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RESUMEN

Los hongos son relevantes en la descomposicion de la materia organica, ciclado de nutrientes y su
disponibilidad para las plantas. El objetivo del presente estudio fue evaluar la comunidad fingica
de suelos con diferente uso utilizando la técnica PCR-DGGE. Se tomaron muestras de suelo (0-5 y
5-20 cm de profundidad) de agricultura continua bajo siembra directa (AC), monte de Acacia sp.
(MA) y pastizal natural (PN), en la region pampeana Argentina. La composicion de la comunidad
de hongos fue analizada utilizando la técnica molecular de la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante (DGGE). A partir de los perfiles de
bandas de los geles DGGE se determinaron el namero de bandas (S) y el coeficiente de similitud
de Jaccard. Los perfiles obtenidos de la amplificacion de fragmentos de ADN permitieron detectar
especies nicas en los primeros 5 cm de suelo para los usos de MA, AC y PN, al igual que para MA
y PN en los 5 a 20 cm de profundidad. Por otro lado, se observaron fragmentos compartidos entre
los tres usos de suelo. El dendrograma identifico dos grupos, con un nivel de similitud préximo a
35%. Los perfiles moleculares determinaron que la comunidad del PN se diferenci6 de las de MA y
AC, los cuales estan mas cercanos entre si. En conclusion, la técnica PCR-DGGE permitio determinar
diferencias en la composicion de las comunidades fungicas edaficas entre suelos con diferente uso
en la region pampeana Argentina.

Palabras clave: micobiota edafica, agricultura, DGGE, pastizal natural, monte.

ABSTRACT

Fungi have a key role in organic matter decomposition, nutrient cycling and nutrient availability
to plants. The objective of the present study was to evaluate the fungal community of soils with
different uses using the PCR-DGGE technique. Soil samples (0-5 and 5-20 cm depth) were taken
from continuous agriculture under no-till (AC), Acacia sp. forest (MA) and prairie (PN) in the
pampean region of Argentina. The fungal community was analyzed using the molecular technique
polymerase chain reaction (PCR) - denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The number of
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bands (S) and Jaccard similarity coefficient were determined from band profiles of DGGE gels. The
profiles obtained from amplification of DNA fragments allowed identifying unique species in the
first 5 cm of the soil for MA, AC and PN uses as well as for MA and PN from 5 to 20 cm depth. On the
other hand, shared fragments were observed among the three soil uses. The dendrogram identified
two groups, with similarity coefficient close to 35%. The molecular profiles determined that the
PN community differed from those of MA and AC, which are closer to each other. In conclusion,
the PCR-DGGE technique allowed determining differences in the composition of edaphic fungal
communities between soils with different use in the pampean region of Argentina.

Key words: edaphic mycobiota, agriculture, DGGE, prairie, forest.

INTRODUCCION

Lasbacteriasyloshongosdel suelosoneslabones
fundamentales en los ciclos biogeoquimicos
(Frioni, 2011), siendo responsables del continuo
ciclado de los compuestos organicos. En los
suelos cultivados, los hongos constituyen la
mayor parte de la biomasa microbiana total,
aportando con mas del 50% a la biomasa del suelo
(Heredia Abarca et al., 2006). Pueden desarrollar
asociaciones simbidticas con algas, insectos y
plantas, y como fitopatogenos causan pérdidas
relevantes en los cultivos. A su vez, y debido a su
potencial produccion de metabolitos secundarios,
pueden ser utilizados en la industria para la
produccion de antibidticos, alcoholes y dcidos
organicos (Méndez Zavala et al., 2007; Okafor,
2007), y en la degradacion de xenobidticos y
contaminantes organicos introducidos en el suelo
(Frioni, 2011). Contribuyen a la agregacion y
formacion de la estructura del suelo (Vazquez,
2015), condicion que los posiciona como una
herramienta importante para fomentar el
secuestro de carbono (Zabala y Goémez, 2010),
una de las practicas aconsejada para mitigar las
emisiones de gases de efecto invernadero. La
magnitud de las funciones desempenadas por los
hongos del suelo se puede deducir considerando
su diversidad. Recientemente, Hawksworth
y Lucking (2017) concluyeron que si bien la
estimacion citada para la comunidad fungica es
de 1,5 millones de especies existentes, el rango
real es de 2,2 a 3,8 millones.

