LA SALUD DE NUESTROS SUELOS

su biologia, la biologia de las plantas, como manejarla y como diagnosticar

Luis Gabriel Wall

Centro de Bioquimica y Microbiologia de Suelo (CBMS)
Universidad Nacional de Quilmes - CONICET

CONICET

Universidad
. Nacional »‘\A
Q de Quilmes \/



SUELO



BIOLOGIA DEL SUELO

Protistas Bacteria Archea Nemadatodes

1 GRAMO DE SUELO
es un universo de
microrganismos

Micorrizas=—

Hongos
Descomponedores 1020 Bacteria y Archaea
1012 Virus
1g 103 Protistas

100 m Hongos

10° Nematodos
1m2 | 104 Acaros Oribatidos
300 Lombrices

Sokol et al., Nature Reviews Microbiology (2022)

Acaros hormigas

La biologia del suelo es valiosa por su diversidad pues determina el funcionamiento del suelo como sistema
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¢COomo nos repartimos en el arbol de la vida?

Hug et al., Nature Microbiology (2016)



LA VIDA DEL SUELO IMPACTA
EN LA PRODUCCION AGRICOLA

v

PORQUE IMPACTA EN SU BIOFERTILIDAD



La segunda reserva de C en la biomasa del planeta son BACTERIAS
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Bar-On et al., (2018) PNAS 115, 6506-6511



¢QUE HACE LA MICROBIOTA DEL SUELO?

GENERA REDES DE
ESTRUCTURA INTERACCION

Rot-AV

Rot-R IIR 0.64

IIR 0.46

Rotacion de cultivos Rotacion de cultivos de
de baja intensidad alta intensidad y diversidad
Enzimas Agregados Funcionamiento Sistémico
Sustancias Extracelulares Poliméricas Complementacion funcional

Redundancia funcional
Base de la resiliencia

Polisacaridos
Proteinas
Lipidos
Acidos nucleicos



Transformacion de la materia, ciclos y otras historias...

co, N, ROCA

FIJACION , ,
COMBUSTION Ul FOTOSINTESIS DESNITRIFICACIC’)NUI BIOLOGICA Ul QUIMICO/ BIOLOGICO

de NITROGENO

CH.

Biomasa activa

(microbiana) N-organico P-organico
MO ESTABLE  Biomasa necrotica ] . .
asoc. fracc. min  (microbiana) N-mineral Fosfato disponible




IMPACTO EN LA BIOFERTILIDAD

v

GENERA RESERVAS DE NUTRIENTES (N, P, etc.)
QUE MOVILIZA 'Y TRASLOCA (via microbioma)
A LAS RAICES DE LAS PLANTAS



PLANTA



PLANTA

(vision clasica)

Composicion elemental de la materia viva
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Rizosfera
(vision clasica)

Primera definicion del término
por Lorenz Hiltner en 1904.

L. Hiltner fue director del
Instituto Bavaro de Botanicay
Agricultura en Munich.

A partir de sus estudios
realizados en ese lugar
desarrollo conceptos acerca de
la importancia de los exudados
radiculares para atraer
microbios y de la microbiologia
de la rizésfera para la nutricion
de la planta y para la proteccion
contra enfermedades.

Hartman et al., Plant Soil (2008) 312:7-14

Plant Soil (2008) 312:7-14
DOI 10.1007/s11104-007-9514-z

REGULAR ARTICLE

Lorenz Hiltner, a pioneer in rhizosphere microbial ecology
and soil bacteriology research

Anton Hartmann - Michael Rothballer -
Michael Schmid

En la rizosfera hay 100 veces mas
microorganismos que en el suelo circundante



Suelos Supresivos

Plantas sanas S. supresivo s. normal

o conducente



PGPR

(Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

Inoculation procedure (flame loop between streaks)

BioRender (2021)

AISLAMIENTO

BIOINSUMO



BIOFERTILIZANTES

Gabinete de CURIOSIDADES



Los BIOFERTILIZANTES se definen

como preparaciones a base de
microorganismos Vvivos dque (directa o
indirectamente) aumentan o promueven el
desarrollo de las plantas, en forma relativa
a un control sin inocular.




