en estos parametros ayuda a comprender el funcionamiento de los
procesos microbiologicos y el rol de los microorganismos en la salud y calidad del
suelo. La biota fungica es una de las mas diversas que existe sobre la Tierra
(Blackwell, 2011) y en el suelo, la diversidad fungica es amplia tanto desde el
punto de vista fenotipico como genético y funcional. Muchas investigaciones han
centrado su atencién en el estudio de la diversidad de los hongos del suelo, con el
objetivo de comprender mejor el funcionamiento del suelo como un ecosistema
(Cabello, 1985; Hill et al., 2000; Hawksworth, 2001; Anderson y Cairney, 2004,

Jeewon y Hyde, 2007).

Tradicionalmente los métodos empleados en el estudio de la diversidad y
biomasa de microorganismos del suelo se basan en la aplicacion de técnicas que

implican su cultivo (Alef y Nannipieri, 1995). Las metodologias cultivo-
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dependientes tienen la ventaja de ser facilmente aplicables y de bajo costo, en
comparacion con otras. Para analizar la diversidad de hongos en suelos, estos
métodos acoplados con descripciones morfolégicas son la primera eleccion
(Jeewon y Hyde, 2007). Entre las metodologias tradicionales, la técnicas de
diluciones seriadas de suelo (Warcup, 1950) junto con la técnica de siembra y
lavado de particulas (Parkinson y Williams, 1960) son muy usadas a para el
aislamiento y caracterizacion de las comunidades fungicas del suelo (Kurek et al.,

2007; Adawiah, 2008; Gaddeyya et al., 2012; Nandhini y Josephine, 2013).

Algunos hongos son mas facilmente cultivables que otros y, aun existen
otros que nunca se han podido cultivar en medios artificiales. Los hongos
generalistas (i.e. Trichoderma spp., Penicillium spp., Fusarium spp.) son capaces
de crecer sobre varios medios de cultivo sintéticos, razén por la cual son
frecuentemente recuperados a partir de muestras de suelo (Bridge y Spooner,

2001; Jeewon y Hyde, 2007).

La biomasa microbiana del suelo representa la fraccion responsable del
ciclado de energia y nutrientes, es fundamental para que ocurran esos procesos, y
por eso su cuantificacion da una idea del estado y funcionamiento del mismo
(Visser y Parkinson, 1992). Numerosos estudios han registrado una estrecha
relacién entre biomasa microbiana, tasa de descomposicién de la materia organica
y ciclado de nutrientes como C, N, P, S y diversos micronutrientes (Jenkinson,
1990; Smith y Paul, 1990; Carter et al., 1997; Stevenson y Cole, 1999). La mayoria
de los trabajos se refieren a biomasa microbiana total o simplemente biomasa

bacteriana, sin diferenciar la fraccion fangica (Hill et al., 2000; Ibekwe et al., 2001,
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Zabaloy et al., 2009; Cui et al., 2014). Si bien en los ultimos afios han aumentado
los trabajos enfocados al estudio de la biomasa fangica, histéricamente los hongos
de suelo han sido menos estudiados que las bacterias (Paul y Harris, 1999; Hill et
al., 2000; Ibekwe et al., 2001; Sdderberg et al., 2004; Zabaloy et al., 2008; Gémez

et al., 2009; Vargas Gil et al., 2011).

En suelos agricolas es muy importante entender el funcionamiento de las
comunidades fungicas ya que la productividad del suelo se ve afectada en parte
por la estructura del mismo, el contenido de materia organica y la disponibilidad de
nutrientes para el crecimiento y desarrollo vegetal. La biomasa fungica contribuye
particularmente a la estabilizacién y mantenimiento de la estructura del suelo y
puede ser utilizada como un indicador del contenido de carbono organico del suelo

(Smith y Paul, 1990; Carter et al., 1997; Fie3bach y Mader, 2000).

La aplicacion de agroquimicos puede tener efectos perjudiciales sobre los
microorganismos del suelo. El estudio de los efectos de la aplicacion de
herbicidas sobre las comunidades microbianas y sobre los procesos que los
microorganismos desempefan en el suelo, es relevante para detectar cambios
gue disminuyan la calidad del suelo. Los estudios son aun escasos para
establecer con absoluta certeza si los agroquimicos son nocivos 0 no para las

comunidades de microorganismos del suelo, y en particular para los hongos.

La biodegradacion de pesticidas mediada por microorganismos es una de la
vias principales para la detoxificacion de los suelos (Van Eerd et al., 2009). Los

hongos poseen una amplia diversidad metabdlica que les permite utilizar una gran
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variedad de sustancias consideradas contaminantes ambientales, siendo asi
interesantes candidatos para la recuperacion de areas contaminadas (Reddy,

1995).

La biodegradacién fungica de herbicidas puede formar parte de un proceso
asimilativo o bien puede ser producto de un proceso co-metabdlico (Donnelly et
al., 1993; Krzysko-Lupicka et al., 2008). El glifosato ha recibido especial atencién
debido a su uso masivo, aunque también hay estudios sobre biodegradacion de
otros herbicidas entre que se puede mencionar al metsulfuron metilo, la atrazina y
2,4-D. El glifosato contiene C, P y N, y puede ser utilizado por los hongos como
fuente de energia y también como nutriente (Krzysko-Lupicka y Orlik, 1997;
Krzysko-Lupicka et al., 1997; Romero et al., 2004; Castro Jr. et al., 2007; Pizzul et
al., 2009). La biodegradaciéon fungica del glifosato puede dar como productos
AMPA o sarcosina, dependiendo de la via enzimatica utilizada, pero el primero es
el mas comun (Krzysko-Lupicka et al., 2008). Si bien la biodegradacién de 2,4-D
ha sido menos estudiada, se sabe que el mismo puede ser utilizado por algunas
cepas de hongos en condiciones co-metabdlicas (Donnelly et al.,, 1993). La
biodegradacion microbiana es probablemente la principal via de descomposicion

de este herbicidaen suelos (Walters, 1999).

En la Argentina los herbicidas mas empleados son el glifosato y el 2,4-D. El
impacto del primero sobre la biomasa fungica ha sido previamente estudiado en
algunos sitios de las provincia de Cérdoba (Meriles et al., 2006; Boértoli et al.,
2012). Con respecto al 2,4-D, Merini et al. (2007) y Zabaloy et al. (2008) evaluaron

en microcosmos su impacto sobre la biomasa microbiana. En la provincia de
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Buenos Aires, Aon y Colaneri (2001) y Aon et al. (2001) estudiaron los cambios en
variables microbioldgicas de suelos bajo distintos sistemas de labranza, tratados
con glifosato solo o en combinacion con 2,4-D. Sin embargo, no hay registros de
estudios en la region semiarida sobre el efecto de la aplicacibn combinada de
ambos herbicidas sobre las comunidades fungicas. En este contexto, el objetivo
general del presente capitulo fue analizar, en un suelo de una regién agricola del
SO bonaerense, el impacto de la aplicacion de diferentes dosis y combinaciones
de dos herbicidas (glifosato y 2,4-D) sobre la biomasa y estructura de la

comunidad fungica aplicando una metodologia cultivo-dependiente clasica.
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Materiales y Métodos
Area de estudio

Las parcelas se ubicaron en la estacion experimental “Colonia Naposta”,
perteneciente a la Universidad Nacional del Sur, ubicada sobre la ruta Nacional
33, kildmetro 35 (38°29°56" S; 62° 17°36" O) Figura 1. El area se encuentra dentro
de la region semiarida Pampeana. En esta zona predominan los suelos
Haplustoles tipicos, caracterizados por su bajo contenido de materia organica <
2% (Panigatti, 2010). El clima es semiéarido templado, con sequias frecuentes y
lluvias esporadicas, con una temperatura media anual de 15 °C y vientos promedio
qgue superan los 20 km/hora. La concentracion de lluvias en el sudoeste de
Buenos Aires y sudeste de La Pampa, se produce durante dos estaciones bien
definidas, otofio y primavera; una estacion seca a fines del invierno (Agosto a
Septiembre) y otra semi-seca a mediados de verano (Enero a Febrero) con alta
evapotranspiracion. La region se encuentra dentro de los limites de la isohieta

anual de 500 mm.
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Figura 1: Mapa de la provincia de Buenos Aires. El simbolo “™ marca el area de estudio.

La informacion meteorolégica fue provista por el Lic. Carlos Zotelo,
meteorélogo del CERZOS-CCT Bahia Blanca. Los datos meteoroldgicos utilizados

fueron temperatura (maximas y minimas diarias), y valores de precipitacién.
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Disefio experimental

Fue diagramado por la Dra. Celina Zabaloy para el proyecto PICT-11A-2007
(en el marco del cual se realizO0 esta tesis). El area de trabajo habia sido
desmalezada con cortadora mecanica y el grueso del material vegetal removido a
mano. En la parcela estaban delimitadas 20 sub-parcelas de 2,25 mlargoy 1,60 m
de ancho (Sup. aprox. 3,60 m?, dispuestas con un disefio en bloques
aleatorizados con cuatro réplicas por tratamiento; dichos tratamientos fueron: A:
Control (2 | de agua); B: glifosato 1x (2,5 | Ha™); C: glifosato 2x; D: glifosato 1x +
2,4-D 1x (400 ml Hal); E: glifosato 2x + 2,4-D 1x. Los herbicidas empleados
fueron productos comerciales: Glifosato Atanor S.A. (sal amina 48%, N-
fosfonometil-glicina, principio activo: C3HgNOsP) y 2,4-D Atanor S.A. (éster butilico
del &cido 2,4-diclorofenoxiacético, principio activo: CgH3Cl,OCH,CO,C4Hg). Los
herbicidas se prepararon in situ para su aplicacion inmediata, calculando la dosis
proporcional a la superficie de la parcela, y disolviendo el/los producto/s en 2 litros
de agua. La pulverizacion se realiz6 con mochila equipada con un pico de pastilla
de tipo abanico plano, cuidando de no dispersar producto en las parcelas

contiguas y obtener la aspersion deseada en cada una (Zabaloy, com. pers.).

Cronograma de aplicacion de herbicidas y toma de muestras

Las muestras se tomaron durante dos afios consecutivos, a los 2, 5, 13y 26
dias posteriores al tratamiento (a partir de 11/06/10), y a los 2, 7, 21 y 45 dias (a

partir de 3/05/11).
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Figura 2: Esquema del disefio experimental y de la toma de muestras en cada parcela. A: control;
B: Glifosato 1x; C: Glifosato 2x; D: Glifosato 1x +2,4-D 1x; E: Glifosato 2x+ 2,4-D 1x.

Las muestras fueron tomadas del perfil superior del suelo (0-10 cm
profundidad), con la ayuda de un muestreador de suelos con pico y tacho. Se
tomaron 5 sub-muestras de cada parcela y se mezclaron para obtener una
muestra de aproximadamente 100 g por parcela (Figura 2). Las muestras se
colocaron en bolsas de polietileno estériles y se mantuvieron refrigeradas a 4 °C, y
en oscuridad hasta su procesamiento, para evitar los efectos del almacenamiento
sobre la comunidad microbiana (Paul, 2006). Luego de utilizar parte de la muestra
para los analisis microbioldgicos clasicos, las muestras se congelaron a -20 °C,
para ser utilizadas posteriormente en los estudios cultivo-independientes y en la
extraccion de ADN total.

Procesamiento de las muestras
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Las muestras fueron procesadas dentro de las 24 horas posteriores al
muestreo. Para realizar aislamientos y estimar el nUmero de unidades formadoras
de colonias presentes por gramo de suelo (UFC/g suelo) se utilizo la técnica de
recuento en placa (Lorch et al., 1995). De cada muestra de suelo se tomaron 10 g
gue se suspendieron en 90 ml de solucién salina estéril, esta suspension (1:10) se
homogeneiz6 en vortex durante 30 segundos. A partir de ella se realizaron
diluciones seriadas. Se sembraron la 3™ (1:1000) y la 4™ (1:10000) dilucién, ya
gue en cada placa en numero de UFC debe ser entre 20 y 100, para que los

conteos sean correctos (Lorch et al., 1995; Soderberg et al., 2004).

Se emplearon dos medios de cultivo 1) agar malta (AM) para realizar los
aislamientos para la estimacion de la variabilidad fenotipica y 2) un medio con
antibiotico (cloranfenicol) y Rosa de Bengala para realizar los recuentos de UFC/g
en placa (APGBRC). En cada placa, se sembrd por extension en superficie 0,1 ml
de suspension de suelo, se dispersé con espéatula de Drigralsky previamente
esterilizada. Se sembraron placas con las 3™ y 4 diluciones, por triplicado en los
dos medios de cultivo y las mismas se incubaron 14 dias a 25 °C. Las cajas fueron
controladas periddicamente a los 7, 10 y 14 dias y el ndmero final de UFC por
placa fue el registrado a los 14 dias de cultivo. Se registraron el numero de UFC,
discriminando el nimero de UFC de hongos filamentosos del nimero de UFC de
levaduras. Para cada muestra se sembraron, en total, 12 placas (Figura 3). Los

valores de UFC/g suelo se calcularon de acuerdo a la siguiente formula:

UFC/g suelo = P x Fs x Fd
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Donde P: nimero promedio de UFC (entre las tres réplicas sembradas), Fs: Factor

de siembra, y Fd: factor de dilucion.

Muestra Suelo

—

Diluciones

\,Immf\,

Siembra en medios sélidos 3°vy 4° dil

== E=d
===
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e==d=s

uciones

AM

APGBRC

AM

APGBRC

Figura 3: Procesamiento de las muestras. Diluciones seriadas y siembra en medios de cultivo
sélidos AM (Agar-Malta) y APGBRC (Agar, Peptona, Glucosa, Rosa de bengala, Cloranfenicol).

Para calcular la biomasa se siguio a Stevenson (1986):

Biomasa fungica = N° UFC X volumen X densidad

Donde, el volumen y la densidad fangica son parametros tomados de la

bibliografia. Volumen de hifas por gramo de suelo estd dado por un ancho
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promedio de 2,5 pm y una longitud promedio de 10 m por gramos de suelo

(Alexander, 1978). La densidad de referencia utilizada fue 1,2 g / cm® (Paul, 2006).

Una vez sembradas las placas de Petri, todas las diluciones de suelo fueron
fijadas con Formol 40 % (formalina). Previamente se homogenizaron en vortex
durante 2 minutos, luego una alicuota de 5 ml se transfirié a tubos de hemdlisis a
los que se les agreg6 0,1 ml de formalina. Las muestras fijadas se conservaron a 2

°C en oscuridad, para ser utilizadas posteriormente.

SoOlo se intentd el aislamiento de los hongos filamentosos. Todas las
colonias filamentosas que crecieron tanto en APGBRC como en AM, fueron
transferidas a tubos de ensayo con AM. Los tubos fueron llevados a camara de
cultivo 14 dias a 25 °C, o hasta observarse crecimiento y/o esporulacion
abundante, luego se almacenaron a 4 °C. Los tubos se organizaron en grupos
segun sus caracteristicas morfoldégicas macroscépicas (color, aspecto). Para la
determinacién especifica, los aislamientos fueron nuevamente repicadas a placas
de Petri con los medios de cultivo recomendados para su identificacion (ver
soluciones y medios de cultivo). Se registraron los caracteres macro morfologicos
(diametro a los 5 dias, forma, margenes, elevacion, superficie, densidad,
presencia de pigmentos, color), siguiendo a Domsch et al. (1993) y Watanabe
(2002). Se determinaron especificamente todas las colonias aisladas que
esporularon en los medios y condiciones de laboratorio empleadas. Una vez
determinadas, las colonias se transfirieron a tubos con medios adecuados para su

conservacion en el cepario del LEBBAH (CERZOS-CCT Bahia Blanca).
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Soluciones y Medios de Cultivo

- Solucién salina estéril. Esterilizar 20 minutos a 121 °C, conservar a 2 °C.

MgSO4(H20)7 0,4 g

FeSO4(H,0);  0,02g
KoHPO, 0,29
SO4(NH,), 0,29
CaSO. 0,08
H2Odest 1000 ml

- Agar Malta (AM), pH 5,5-6, Esterilizar 20 minutos a 121 °C, conservar a 2 °C.

Agar-Agar 209
Extracto malta 10g
Hzodest 1000 ml

- Agar Papa Glucosado (APG), pH 6,9-7, Esterilizar 15 minutos a 121 °C,

conservar a 2 °C.

Agar Papa Glucosado (Britania®) 39 g
H2Odest 1000 ml

- Agar Rosa de Bengala — Cloranfenicol (APGBRC), pH 7-7,2, Esterilizar 20

minutos a 121 °C, conservar a 2 °C.