Durante las tltimas dos décadas, los avances
en metagendmica han permitido obtener desde
perfiles metagenémicos de diferentes ambientes,
sobre todo del suelo (Davenport y Tiimmler,
2013) hasta secuenciacion de ADN templados
directamente del sustrato (Rascovan et al., 2013).
De esta manera, se ha logrado identificar un
gran numero de especies no cultivables (Burgess
et al., 2009). Una de las técnicas que permite
observar y comparar perfiles metagenomicos de
las comunidades microbianas es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
para regiones conservadas en electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) (Giler

Mendoza, 2017). Esta metodologia se utiliza para
obtener perfiles de la estructura de la comunidad
de hongos y otros microorganismos, y monitorear
las modificaciones o impactos debidos a practicas
agricolas o actividades industriales, entre otras
(Sydorenko et al., 2012).

El cambio en el uso del suelo, especialmente
la conversion de bosques en pastizales o campos
cultivados y viceversa, es una actividad comun
en muchas regiones y uno de los factores
fundamentales que modifica la biodiversidad y
el funcionamiento de los ecosistemas terrestres
(Arriaga, 2009). Existen evidencias que indican
que las practicas agricolas causan mas alteraciones
cuantitativas que cualitativas en la comunidad
de micro-hongos del suelo (Fracetto et al., 2013).
El tipo de labranza como la rotacién de cultivos
modifican la comunidad de hongos. La reducciéon
de las labranzas y el depdsito de residuos de
cultivos sobre la superficie del suelo promueven
el desarrollo de los hongos (Toapanta Lema, 2016)
a diferencia de la labranza convencional que
estimula el crecimiento bacteriano (Pankhurst
et al., 2002). Vargas Gil et al. (2011) observaron
que las comunidades fangicas estimadas por
DGGE eran modificadas en su estructura debido
al efecto combinado de la rotacion de cultivos y
las labranzas, donde el efecto de estas ultimas era
enmascarado por la heterogeneidad de los suelos
agricolas. Los sistemas de rotacién con pasturas
perennes y un cultivo por afio favorecieron la
diversidad fungica, especialmente de especies
potencialmente beneficiosas para el suelo y
los cultivos (Silvestro et al., 2018). Kasel et
al. (2008) encontraron una estrecha relacion
entre el uso del suelo y la composicion de las
comunidades fungicas. Los suelos de sitios
que tenian el mismo uso se agrupaban juntos a
pesar de las distancias geograficas mientras que
los diferentes usos del suelo de un mismo lugar
estaban separados. Por otra parte, Lauber et al.
(2008) observaron que variaciones en el nivel
de nutrientes en el suelo (fosforo (P) extractable
y relacion C:N) pueden predecir mejor los
cambios en la comunidad de hongos que el tipo
de uso del suelo. Contrariamente, Lupatini et
al. (2013) concluyeron que el cambio en el uso
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y tipo de suelo fueron los determinantes de la
estructura de la comunidad fungica al comparar
pastizal natural, bosque nativo, plantaciones de
Eucalyptus urophylla y Acacia mearnsii, y cultivos
de soja (Glycine max) y sandia (Citrillus lanatus).
Conocer cémo el uso del suelo afecta la
estructura de la microbiota mejorara la capacidad
para disefiar practicas de manejo optimizadas,
considerando que las comunidades fiingicas son
un factor central en los ciclos biogeoquimicos
del suelo (Bell et al.,, 2005), sobre todo como
principales descomponedores. La conservacion
de la diversidad de hongos del suelo deberia,
por ende, favorecer una agricultura sustentable
mediante el suministro de nutrientes, una mejor
estructura del suelo y el desarrollo o promocion
de antagonistas de los patogenos de las plantas.
En este contexto se planted como objetivo
evaluar el efecto que producen los diferentes usos
del suelo sobre la diversidad de la comunidad

fangica, a partir del analisis de perfiles
metagenomicos.
MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sitio experimental y toma de
muestras de suelo

Las muestras de suelo se obtuvieron de
un establecimiento agricola-ganadero ubicado
en el partido de Balcarce (37°75" S y 58°25” O),
al sudeste de la provincia de Buenos Aires,
Argentina. El suelo es un complejo de Argiudol
tipico fino, mixto, térmico serie Mar del Plata
y Paleudol petrocalcico fino, illitico, térmico
serie Balcarce (USDA, 2008). Las principales
limitantes del suelo en la zona de muestreo son
la susceptibilidad a la erosién hidrica y la escasa
profundidad efectiva, en algunos casos menor a
50 cm, debido a la presencia de una capa de tosca
cerca de la superficie (Rodriguez et al., 2015).