La rizosfera en la era de los microbiomas

Se analizo el ADN del suelo rizosférico y del interior de la raiz para analizar comunidades microbianas

MICROBIOMAS DE LA RAIZ EL MICROBIOMA CAMBIA
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Nature Reviews Microbiology | AOP, published online 23 September 2013; doi:10.1038/nrmicro3109

Going back to the roots: the microbial
ecology of the rhizosphere

Laurent Philippot', Jos M. Raaijmakers?3, Philippe Lemanceau' and

Wim H. van der Putten“>

Figure 1| Microorganisms in the rhizosphere.

a| Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on a corn root.

b | Colonization of Arabidopsis thaliana by the plant
growth-promoting rhizobacterium Bacillus subtilis FB17.

c | Bacteria on A. thaliana roots (imaged by catalysed
reporter deposition fluorescence in situ hybridization of
bacteria)®. d | GFP-tagged rhizobacteria on roots of

A. thaliana. Image in part a is reproduced, with permission,
from REE 156 © (2003) Nature Education. All rights
reserved. Image in part b is reproduced, with permission,
from REF. 157 © (2012) American Society of Plant Biologists.
Image in part ¢ is reproduced, with permission, from REF. 13
© (2012) Macmillan Publishers Ltd. All rights reserved.
Image in part d courtesy of ). van de Mortel, Wageningen
University, The Netherlands.

Rhizosphere
—_—

Bacterial nodule

Mucilage

Figure 2 | The rhizosphere. The rhizosphere is a narrow zone of soil (a few millimetres wide) that surrounds and is
influenced by plant roots. The schematic shows magnified pictures of the rhizosphere, containing saprophytic and
symbiotic bacteria and fungi, including arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). AMF inset modified, with permission, from
REF. 158 © (2008) Macmillan Publishers Ltd. All rights reserved.

Box 2 | Drivers of the rhizosp in natural and agri systems

Factors driving the assembly of th anditsimp for plant ies in both natural and
agricultural ecosystems (see the figure, parts a and b, the relative thi of the arrows show the
importance of each factor) can be analysedin a ionary In natural lants are growing in
their native soils with long. f pl. and therefore the plant species is

Uikely to be amore important of the rhi: icrobial ity than soil type. By contrast, in
the same crops in various soils, which has a strong impact on rhizosphere

microbiota assembly. In natural ecosystems, plant diversity is generally higher than in agricultural systems, and therefore

ly ved are likely to be more important for the rhizosphere microbiota. As an
outcome of co-evolution, the fitness of wild plant species is expected to benefit more from the rhizosphere microbiota.
This should lead to a stronger positive feedback on plant performance in natural than in agricultural ecosystems. In
agricultural ecosystems, the importance of the rhizosphere microbiota for plant growth and health is lower compared
within natural ecosystems owmg to the input of fertilizers and pesticides. However, in both natural and agricultural

iota has a strong cost for plant fitness related to the loss of photosynthatesin the

form of rmzodeposl(s
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Figure 4 | Root-induced changes in the rhizosphere.

I

Figure 3 | The composition of the bacterial inity in the rhizosphere. The figure
shows examples of the composition of the bacterial community in the rhizosphere of three
maize genotypes (Mo17,B73 and lll14h) and of sugarbeet. The distribution of the different
bacterial phyla is based on data obtained by 454 sequencing (maize)* and G3 PhyloChip
analyses (sugarbeet)®. The bacterial community composition was characterized in the
rhizosphere of 27 maize genotypes cultivated in five fields located in three statesin the
USA. Here, three genotypes displaying contrasted rhizosphere microbiota in a given field
are depicted forillustration® and the sugar beet rhizosphere microbiota presented is from
seedlings grown in a disease-conducive soil in The Netherlands®.

» %§,§

a| Oxygen profiles across a growing root of Juncus effusus (in
white). b | pH profiles across growing roots of intercropped
durum wheat (dashed white) and chickpea (solid white).

c,d | Soil rooted by Lupinus polyphyllus (part ¢), and the
distribution of protease activity in this soil (part d).
Rhizoboxes were trapezoid in shape, with a height of 13cm,
an upper base of 14 cm and a lower base of 10.5cm. Images
in parta a,b are reproduced, with permission, from REF. 159
© (2011) Elsevier and REF. 160 © (2013) Annals of Botany
Company, respectively. Images in parts ¢,d are reproduced,
with permission, from REF. 161 © (2013) Elsevier.




La rizosfera en la era de los microbioma

El microbioma cambia con el estado
de desarrollo de la planta
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El microbioma cambia con
el ciclo circadiano de la planta
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LA PLANTA en la era de los microbioma

LA PLANTA como un HOLOBIONTE
(Lynn Margulis, 1990)

microbioma

epifitico
microbioma
endofitico

LA PLANTA como un SISTEMA SIMBIOTICO
Vandenkoornhuyse et al., New Phytologist (2015)

(endo) rizésfera

(ecto) rizosfera



MECANISMO GENERAL DE LA REGULACION BIOLOGICA
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\ 4

De acuerdo a evidencias del laboratorio, la
disponibilidad de N y P inorganico por el agregado
externo inhibe los mecanismo bioldgicos que conducen
a la biofertilidad ¢ qué sucede a campo?