Agar — Agar 209
Peptona 10g
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Glucosa 409
Rosa Bengala 66 mg
Cloranfenicol 0,19
H2Odest 1000 ml

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de la varianza en bloques
al azar. Se incorporaron al analisis las variables ambientales, se calcularon las
precipitaciones acumuladas durante los 7 dias previos a cada muestreo. También
se calculo el promedio de las temperaturas de los 7 dias previos al los muestreos.
Para los calculos y gréaficos se utilizaron los paquetes stats (R-Core-Team,
2012), gridExtra (Auguie, 2012) y ggplot2 (Wickham, 2009) del software R (R-

Core-Team, 2012) e InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

34



Maria Belén Vazquez 2014

Resultados

Los valores totales y promedios de UFC filamentosas por gramo de suelo
(Figura 4) se estimaron a partir de los recuentos en placa realizados en medio
APGRBC. Los valores de UFC de levaduras por gramo de suelo se estimaron en

medio AM (Figura 5).

El valor méaximo de UFC filamentosas/g para la temporada 2010 (2,85 x 10°
UFC/g) se registré en el tratamiento que habia recibido una dosis de glifosato
simple (B). El nimero maximo de UFC de levaduras registrado durante ese
periodo fue 4,24 x 10° UFC/g, en el suelo control (A). Durante el ensayo de la
temporada 2011, el nimero maximo de UFC filamentosas fue 1,34 x 10° UFCI/g
suelo y se registro en el tratamiento con combinacion de glifosato y 2,4-D en dosis
simples (D), EI numero maximo de UFC de levaduras por gramo de suelo
recuperadas en la temporada 2011 fue de 1 x 10° UFC/g, y provenia al igual que
en la temporada 2010, del suelo control (A). El valor promedio de los recuentos de
UFC filamentosas para la temporada 2010 fue 9,2 x 10* UFC/g y para la

temporada 2011 fue 3,74 x 10° UFC/g.
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Figura 4: UFC filamentosas / g suelo promedio contadas en medio PGBRC para cada tratamiento. Para cada afio el dia 0 corresponde a la aplicacion
de los herbicidas. A: control; B: Glifosato 1x; C: Glifosato 2x; D: Glifosato 1x +2,4-D 1x; E: Glifosato 2x+ 2,4-D 1x. Las barras indican el error estandar.
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Para realizar los andlisis estadisticos se tuvieron en cuenta los recuentos en
medio PGBRC. A partir del ANOVA se observé una variaciéon anual en el nimero
de UFC/g suelo (F1,147=3,905, p<0,0001), siendo mayor el valor registrado en la
temporada 2011 respecto a la 2010. El efecto de los diferentes tratamientos con
herbicidas no provocd una respuesta diferencial en el nimero de UFC/g de suelo
registradas (F,147=0,68, p=0,6). A su vez, dentro de la temporada 2010 se
observé una respuesta diferencial en el namero de UFC/g suelo en funcién de los
dias posteriores a la aplicacion de los herbicidas siendo los valores estimados
para el dia 5, en promedio, menores que para el resto de los dias (F,66=8,68,
p<0,01). En la temporada 2011 no se observd esta respuesta diferencial del
namero de UFC/g suelo en funcion de los dias posteriores a la aplicacion
(F67=3,05, p=0,08), y no se detectaron diferencias entre los valores medios de

las UFC/g suelo para los distintos tratamientos (F,67y=0,34, p>0,8) (Figura 6).

La biomasa fungica, estimada a partir de los recuentos de UFC, varié entre
0,235 y 31 g/kg de suelo (Figura 7). Tanto el maximo como el minimo valor se
registraron en muestras provenientes del tratamiento en el cual se aplicé una

combinacion de glifosato y 2,4-D en dosis simples (D).
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En cuanto a las condiciones climaticas registradas durante los dos periodos
de muestreo, se puede decir que en la temporada 2010 la temperatura promedio
(9,3 °C) y las precipitaciones totales del periodo (29,4 mm, concentradas en 3
lluvias mayores a los 6 mm) fueron menores que para la temporada 2011, en la
cual la temperatura promedio fue de 11,1 °C y las precipitaciones totales fueron de
34,4 mm, y estuvieron concentradas principalmente en una sola lluvia de mas de
30 mm a mitad del periodo de muestreo. En la Figura 8 se muestran los datos
climaticos correspondientes a los periodos muestreados. En la Tabla 1 se
muestran los valores de temperatura promedio y las precipitaciones acumuladas
para la semana anterior a cada fecha de muestreo para las temporadas 2010 y

2011.

30 -
— T° maxima
—— T° minima
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20 1 125

Temperatura (°C)
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Figura 8: Datos climaticos de los periodos de ensayo 2010 y 2011. Se muestran las
precipitaciones (barras rojas) y las temperaturas maximas y minimas para cada dia. El dia O para
cada afio, corresponde a la aplicacién de herbicidas, se indican a su vez los dias de muestreo.
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Cuando los datos se analizaron estadisticamente se encontré que los
valores de temperatura registrados durante los 7 dias previos a cada fecha de
muestreo fueron mayores para la temporada 2011 (Fu 6= 12,8, p<0,05). Para el
caso de las precipitaciones acumuladas durante una semana previa a cada
muestreo, no se hallaron diferencias significativas entre afios (F,6=0,02, p>0,8).
Sin embargo, se puede observar en la Figura 8 la ocurrencia de un valor de
precipitacion extremo en la temporada 2011, dias antes de la 3" fecha de

muestreo.

Afo Dia  Temperatura (°C) Precipitacion
acumulada (mm)
2010 2 6,3 0,3
5 7.9 8,2
13 8,8 14
26 9,7 7
2011 2 11,8 0
7 12,6 0
21 12,1 31,9
45 9,8 2

Tabla 1: Datos meteorologicos. Se muestra la temperatura promedio y las precipitaciones
acumuladas para los 7 dias previos a cada fecha de muestreo.

Con respecto a los aislamientos e identificaciones de los hongos
filamentosos recuperados, se pueden observar placas de Petri luego de 14 dias de
cultivo (Figura 9). Se puede ver que algunos hongos que forman colonias bien
definidas son facilmente distinguibles como una UFC. A su vez, en las fotos de la
imagen se puede observar que para aquellos que presentan un crecimiento
micelial abundante (como los Mucorales) fue mas dificil diferenciar e individualizar

las UFC cuando las placas han sido cultivadas 14 dias.
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Del total de UFC observadas, se recuperaron en cultivo puro 104
aislamientos. Cerca de un 20 % (24 cepas) no produjeron estructuras
reproductivas que permitieran su identificacion y se nombraron como “micelio
estéril” en forma consecutiva. En la Tabla 2 se muestra el listado total de especies
aisladas, detallando la cantidad de aislamientos obtenidos a partir de cada

tratamiento (A, B, C, Dy E).
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Figura 9: Recuento de UFC en medio PGBRC luego de 14 dias de cultivo.
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Género Especie Control Glif 1x Glif 2x Glif 1x+2,4D | Glif 2x+2,4D
Alternaria A. alternata 2 1 1
Alternaria A. augustiovoidea 2 1 1
Aspergillus A. niger 1 1 1
Cladosporium C. cladosporioides 1
Cladosporium C. sphaerospermum 1 1 1
Curvularia C. spicifera 1
Diplodia D.sp 1
Epicoccum E. purpurascens 1 1 1

P Fusarium F.sp 1 1 1
-2 Trichoderma T. hamatum 1 1
g Trichoderma T. harzianum 1 1 1
2 Trichoderma T. koningii 1
2 Trichoderma T. pseudokoningii 1 1
Penicillium P. brevicompactum 1
Penicillium P. citrinum 1 1 1 1
Penicillium P. italicum 1
Penicillium P. restrictum 1
Penicillium P.oxalicum 1 1
Penicillium P. sp. 1
Scopulariopsis S. candida 2 1 1
Scopulariopsis S. sp. 1 3 1
$ Mucor M. hiemalis 6
‘_,6" Mucor M. racemosus 4
S Rhizopus R. stolonifer 3 5 5 3
= Rhizopus R. oryzae 4
Micelio estéril #1 1
Micelio estéril #2 1
Micelio estéril #3 1
Micelio estéril #4 1
Micelio estéril #5 1
Micelio estéril #6 1
Micelio estéril #7 1
Micelio estéril #8 1
Micelio estéril #9 1
Micelio estéril #10 1
T Micelio estéril #11 1
8 Micelio estéril #12 1
% Micelio estéril #13 1
-§ Micelio estéril #14 1
Micelio estéril #15 1
Micelio estéril #16 1
Micelio estéril #17 1
Micelio estéril #18 1
Micelio estéril #19 1
Micelio estéril #20 1
Micelio estéril #21 1
Micelio estéril #22 1
Micelio estéril #23 1
Micelio estéril #24 1
N° aisalmientos 33 28 16 11 16
N° especies 15 10 8 9 10

Tabla 2: Listado de especies fungicas recuperadas. A: control; B: glifosato 1x; C: glifosato 2x; D:
glifosato 1x+2,4-D 1x; E: glifosato 2x+2,4-D 1x.
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De los aislamientos restantes, se identificaron 25 especies distribuidas en
12 géneros de hongos filamentosos. Los hongos mitospdricos fueron los mas
abundantes (62,5 %), siendo los géneros mas frecuentes Alternaria, Penicillium,
Scopulariopsis y Trichoderma. Los géneros de Mucorales representaron un 37,5 %
del total de aislamientos identificados, siendo Rhizopus sp. y Mucor spp. las
especies aisladas con mayor frecuencia (Figura 10). Del suelo control se recuperé
el mayor numero de especies (15) y el menor (8) se registré en el suelo con dosis

doble de glifosato.

Grupo
Micelio estéril

Mitosporicos

Mucorales

Figura 10: Abundancia de los grupos de hongos aislados en cultivo puro a partir de las muestras
de suelo. Micelio estéril 24 cepas, hongos mitospéricos 50 cepas, mucorales 30 cepas.
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En los suelos tratados se observé una disminucion en el numero de
especies recuperadas respecto al suelo control, igualmente ninguna de las
especies fungicas fue recuperada a partir de todos los tratamientos (A, B, C, Dy
E). En la Figura 11 se ilustra el nUmero de aislamientos obtenidos de acuerdo al

tratamiento al que fuera sometido el suelo.

16 1 B \UCORALES

B MITOSPORICOS
14 - B MICELIO ESTERIL
12 -

10 1

N° aislamientos
[0 0]
1

6 -
4 -
2 ]
0 -
A B (& E
Tratamiento

Figura 11: Numero de aislamientos obtenidos en cultivo puro a partir de suelos sometidos a los
distintos tratamientos de herbicidas diferenciados entre hongos mitospdricos, mucorales y micelio
estéril. A: control, B: glifosato 1x, C: glifosato 2x, D: glifosato 1x + 2,4-D 1x, E: glifosato 2x + 2,4-D
1x.
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El nUmero de aislamientos obtenidos a partir del suelo tratado con dosis
doble de glifosato solo 6 en combinacion con 2,4-D (tratamientos C, D y E) vario
entre 16 y 11, y para el suelo tratado con dosis simple de glifosato (B) y el control
(A), se obtuvieron 33 y 28 aislamientos, respectivamente. A partir del suelo que
recibié un tratamiento combinado de glifosato 1x + 2,4-D (tratamiento D), solo se
recuperaron aislamientos de ascomicetes, en su mayoria representantes de los
géneros Trichoderma y Penicillium, junto con 2 aislamientos de micelio estéril. A
partir de los suelos tratados con una combinacion de glifosato 2x + 2,4-D (E), los
aislamientos obtenidos pertenecieron a los géneros Alternaria, Cladosporium,

Curvularia, Epicoccum, Fusarium y Rhizopus.
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Discusién

Aplicando un meétodo cultivo dependiente, se estudié la composicion
taxonomica y se estimo la biomasa flngica en un suelo de una region agricola del
SO bonaerense. Ese suelo, Haplustol tipico, con bajo contenido de materia

organica, no tenia historia de aplicacion de herbicidas.

La mayoria de las especies de hongos pueden, potencialmente, cumplir
parte de su ciclo de vida en el suelo y por lo tanto ser aisladas del mismo (Gams,
2007). La diversidad fungica real del suelo es mucho mayor a cualquier valor
estimado, debido a que no todos los hongos son cultivables (Hill et al., 2000;
Jeewon y Hyde, 2007). Se calcula que solo un 0.1 % de los microorganismos
tipicamente encontrados en el suelo son aislados usando métodos -cultivo
dependientes (Hill et al., 2000). Usando la técnica de diluciones de suelo y
posterior siembra en placa se obtuvieron 104 aislamientos de hongos
filamentosos. Todas las especies fungicas aisladas son habitantes comunes del
suelo (Domsch, 1980; Watanabe, 2002) y habian sido previamente citadas para la
la provincia de Buenos Aires, en la region interserrana o en suelos agricolas
(Cabello, 1985 y 1986; Aon et al., 2001; Moreno et al., 2013). Las especies con
mayor ocurrencia durante los aislamientos fueron Mucor hiemalis y Rhizopus
stolonifer, dos hongos cosmopolitas pertenecientes al grupo de los Mucorales, ya
citados para suelos bonaerenses (Cabello, 1985 y 1986; Moreno et al., 2013). Las
especies de ascomicetes mitospéricos encontradas representando a géneros tales
como Alternaria, Penicillium, Scopulariopsis y Trichoderma son habitantes

comunes del suelo y también habian sido citadas para la provincia de Buenos
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Aires (Cabello, 1985 y 1986; Aon et al., 2001; Gaspar et al., 2001; Moreno et al.,

2013).

La cantidad e identidad de especies recuperadas, asi como también el
namero de aislamientos obtenidos en el presente trabajo coincide en gran parte,
con los registrados por Aon et al. (2001), Cabello et al. (2003) y por Gaspar et al.
(2001). Los valores de biomasa estimados fueron mayores a los mencionados alli.
Cabe destacar que si bien los suelos de ambos trabajos recibieron tratamiento con
glifosato solo o en combinacién con 2,4-D, las caracteristicas edafolégicas de
ambos suelos son diferentes, Aon et al. (2001) y Gaspar et al. (2001) estudiaron
suelos de tipo Arguidol con un contenido de materia organica y humedad distintas

a los del suelo estudiado en el presente trabajo.

De acuerdo al ANOVA, la aplicacion de los diferentes tratamientos no tuvo
un efecto significativo sobre la biomasa fungica. Sin embargo, tanto el nimero de
especies recuperadas como el de aislamientos fueron mayores a partir del suelo
control, dejando entrever que la aplicacidon de los herbicidas podria tener un
efecto, que no pudo ser estadisticamente validado con la metodologia aqui

aplicada.

Conforme con los resultados expuestos por Bode et al. (1986), los mayores
recuentos de UFC de levaduras fueron registrados en suelos sin aplicacion de
glifosato. Bode et al. (1986) evaluaron los efectos de este herbicida sobre diversas
especies de levaduras y encontraron que, independientemente de la via

metabolica inhibida por el herbicida, el glifosato tiene un efecto negativo sobre el
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crecimiento de las mismas. Los resultados aqui obtenidos refuerzan la hipotesis
del efecto inhibidor del glifosato sobre las levaduras del suelo, también

mencionado anteriormente por Carlisle y Trevors (1988).

Las variaciones en las condiciones climéticas afectan en gran medida la
actividad microbiana en el suelo. Los microorganismos del suelo responden a
cambios en las condiciones climaticas, adecuandose a la nueva situacion o a
través de sus estructuras de resistencia (Baath y Soderstrom, 1982; Talley et al.,
2002). La biomasa fungica presenta una clara relacion con los cambios en las
condiciones climaticas (Bardgett et al., 1999; Frey et al., 1999; Bateman y Murray,
2001; Talley et al.,, 2002; Schneider et al., 2010; Barbaruah et al.,, 2012). El
aumento de biomasa promedio estimado para la temporada 2011 podria atribuirse
a los cambios registrados en las condiciones climaticas de periodo. Si bien los
valores de las precipitaciones no fueron estadisticamente diferentes para ambas
temporadas de trabajo, durante la temporada 2011 se registr6 un pico en las
precipitaciones. Baath y Soderstrom (1982) encontraron que los cambios en la
biomasa fangica del suelo estan directamente relacionados con la humedad del
suelo en los dias previos al muestreo. Frey et al. (1999) demostraron la existencia
de una relacion positiva entre la biomasa fungica y la humedad del suelo. Las
temperaturas promedio registradas durante la semana previa a los muestreos
mostraron ser estadisticamente superiores para la temporada 2011. Bardgett et al.
(1999) hacen referencia a la estacionalidad de biomasa microbiana en el suelo y
mencionan que la misma presenta un maximo en coincidencia con el aumento de
temperatura. En este contexto (mayores temperaturas promedio y un pico de
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precipitaciones) se explicaria el aumento de biomasa registrado en la temporada

2011.