El clima de la region clasificado como
mesotermal, htmedo-subhtimedo  presenta
una temperatura media anual del aire de 13°C
y una precipitacion mediana anual de 928 mm
(promedio del periodo 1970-2000). E1 80% de las
lluvias se concentra en el periodo primavera-
verano (INTA Balcarce, 2017).

Los muestreos de suelo se efectuaron en lotes
(potreros) sujetos a usos contrastantes de suelo
y cultivos, los cuales estan localizados dentro
de un paisaje continuo, y son clasificados como:
1) agricultura continua en siembra directa (AC)
establecida a mediados de los anos 90, la cual
incluyé rotaciones con cultivos anuales como
girasol (Helianthus annuus), trigo (Triticum
aestivum), maiz (Zea mays) y soja (Glycine max);
2) monte de Acacia sp. (MA) siendo Acacia
melanoxylon la especie dominante que se implanto

al pie de la sierra en 1940; y 3) pastizal natural
(PN), un ambiente con una minima actividad
antrépica, compuesto por una flora nativa que se
caracteriza por la abundancia de hierbas anuales o
perennes, arbustos y gramineas. Los lotes bajo los
distintos usos se encuentran aproximadamente
dentro de un radio de 2 km uno de otro.

En cada uso del suelo se seleccion6 un area
homogénea en base a caracteristicas de relieve
y pendiente en la cual se tomaron, al azar, entre
20 y 25 sub-muestras, con un barreno de 2 cm de
diametro, las cuales se mezclaron para integrar
una muestra compuesta de aproximadamente 2
kg. Siguiendo este procedimiento, se extrajeron
cuatro muestras compuestas por cada uso del
suelo y profundidad de muestreo que fue de
0-5 y 5-20 cm, durante febrero del afio 2013. En
el mismo momento, primero se extrajeron las
muestras de 0-5 cm y luego las del estrato de 5-20
cm. Las muestras se mantuvieron refrigeradas
en un conservador para ser posteriormente
transportadas al laboratorio de Microbiologia
de Suelos y Alimentos de la Unidad Integrada
Balcarce (UIB). En el laboratorio las muestras
fueron tamizadas con una malla de 2 mm de
diametro para remover raices, restos de residuos
organicos y piedras.

Las muestras con su contenido de humedad
original fueron conservadas a -20°C (Cui et al.,
2014) hasta la realizacion del analisis molecular,
siendo descongeladas durante 24 h a 20°C (Paetz
y Wilke, 2005) previamente a la extraccion del
ADN.

Analisis molecular
Extraccion del ADN

Se mezclaron las cuatro (4) muestras
compuestas de cada uso del suelo y para cada
profundidad por separado y, a partir de esta
muestra, se tomaron dos (2) submuestras que se
utilizaron en el analisis molecular.

El ADN total se extrajo a partir de 0,25 g de
suelo, empleando el kit comercial MOBIO Power
Soil™ DNA (MOBIO Laboratories, Carlsbad,
California, USA), siguiendo las instrucciones
de los fabricantes. Posteriormente se verifico
la pureza del ADN via electroforesis en geles
de agarosa al 0,8% y se cuantificé usando el
fluorémetro (Qubit® de Invitrogen, California
USA). El ADN extraido se conservé a -20°C hasta
su utilizacion en las reacciones de amplificacion.

Amplificacion del ADN. Reaccion en cadena de
polimerasa (PCR)