LOS ULTIMOS ESTUDIOS (CONGRESOS RECIENTES) INDICAN QUE
LOS BIOINSUMOS MODIFICAN LA ESTRUCTURA MICROBIANA DE
LA RIZOSFERA HACIENDOLA MAS “PROBIOTICA” PARA EL
DESARROLLO DE LA PLANTA.



Una mirada a los cultivos y los bioinsumos

(desde la perspectiva de los microbiomas)

Rizosfera de la planta
con MAYOR proporcion
de géneros PGPR

DOMESTICACION SELECCION INVOLUNTARIA

I NEGATIVA DE TAXA

Especie vegetal
original ancestral

BENEFICA PARA LA PLANTA

!

MEJORAMIENTO GENETICO

l Rizosfera de la planta con

Variedad MENOR proporcion de
cultivable géneros PGPR



Los bioinsumos
(Biocontrol — PGPR)
vienen a suplir lo que
perdimos por
seleccion antropica
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¢Como se cuida y se aprovecha la salud bioldgica del suelo?

Con manejo y conocimiento

Cultivos de cobertura o de servicios — aportan diversidad y biomasa (C, N, P)
* Uso de bioinsumos (contribuyen a articular, mejorar, los microbiomas)
 Manejo racional de los fertilizantes quimicos (empezar a pensar y ensayar)

* Seguimiento de los procesos y analisis de suelos
(analisis quimicos, fisicos, bioldgicos)

 Monitoreo de la biologia del suelo por analisis de indicadores bioldgicos (enzimas,
lipidos, agregados, ADN y microbiota)



Indicadores Biologicos

Enzimas Acidos Grasos ADN
(INDICADOR LIPIDICO DE SALUD DE SUELO) ESTRUCTURA DE LA MICROBIOTA
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LAS ENZIMAS DEL SUELO
COMO INDICADORES BIOLOGICOS



3-Cellobiohidrolasa [ciclo del C, sustrato celulosa] (CEL)

C

N-Acetilglucosaminidasa (Quitinasa) [ciclo del N (C)] (NAG) N

3-Glicosidasa [ciclo del C, sustrato celulosa] (bGLU)

Fosfomonoestearasa (Fosfatasa) [ciclo del P] (PME) P
a-Glicosidasa [ciclo del C, sustrato almiddn] (aGLU)

Arilsulfotransferasa [ciclo del S, sustrato sulfatos organicos] (ARI)
Leucina-amino-peptidasa [ciclo del N, sustrato proteinas y péptidos] (LEU)
Glucuronidasa [ciclo del C, sustrato polisacaridos extracelulares] (GLUC)
Xilanasa [ciclo del C, sustrato polisacaridos extracelulares] (XIL)

Acetiltransferasa [ciclo del C, metabolismo intermediario general] (ACE)



Los perfiles de enzimas separan tratamientos
[ej.: San Nicolas, mayo 2015, 0-5 cm]
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Las actividades enzimaticas correlacionan con la intensificacion
A los 8 anos de iniciado el ensayo siete enzimas
aumentan su actividad con el IIR
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Teoria estequiométrica elemental — criterio de salud

El MONOCULTIVO muestra una
FISIOLOGIA ANORMAL
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MICROBIOMAS
(ADN)



Analisis de ADN del suelo, secuencia del gen 16s para determinar
comunidades de bacterias

LOS MICROBIOMAS bacterianos se definen POR SITIO
pero dentro de cada sitio SE SEPARAN POR TRATAMIENTO

|
Alta con Gramineas

0.2

Alta con Leguminosas
B Intermedia

Pastura
W Tipica

Dim2

A | 3 Matilde

® | as Matreras
® San Nicolas

| | | | | |

0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3




LAS MODIFICACIONES DE LOS MICROBIOMAS POR CAMBIO DE
TENDENCIAS EN LAS DENSIDADES DE ALGUNOS GRUPOS
BACTERIANOS SE REPITEN EN LOS DIFERENTES SITIOS

Redes de

Phylum Agriculture INTERACCION

Intensification
Actinobacteria
Bacteroidetes
Verrucomicrobia
WS3 Bacteria
BRC1

copiotrophics

Acidobacteria

Firmicutes
Gemmatimonadetes l

Nitrospirae

oligotrophics

MAYOR INTERACCION (CO-OCURRENCIA)

OD1 MEJOR FUNCIONAMIENTO - MAS SALUD



ADN

(gPCR)