Algunas propiedades microbiolégicas del suelo, como la biomasa
microbiana, son utilizadas como indicadores de la calidad y salud del suelo
(Schloter et al., 2003). Los microorganismos del suelo son ideales para evaluar los
efectos de los agroquimicos ya que ellos se ven afectados directa e
indirectamente por los mismos. En el caso del glifosato, los efectos directos son
causados por la inhibicion de la sintesis de aminoacidos (Franz et al., 1997; Busse
et al., 2001). Los efectos indirectos estan relacionados con cambios en la
estructura de la comunidad microbiana del suelo (Busse et al., 2001). Al hacer una
revision bibliografica, se encuentran opiniones conflictivas en cuanto al impacto
gue tiene la aplicacion de glifosato sobre los hongos del suelo (Tanney y

Hutchison, 2010).

Las especies fungicas que mostraron algun grado de tolerancia,
apareciendo en los suelos tratados con la dosis recomendada de glifosato, no
necesariamente tuvieron la misma tolerancia a las dosis dobles del herbicida o a la
combinacion del mismo con 2,4-D. Del total de especies aqui recuperadas,
Rhizopus oryzae, Curvularia spicifera y Cladosporium cladosporioides, fueron
recuperadas exclusivamente del suelo que recibié una combinacion de dosis doble
de glifosato mas 2,4-D. Este resultado no implica que las mismas no estaban
presentes en los suelos sometidos a los otros tratamientos, pero si podria indicar
que las mismas presentan una mayor tolerancia. A partir de los resultados del

presente trabajo podemos decir que se recuperaron menos especies en cultivo
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puro desde los suelos tratados con dosis crecientes de glifosato o en combinacion

con 2,4-D.

Gran parte de los estudios realizados hasta la fecha en relacion al impacto
del herbicida glifosato sobre los microorganismos del suelo se basan en ensayos
realizados en laboratorio (Busse et al., 2000; Busse et al.,, 2001; Gaspar et al.,
2001). ElI comportamiento de las especies fungicas en cultivo no es el mismo que
presentan en su ambiente natural. En cultivo in vitro las mayoria de las especies
fungicas no toleraban la concentracion de glifosato recomendada para la
aplicacion a campo (Busse et al., 2000; Tanney y Hutchison, 2010). Los resultados
aqui encontrados implican que se debe ser cauto con las inferencias realizadas en
relacion a la tolerancia de los hongos a los herbicidas basandose solo en ensayos
de laboratorio ya que las comunidades fangicas en el suelo se comportan de

manera distinta y estan influenciadas por diversos factores al mismo tiempo.

Numerosos trabajos citan la tolerancia y la capacidad degradadora de
diversos hongos frente a compuestos quimicos y herbicidas (Donnelly et al., 1993;
Heinfling et al., 1997; Krzysko-tupicka y Orlik, 1997; Boschin et al., 2003; Ghosh y
Philip, 2004; Yu et al., 2005; Singh y Walker, 2006; He et al., 2007; Krzysko-
tupicka y Sudol, 2008; Chen et al., 2009; Pinedo-Rivilla et al., 2009; Lu et al.,
2011; Vazquez et al., 2013). Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Mucor, Penicillium,
Rhizopus y Trichoderma son géneros citados como tolerantes y en algunos casos
degradadores de herbicidas de uso frecuente como el glifosato y el 2,4-D
(Krzysko-tupicka y Orlik, 1997; Boschin et al., 2003; Castro Jr. et al., 2007).

Algunos especies de estos géneros (i.e. Alternaria alternata, Mucor hiemalis,
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Penicillium restrictum, Penicillium sp., Rhizopus oryzae, Trichoderma koningii y T.
pseudokoningii) fueron recuperados exclusivamente de las parcelas tratadas con
herbicidas, indicando algun grado de tolerancia de las mismas a los herbicidas

aplicados.

Si bien los herbicidas no estan disefiados con el propdsito de tener ningun
efecto sobre los microorganismos, en estudios previos diversos autores han
demostrado que el glifosato (Wardle y Parkinson, 1990; Haney et al., 2002; Araujo
et al., 2003) y el 2,4-D (Wardle y Parkinson, 1990) ejercen algun tipo de cambio, al
menos temporal, en las comunidades microbianas del suelo. Bortoli et al. (2012)
mencionan que la aplicacion de glifosato tiene efectos poco consistentes sobre la
diversidad fungica del suelo. A su vez, existen numerosos trabajos que sefalan el
efecto estimulante inicial, al menos temporal, que el glifosato tiene sobre la
actividad microbiana en el suelo (Roslycky, 1982; Grossbard y Atkinson, 1985;
Stratton y Stewart, 1992; Busse et al., 2001; Haney et al., 2002; Araujo et al.,
2003; Ratcliff et al., 2006; Zabaloy et al., 2008; Bortoli et al., 2012). Araujo et al.
(2003) mencionan que la aplicacion de glifosato estimula rapidamente la actividad
fungica, y como resultado se obtienen mayores conteos utilizando la metodologia
de recuento en placa, debido a que muchos microorganismos son capaces de
utilizar al herbicida como fuente carbonada (Wardle y Parkinson, 1990; Busse et
al., 2001; Araujo et al., 2003; Ratcliff et al., 2006). Los efectos transitorios y
estimulantes en la biomasa microbiana producidos por el glifosato, han sido
observados en suelos de distintos sitios (Aon et al., 2001; Araujo et al., 2003;

Ratcliff et al., 2006; Zabaloy et al., 2008; Bértoli et al., 2012). En concordancia con
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los autores mencionados, se puede decir que en el suelo agricola estudiado el
efecto del glifosato sobre la biomasa fangica resulté ser transitorio, mostrando un
efecto estimulante inicial, entre el dia de exposicion y los 20 dias subsiguientes
(Figura 6), llegando a valores maximos de biomasa fungica entre los dias 13 y 26
posteriores a la aplicacion del herbicida, para los tratamientos con dosis simples

de glifosato (solo o en combinacion, B y D, respectivamente).
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CAPITULO 2

Estimacién directa de la biomasa fungica de un suelo utilizando un método

cultivo-independiente: Tincion directa con Blanco de Calcofluor.

Introduccion

La aplicacion de sustancias quimicas puede tener efectos beneficiosos o
negativos sobre la biota del suelo. En particular, para algunos agroquimicos se ha
sefialado un efecto negativo sobre la actividad microbiana (Wardle y Parkinson,
1990; Ismall et al., 1996; Bardgett et al., 1999; Frey et al., 1999; Schloter et al.

2003; Garcia-Orenes et al., 2010; Chen et al., 2013).

Por ello, el estudio de pardmetros como la biomasa, diversidad y actividad
microbianas es relevante para estimar el impacto de la actividad agricola y
comprender los efectos que la aplicacion de distintas sustancias pueden tener
sobre la biota (Hill et al., 2000; Arshad y Martin, 2002). Su conocimiento es muy
valorado en estudios de impacto y contaminacién ambiental (Pankhurst et al.,
1997; Nielsen, y Winding, 2002; Markert et al., 2003; Buscot y Varma, 2005; Paul,
2006; Jeewon y Hyde, 2007). Las primeras técnicas desarrolladas para estimarlos
fueron las metodologias cultivo dependientes junto con las identificaciones
morfolégicas (Jeewon y Hyde, 2007). En los ultimos afios, los métodos cultivo
independientes han ganado popularidad. Estos métodos pueden diferenciarse en
directos e indirectos (Liu et al.,, 2006). Entre los primeros, las observaciones
utilizando microscopia son especialmente apropiadas pues permiten obtener

informacion rapidamente; se usan frecuentemente en estudios microbiolégicos de
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suelo (Tsuji, 1995), y también son comunes para estudiar microorganismos en
ambientes acuaticos 0 en el aire (Kogure et al., 1979; Hysek et al., 1991; Bloem,
1995; Bloem et al., 2004, Li et al., 2012; Haas et al., 2013). Los métodos indirectos
se basan en el estudio de propiedades bioquimicas como la actividad enzimatica,
los perfiles de acidos grasos o los patrones de uso de distintas fuentes de carbono

("CLPP”) (Soderberg et al., 2004; Liu et al., 2006; Cycon et al., 2013).

A partir de 1970 la microscopia de fluorescencia acoplada con tinciones
especificas se ha vuelto una de las técnicas mas empleadas para las
determinaciones directas de microorganismos (Hobbie et al., 1977; Palmgren et
al., 1986; Ploem y Tanke, 1987; Taylor y Salmon, 1989; Klein y Paschke, 2000;

Wijnand et al. 2001; Hieber y Gessner, 2002; Bloem et al., 2004).

Estas técnicas se han usado con éxito para realizar estimaciones de
biomasa fungica, obteniéndose con ellas mejores resultados que con otras (West,
1988; Stahl et al., 1995; Tsuji et al., 1995; Klein y Pascheke, 2000; Nielsen y
Winding 2002; Bloem et al., 2004; Aleixo et al., 2014). La eleccion del colorante
depende del tipo de muestra y el objetivo del estudio (Bloem et al., 2004). Los
colorantes fluorescentes pueden ser utilizados solos, o en mezclas. El uso de
mezclas permite diferenciar entre células activas e inactivas. Uno de los colorantes
mas usados para estimar biomasa fungica en muestras de suelos es el blanco de
Calcofltor. EI Calcofltor (Fluorescent Brigthener, FB) tifie sélo las paredes
celulares, que lucen de color azul brillante al ser observadas con epifluorescencia.
Bloem et al. (2004) proponen su uso en combinacion con quelato de europio, que

tine de color rojo ADN y ARN. En las muestras de suelo tefiidas con esta
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combinacion FB + quelato de Europio, se pueden diferenciar las células activas,

de las muertas o inactivas (Bloem et al., 2004).

El célculo de la biomasa fungica en el suelo es complejo, debido a que alli
la red de hifas muestra un patrén de distribucién heterogéneo (Klein y Paschke,
2004). El tamafio y la cantidad de las hifas fungicas presentes en ese ambiente
estan estrechamente relacionados con las condiciones ambientales, la abundancia
de recursos y la presencia de sustancias téxicas, entre otros factores (Klein y
Paschke, 2004). Otra dificultad para la estimacion directa es que, junto con las
hifas, puede haber tincién inespecifica de particulas como arcillas, arena o
pequefos clastos, la cual genera en los preparados un fondo tefiido que dificulta

las observaciones (Bloem et al., 2004).

En un principio, las suspensiones de suelo tefiidas con colorantes
fluorescentes se filtraban a través de filtros de membrana, los cuales se montaban
para su observacion al microscopio (Paul y Johnson, 1977; Sakamoto y Oba,
1994; Scheu y Parkinson, 1994). Esta técnica se emplea actualmente para el
estudio de hongos micorricicos y muestras de agua (Roszak y Colwell, 1987;
Maclsaac y Stockner, 1993; Weinbauer et al., 1998; Boulos et al., 1999; Balaz y
Vosatka, 2001; Liu, 2008), pero para estudiar hongos en sedimentos se
desarrollaron técnicas superadoras, como la de “frotis de suelo” propuesta por
Paul et al. (1999). Esta metodologia fue adoptada en numerosos laboratorios para
la observacién y conteo de hifas fungicas a partir de muestras de suelo (Bolter et
al.,, 2002, Li et al., 2004) por ser facilmente aplicable y de bajo costo en

comparacion con las que emplean filtros de membrana. Los resultados obtenidos
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por Bloem et al. (2004) al comparar ambas técnicas sugieren que la longitud de
hifas medida utilizando frotis de suelo puede ser hasta 2 veces mayor que la
estimada con filtros de membrana. A su vez, a partir de la longitud de hifas es

posible calcular el contenido de carbono fungico del suelo (Bloem et al., 2004).

En el presente capitulo se utilizarA microscopia de epifluorescencia
acoplada a tincion especifica con FB para estimar la biomasa fangica en muestras
de un suelo tratado con distintas dosis y combinaciones de glifosato y 2,4-D. La
metodologia propuesta es una medida confiable, estandarizada y comparable para
la estimacion de la biomasa fungica total del suelo y proporciona estimaciones

comparables a las realizadas utilizando técnicas indirectas (Aleixo et al., 2014).

Dado que no hay registros de la estimacion de la biomasa fungica en suelos
agricolas del SO de la provincia de Buenos Aires, se espera que los resultados
obtenidos puedan ayudar a comprender el funcionamiento de las comunidades

fungicas de suelos agricolas tratados con glifosato y 2,4-D.
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Materiales y Métodos
Las estimaciones se realizaron sobre las suspensiones de suelo fijadas con
formol 40 %. La concentracion de suelo en las soluciones fue 50 mg/ml (ver

Capitulo 1).

Preparacion de los frotis de suelo

Los frotis de suelo se prepararon sobre portaobjetos de inmuno-
fluorescencia con un didmetro de campo de 11 mm (Lab Sud®). Los portaobjetos
se limpiaron con etanol 96 % para remover cualquier material hidrofébico que
pudiera existir en la superficie del vidrio. Las suspensiones de suelo se re-
suspendieron por agitacion manual durante 30 segundos, para homogeneizar la
distribucion de las particulas en la suspensién. Luego, de un reposo de 2 minutos,
se tomaron 20 pl de la susupension (~1 g de suelo) y se colocaron en el centro del

campo.

Luego de sembrados, los portaobjetos se colocaron en una bandeja plastica
sobre papel absorbente y se dejaron secar completamente al aire para fijar la
muestra al portaobjetos antes de la tincion. Las muestras se sembraron por

cuadruplicado.

Soluciones fluorescentes

Las soluciones de blanco de Calcofltor (FB) se prepararon disolviendo el

FB en NaOH. Una vez que los cristales del FB se disolvieron completamente en
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NaOH, las soluciones se llevaron a un volumen final de 100 ml con etanol al 50 %.
Luego se filtraron a través de un filtro de membrana de 0,2 um diametro de poro
Whatman®. Una vez filtradas se conservaron a 2 °C en oscuridad, para evitar el

revelado del colorante. Se emplearon 2 concentraciones de FB: 2,5 % y 5 % FB.

Solucién Calcofltor (FB), conservar a 2 °C en oscuridad.

Fluorescent Brigthener 28 FREE ACID 2,565 mg
Sigma-Aldrich Argentina® (FB)

NaOH solucion ~100 gotas
Etanol 96 % 50 ml
H20dest 46 ml

Tincién de los frotis de suelo

Una vez que los frotis se secaron completamente, se tifieron con las
soluciones de FB preparadas anteriormente. Antes de colocar el colorante, se
humedecio con agua el papel absorbente sobre el cual se apoyaban los frotis. A
partir de este momento los frotis de suelo se mantuvieron en oscuridad para evitar
la exposicion de la solucién de FB a la luz. Se colocaron 50 pl de solucion FB
sobre cada frotis durante 60 minutos. Para eliminar el exceso de colorante los
frotis se lavaron 3 veces en etanol 50 % durante 5 minutos y por altimo con agua

destilada durante 60 segundos.
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Inmediatamente después de tefiidos, los frotis se almacenaron a 4 °C en
oscuridad hasta su observaciéon. En ningan caso el almacenamiento fue mayor a

60 dias.

Observacioén de los frotis y recuento

Previo a la observacion se colocé una gota de aceite de inmersion de baja
fluorescencia (Cicarelli®) sobre el campo y sobre éste se colocé un cubre-objetos.
Las observaciones se realizaron con un microscopio Nikon Eclipse 80i, con
accesorio de epifluorescencia, camara fotografica incorporada y reticulo graduado
para el ocular (10x). Se utilizé un filtro de excitacion BP 340-380 nm; un divisor de
Haz 400 nm y un filtro barrera LP 430 nm, de acuerdo a lo recomendado por
Bloem et al. (2004). En cada frotis se ubicaron 5 campos al azar y se conto el
namero de intersecciones entre las hifas y las lineas de la grilla del reticulo
observables con el objetivo 20x. En la Figura 12 se muestra un esquema del

proceso de conteo.
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Figura 12: Método de interseccion para el conteo de las hifas. (®) Indican las intersecciones con la

grilla.

A partir del nimero de intersecciones, se realizaron los calculos para

estimar la biomasa fungica por gramo de suelo siguiendo el protocolo propuesto

por Bloem et al. (2004).