Las secuencias del gen de la subunidad
ribosomal 18S (rADN 18S) y la region ITS
fueron amplificadas mediante PCR utilizando
dos pares de cebadores especificos para hongos,
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Factor de Elongacion (EF) y el Espacio Interno
Transcripto (ITS), EF4/ITS4 (White et al., 1990;
Smith et al., 1999) e ITSIFGC/ITS2 (White et al.,
1990; Gardes y Bruns 1991). El ITS del ADNr es
una de las regiones del ADN mas ampliamente
utilizada como cebador de disefio para identificar
taxones fungicos ya que contiene dos regiones
no codificantes variables que se encuentran entre
la subregién pequefa altamente conservada
(18S), la subunidad 5.8S y la subunidad grande
(28S). Ademas, varias caracteristicas hacen
que ésta sea una region conveniente para la
identificaciéon molecular de los hongos debido
a: a) es de aproximadamente 600 y 800 pares de
bases y puede ser facilmente amplificada con
los cebadores complementarios a las secuencias
dentro de los genes ADNr (White et al., 1990); b)
al ser de copias multiples el ADNTr, hace que la
region ITS sea facil de amplificar a partir de poca
cantidad de templado; y c) varios estudios han
demostrado que la region ITS es variable entre las
especies y poco variable intra-especies (Gardes y
Bruns, 1991; Chen et al., 1992; Lee y Taylor, 1992;
O’Donnell, 1992).

Se realizaron dos PCR anidadas con el objetivo
de incrementar la sensibilidad y la especificidad
de la deteccion del fragmento de interés. La
primera PCR se realizé con los cebadores EF4/
ITS4 de = 900 pb a un volumen total de 25 pL, en
un termociclador (XP Cycler de Bioer Technology,
Zhejiang, China.). La mezcla de reaccién contenia
100 ng de ADN genomico, 0,5 uL de dNTPs (5
mM), 0,5 pL. de cada cebador (EF4/ITS4, 50 uM),
2,5 uL de MgCl, (2,5 mM), 2,5 ul de buffer 10x, 0,2
pL de Taq 1U y 17,3 puL de agua destilada estéril.
Las condiciones de la amplificacion fueron: una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, 25
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
hibridacién a 44°C por 1 min, extensién a 72°C
por 2 min y una extension final a 72°C por 10 min.
Al mismo tiempo se realizé un blanco donde la
muestra de ADN fue reemplazada por agua
destilada estéril. Alicuotas de la amplificacion
se examinaron via electroforesis en un gel de
agarosa al 1,5% para chequear el tamafo de los
fragmentos e integridad, con un marcador de
peso molecular de 100 pb (Genbiotech S.R.L.,
Argentina). Observadas las bandas en el gel se
realizé la segunda amplificacion.

La segunda PCR se ejecuto utilizando los
cebadores ITS1F-GC/ITS2 (= 300 pb) a un volumen
final de 25 pl compuesto por 1 uL de producto de
la amplificacion de la primer reaccion, 0,5 uL de
dNTPs (5 mM), 0,5 uL de cada cebador (ITS1F-
GCeITS2, 50 uM), 2,5 uL. de CLMg (2,5 mM), 2,5
uL de buffer 10x, 0,2 uL de Taq 1U y 17,3 puL de
agua destilada estéril. En esta segunda reaccion,
las condiciones fueron iguales a las de la primera

amplificacion, sélo se cambid la temperatura de
hibridacion la cual fue de 50°C. Al mismo tiempo
se realizé un blanco donde la muestra de ADN
fue reemplazada por agua destilada estéril. Los
productos de la PCR fueron analizados por su
longitud mediante electroforesis en un gel de
agarosaal1l,5% conunmarcador de pesomolecular
de 100 pb (Genbiotech S.R.L., Argentina). Una
vez que se observaron las bandas, los productos
de esta segunda amplificacion se conservaron a
-20°C para ser posteriormente, analizados en el
gel de DGGE.

Electroforesis en gel con
desnaturalizante (DGGE)

Para el analisis de los diferentes fragmentos
obtenidos se utiliz6 la técnica de DGGE, usando
gel de acrilamida al 8% con un gradiente
desnaturalizante de 10% a 50% de urea y
formamida (w:v). Para la corrida electroforética
se preparo el equipo de VS20-DGGE (Cleaver
Scientific Ltd., Warwickshire, United Kingdom),
siguiendo las instrucciones descriptas del
fabricante. A los productos de reaccién (20 pL)
se les agregd 5 uL. de bromofenol- sacarosa como
buffer de carga, y se colocod un blanco. La DGGE
se realizd en condiciones constantes de 60°C y 70
V durante 6 h usando como buffer de corrida TAE
1 X (Tris-acetato-EDTA) de acuerdo con Silvestro
et al. (2018). Finalizada la electroforesis, los geles
fueron tefiidos con tincion de plata de acuerdo al
protocolo de Dinolfo (2014).