Célculos y estimaciones

- Célculo de la longitud de hifas en la grilla: H, [um / grilla]

A
H=IXmX—

I =  Numero de intersecciones por grilla
A= Areade lagrilla

L = Longitud total de las lineas de la grilla
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- Célculo de la longitud de las hifas por gramo de suelo: F, [m / g suelo]

F=rx10"x(5)x(5)

B S
H= Longitud total hifas en la grilla (um / grilla)
10°=  Factor conversiéon ymam
A= Area del frotis
B= Area de la grilla
S= Cantidad de suelo en el frotis

- Célculo del bio-volumen de hifas por gramo de suelo: V [um*/ g suelo].

V—EWZ(F—K)
4 3

F= Longitud de hifas por gramo de suelo

W= 2,5 um Ancho promedio de hifas fungicas (Bloem et al., 2004)

- Estimacion del contenido de carbono fangico por gramo de suelo.

Se estimé usando un contenido especifico de carbono de 1.3*10% Ctangico
um= (van Veen y Paul, 1979; Bakken y Olsen, 1983) multiplicado por el bio-
volumen de hifas (V). Las unidades del contenido de carbono estimado son [ug C

angico / g suelo].

Cft’mgicog_lsuelo =V X (113 X 10_1396fﬁngieo llm_3)
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V= Bio-volumen

1.3*10™° g C tangico WM™ = Contenido de carbono especifico

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de la varianza en bloques
al azar. Se incorporaron al analisis las variables ambientales registradas. Se
calcularon las precipitaciones acumuladas durante los 7 dias previos a cada
muestreo para incorporar esta variable al analisis. También se calculé el promedio
de las temperaturas de los 7 dias previos al los muestreos. Se realiz6 el test de
correlacion de Pearson entre las estimaciones de biomasa cultivo dependientes

(Capitulo 1) y las cultivo independientes estimadas en el presente capitulo.

Para los calculos y gréficos se utilizaron los paquetes stats (R-Core-Team,
2012), gridExtra (Auguie, 2012), ggplot2 (Wickham, 2009) del software R (R-Core-

Team, 2012) e InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).
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Resultados

Se observaron 320 frotis de suelo. La intensidad de la fluorescencia se
mantuvo hasta 60 dias luego de la tincién. Con la solucién 5 % FB se obtuvieron
preparados con elevada tincion de fondo y grandes cristales de colorante aun sin
disolver, que dificultaron la identificacion de las hifas fungicas (Figura 13 y Figura
14). Con la solucion al 2,5 % FB la tincién de fondo fue baja y se observaron pocos
cristales, pequefios, que en ningun caso interfirieron con la observacion de las
hifas fungicas. Las hifas presentaban un color azul brillante y, si bien diversas
particulas de suelo se tifieron junto con las hifas, al haber menor tincion de fondo

las estructuras fungicas eran facilmente distinguibles (Figura 15).
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Figura 13: Frotis de suelo tefiidos con solucion FB 5 %. a) hifa fungica tefiida con FB con poco
contraste con el fondo del frotis; b) cristales de FB junto a una hifa. Las flechas rojas marcan los
cristales de FB y las flechas amarillas las hifas fungicas.
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Figura 14: Frotis de suelo tefiidos con solucion FB 5 %: Tincién de fondo y cristales de FB. a)
Fragmentos de hifas y cristales; b) Hifa y cristales de FB. Las flechas rojas sefialan los cristales de
FBy las flechas amarillas las hifas fungicas.
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Figura 15: Frotis de suelo teflidos con solucién FB 2,5 %. a) Particulas de suelos; b) Hifa fungica
tefiida correctamente con FB; ¢) Pequefios fragmentos de hifas. Las flechas amarillas sefalas las
hifas fungicas.
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Los valores de biomasa fungica estimados variaron entre 0,19 y 26,89 ug C
fangico / 9 Suelo (Tabla 3). En el tratamiento control la biomasa estimada varié entre
2,24 y 26,89 Hg C fungico / g suelo. Para la temporada 2010 el valor maximo de
biomasa estimada fue 13,8 pg C fangico / 9 Suelo y se registro el quinto dia luego de
la aplicacion de los herbicidas, en el suelo que recibié dosis de glifosato simple
(tratamiento B). El valor minimo de biomasa estimado para la temporada 2010 fue
0,19 pg C fangico / 9 suelo, estimado en el suelo que recibié una combinacion de
glifosato 1x + 2,4-D 1x (tratamiento D). Para las muestras tomadas durante la
temporada 2011, el valor de biomasa maximo fue 26,89 pg C fungico / 9 suelo
estimado en el suelo control (A) y el minimo (0,75 Hg Crangico / 9 SUel0) se estimé

en la muestra del tratamiento glifosato 1x + 2,4-D 1x (tratamiento D) (Figura 16).

Segun los resultados del ANOVA, considerando el efecto de los bloques,
tratamientos y temporada de muestreo, los valores de biomasa flngica, mostraron
diferencias significativas entre ambas temporadas (F(1,146=16,2, p<0,0001), siendo
los valores estimados para la temporada 2010 menores que los registrados en la
temporada 2011. Asimismo, el ANOVA detectd diferencias significativas entre los
distintos tratamientos aplicados al suelo para ambas temporadas (F,146)=4,97), p<

0,001).
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Ano Dia TRAT Promedio Minimo Maximo

2010 2 A 5.55 2.8 8.39
2 B 5.04 2.24 7.83
2 C 5.83 3.92 8.02
2 D 4.8 3.36 6.15
2 E 3.03 2.42 3.54
5 A 435 2.24 7.09
5 B 8.53 5.78 13.8
5 C 6.43 5.04 7.83
5 D 7.27 5.78 9.14
5 E 4.62 2.24 6.71
13 A 7.93 7.09 9.14
13 B 6.2 4.1 8.77
13 C 6.39 4.66 7.65
13 D 6.15 4.1 7.46
13 E 331 2.98 3.54
26 A 7.93 5.6 9.33
26 B 6.9 4.29 12.68
26 C 6.71 2.98 12.12
26 D 205 0.19 3.73
26 E 275 1.68 4.29

20112 A 10.12 5.22 13.43
2 B 9 3.73 16.23
2 C 103 7.65 12.68
2 D 6.71 4.48 10.07
2 E 7.46 4.85 10.44
7 A 476 2.42 8.77
7 B 5.73 2.61 10.07
7 C 6.99 4.29 9.88
7 D 7.13 3.73 9.51
7 E 9.23 6.53 15.48
21 A 208 15.67 26.89
21 B 10.66 7.09 13.24
21 C 8.35 6.71 10.82
21 D 751 4.1 10.82
21 E 9.09 7.83 12.12
45 A 7.04 6.34 8.58
45 B 5.64 4.66 6.34
45 C 5.27 4.1 7.27
45 D 2.66 0.75 5.04
45 E 2.75 1.12 3.73

Tabla 3: Biomasa fungica (g C tungico / 9 suelo). Se muestras los valores promedio, maximos y
minimos estimados para cada tratamiento en todas las fechas de muestreo. A: control; B: Glifosato
1x; C: Glifosato 2x; D: Glifosato 1x +2,4-D 1x; E: Glifosato 2x+ 2,4-D 1x.
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Figura 16: Biomasa fungica estimada como ug C tngico / 9 suelo. Para cada afio el dia 0 corresponde a la aplicacion de los herbicidas. A:
control; B: glifosato 1x; C: glifosato 2x; D: glifosato 1x+2,4-D 1x; E: glifosato 2x+2,4-D 1x.
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Para las muestras de la temporada 2010, se hall6 una interaccién
significativa entre el tratamiento y la variable dias de muestreo, indicando que la
biomasa fungica cambi6 con respecto al tratamiento aplicado y que esta relacion
vario en funcion del tiempo transcurrido luego de la aplicacion de los herbicidas
(Fa65=2,93, p<0,05). Esta interaccion no se hall6 para las muestras de la
temporada 2011 (F467)=0,63, p=0,65), pero si se detectaron efectos significativos
para los tratamientos (Fue7=2,6, p<0,05) y para la variable dias por separado
(Fa,67=5,96, p<0,05). Por lo tanto, se realizaron comparaciones mdltiples entre
tratamientos dentro de cada fecha de muestreo aplicando el Test de Tukey al 5%.
En la Figura 17 se muestran los valores promedios de biomasa graficados con sus

errores estandar y los resultados del las comparaciones multiples.

La biomasa promedio estimada para el tratamiento control (A) mostré una
tendencia a ser mayor a la observada en los suelos tratados con herbicidas
(tratamientos B, C, D y E), a excepcidn de los dias 5y 331. Tanto el dia 5 como el
331, se corresponden con el segundo muestreo de las temporada 2010 y 2011,

respectivamente.

La longitud de hifas en el suelo varié entre 0,29 y 42,17 m/g de suelo, esos
valores fueron medidos en los tratamientos donde se aplic6 una combinacién de
glifosato y 2,4-D en dosis simples (D) y en el control (A), respectivamente (Figura

18).
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Figura 17: Biomasa fangica estimada como pg C ringico / 9 Suelo. Para cada afio el dia O corresponde a la aplicacion de los herbicidas. A: control;
B: glifosato 1x; C: glifosato 2x; D: glifosato 1x+2,4-D 1x; E: glifosato 2x+2,4-D 1x. Letras distintas representan diferencias estadisticamente
significativas para los valores medios del tratamiento (Tukey 5 %). Las barras indican el error estandar.
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Figura 18: Biomasa fungica estimada como m hifas / g suelo. Para cada afio el dia O corresponde a la aplicacion de los herbicidas. A: control;
B: glifosato 1x; C: glifosato 2x; D: glifosato 1x+2,4-D 1x; E: glifosato 2x+2,4-D 1x. Las barras indican el error estandar.
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Los coeficientes de correlaciéon de Pearson entre los valores de biomasa
estimados como UFC/g suelo y pug Cringico/d suelo, en los diferentes tratamientos
(A, B, C, D, y E) para ambas temporadas resultaron en todos los casos ser no

significativos (p>0,05), en la Tabla 4 se muestran los valores.

Aino TRAT Coef. Pearson p

2010 0.081 0.774
-0.234 0.400
0.168 0.533
-0.027 0.922
-0.482 0.059
2011 -0.445 0.084

0.234 0.382
-0.063 0.816
-0.310 0.242
0.177 0.511

moOw>» MO0 m>

Tabla 4: Resultados del test de correlacion de Pearson entre las variables UFC/g suelo y ug
Chingico/9 suelo para todos los tratamientos y ambos afios de muestreo.
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Discusién
Aplicando un método cultivo independiente directo, se estimé la biomasa
fungica total en un suelo de una region agricola del SO bonaerense tratado con

distintas dosis y combinaciones de glifosato y 2,4-D.

La técnica directa aqui empleada es muy reciente, por ello existen pocos
trabajos que permitan realizar comparaciones vis a vis. En la Tabla 5 se presenta
informacion de trabajos que empleando mayormente técnicas cultivo-
independientes indirectas, expresan los valores de biomasa en unidades

comparables.

Para el suelo control, los valores estimados de biomasa total estuvieron
dentro del rango de los observados en otros suelos agricolas, con similar o mayor
contenido de materia organica (Scheu y Parkinson, 1994; Frey et al., 1999; Klein y
Paschke, 2000; de Vries et al., 2006; van der Wal et al., 2006; de Vries et al.,

2007; Aleixo et al., 2014).
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Técnica Biomasa estimada Ambiente g MO/kg suelo Referencia
Tincid : . .
|nC|on, 38 m hifas/g suelo Bosque, Canada 37 Scheu y Parkinson, 1994
Calcofluor
. Agricola, Estad 12-23
Biomasa total 20 ngC tangico/g Suelo grlco a, Esiados Frey et al., 1999
Unidos
11,5 pgC fangico/g suelo Agricola, Holanda 27 van der Wal et al., 2006
25-38 pgC fungico/g suelo Agricola, Holanda 52 de Vries et al., 2006
25-37 pgC fungico/g Suelo Agricola, Brasil 13-22 Aleixo et al., 2014
2,2-26,9 pgC fangico/g suelo . . <20 , f
8-42 m hifas /g suelo Agricola, Argentina Vazquez, 2014 (Tésis, inéd.)
Contenido . , 11-29
ergosteral 67-223 pgC fungico/g Suelo Agricola, Canada Montgomery et al., 2000
Fraccion activa 282[;000 HOC fungicol9 Pastizal, Gran Bretafia a1 Zhao et al., 2005
Resp|.r'aC|on_ 566-1143 KGC tangico/d Agricola, Washington 24-46 Bailey et al., 2002
Fraccion activa suelo
Hidrélisis FDA 399-490 m hifas/g suelo Bosque, Suecia Elevado Baath y Soderstrom, 1982
Agricola abandonado, 44,3

Fraccion activa

23 m hifas/g suelo

Estados Unidos

Klein y Paschke, 2000

Tabla 5: Revision bibliografica de la biomasa flngica estimada aplicando diferentes metodologias. (FDA: fluoresceina di acetato; MO: Materia

orgénica; HG: hongos).
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Esto podria relacionarse con su historia de uso (sin tratamiento previo de
labores). Para suelos tratados es esperable que la biomasa flngica sea menor que
en suelos pristinos, esperandose para regiones semidridas valores de biomasa
entre 2 y 10 m/g suelo y entre 39-140 m/g suelo, en suelos agricolas y pristinos
respectivamente (Scheu y Parkinson, 1994; Frey et al., 1999; van der Wal et al.,

2006).

Los valores de biomasa en las parcelas tratadas con herbicidas fueron
menores que los estimados para suelos agricolas en otras regiones del mundo. En
la Argentina, la biomasa fangica fue estudiada en suelos tratados con glifosato pero
empleando otras metodologias (FDA, contenido de ergosterol) no comparables a
las de éste estudio (Aon y Colaneri, 2001; Aon et al., 2001; Gaspar et al., 2001,

Bortoli et al., 2012).

En ambos periodos, en el 3° muestreo (ca. 2 semanas después de la
aplicacion), la biomasa del tratamiento control fue significativamente mayor que la
estimada para algunos tratamientos (Temporada 2010 tratamiento A # E, y 2011

tratamientos A# B, C, Dy E).

A su vez, luego de una semana de aplicados los herbicidas, los valores de
biomasa estimados fueron en promedio mayores para las parcelas tratadas (B, C, D
y E) que los del control. Esta tendencia podria atribuirse al efecto estimulante y
transitorio del glifosato sobre la biomasa y la actividad de los microorganismos del
suelo en general (Chakravarty y Chatarpaul, 1990; Busse et al., 2001; Ratcliff et al.,

2006; Means et al., 2007; Zabaloy et al., 2008; Gomez et al., 2009; Kremer y
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Means, 2009; Zabaloy et al., 2012), y sobre los hongos en particular (Busse et al.,
2000; Aon et al., 2001; Araujo et al., 2003; Meriles et al., 2006; Ratcliff et al., 2006;

Bortoli et al., 2013). Aon et al. (2001) y Bértoli et al. (2012).

En medio de cultivo sintético, Meriles et al. (2006) y Busse et al. (2001)
demostraron que concentraciones de glifosato similares a las recomendadas para
usar a campo son letales para los hongos. Sin embargo, en el suelo, tanto a campo
como en medio de cultivo con éste, el glifosato no es tan téxico, pues se une
rapidamente a particulas como arcillas y materia organica, y ya no se encuentra

libre para penetrar en las células de los microorganismos (Busse et al., 2001).

La complejidad metabdlica de los hongos les permite utilizar diversas fuentes
de carbono para su crecimiento, y el glifosato, no es una excepcion. El contenido de
carbono es un factor limitante para el crecimiento de los microorganismos en el
suelo (Bridge y Spooner, 2001; Zabaloy et al., 2013). El incremento observado en la
biomasa fangica luego de la aplicacién de glifosato podria estar relacionado con la
utilizaciéon de éste como fuente de carbono, nitrdgeno o fésforo como ha sido
previamente observado en los trabajos de Krzysko-tupicka y Orlik (1997), Busse et
al. (2000), Lipok et al. (2003) y Romero et al. (2004). Araujo et al. (2003) luego de
incubar muestras de suelo tratadas con glifosato demostraron, por medio de
cromatografia, la presencia de productos de degradacion del glifosato, indicando la

existencia de degradacién fangica.

En el capitulo 1 se menciond la influencia de las condiciones climaticas sobre

la actividad fUngica (Baath y Soderstrom, 1982; Bardgett et al., 1999; Frey et al.,
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1999; Boddy et al., 2013). Los cambios en la biomasa fangica observados luego de
la aplicacion de los herbicidas pueden atribuirse a una combinacion de variables.
Por un lado la influencia de los tratamientos aplicados y por otra parte las
variaciones en las condiciones climaticas. En concordancia con los resultados
obtenidos en el capitulo 1, se observd un aumento en la biomasa flngica. Aplicando
una metodologia cultivo independiente el aumento se observé luego de una
semana de aplicados los herbicidas. La metodologia empleada en el presente
capitulo demostré mayor sensibilidad para detectar variaciones estadisticamente
significativas en la biomasa, si bien las tendencias promedio observadas fueron

similares aplicando ambos métodos.

Los coeficientes de correlacion entre los valores de biomasa fangica
estimados aplicando dos metodologias diferentes (cultivo-dependiente vs. Cultivo-
independiente) fueron no significativos. Si bien se partié de la mismas suspensiones
de suelo para realizar tanto las estimaciones cultivo-dependientes como las cultivo-
independientes las metodologias aplicadas presentan una sensibilidad diferencial
frente a las distintas fracciones fungicas (esporas, hifas). La técnica de diluciones
seriadas para la estimacion de UFC tiende a sobreestimar la fraccion procedente de
las esporas y otras estructuras de resistencia que quedan en la suspension de
suelo al realizar las diluciones (Alef y Nannipieri, 1995). Sin embargo, al aplicar la
técnica de tincion de frotis de suelo, los valores de biomasa flngica obtenidos estan
exclusivamente formados por la fraccion de hifas en el suelo (Bloem et al., 2004).
Ambas metodologias resultan complementarias para obtener una idea global del

estado del sistema.
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CAPITULO 3

Perfiles moleculares de las comunidades fungicas: Electroforesis en geles de

gradiente desnaturalizante “EGGD”

Introduccion

Una de las principales dificultades que presenta el estudio de los
microorganismos del suelo, es que a pesar de ser potencialmente viables y
metabolicamente activos, menos del 1 % son cultivables (Amann et al., 1995). Con
la finalidad de superar esta limitacion para representar la mayor proporcién posible
de la diversidad microbiana existente en una muestra ambiental se han desarrollado
una serie de metodologias, que prescinden de pasos previos de cultivo (Amann et
al., 1995; Head et al., 1998). Algunas de estas metodologias involucran la tincion
directa de los microorganismos presentes en la muestra (mencionadas en el
Capitulo 2). Otras metodologias se basan en técnicas moleculares, permitiendo

obtener los perfiles genéticos de las comunidades microbianas.

El estudio de la diversidad microbiana en ambientes naturales ha avanzado
enormemente a partir de la introduccion de técnicas provenientes de la biologia
molecular. La aplicacion de técnicas moleculares para el estudio de los
microorganismos en ambientes naturales data de mediados de 1980 (Head et al.,
1998) y desde entonces este enfoque metodoldgico ha influenciado de manera
significativa el entendimiento de la diversidad y ecologia microbiana. En particular,
el campo de la ecologia microbiana se ha beneficiado por un gran desarrollo de

diversas técnicas que en los ultimos 20 afios han permitido estudiar no sélo la
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identidad, sino también la actividad y la gendmica microbiana (Anderson et al.,

2003b; Jeewon y Hyde, 2007; Manter y Vivanco, 2007; Varma y Oelmidiller, 2007).

Dentro de los métodos utilizados en este campo se han desarrollado
diferentes tipos de técnicas que permiten obtener un “perfil genético” o “huella
genética” de la comunidad. Estas metodologias aprovechan diferentes propiedades
del material genético obtenido a partir de la muestra ambiental (i.e. longitud de
secuencia, presencia o0 ausencia de sitios de restriccibn, comportamiento de
desnaturalizacion) y permiten obtener una rapida visualizacion del ensamble
microbiano, permitiendo asi, analizar cambios espaciales y temporales dentro de la
comunidad y facilitar la comparacion entre diferentes comunidades. Entre los
métodos de huella genética mas utilizados podemos mencionar al Analisis de
Polimorfismos de Longitud en Fragmentos Terminales de Restriccion (T-RFLP:
Terminal-Restriction Fragments Length Polymorphism) (Avaniss-Aghajani et al.,
1994; Liu et al., 1997), PCR-Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante
(EGGD: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer et al., 1993 y 1998) y el
Andlisis Automatizado del Espacio Intergénico Ribosomal (ARISA: Automated
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) (Fisher y Triplett, 1999; Kirk et al., 2004;

Yannarell y Triplett, 2005; Nocker et al., 2007).

En los ultimos afios se han incorporado técnicas a gran escala como las
metagenOmicas, basadas en el andlisis de fragmentos gendémicos de
microorganismos, y dentro de ellas, el uso de metodologias alternativas de
secuenciacion, como la pirosecuenciacion, para el estudio mas detallado de la

diversidad de comunidades microbianas en ambientes naturales (Varma vy
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Oelmdller, 2007; Rascovan et al., 2013). La pirosecuenciacion ribosomal, esta
basada en la secuenciacién y el analisis de cientos de pequefios fragmentos de los
genes 16S del ARNr, brinda una informacién muy detallada de la diversidad de las
comunidades, ya que permite detectar y cuantificar tanto los miembros mas
abundantes de la comunidad como aquellos componentes minoritarios (Roesch et

al., 2007; Lim et al., 2010; Rousk et al., 2010).

La biologia molecular es una herramienta muy poderosa para el andlisis de
las comunidades de microorganismos de muestras ambientales vy
fundamentalmente, ha puesto en evidencia que la utilizacion de las técnicas
tradicionales de cultivo microbiolégico para el estudio de la diversidad microbiana
deja fuera del analisis una fraccion relevante de los microorganismos que habitan
en los ambientes naturales (Staley y Konopka, 1985; Whitman y Coleman, 1998).
En suelos agricolas, se estima que menos del 0,1 % de los microorganismos
presentes en el suelo pueden ser cultivados usando medios de cultivo cominmente
formulados (Hill et al., 2000) y con la aplicacion de técnicas cultivo independientes
se logra incluir en el analisis una mayor proporcién de los microorganismos

presentes en el suelo.

El uso de técnicas moleculares para el estudio de las comunidades de
microorganismos del suelo depende de la extraccion del ADN del mismo y la
posterior caracterizacion de las secuencias aisladas (Varma y Oelmdiller, 2007). Se
han desarrollado varios protocolos para la extraccion de ADN ambiental especificos
para el tipo de muestra y organismos del cual se desea estudiar el material genético

(Anderson et al., 2003a y b; Ranjard et al., 2003; Solaiman y Marschner, 2007).
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Existen en el mercado kits de extraccion, especialmente desarrollados para extraer
el ADN microbiano de muestras provenientes de distintos ambientes (agua, suelo,
aire, entre otros). Con ellos el proceso de extraccion se simplifica y permite la
manipulacion de un gran nimero de muestras al mismo tiempo. Otra ventaja de los

kits es la calidad y pureza de los productos de extraccién obtenidos.

Luego de la extraccion del ADN, para poder analizar el material genético
extraido, se deben amplificar los fragmentos de interés aplicando la reaccién en
cadena de la polimerasa. Una limitacion, relacionada con la extraccion de material
genético proveniente de muestras ambientales, radica en la presencia de acidos
hamicos o sustancias humicas que son co-extraidas de la muestra de suelo con los
acidos nucleicos que pueden inhibir la actividad de la polimerasa durante la PCR
(Tebbe y Vahjen, 1993; Pennanen et al., 2001; Anderson y Cairney, 2004). Para
solucionar este inconveniente pueden emplearse productos aditivos de la PCR
(Anderson y Cairney, 2004) o bien se pueden utilizar los kits comerciales que ya

traen incorporados inhibidores de las sustancias humicas.

La reaccion en cadena de la polimerasa, ideada por el cientifico Kary Mullis a
mediados de los 80°s y mas conocida con las siglas PCR (del inglés “Polymerase
Chain Reaction”), ha cambiado el curso de las ciencias biolégicas mas que
cualquier otra técnica inventada durante el siglo XX. El gran éxito cientifico de la
PCR reside en que permite obtener in vitro un gran numero de copias de
fragmentos especificos de ADN, basandose en un principio muy sencillo: la
utilizacidbn de mecanismos similares a los empleados por la propia célula en la

replicacion del ADN durante la division celular. La reacciébn en cadena de la
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polimerasa consiste en la repeticion ciclica de tres etapas: desnaturalizacién, union
especifica de los cebadores y extension de la cadena de ADN a copiar. Después de
cada ciclo se obtiene como resultado la duplicacién de la secuencia de ADN diana

delimitada por la pareja de cebadores especificos.

El ADN ribosomal (ADNr) ha recibido especial atencién en los trabajos
relacionados con la sistematica fungica ya que presenta caracteristicas que
permiten una facil amplificacion del mismo (Jeewon y Hyde, 2007). En los hongos
filamentosos y las levaduras, el ADNr esta organizado como unidades que se
repiten una detras de la otra en tandem, en la Figura 19 se puede ver una
representacion esquematica del mismo. Cada una de las unidades repetidas incluye
tres genes de ADNr; una subunidad pequefa, gen 18S; una subunidad grande, gen
28S; y el gen 5.8S el mas pequefio de los tres, ubicado entre los genes 18S y 28S.
En cada unidad los genes estdn separados por dos secuencias espaciadoras
internas que se transcriben junto a los genes de ADNr llamadas ITS1 e ITS2.
Aunque estas secuencias espaciadoras se transcriben junto con los genes, son
secuencias no codificantes. El tamafio de las secuencias ITS varia entre 200 y 400
pares de bases. A su vez cada una de las unidades de ADNr se encuentra
separada de la siguiente unidad por una secuencia espaciadora intergénica. El gen

mas pequefio del ADNr es el 5S y puede o no estar incluido en la unidad del ADNr.

La tasa de evolucién de las tres regiones que componen las multiples copias
del ADNr (18S, 28S y 5.8S) es diferente, y esto ha permitido a los investigadores
reconstruir la filogenia de los distintos grupos taxonémicos estudiando las

variaciones en las regiones del ADNr. La subunidad pequeia (SSU) 18S ADNr, es
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una region muy conservada, con tasas de evolucidbn muy lenta y gracias a esto
puede ser utilizada para establecer relaciones filogenéticas a nivel de orden o
familia (Jeewon y Hyde, 2007). El gen 28S o subunidad grande (LSU) del ADNr
presenta tasas moderadas de variacion, suficientes para estudiar relaciones a nivel

de género.

Secuenciade genes de ADNr

Y4 ITs1 ITs2 .
y \
k3 /]\ T N

18S subunidad pequefia 5.85 28S subunidad grande 55

ITS1F ITS3
- -

1TS4
b i

Figura 19: Representacion esquematica del ADNr: a) secuencia en tandem de los genes del ADNr
(18S, 5.8S, 28S y 5S) y los espaciadores intergénicos ITS; b) regiones donde se acoplan los
cebadores cominmente usados ITS1F, ITS3 e ITS4.

Las regiones no codificantes del ADNr (ITS1, ITS2 e IGS) presentan tasas de
evolucion mucho mayores y permiten ser utilizadas para comparar especies
fungicas hasta un nivel inter-especifico (Gardes y Bruns, 1993; Jeewon y Hyde,
2007). Estas regiones son las mas susceptibles a acumular mutaciones y por lo
tanto tienen un gran interés en el estudio, tipificacion e identificacion de especies

fungicas (Gardes y Bruns, 1993).

Mucho han avanzado las investigaciones en la busqueda de cebadores

especificos con los cuales se pueda amplificar la mayor proporcion del ADN fungico
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extraido de la muestra, sin amplificar la fraccion correspondiente a especies
eucariotas no fangicas (Anderson 2003a; Anderson y Cairney, 2004). Gardes y
Bruns (1993) disefiaron un par de cebadores capaces de amplificar especificamente
las regiones ITS flngicas sin amplificar simultaneamente el genoma de plantas u
otros organismos eucariotas. La creciente disponibilidad de cebadores especificos
asi como el desarrollo de equipos y reactivos que permiten una sintesis rapida y
economica de los mismos ha sido un factor clave para la expansion del uso de PCR

en muestras ambientales (Watson y Blackwell, 2000).

El uso combinado de la PCR con otras técnicas complementarias como
EGGD (en inglés DGGE, “Desnaturalization Gradient Gel Electrophoresis”), ha
hecho posible el estudio de las comunidades de organismos presentes en una
muestra. El sistema PCR-EGGD es una de las técnicas mas utilizadas para la
investigacion de las comunidades microbianas a partir de muestras ambientales
complejas (Jeewon y Hyde, 2007). En relacion a los hongos, se han usado mucho y
se ha corroborado que las regiones ITS son eficaces para este tipo de comunidades

(Anderson, 2003a).

La técnica de EGGD, se basa en la separacion de fragmentos de ADN cuya
longitud es similar pero que difieren en su secuencia. EI EGGD nos permite
diferenciar distintos organismos mediante el analisis de patrones de bandas,
derivados de la apertura de la doble hélice de sus respectivos ADNs en un
gradiente desnaturalizante. La dos hebras de la molécula de ADN se separan
(“Melting”) cuando calor o algun agente quimico desnaturalizante es aplicado sobre

ellas. La separaciéon de las dos hebras de ADN esta influenciada por dos factores:
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La cantidad de pares de bases GC con respecto a las AT asi como también la
atraccion con bases nitrogenadas cercanas. Como consecuencia de esto una
molécula de ADN tiene diversos dominios con diferentes puntos de Melting. Para
evitar la separacion completa de las moléculas de ADN estudiadas al aplicar el
gradiente desnaturalizante, durante la amplificacion se utiliza uno de los cebadores
con una secuencia artificial rica en GC afadida en posicién 57, esto evita la

desnaturalizacion completa de la molécula de ADN (Muyzer et al., 1993).

Una ventaja de la técnica del EGGD, con respecto a otras técnicas de “huella
genética” es que permite la escisidon del gel de las bandas de interés (i.e. aquellas
gue distinguen a la comunidad) y su posterior purificacion para la identificacion a
través de su secuenciacion (Muyzer et al., 1993; Muyzer y Smalla, 1998). Esta
metodologia tiene el potencial de detectar diferencias en el comportamiento de
desnaturalizacion de pequefios fragmentos de ADN cuyas secuencias difieren, en
teoria, en apenas un par de bases. En consecuencia, esta técnica ha resultado
particularmente util para la identificacion de los miembros dominantes en la
comunidad (Lindstrom y Leskinen, 2002). Las bandas individuales representan
aquellas secuencias que han frenado su migracion a una altura especifica del gel
al desnaturalizarse, de modo que, idealmente, cada banda corresponderia a una

especie diferente.

La primera aproximacion que permite comenzar a dilucidar la estructura y
funcionamiento de una comunidad consiste en la basqueda de patrones, es decir,
de aquellas similitudes o tendencias repetidas a lo largo de diferentes gradientes

ambientales (i.e. manejos del suelo, aplicaciones de agroquimicos). El andlisis
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comparativo de regiones conservadas del ADN nos permite estudiar la diversidad
biolégica presente en determinado ambiente y de esta manera encontrar
similitudes, patrones o tendencias a lo largo de las distintas muestras de suelo. El
reconocimiento de estos patrones resulta fundamental para la formulacion y puesta
a prueba de hipoétesis sobre el impacto que la aplicacion de distintos herbicidas

tiene en las comunidades fangicas del suelo.

La mayor parte de las investigaciones en relacion al estudio de las
comunidades fangicas de suelos agricolas tienen como objetivo el detectar el efecto
de diferentes practicas agricolas de manejo sobre las poblaciones de hongos del
suelo (Klingen et al., 2002; Klamer y Hedlund, 2004; Meyling y Eilenberg, 2006;
Vargas Gil et al., 2011). En nuestro pais, ain no hay muchos antecedentes en lo
gue se refiere al andlisis de las comunidades fungicas de suelos agricolas utilizando
el sistema PCR-EGGD. Vargas Gil et al. (2011) observaron diferentes perfiles
moleculares para la comunidad flngica en suelos sometidos a distintos sistemas de
labranza en suelos cultivados con soja. Moreno et al. (2014) realizaron una
caracterizacion preliminar de los hongos en suelos de la provincia de La Rioja.
Montecchia et al. (2011) trabajaron con comunidades microbianas de suelos
agricolas del noroeste de la argentina, puntualizando su trabajo en las comunidades

bacterianas de los suelos.