gradiente

Analisis numérico del patron de bandas y
estadistico

Los patrones de bandas fueron interpretados
visualmente utilizando el software TotalLab 100®
(Nonlinear Dynamics, Orlando, Florida, USA). Se
registraron las intensidades y posiciones relativas
de todas las bandas en los geles. Se asumi6 que
cada una de estas bandas corresponde a una
unidad taxonémica operativa (OTU) presente en
la comunidad microbiana (Shannon et al., 2002).
A partir del andlisis de los patrones de bandas de
los perfiles moleculares se calculd la riqueza de
especies (S) de acuerdo a Sigler y Turco (2002).
Se realizéd un test de Tukey (HSD, nivel de
significancia del 5%) para determinar diferencias
significativas en el nimero de bandas entre los
perfiles de suelo de cada uso (R version 3.0.0,
2013). Se construyd una matriz basica de datos
(MBD) de presencia/ausencia para el analisis de
los perfiles obtenidos, en la cual cada unidad se
correspondi6 con una muestra de suelo. A partir
de la MBD se estimd el coeficiente de similitud
de Jaccard (Sneath y Sokal, 1973) utilizando como
técnica de agrupacion la media aritmética no
ponderada (UPGMA), y el paquete estadistico
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NTSYS 2.1 (Numerical Taxonomy System) (Rohlf,
1998; Silvestro et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al considerar el uso y la profundidad del
suelo, se observé que el niimero total de bandas
oscilé entre el valor minimo de 4 en AC para 5
a 20 cm de suelo y el maximo de 23 en AC para
0 a 5 cm de profundidad (Fig. 1). Con respecto
al uso, sumando las bandas presentes en ambos
estratos de suelo, el mayor niimero de bandas se
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obtuvo en AC (promedio 29) y el menor en MA
(promedio 23), indicando una mayor diversidad
de taxones fungicos en el suelo agricola. Una
mayor diversidad de plantas podria promover
una mayor riqueza de especies microbianas
debido a la presencia de una mayor variedad
de nichos y micro-nichos y/o de interacciones
especificas entre plantas y microorganismos.
Contrariamente, una comunidad microbiana
mas homogénea en su composicion puede estar
asociada con una baja diversidad de plantas
(Brodie et al., 2003). El sistema AC incluye la
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Fig. 1. Visualizacion del perfil de bandas generado utilizando DGGE (gel de acrilamida 8%, gradiente
10-50% de formamida:urea, 6 hs a 70 V y tincion con plata) para los productos de amplificacion
de las secuencias del gen 18S rDNA a partir de las amplificaciones con los cebadores EF4/ITS4
e ITSIFGC/ITS2. Arriba de cada calle del gel se indica el tratamiento, donde MA: monte de
Acacia sp.; AC: agricultura continua; y PN: pastizal natural, a profundidades de 0-5 y 5-20 cm.

Fig. 1. Visualization of the band profile generated using DGGE (8% acrylamide gel, 10-50% gradient
of formamide: urea, 6 h at 70 V and silver staining) for the amplification products of the
18S rDNA gene sequences from the amplifications with the EF4 / ITS4 and ITS1IFGC / ITS2
primers. The treatment is indicated above each lane of the gel, where MA: Acacia sp. forest;
AC: continuous agriculture; and PN: prairie, at depths of 0-5 and 5-20 cm.
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alternancia de distintos cultivos anuales en la
rotacion, lo que contribuiria a la diversidad
de plantas y, por ende, a la diversidad de la
comunidad fangica, a diferencia de los sistemas
MA y PN caracterizados por poseer una menor
variacion de especies vegetales, ya sea Acacia y
gramineas, respectivamente. Si bien las especies
vegetales dominantes en el pastizal pueden
cambiar en abundancia relativa en el tiempo,
la composicion de la comunidad vegetal sigue
siendo similar, sin sucesiéon hacia un tipo de
comunidad diferente (Altesor, Ayala y Paruelo,
2010). Asimismo, Pérez Brandan et al. (2010)
registraron mds especies fingicas en muestras
superficiales de suelo provenientes de una
rotacion de soja, poroto y maiz, que en aquellas
correspondientes a los respectivos monocultivos.
Dependiendo de los cultivos que se alternen en la
rotacién, se modificara la diversidad y actividad
de los microorganismos del suelo, debido a
diferencias en la cantidad y calidad de exudados,
y compuestos organicos aportados por el sistema
radical y el residuo de los cultivos (Vargas Gil et
al., 2009). En el presente trabajo se observo que la
mayor riqueza de taxones fingicos correspondi6
al uso de AC, no concordando con lo determinado
por Silvestro et al. (2018) quienes concluyeron que
los suelos con pasturas reunian las condiciones
Optimas para el desarrollo de especies fungicas

29

respecto a aquéllas registradas bajo agricultura
continua.