En este capitulo se aplicaron técnicas moleculares con el objetivo de estudiar
el impacto que distintas combinaciones y dosis de herbicidas producen en las
comunidades fungicas de un suelo de una regién agricola del SO de la provincia de

Buenos Aires.
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Materiales y Métodos

Las muestras de suelo utilizadas fueron conservadas a -20 °C (Cui et al.,
2014). Las mismas fueron acondicionadas antes de hacer la extraccion de ADN. Se
les realiz6 un ciclo de descongelamiento rapido de 24 horas a 20 °C (Paetz y Wilke,
2005). Se realizaron muestras mixtas, con las muestras tomadas de cada bloque
para cada fecha de muestreo, obteniendo un total de 40 muestras. Se mezclé la
muestra mixta y se tomo una sub muestra de cada una para extraer el ADN. En la
Tabla 6 se muestra un esquema de la secuencia de pasos realizados para la

obtencion de los perfiles de EGGD.

Toma de muestras

Extraccion ADN

Amplificacion ADNr (18S e ITS) usando PRC y cebadores especificos

W NRE

Electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (preparacion, siembra y

corrida)

5. | Tincién geles con soluciones de plata

Tabla 6: Secuencia pasos EGGD

Extraccion del ADN

El ADN se extrajo a partir de 0,25 g de suelo (Figura 20), usando el kit
comercial, PowerSoil™ DNA Isolation kit (MO BIO Laboratories inc.). Se hicieron
algunas modificaciones al protocolo de extraccion propuesto por los fabricantes. El
ADN extraido se conservé a -20 °C hasta su utilizacién para las reacciones de

amplificacion.
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TE214S

Figura 20: Extraccion de ADN utilizando el kit Power Soil™ DNA isolation Kit (MO BIO, Lab.Inc.)
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Andlisis de calidad y cuantificacién del ADN extraido

Una vez extraido el ADN, se realizo el andlisis de calidad y se cuantifico el
producto de extraccion. La calidad del ADN se analizé por medio de su separacion
por electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %. Se cuantifico fluorométricamente la
cantidad de ADN extraido usando el fluorémetro Qubit® de Invitrogen. Se sigui6 el

protocolo de cuantificacion propuesto por los fabricantes.

El gel de calidad de Agarosa 0.7 % se prepar6 con 10 ml de TBE 5x (0,54 g
de Tris base; 0,275 g de acido bérico; 0,2 ul de EDTA, pH=8), 40 ml de agua bi-
destilada, 0,35 g de agarosa; se calenté 1 minuto en microondas y finalmente se
agregaron 3 ul de Gel Red (Genbiotech). Se homogeneizé y se colocd en el
soporte con el peine colocado. Se dejo solidificar 30 minutos a temperatura
ambiente. Una vez que el gel solidifico, se llend la cuba de electroforesis con
solucion buffer de corrida (TBE 5x) y se coloco el gel dentro de la cuba. Una vez
dentro de la cuba el gel se sembro con 5-8 pl de muestra de ADN con 2 pl de Azul
de Bromo Fenol-Sacarosa. Se conecto la cuba a la fuente de poder y se corrioé el
gel durante aproximadamente 15-30 minutos a una intensidad de 80 mA. Una vez
terminada la electroféresis, los geles se visualizaron en transiluminador UV (Figura

21).

Soluciones

- Tris Borato EDTA: TBE 5X

Tris 27549
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Borato 54 ¢

EDTA0,5M pH=8 20 ml

H2O0gest Cantidad necesaria para llevar a 1 | la solucion
- Solucién TBE

TBE 5X 20 mi

-Buffer de corrida

TBE 5X 150 ml
Hzodest 550 ml
- Azul de Bromo Fenol-Sacarosa: se usa como buffer de carga para la siembra de

los geles, se almacena en el freezer a -20 °C.

Azul de bromofenol 0,25¢g
Sacarosa 409
Hzodest 100 ml
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Figura 21: Preparacién, siembra y corrida de Geles de Agarosa 0,7 %y 1,5 %.
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Amplificacion del ADN extraido

La amplificacion del ADN fungico se realizd probando dos pares de
cebadores diferentes Tabla 7 (Anderson 2003a). Se probaron distintos volimenes
de ADN molde inicial, entre 1-16 pl, para lograr amplificar el ADN fangico extraido
de todas las muestras. Se probo¢ el par de cebadores ITS1F/ITS4 seguido de una
segunda amplificacién con el par de cebadores ITS3-GC/ITS4, y también se probo
el par de cebadores EF4/ITS4 seguido de amplificacion con el par ITS1F-GC/ITS2.

Los productos de PCR resultantes se conservaron a -20 °C hasta su posterior

utilizacion.
Tamaifio
Par de Region . S amplicon .
Cebadores  amplificada Secuencia cebador (5- 3") Peso ~ Referencia
(pb)
ITS1F ITS CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  450-750  White et al. (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Gamesﬂ?&;ﬁ
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCC
ITS3-GC ITS CGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 200 White et al. (1990)
GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Gamesﬂ?&ﬁs
EF4 18SADNr  GGAAGGGRTGTATTTATTAG 1000 Smit et al. (1999)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Gamesﬂ?;ﬂ;
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCC
ITSIF-GC  ITS CGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 200300 i ot (1090)
TCCGTAGGTGAACCTGCGG :
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Tabla 7: Pares de cebadores utilizados

a) Amplificaciéon usando el par de cebadores ITS1F/ITS4, seguida de amplificacion

con el par de cebadores ITS3-GC/ITS4.
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Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25
ul, formado por = 1-16 pl de templado de ADN (20 ng ul™), 0,5 pl dNTPs (5 mM), 0,5
pl de cada cebador (ITS1F e ITS4, 50 uM), 2,5 pl Cl,Mg (2,5 mM), 2,5 ul Buffer
(10x), 2,3-17,3 pl HyOgest estéril y 0,2 pl Tag Polimerasa (1U). Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador XP Cycler. La secuencia del termociclador se
inicié con una desnaturalizacion de 3 minutos a 95 °C, seguido por 25 ciclos que
consistieron en: desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, hibridizaciéon a 46 °C por 1
minuto y elongacion a 72 °C por 2 minutos. Finalmente, se realiz6 un ciclo final de

elongacion a 72 °C por 10 minutos.

El producto de reaccion se corroboré en geles de Agarosa 1,5 % que se
prepard con 20 ml de TBE 5x (0,54 g de Tris base; 0,275 g de acido bdrico; 0,2 pl
de EDTA, pH=8), 80 ml de agua bi-destilada, 1,5 g de agarosa,; se calentdé 1 minuto
en microondas y finalmente se agregaron 3 ul de Gel Red (Genbiotech). Se
homogenizd y se colocé en el soporte con el peine colocado. Se dej6 solidificar 30
minutos a temperatura ambiente. Una vez que el gel solidifico, se llené la cuba de
electroforesis con soluciéon buffer de corrida (TBE 5x) y se colocé el gel dentro de la
cuba. Una vez dentro de la cuba el gel se sembrd con 10 pl de producto de reaccién
con 2 ul de Azul de Bromo Fenol-Sacarosa. En el gel también se sembraron 3 pl de
marcador de peso molecular también, y los controles positivo y negativo. El gel se
corrié 60 minutos a una intensidad de 80 mA. Una vez terminada la electroforesis,
los geles se visualizaron en transiluminador UV. Una vez que se observaron las
bandas en el gel de corrida, se prepararon las reacciones de reamplificacion con el

segundo par de cebadores.
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Las segundas reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen
final de 25 pl, formado por = 1 pl de producto de amplificacién, 0,5 pul dNTPs (5
mM), 0,5 ul de cada cebador (ITS3-GC e ITS4, 50 uM), 2,5 pl Cl,Mg (2,5 mM), 2,5
ul Buffer (10x), 17,3 pul HyOgest €Stéril y 0,2 pl Taq Polimerasa (1U). La secuencia del
termociclador se inicié con una desnaturalizacién de 3 minutos a 95 °C, seguido por
25 ciclos que consistieron en: desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, hibridizacién
a 50 °C por 1 minuto y elongacion a 72 °C por 2 minutos. Finalmente, se realiz6 un
ciclo final de elongacién a 72 °C por 10 minutos. El producto se corroboré en gel de
corrida de Agarosa 1.5 %, igual a la anterior. Una vez que se observaron las bandas
en los geles de corrida, se reservaron los productos de las segundas

amplificaciones a -20 °C, para ser sembrados en el gel de EGGD.

b) Amplificacion usando los cebadores EF4/ITS4 escalonado con una segunda

amplificacion usando el par de cebadores ITS1F-GC/ITS2.

Las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un volumen final de 25
ul, formado por = 1-16 pl de templado de ADN (20 ng plI™), 0,5 pl dNTPs (5 mM), 0,5
pl de cada cebador (EF4 e ITS4, 50 uM), 2.5 pl Cl,Mg (2,5 mM), 2,5 ul Buffer (10x),
2.3-17,3 I HyOgest estéril y 0,2 ul Tag Polimerasa (1U). La secuencia del
termociclador fue idéntica a las utilizadas previamente, solo vario la temperatura de
hibridizacion, en este caso se aplicaron 44 °C. El producto de reaccion se corrobor6
en gel de corrida de Agarosa 1,5 % y en el caso de observares banda se realizaron

las segundas reacciones utilizando el par de cebadores ITS1F-GC/ITS2.
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Las segundas reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen
final de 25 pl, formado por = 1 pl de producto de amplificacién, 0,5 pul dNTPs (5
mM), 0,5 ul de cada cebador (ITS1F-GC e ITS2, 50 uM), 2,5 ul Cl;Mg (2,5 mM), 2,5
ul Buffer (10x), 17,3 pl HyOgest €Stéril y 0,2 ul Taq Polimerasa (1U). La secuencia del
termociclador fue idéntica a las utilizadas previamente, solo varié solo varié la
temperatura de hibridizacion, en este caso se aplicaron 50 °C. El producto de la
segunda amplificacion se corroboré en gel de corrida de Agarosa 1,5 %. Una vez
gue se observaron las bandas en los geles de corrida, se reservaron los productos

de las segundas amplificaciones a -20 °C, para ser sembrados en el gel de EGGD.

Electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (EGGD)

Para la obtencion de los perfiles moleculares a partir de los productos de las
segundas amplificaciones se analizaron utilizando la técnica de EGGD con un
gradiente lineal desnaturalizante 10-50% urea-formamida. El equipo utilizado fue
VS20-DGGE fabricado por Cleaver Scientific Ltd. Para la realizacion del EGGD,
Figura 22 primero se prepard el gel, luego se sembraron los productos de
reamplificacion y se corrié el gel durante 6 horas a 70 V, y a una temperatura de 60
°C. Luego se tifieron los geles para lograr la visualizacion de las bandas. Ver

ANEXO 1: Preparacién, siembra, corrida y tincion del gel de EGGD.
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Figura 22: Preparacion y siembra de gel EGGD.

100



Maria Belén Vazquez 2014

Una vez que los geles estuvieron secos se analiz6 el patron de bandas de
los mismos. Los geles se tifieron con plata y se escanearon para analizarlos con un
software (Total Lab.). Se registraron todas las bandas y sus posiciones relativas en
el gel, con esa informacion se construyd un patron de bandas Unico a partir de
todas las muestras, para poder comparar las bandas presentes en las calles
(muestras) de diferentes geles. Se asumié que el numero de bandas se
corresponde con el numero de miembros predominantes de la comunidad fungica
del suelo para cada muestra (Muyzer y Smalla, 1998; O Callaghan et al., 2006;
Jeewon y Hyde, 2007). El nUmero de bandas por carril fue utilizado para estimar la

riqueza especifica de la muestra (S).

A partir del andlisis de los patrones de bandas de los perfiles de EGGD se
construy6 una matriz binaria cualitativa basada en la presencia-ausencia de bandas
para cada muestra. La matriz se exporté a una planilla de Microsoft EXCEL para

continuar con el andlisis numérico.

Se realiz6 un andlisis de similitud entre las muestras, a partir de los patrones
de bandas obtenidos. Cada banda se codific6 a doble estado (0: ausencia y 1:
presencia). Se generdé una matriz binaria utilizando el coeficiente de Jaccard
(Sneath y Sokal, 1973). Este coeficiente pondera doblemente la presencia de
caracteristicas coincidentes permitiendo una mejor diferenciacion de muestras de
baja similaridad. Los valores del coeficiente de Jaccard varian entre 0 (minima

similitud) y 1 (maxima similitud).

a

Coeficiente de Jaccard = ————
atb+c
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Donde a (1,1), es el nUmero de caracteres en los cuales el mismo estado es
compartido por los muestras; b (1,0), es el nUmero de caracteres presente para una
muestra x y ausente para una muestra y; y ¢ (0,1) es el nUmero de caracteres
ausente para una muestra X y presente para una muestra y. Se representaron
graficamente mediante un dendrograma que se construyé mediante el método
UPGMA (agrupamiento promedio no ponderado de las medias aritméticas) con el

paquete estadistico NTSYS 2.1 (Rohlf, 1998).
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Resultados

La concentracion de ADN microbiano total extraido de las muestras varié
entre 5,08 y 7,75 ng pI™*. Se logr6 extraer el ADN microbiano total de todas las
muestras de suelo y los productos de las extracciones se corroboraron en geles de

agarosa 0,7 % (Figura 23).

De todas las cantidades de ADN molde testeadas para poner a punto las
amplificaciones, el volumen que mejores amplificaciones generd fue 5 ul extracto
de ADN. Las reacciones realizadas con 16 pl de ADN molde amplificaron
correctamente, pero no lograron migrar correctamente en el gel de corrida,
guedando las bandas estancadas en la parte superior del gel. Las reacciones
realizadas con 1 pl de ADN molde al correr en el gel de Agarosa 1,5 % mostraron

bandas muy tenues.
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Figura 23: Geles de calidad Agarosa 0.7 %. Se ve la presencia de banda en todas las calles,
mostrando que la extraccion fue exitosa.
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Al observar en los geles de corrida (Figura 24) las bandas generadas a partir
de las amplificaciones realizadas a partir de 5 ul de extracto de ADN y compararlas
con el marcador de peso molecular, podemos aseguras que las efectivamente
bandas corresponden al producto de amplificacidbn con un tamafio aproximado entre
400-750 pb. y 1000 pb. obtenidos con los de cebadores ITS1F/ITS4 e EF4/ITS4,
respectivamente. Se puso a punto la reaccion y 5 ul de extracto de ADN fue la
cantidad necesaria para obtener resultados positivos en las reacciones de
amplificacion. Si bien se logro extraer ADN a partir de todas las muestras de suelo,
no fue posible amplificar el ADN extraido en todos los casos, quedando las

muestras de suelo M6, M11, M12 y M13 sin amplificar.
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Figura 24: Geles de Corrida de Agarosa 1.5 %, utilizando los cebadores ITS1F/ITS4. A) calles 1-4
reacciones con 16 ul ADN; calles 6-10 reacciones con 1 pl ADN, calles 5y 12 control (-), calle 11
control (+). B) calle 1 y 4 reacciones con 1 yl ADN, calles 2 y 5 reacciones con 5 pl ADN, calles 3y 6
reacciones con 10 pl ADN, calles 7-9 control (-), calle 10 reaccién con 16 ul ADN, calle 11
reacciones con 1 pl ADN, calles 12 y 13 control (+). C) reacciones con 5 pl ADN, calle 11 control (+),
calles 12 y 18 control (-). MM: marcador de peso molecular.
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Los dos grupos de cebadores probados amplificaron correctamente el ADN
molde. Al hacer correr los productos de las segundas reacciones en los geles de
EGGD, las amplificaciones realizadas con el conjunto EF4/ITS4 seguido por ITS1F-
GC/ITS2 se obtuvieron mayor nimero de bandas y por lo tanto mas nivel de
polimorfismo que el detectado con los cebadores ITS1F/ITS4 seguido por ITS3-
GC/ITS4. Todas las reacciones de amplificaciones subsiguientes se realizaron con

el par de cebadores EF4/ITS4 seguido de amplificacion con ITS1F-GC/ITS2.

Los perfiles de EGGD obtenidos a partir de los cebadores, EF4/ITS4 e
ITS1IF-GC/ITS2, de todas las muestras revelaron un total de 40 bandas o
polimorfismos ubicados en distintas posiciones de los geles. En las Figura 25
yFigura 26, puede observarse los geles de EGGD, mostrando los patrones de
bandas presentes en cada muestra. En general, se encontré un patrén de bandas
dominantes dividido en dos sectores, un grupo en la parte superior del gel, que
podria indicar un bajo contenido GC, y otro grupo de bandas en la parte central del
gel. Ademas, se encontraron algunas bandas menores adicionales, propias de

determinadas muestras.
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a) 23 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3334 353637 383940 1 2 3 4 5

Figura 25: Visualizacion del perfii de bandas generado utilizando EGGD (10-50% de
formamida:urea) para los productos de amplificacién de las secuencias del gen 18S rDNA a partir de
las amplificaciones con los cebadores EF4/ITS4 e ITS1F/ITS2. Arriba de cada calle del gel se indica
el nUmero de muestras a partir de la que se obtuvo cada perfil.
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a) 6 6 7 9 32 33 3435 36 37 38 39 40 13 14 15 16 17 18

-

29 29 30

Figura 26: Visualizacion del perfil de bandas generado utilizando EGGD (10-50% de
formamida:urea) para los productos de amplificacion de las secuencias del gen 18S rDNA a partir de
las amplificaciones con los cebadores EF4/ITS4 e ITS1F/ITS2. Arriba de cada calle del gel se indica
el nimero de muestras a partir de la que se obtuvo cada perfil.

A partir de la visualizacién de los geles, se construy6 la Figura 27, para una

mejor interpretacién visual de los polimorfismos. Los valores de riqueza especifica
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(polimorfismos) para las muestras, variaron entre 8 y 25 bandas. Al analizar los
patrones de bandas de cada muestra, podemos encontrar que el 25 % del total de
bandas reveladas, 10 bandas, no han sido recuperadas en los tratamientos control.
Las bandas que nunca se encontraron en los controles son: Al, A2, A3, A4, A5,

AGA, A9, A10, A12, A32.

El la Figura 27 se muestran los patrones de bandas agrupados por
tratamientos. Algunas bandas muestran una presencia casi generalizada dentro de
los perfiles de EGGD a lo largo de los dos afios de ensayo. Estas bandas son A6,
A26, A31, A33 y A34. Otras bandas muestran una clara estacionalidad apareciendo
principalmente en los perfiles correspondientes al afio 2010, estas bandas son:
All, Al4, Al15. En tanto que las bandas A 10, A13, A22 aparecen, salvo alguna
excepcion, en los perfiles de las muestras provenientes del afio 2011. Se puede ver
gue los tratamientos en los cuéles se ha aplicado una dosis doble de glifosato, solo
0 en combinacién con 2,4-D, hay dos bandas propias, la A1 y A2. A su vez, las
bandas A3, A4 y A5 solo aparecieron una vez, en muestras provenientes de suelos
tratados con una combinacion de glifosato y 2,4-D en dosis simples. La banda A6A
solamente aparecié en una ocasion, en una muestra proveniente del tratamiento

glifosato 2x en combinacién con 2,4-D.
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N° muestra
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Figura 27: Matriz de presencia-ausencia de bandas generada a partir de los analisis de los geles de EGGD. Las muestras se presentan
agrupadas segun el tratamiento al que fueron sometidas (A, B, C, D 6 E) y a su vez estan ordenadas en relacién al dia en que fueron colectadas.

111



Maria Belén Vazquez 2014

2010

257
920+
©
]
&
015
o
Q
4
10
N
[0}
3
D 5+
x

0-

T T T T T
0 2 5 13 26
Dias
2011

Riqueza especifica (S)

15

107

5
T T T T
0 2 7 21

Dias

Tratamiento .A. B.C. D.E

45

Figura 28: Riqueza especifica (S) de las muestras de suelo obtenida a partir del andlisis del patron de bandas del EGGD.EI dia 0 corresponde a
la aplicacién de los herbicidas. Algunas muestras no se lograron amplificar, estas son para el dia 5, muestra del tratamiento A y para dia 13 las
muestras de los tratamientos A, By C. A: control; B: glifosato 1x; C: glifosato 2x; D: glifosato 1x + 2,4-D 1x; E glifosato 2x + 2,4-D.
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Con la riqueza especifica de cada muestra se construyé la Figura 28. En
general en los suelos tratados se observé un aumento en la riqueza especifica
respecto al control. En 2010, la muestra que habia recibido dosis doble de glifosato
mas 2,4-D mostrd una disminucién en su riqueza especifica en la ultima fecha de
muestreo. En 2011, se observo en el primer muestreo, mayor rigueza especifica en
el control que en los tratamientos combinados, esta situacion se repitié para el
dltimo, al igual que en2010, observandose una disminucion en el ndmero de

polimorfismos para el tratamiento combinado de dosis doble de glifosato mas 2,4-D.

A partir del coeficiente de similitud de Jaccard, se construyo el dendrograma

mostrado en la Figura 29, con un coeficiente de correlacién r=0,86223.
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Figura 29: Dendrograma obtenido a partir del analisis de agrupamiento de bandas de los geles de EGGD (EF4/ITS4-ITS1FGC/ITS2), utilizando el
método UPGMA a partir del coeficiente de asociacion de Jaccard. Coeficiente de correlacion del dendrograma r=0,86223.
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Al analizar el dendrograma encontramos que hay dos grandes grupos
formados a bajos niveles de similitud G1 y G2. El grupo G1 contiene a todas las
muestras del afio 2010 més 3 muestras del afio 2011, con un nivel de similitud del
45 % y el grupo G2 esta formado en su totalidad por muestras del afio 2011, con
un 33 % de similitud entre las muestras y Las muestras M22, M23 y M24
correspondiente al afio 2011 presentan mayor grado de similitud con las muestras
del afio 2010. Al analizar el patrén de bandas de estas muestras (Figura 28), se
observa que las mismas presentan bandas caracteristicas de las muestras del
periodo 2010. Estas bandas son All, Al4, Al5, A16, A17, A18, A19, A20, A21,

A27, A28 y A29.

A su vez dentro de los grupos G1 y G2, se forman grupos con niveles de
similitud mayores. Con respecto al grupo G1, los subgrupos estan formados, casi
en su totalidad, por las muestras tomadas el mismo dia. Basandonos en un nivel
de similitud del 65 % o mayor, se forma el subgrupo G3, compuesto por las
muestras M1-M5, todas tomadas el dia 2 después de la primera aplicaciéon de los
herbicidas. Con un 68,4 % similitud se forma el G5, compuesto por las muestras
M16-M20, todas tomadas el dia 26. Dentro de G5, y con un nivel de similitud
mayor al 74,8 % se forma el G7, conteniendo a M16, M17 y M18, procedentes de
los tratamientos C, D y E, respectivamente. Las muestras M22 y M23 se agrupan
con M15 con un nivel de similitud del 65 %, luego se agrega a este grupo la
muestra M21, con una similitud menor.se forma el grupo G4. Con niveles de

similitud cercanos al 50 %, se forma el grupo G6, que contiene muestras del dia 5,
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en este grupo no estan todas las muestras del dia 5 de ensayo, M7 no forma parte

del mismo y la M6 no se logré amplificar el DNA.

Al analizar el grupo G2, los subgrupos se formaron a niveles de similitud
mas bajos. El grupo G8, es el mas grande formado dentro del G2 y esta formado
por muestras procedentes de los tratamientos C, D 60 E. Este grupo lo forma las
muestras M34, M38, M39, M35 y M33 con un nivel de similitud mayor al 62 %,
con un nivel de similitud del 54 % se une a este grupo M32, procedente del
tratamiento B. Las muestras M28, M29 y M30 forman el grupo G9, con un nivel de
similitud del 75 %. Todas estas muestras provienen de los tratamientos C, D6 E, y
a su vez, estas muestras fueron tomadas todas el dia 331 luego de iniciado el
ensayo. Siguiendo este patrén de agrupamiento, con un 62 % de similitud,
encontramos al grupo G10, formado por M24, M25 y M27, procedentes de los
tratamientos, D, E y B, respectivamente. Dos de las muestras provenientes de los
tratamientos control, M26 y M31 se unieron a los subgrupos a niveles de similitud
menores al 45 %, formando el G11. Las muestras M36 y M37, tomadas el dia 367
, procedentes de los tratamientos B y C, respectivamente, forman un el G12 con

un nivel de similitud mayor al 70 %.

En el dendrograma encontramos nucleos de muestras con niveles de
similitud mayores al 80 %. Dos de estos nucleos estdn formados por muestras
control agrupadas con muestras tratadas con dosis simple de glifosato. Estos
nacleos son: N1, formado por M1 y M2, y N2 formado por M16 y M17. Otros tres

nacleos estan formados por muestras de suelos tratados con distintas dosis o
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combinaciones de glifosato y 2,4-D, estos son N3 formado por M25 y M27, N4

formado por M27, M28 y M29, y N5 formado por M34 y M38.

El nivel de polimorfismo detectado en el analisis de EGGD de las distintas
muestras de suelo muestra que para periodos prolongados de exposicion al
glifosato en dosis dobles a la recomendada o en combinacion con 2,4-D, las
comunidades fungicas del suelo van adquiriendo una estructura polimorfica
caracteristica muy distinta a la presente en los suelos control o a los tratados con

la dosis de glifosato recomendada.
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Discusion

Se utilizaron técnicas moleculares para estudiar el efecto de la aplicacion de
distintas dosis y combinaciones de herbicidas sobre las comunidades fungicas de
un suelo de una region agricola de la provincia de Buenos Aires. Se extrajo
exitosamente el ADN microbiano total de las muestras de suelo y la concentracién
de ADN extraido fue mayor que los valores obtenidos por Montecchia et al. (2011)
para suelos agricolas de la Argentina utilizando el kit de extraccion Power Soil

DNA Isolation kit (Mo Bio Lab. Inc).

La cantidad de ADN molde utilizada para las reacciones de PCR vari6 entre
25,4 y 38,37 ng de ADN y estos fueron valores similares a las utilizadas por
diversos autores para realizar reacciones de PCR a partir de muestras
ambientales (Borneman y Hartin, 2000; Oros-Sichler et al., 2006; Montecchia et

al., 2011; Porras Alfaro et al., 2011).

La amplificacion de ADN fungico a partir de muestras ambientales es
compleja. El primer paso el analisis molecular de las comunidades fangicas
presentes en muestras ambientales es la eleccion de los cebadores especificos
para ampliar el ADN extraido previamente. Todos los cebadores utilizados en el
presente trabajo: ITS1F, ITS1F-GC, ITS2, ITS3-GC, ITS4, EF4; tienen una
elevada especificidad para amplificar ADN fungico y son junto con otros
cebadores, ampliamente utilizados para trabajar con muestras ambientales a nivel
de especies (Grades y Bruns, 1993; Smit et al., 1999; Borneman y Hartin, 2000;
van Elsas et al.,, 2000; Anderson et al.,, 2003a; Hagn et al., 2003; Klamer y

Hedlund, 2004; Manter y Vivanco, 2007; Porras-Alfaro et al., 2007; Porras-Alfaro et
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al.,, 2011; Toju et al.,, 2012). El juego de cebadores EF4/ITS4 seguido de
amplificacion con ITS1F-GC/ITS2 demostr6 ser mas apropiado para revelar el
nivel de polimorfismo presente en el ADN flngico extraido a partir de las muestras
de suelo utilizadas. Las amplificaciones obtenidas utilizando esta combinacion de
cebadores permitieron obtener un patron de bandas definidas en los geles de

EGGD, facilitando la interpretacion de los datos.

La técnica de PCR-EGGD ha sido utilizada previamente en el estudio de
las comunidades microbianas del suelo (Muyzer et al., 1993; Muyzer y Smalla,
1998; O’Callaghan et al., 2006; Nakatsu, 2007; Solaiman y Marschner, 2007,
Montecchia et al., 2011; Vargas Gil et al., 2011; Cycén et al., 2013; Ng et al., 2014;
Yang y Zhang, 2014). Existen numerosos estudios donde se aplica la técnica
PCR-EGGD con buenos resultados (vas Elsas et al., 2000; Pennanen et al., 2001,
Hagn et al., 2003; Anderson y Cairney, 2004; de Souza et al., 2004; Klamer y
Hedlund, 2004; Oros-Sichler et al., 2006; Vargas Gil et al., 2011; Chen et al., 2013;
Qin et al., 2014). Nuestros resultados indican que con el paso del tiempo y la
exposicion a los distintos tratamientos con herbicidas las comunidades fungicas en
los suelos agricolas estudiados van cambiando. La estructura de las comunidades
fungicas de los suelos agricolas es sensible y puede ser afectada tanto por
alteraciones en las condiciones climéaticas como por cambios de origen antropico,
como por ejemplo variaciones en el tipo de manejo del suelo (Vargas Gil et al.,
2011) o la aplicacion de agroquimicos (lbekwe et al., 2001). Aplicando PCR-
EGGD, se analiz6 la estructura de las comunidades fungicas de suelos tratados

con distintas dosis y combinaciones de los glifosato y 2,4-D. Se encontré una
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variacion en el numero de polimorfismos para todos los suelos, con un minimo de
8 (M40, tratamiento E, tomado el dia 367) y un maximo de 25 (M23, tratamiento C,
tomada el dia 325), el total de bandas distintas registradas entre todos los perfiles
fue de 40. El patrébn de bandas de los perfiles de EGGD reflejo que las
comunidades fungicas estudiadas tienen una estructura compleja esperada en
suelos agricolas (Yang y Zhang, 2014). El analisis cualitativo de las comunidades
de microorganismos de suelos se puede realizar rdpidamente a partir de la
observacion y comparacion de los perfiles de EGGD de distintas muestras de
suelo (Nakatsu, 2007). En los perfiles se observaron bandas caracteristicas de las
comunidades que estdn presentes en todas las muestras. No obstante, unas
pocas bandas aparecen 6 desaparecen bajo un tratamiento especifico, sugiriendo
gue en funcién del tratamiento se favorece el desarrollo de determinados grupos

especificos.

El andlisis del cladograma generado a partir de los perfiles de EGGD revela
gue la estructura de la comunidad fangica se comportdé de manera distinta durante
las dos temporadas del ensayo. Para cada periodo se encontraron grupos de
bandas caracteristicos y esto explica el resultado del cladograma, que forma dos
grandes grupos, uno para cada temporada de ensayo. El andlisis de agrupamiento
formo6 un gran grupo conteniendo a todas las muestras del afio 2010, y dentro de
este grupo, los subgrupos se formaron con los perfiles de las muestras
procedentes de un mismo muestreo, indistintamente del tratamiento que hayan
recibido. Este agrupamiento de las muestras en relacion a cambios temporales,

debidos posiblemente a variaciones en las condiciones ambientales, como las
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precipitaciones o temperatura, ha sido encontrado en otras investigaciones (Buyer
et al., 1999). Se debe tener en cuenta que el tipo de suelo, el clima y las practicas
de cultivo muchas veces tienen un mayor impacto en las comunidades de
microorganismos del suelo que los residuos de los agroquimicos aplicados en los
mismos (Buyer et al., 1999). Klamer y Hedlund (2004) hacen referencia a que
variaciones en la composicion de las comunidades fungicas del suelo pueden ser
atribuidas a cambios en el contenido de agua del suelo. Si bien durante el primer
afo las muestras de los suelos se agruparon en relaciébn a un factor temporal,
posiblemente las comunidades se estaban adaptando a la exposicidon a los
distintos tratamientos con herbicidas; en el segundo afio de aplicacion las
comunidades fungicas del suelo mostraros algin grado de variacién frente a los

tratamientos aplicados.

Diversos estudios citan el efecto del glifosato sobre el funcionamiento de las
comunidades fungicas del suelo. Wardle y Parkinson (1990) encontraron que el
glifosato aplicado a suelo con rastrojo de trigo estimula la colonizacién fungica del
material seco. Estudios subsiguientes revelaron que la aplicacion de glifosato
podria influenciar a la comunidad fungica del suelo en general (Wardle y
Parkinson, 1992). En suelos arenosos, con historia de repetidas aplicaciones de
glifosato, las especies fungicas capaces de utilizarlo como fuente de nutriente
fueron seleccionadas, luego de la exposicion prolongada al glifosato las
comunidades fungicas comienzan a estar dominadas por especies del género
Fusarium spp. (Krzysko-Lupicka y Orlik, 1997; Means et al., 2007; Krysko-Lupicka

y Sudol, 2008).
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Los perfiles moleculares encontrados en las muestras tratadas con dosis de
glifosato simples, tienen mayor similitud entre si que con las muestras tratadas con
dosis mayores de glifosato o en combinacién con 2,4-D. Con los resultados
encontrados, podemos decir que el glifosato cuando es aplicado en las dosis
recomendadas no produce cambios sustanciales en la estructura de la comunidad
fungica del suelo. De acuerdo con nuestros hallazgos, Ratcliff et al. (2006), no
encontraron cambios en la estructura de la comunidad microbiana de distintos

suelos cuando el glifosato es aplicado en el suelo en las dosis recomendadas.