En cuanto a la profundidad de suelo, se
observaron mas bandas (p < 0,05) en los primeros
5 cm de suelo respecto a los 5 a 20 cm para
AC, no asi para MA y PN en los cuales no se
detectaron diferencias significativas (p > 0,05) en
el numero de bandas entre ambas profundidades
(Fig. 2). Estos resultados constituyen evidencias
que contribuirian a explicar que la diversidad
microbiana varia considerablemente a través del
espacio y esta variacion esta ligada a cambios en
factores abidticos y bidticos (Martiny et al., 2006;
Green et al., 2008). Por otro lado, en los sistemas
agricolas conservacionistas la acumulacién
de residuos en superficie (Kladivko, 2001),
la estratificacion de la materia organica y la
distribucion de nutrientes (Kandeler et al., 1999),
podrian afectar la diversidad fungica. Segun
Buckling et al. (2000), las alteraciones asociadas
con las labranzas pueden promover determinados
patrones de diversidad microbiana en el suelo,
al favorecer especies que son mas tolerantes
a la perturbaciéon a expensas de las mejores
competidoras. Aunque éstos y otros factores como
la porosidad o compactacion del suelo asociada
a diferentes usos del mismo pueden influir en
las variables estudiadas, los mismos no fueron
determinados en la presente investigacion.
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Fig. 2. Diversidad fangica edafica expresada por su riqueza especifica (nimero de bandas, S) para
los distintos usos (MA: monte de Acacia sp.; AC: agricultura continua; PN: pastizal natural) y
profundidades de suelo (0 a5 y 5 a 20 cm). Letras distintas indican diferencias significativas
(p < 0,05) entre profundidades dentro de un mismo uso de suelo. Las barras en cada columna

representan el desvio estandar de la media.

Fig. 2. Edaphic fungal diversity expressed by its specific richness (number of bands, S) for different
soil uses (MA: Acacia sp. forest; AC: continuous agriculture; PN: prairie) and depths (0 to 5,
and 5 to 20 cm). Different letters indicate significant differences (p < 0.05) between depths
within the same soil use. Bars in each column represent the standard deviation of the mean.
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Los perfiles de amplificacion permitieron
identificar secuencias tinicas de acidos nucleicos
en las muestras de suelo correspondientes a los
primeros 5 cm del estrato para MA, AC y PN.
Asimismo, en los 5 a 20 cm de profundidad
para MA y PN, a diferencia de AC donde no se
observaron secuencias unicas en el gel y ademas
coincidié con la menor riqueza de grupos o
taxones fuangicos (Fig. 2). Deacon et al. (2006)
mencionaron que los hongos pertenecientes al
grupo Basidiomicetes eran los descomponedores
principales de la materia organica en suelos de
pradera a diferencia de los suelos agricolas donde
dominaban los Ascomicetes.