En cuanto al efecto del herbicida 2,4-D algunos estudios mencionan que las
comunidades microbianas muestran un aumento en la riqueza funcional luego de
la exposicion a este herbicida (Zabaloy et al., 2008). Con los resultados obtenidos,
podemos decir que la aplicacién repetida de 2,4-D en combinacién con glifosato,
produce cambios en la estructura de las comunidades fangicas del suelo. Luego
de 2 afos de tratamiento los suelos tratados con dosis de glifosato simples en
combinacion con 2,4-D (tratamiento D) mostraron perfiles moleculares diferentes a
los revelados en muestras de suelos tratadas solamente con dosis de glifosato
simples (tratamiento B) y bajos niveles de similitud. Se puede atribuir esa
diferencia en los perfiles al efecto del 2,4-D, o al efecto de la aplicacion conjunta
de los dos herbicidas. Merini et al. (2007) encontraron que luego de la aplicacién
de 2,4-D se ve favorecida la presencia en el suelo de ciertos grupos de
microorganismos degradadores, quizas esto podria explicar las bajas similitudes

entre los perfiles de los tratamientos B y D luego de dos afios de ensayo.
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El grado de similitud de las muestras tratadas con glifosato solo o en
combinacion con 2,4-D, luego de dos afios de tratamiento fue entre un 62y 75 % y
la similitud de estas muestras tratadas con el control fue menor al 45 %. Este
resultado soporta la hipétesis de que la aplicacion de herbicidas produce un
cambio en la composicion de las comunidades fungicas del suelo. Los cambios
estructurales detectados en las comunidades fungicas del suelo no
necesariamente implican una disminucién en la diversidad, sino posiblemente una

modificacion en la composicion de la misma.

La exposicion a herbicidas de las comunidades de microorganismos en los
suelos agricolas tiene diferentes efectos en la microbiota del suelo (Chakravarty y
Chatarpaul, 1990; Freemark y Boutin, 1995). Freemark y Boutin (1995) mencionan
gue luego de una prolongada exposicién, los microorganismos se adaptan a las
nuevas condiciones. Montecchia et al. (2011) detectaron variaciones en los
perfiles moleculares de las comunidades microbianas en suelos agricolas
sometidos a distintos manejos. En cuanto al glifosato, este puede alterar la
estructura de la comunidad microbiana del suelo, Kremer y Means (2009)
mencionan que el glifosato tiene efectos secundarios “no-herbicidas” que pueden
verse reflejados en un aumento o disminucién de la actividad de algunas especies

fungicas en el suelo (Kremer y Means, 2009).

Se puede concluir que luego de una exposicion prolongada a altas dosis de
glifosato, solo o en combinacién con 2,4-D, la composicion de las comunidades

fungicas en el suelo estudiado cambi6 en respuesta al herbicida.
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CONSIDERACIONES FINALES
En relacion a las hipotesis planteadas al inicio de la tesis se puede concluir
gue el glifosato en dosis mayores a la recomendada solo 0 en combinaciéon con
2,4-D afecta la dindmica de las comunidades fungicas del suelo. Este efecto
depende de varios factores simultdneamente como la concentracion de los
herbicidas, el tiempo transcurrido luego de la aplicacion y las condiciones

climéticas.

La biomasa fungica resultd ser un parametro sensible y mostro variaciones
provocadas por la aplicacion de herbicidas, siendo un parametro muy atil como
indicador biolégico de la calidad del suelo. A su vez, se puede concluir que todas
las metodologias empleadas resultan complementarias para obtener una idea

global del estado del sistema.

El uso del herbicida glifosato en dosis altas 0 en combinacion con 2,4 -D
provoca alteraciones en la composicion fungica del suelo, y la exposicion prolonga
a los mismos genera cambios en las comunidades fangicas, revelados por el

analisis de los perfiles de EGGD.

En conclusion, luego de analizar la composicibn taxonémica de la
comunidad y estimar la biomasa fangica del suelo, los resultados obtenidos en el
presente estudio sugieren que en las dosis recomendadas la aplicacién de
glifosato no produjo cambios atribuibles al herbicida, no observandose diferencias
respecto del tratamiento control. Sin embargo, en dosis mayores a las

recomendadas (tanto solo como en combinacion con 2,4-D) se observaron
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cambios notorios, tanto en las estimaciones de biomasa como en los perfiles

moleculares.

Cuando los ensayos se realizan en condiciones de campo, la
heterogeneidad ambiental y las condiciones climaticas, son variables no
controladas, que puede enmascarar los efectos producidos por los tratamientos
aplicados. Para comprender las complejas respuestas que en las comunidades
fungicas del suelo inducen la aplicacion de herbicidas es necesario un abordaje
integral, ya que la informacién generada con las distintas metodologias, clasicas y

modernas, es claramente complementaria y no excluyente.
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ANEXO 1: Preparacion, siembra, corrida y tincidon de geles para EGGD

El sistema de EGGD (DGGE) empleado estd formado por dos vidrios
rectangulares, uno de ellos caflado en su parte superior. Los reactivos utilizados
en el proceso de preparacion y tincién del gel son muy toxicos, se tomaron todas

las medidas de seguridad necesarias para no exponerse a los mismos.
Preparacion, siembray corrida del gel

1. Se lavaron ambos vidrios con detergente neutro, para eliminar restos de
suciedad o grasitud. Se realiz6 un enjuague final con agua bidestilada. Se dejo

escurrir bien.

2. Se limpiaron ambos lados de los vidrios, dos veces, utilizando papel absorbente

embebido en etanol 70 % en el primer lavado y etanol 96 % en el segundo.

3. Una vez que los vidrios se secaron, se los coloc6 en el soporte para el armado
del gel y se los ajusto a las gomas que los sostienen para evitar filtraciones de gel

durante el armado.

4. Se prepararon las soluciones stock. El gradiente de desnaturalizacion utilizado
fue del 10-50 % urea-formamida. Para preparar las soluciones con estas
concentraciones se parte de soluciones stock (que fueron preparadas y

conservadas con antelacion).
- Solucién stock de acrilamida al 30 %

- Solucion stock 0 y 80 % agente desnaturalizante,
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- Solucién TAE 20X

- Solucién TAE 1X

- Stock de persulfato de amonio APS 10 %

- TEMED: N,N,N",N"-tetrametiletilendiamina

- Solucion buffer de carga, azul de bromo fenol-sacarosa.

5. Se preparo el sistema para llenar el gel. Se coloco el mezclador de gradientes
sobre un agitador magnético, se le agregaron los magnetos-agitadores en las
camaras del mezclador y se conecto la manguera de la bomba peristaltica en la
camara de salida del mezclador y por el extremo se le colocé un tip de punta fina.
Se comprobd el correcto funcionamiento del sistema y de la bomba haciendo
circular agua bi-destilada estéril por todo el sistema. Luego se conectd la

manguera en el espacio entre los dos vidrio para poder llenarlo con el gel.

6. Se prepararon las soluciones desnaturalizantes al 10 y 50 % de agente
desnaturalizante, a partir de las soluciones stock ya preparadas. Las soluciones se
prepararon en tubos de polipropileno descartables. El agregado de los
componentes de las soluciones se hizo en el siguiente orden: solucién al 50% de
agente desnaturalizante, solucion al 10% vy solucion stock 0 % agente
desnaturalizante para el peine, buffer de carga (en el caso que correspondio),
TEMED. Se mezclé perfectamente sin generar burbujas. Se prepararon las tres
soluciones necesarias en tubos de plastico, y en el momento de cargar el gel,

cuando las colocamos en el mezclador de gradientes se agrego el APS. El
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agregado del APS inici6 el proceso de polimerizacion, por lo cual se agregé a la
solucion justo antes de empezar a armar el gel. La polimerizacion una vez

agregado el TEMED vy el APS es mas rapida e irreversible.

Solucidén 50 % agente Solucién 10 % agente Solucién 0 % agente
desnaturalizante desnaturalizante desnaturalizante

Stock 80 % 9.37 ml 1.87 ml -
Stock 0 % 5.63 ml 13.12 ml 10 ml
TEMED 15 pl 15 pl 10 ul
APS 93 ul 93 ul 62 pl
Azul bromo fenol-

75 ul - -
sacarosa
Volumen final 15 ml 15 ml 10 ml

7. Se volco en la primera camara de salida del mezclador de gradientes la
solucion 50 % agente desnaturalizante y se encendi6 el agitador magnético. Luego
se volco la solucion al 10 % en la otra camara del mezclador, ambas camara con

las llaves de paso cerradas.

8. Se abri6 la llave de paso de la camara de salida del mezclador y
simultaneamente se encendid la bomba peristéltica a una velocidad de 4 ml/min, la
solucion de mayor concentracion de agente desnaturalizante progresivamente
comenzo a llenar el espacio entre los vidrios y automaticamente se abre la llave

del segundo mezclador.

9. Una vez volcadas las soluciones con agente desnaturalizante, se retird la
manguera entre los vidrios, se enjuagé todo el sistema haciendo correr agua
destilada, para no dejar restos de acrilamida/bisacrilamida que obstruyan el
sistema de llenado de geles.
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10. Se volvié a colocar la manguera entre los vidrios, y se volcé la solucién al 0 %
de agente desnaturalizante en la camara de salida del mezclador, se abri6 la llave
de paso y luego se encendié la bomba. Se terminé de cargar el espacio entre los
vidrios con la solucion al 0 % y se colocO el peine para marcar las calles de
siembra. La solucion sin agente desnaturalizante, nos aseguré la correcta entrada

de las muestras de ADN dentro del gel.

11. Una vez volcado todo el gel, se retir6 la manguera de llenado y rapidamente se
colocé el peine, se dej6é polimerizar el gel durante aproximadamente 2 horas a 20

°C.

12. Una vez polimerizado, se retird del soporte y se llevo a la cuba de
electroforesis de EGGD. Se desmonto el gel de los soportes y se colocé dentro de
la cuba. Se llend la cuba de electroforesis con buffer TAE 1X, aproximadamente

3,5-4 litros.

14. Se retiraron los peines del los vidrios con cuidado de no romper las calles y se

conect6 el sistema para precalentar el buffer a 60 °C.

5. Se tomaron las muestras a sembrar y se colocaron en el termociclador 2
minutos a 95 °C para desnaturalizar el ADN y lograr una méaxima separacion de

bandas.

16. Se sembraron las muestras mezcladas con 5 pl de Azul de bromofenol-
sacarosa, como buffer de carga. Para la siembra de las muestras se utilizd6 una

micro jeringa Hamilton de 25 pl. La jeringa se lavo con agua destilada después de
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sembrar cada muestra para evitar la contaminacion. Se sembraron ademas de las

muestras, un control positivo y uno negativo.

17. Se completa con buffer TAE 1X el espacio entre ambos vidrios y encima de las
calles y se conecta la cuba a la fuente de poder y se corre durante 6 horas a 70 V,

y a una temperatura de 60 °C.

Soluciones para el armado del gel

- Solucién stock de acrilamida al 30 % (acrilamida:bis-acrilamida 37,5:1). Se
disolvieron las drogas secas en agua hasta el volumen final, y se almacenaron en

oscuridad a 4 °C.

Acrilamida 29,22 ¢
Bis-acrilamida 0,78 g
H>Ogest Volumen final 100 ml

- Solucion TAE 20X. Se disolvieron las drogas secas en agua hasta el volumen

final, se ajust6 a pH=8 con acido acético glacial.

Tris base 0.8M 96,912 g

Acetato sédico 0.4M 54,432 g

H2Ogest Volumen final 2000 ml
Acido acético glacial Aproximadamente 36 ml

- Solucion stock al 0 % de agente desnaturalizante. Se filtr6 a través de filtro de
0,2 um (Nucleopore GF/F filter) y se almacendé en recipiente de vidrio, en

oscuridad a 4 °C.
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Solucién stock acrilamida al 30 % 20 ml
TAE 20X 2 mi

- Solucion stock al 80 % de agente desnaturalizante. Se filtré a través de filtro de
0,2 um (Nucleopore GF/F filter) y se almacendé en recipiente de vidrio, en

oscuridad a 4 °C.

Solucion stock acrilamida al 30 % 20 ml

TAE 20X 2ml

Urea (de grado electroforesis) 33,60

Formamida deionizada 32 mi

H2Odest Volumen final 100 ml

- Solucion stock de APS al 10 %. Se puede guardar pesado en eppendorf y
agregarle el agua destilada en el momento de utilizarlo. Se almacena a
temperatura ambiente. Se utiliz6 como catalizador de la reaccion de

polimerizacion. Se mezcl6 con el agua destilada en el momento de utilizarlo.

Persulfato de Amonio 01lg
H2Ogest 1mi

- TEMED, N,N,N",N’-tetrametiletiiendiamina. Se conservd en heladera, se utiliza

como iniciador del proceso de polimerizacion.
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- Azul de bromo fenol-sacarosa (loading buffer). Se mezclaron las cantidades

indicadas de cada droga, se almacené a -20°C y descongel6 al momento de

utilizarlo.

Ficoll 2,50r
EDTA 1mM) 10 ml
Azul de bromofenol 0,259
H2Ogest 100 mi

- Solucion TAE 1X, buffer de corrida, se almacen6 a temperatura ambiente, se

utilizaron aproximadamente 4000 ml para llenar la cuba de EGGD.

TAE 20X 50 ml
H2Obidestilada 950 ml

Tincion del gel con solucion de plata
1. Una vez finalizada la corrida, se desconectaron los cables y se tomd el soporte
gue contiene los vidrios, se sacé de la cuba y se vacié el contenido de buffer que

queda entre ambos vidrios.

2. Se separaron ambos vidrios, sobre una superficie plana, con la ayuda de una
espatula (cuidando de no rayar los vidrios). Al despegarse ambos vidrios, el gel

guedo adherido a la superficie de uno de ellos.

3. Se coloco en un recipiente plastico la solucion de acido acético al 10 %, y se

colocé el vidrio con el gel adherido (el gel hacia abajo) y dando movimientos
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suaves se despego el gel del vidrio. Se dejo el gel durante 20 minutos en esta

solucion, en agitador orbital.

4. Se recupero el acido acético, para utilizarlo posteriormente. Se lavo al gel en

H,Oqest durante 2 minutos tres veces, en el agitador orbital.

5. Se escurrid el gel y se lo sumergié en la solucién de plata. Se colocd en

oscuridad y en agitador orbital durante 30 minutos.

6. Se escurrio el gel y se lo sumergié 10 segundos en H,Ogest €N agitador orbital.

7. Se escurrié el gel y se lo colocd en la solucién de carbonato de sodio, en
agitador orbital. Esta solucion comenzé a precipitar la plata usada en la tincion y
se empezaron a ver las bandas. En este paso se debié controlar que no se
oscurezca demasiado el gel, el tiempo aproximado de este paso son 3 a 5
minutos. Hasta lograr la tincibn deseada. Se debid tener especial precaucion en
este momento de la tincibn ya que mucho tiempo en esta solucion puede tefir

mucho el gel impidiendo la correcta visualizacién de las bandas del gel de EGGD.

8. Se escurrio el gel y se coloco en acido acético al 10 % (usado anteriormente) y

se dejo 20 minutos, en el agitador orbital.

9. Se lavo el gel en H,O4est durante 5 minutos.

10. Se colocé el soporte para enmarcar el gel y se lo cubrié con agua. Se colocar
el soporte plastico y se estird sobre él un cuadrado de papel celofan. Se acomodé

y estiré bien el gel sobre el papel celofan y se lo cubrié con otra hoja de papel
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celoféan. Se coloco el soporte para ajustar y se ajustd bien con broches plasticos.

Se retir6 el gel montado con el celofan del soporte y se lo dejo secar 3 a 4 dias.

Soluciones para la tincion del gel

- Solucién acido acético 10 %. Se preparé en el momento de usarlo, cuando se

recupera se conservo en contenedor plastico.

Acido acético glacial 100 ml
H2O0gest 1000 ml

-Solucion de plata. Se reutilizé hasta 4-5 veces, se mantuvo protegida de la luz.

Nitrato de plata 1lg
Formaldehido 1,280 ml
Hzodest 1000 ml

- Tiosulfato de sodio 10 %, se conserva en stock, en heladera.

Tiosulfato de Na 19
H2Ogest 10 ml

- Solucién de carbonato de sodio, se prepar6 en el momento de uso.

Carbonato de Na 159
Tiosulfato de sodio 10 % 92,85 ul
Formaldehido 640 pl
H>Ogest 500 mi
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