El indice de similitud de Jaccard presenta, por
lo general, valores inferiores a 40% denotando
la heterogeneidad fungica entre los usos y entre
las profundidades del suelo. Al analizar el
dendrograma obtenido seidentificaron dos grupos
que incluyeron a todas las muestras de suelo. Estos
grupos se definieron en cuatro conglomerados
(Fig. 3). El primer conglomerado (inferior en
la Fig. 3) se compone de dos observaciones,
correspondientes a las dos muestras de suelo
PN para 5 a 20 cm de profundidad, con un
indice de similitud del 40% entre muestras. El
segundo conglomerado esta integrado por tres
observaciones que incluyen una muestra de suelo
AC para la profundidad de 5-20 cm y las dos
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muestras de suelo PN para 0-5 cm, mostrando
una similitud cercana a 35% entre ellas. El tercer
conglomerado se compone de tres observaciones
que representan las dos muestras de suelo MA
de 5 a 20 cm y una muestra de una repeticion
del uso AC para la profundidad de 5 a 20 cm,
exhibiendo unnivel de similitud del 35%. El cuarto
conglomerado (superior en la Fig. 3) esta formado
por cuatro observaciones. En éste, se agrupan los
cuatro perfiles moleculares provenientes de las
muestras de suelo MA y AC para la profundidad
de 0 a 5 cm (dos observaciones de cada uso), con
niveles de similitud del 35%. El dendrograma
pone en evidencia que los perfiles moleculares
del suelo con PN se diferenciaron de aquéllos con
usos MA y AC los cuales estdn mas cercanos entre
si, indicando diferencias entre las comunidades
fangicas presentes en cada uso del suelo. Fracetto
et al. (2013) observaron un efecto similar de la
vegetacion sobre la comunidad de hongos, donde
las muestras de suelo bajo pastura se separaban de
aquellas de suelos agricolas y forestales, las cuales
estaban mas cerca entre si. La diferenciacién en
cuanto a la composicién de hongos en PN con
respecto a los restantes usos podria atribuirse al
tipo de vegetacion con predominio de gramineas.
La alta productividad, la densa acumulacién
de raices en los 10 cm superiores del suelo con
disponibilidad de exudados radicales, y la
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Fig. 3. Dendrogramabasado en el analisis estadistico (UPGMA) y coeficiente de Jaccard, de los perfiles
obtenidos mediante la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)-electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante (DGGE) de muestras de suelo bajo monte de Acacia sp. (MA),
agricultura continua (AC), y pastizal natural (PN), para profundidades de0 a5y 5 a 20 cm.

Fig. 3.

Dendrogram based on statistical analysis (UPGMA) and Jaccard coefficient of profiles obtained

by PCR-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of soil samples under Acacia sp.
forest (MA), continuous agriculture (AC) and prairie (PN), for depths of 0 to 5 and 5 to 20 cm.
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muerte completa de plantas de cada afio que deja
sus residuos, conducen a la formacion de un gran
pool de materia organica activa en comparacion
con los sitios cultivados (Espinoza, 2010). El
pastizal anual es una comunidad de plantas con
menos de una docena de especies dominantes de
fenologia similar pero con sectores que contienen
miles de plantas por metro cuadrado (Altesor,
et al., 2010). Varios estudios sefialan el efecto de
la vegetaciéon en la estructura de la comunidad
fangica (Brodie et al., 2003; Kasel et al., 2008;
Urcelay, et al., 2010).

Si bien los valores de similitud no superaron
el 50%, los usos MA y AC se agruparon juntos lo
cual indicaria que los usos de suelo mencionados
presentan grupos o taxones fingicos en comun,
donde ocho bandas fueron observadas en MA y
AC, y no se identificaron en PN. Posiblemente
sean grupos fungicos celuliticos ya que son
dos ambientes donde la deposicion de materia
organica es estacional, ya sea por la caida de
flores o frutos de las Acacias en primavera, o
por la acumulacién de los restos vegetales de
los cultivos anuales en el caso del suelo con uso
agricola. Una manera de completar esta hipotesis
seria poder tipificar las bandas en comun para
estos dos usos del suelo. No obstante, aunque el
uso del suelo sea MA o AC, puede no afectarse
la diversidad de la comunidad de hongos pero
la funcionalidad de esta comunidad puede sufrir
alteraciones ya que la abundancia relativa de las
especies puede cambiar.

CONCLUSIONES

La técnica PCR-DGGE permiti6 obtener
patrones de la diversidad fungica asociada al uso
del suelo y la profundidad del perfil en suelos
del sudeste bonaerense, Argentina. Se determiné
que los perfiles moleculares provenientes del
suelo con PN se diferenciaron de aquéllos con
MA y AC. Ademas, el suelo bajo AC y en el
estrato 0-5 cm fue el que presenté mayor nimero
de perfiles moleculares diferenciados por la
técnica utilizada. Respecto de la profundidad,
la técnica empleada detectd secuencias tnicas
de acidos nucleicos para los usos MA, AC y
PN, en los primeros 5 cm y para MA y PN en
los 5 a 20 cm de profundidad. Estos resultados
evidenciarian diferencias en la composicion
de las comunidades flingicas entre diferentes
usos del suelo, aunque un abordaje integral
complementando los presentes resultados
con metodologias de identificacién fungica
especifica brindaria informacién relevante que
permitiria obtener conclusiones de interés en el
area de la ecologia microbiana del suelo.
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