/ \

HONGOS / BACTERIAS

Como indicador se puede medir la
relacion Hongo / Bacteria

Los HONGOS y las BACTERIAS

son agentes primarios
de agregacion del suelo

Producen
SUSTANCIAS EXTRACELULARES POLIMERICAS

Glomalina
Proteinas
Polisacaridos
Lipidos

Acidos nucleicos
Otra MO

namre . ARTICLES
eCOlOgy & eVOlutlon https://doi.org/10.1038/s41559-017-0344-y

Soil biota contributions to soil aggregation

Anika Lehmann ®'?*, Weishuang Zheng ®3 and Matthias C. Rillig"? 20 1 7



DISTRIBUCION DE AGREGADOS
RESISTENTES A LA DISPERSION ACUOSA



LOS MACROAGREGADOS (2000-250 mm)

San Nicolas- Mayo 2016 San Nicolas- Mayo 2018
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LA INTENSIFICACION AUMENTA LA PROPORCION DE MACROAGREGADOS

Esto debe interpretarse como producto de la actividad bioldgica por la sintesis
activa de sustancias extracelulares poliméricas, componentes de la materia
organica del suelo, responsable de la agregacion de particulas y construccion de
micro-nichos y estructura del suelo
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LIPIDOS

PERFILES DE ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS TOTALES DEL SUELO
COMO INDICADORES BIOLOGICOS
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Perfiles de acidos grasos de lipidos
totales del suelo (WSFA)

Discriminan suelos con manejos dferetes
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Los perfiles lipidicos discriminan suelos
en diferentes momentos de muestreo o
asociados a diferentes cultivos pero no
hemos logrado encontrar el acido graso
qgue resulte indicador de salud del suelo
PERO ...

LA MATILDE

SAN NICOLAS

LAS MATRERAS

Perfil WSFA
(aprox. 70 acidos grasos identificados por cromatografia)

algoritmo propio
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Soil Health Lipidic Index

Indice Lipidico de Salud de Suelo
(un valor que correlaciona con aspectos que se asocian a la salid de un suelo)
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CONCLUSIONES

v’ La biologia del suelo se modifica con el manejo
agricola

v El manejo agricola es una herramienta de manejo
de los microbiomas

v’ Se pueden medir indicadores bioldgicos que
permiten interpretar mejor los efectos del manejo
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Abstract: The diversification and intensification of crop rotations (DICR) in no-till systems is a novel
approach that aims to increase crop production, together with decreasing environmental impact.
Our objective was to analyze the effect of different levels of DICR on the abundance, biomass,
and species composition of earthworm communities in Argentinean Pampas. We studied three levels
of DICR—typical rotation (TY), high intensification with grass (HG), and with legume (HL); along
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fallow times by using different winter and summer crops, including cover crops, in two and three-year rotation
schemes. Five different levels of DICR were tested -typical local rotation, intermediate rotation, high intensifi-
cation with grasses, high intensification with legumes, and a i i ies pasture-, and i at
three different agricultural farms situated in the Argentinean Pampa. The soils were analyzed at four and seven
years after DICR started. The on-farm studies were established at each site in a plot of ca. fifty hectares with a
typical local rotation history and evaluated after four and seven years of changes. The impact on prokaryotic soil
communities was measured by 16S rRNA gene sequencing. Overall, the sustained DICR showed a progressive
effect with reduced Bray-Curtis dissimilarities at second sampling. At the phylum level, Actinobacteria, Bac-
teroidetes, Verrucomicrobia, BCR1, and WS3 increased with the level of DICR while Acidobacteria, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, OD1, and TM7 showed the opposite trend. Selected taxa based on LEfSe detection were
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PRISTINE STEEP IRRIGATION AGRICULTURE

RIO NEGRO

LA VICTORIA CHOCORI

Soil organic matter was mcreased by Agriculture practice
compared to steppe soil after five years of agriculture
irrigation in northern Patagonia Rio Negro valley.
(Replicated at three different farm soils. 0-5 cm analyzed)

Authors acknolwedge Chacra VINPA, Aapresid, Argentina, for the access to the fields
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PROYECTO CHACRA - PERGAMINO

INFORME FINAL sobre Indicadores Bioldgicos de Suelo (2015-2020)
Informe de resultados (Proyecto SPOTT-AAPRESID- UNQ)

Enzimas
T B-Glicosidasa
L~], i L ! Cellobiohidrolasa
1 {n, : } ~» -1 Quitinasa
R inrae: e Leu-Peptidasa
Fosfatasa

= S e

2

T g -rmammo2ms Las ROTACIONESse3jusan

é Ly ° ,’; F 2 la NORMALIDAD FISIOLOGICA:
< V)

211 o .

£ CHACRA
30 z ® Monocs

3 -

2 Y y =0,7403x + 0,3882 Lineal (CHACRA)
=

Z 07 == =-Lineal (Monoc S)
z
o

05 +
06 08 1 12

C/P [In(BGLU)/In(PME)]

Las enzimas permiten medir
actividad biologica y caracterizar el
funcionamiento de los ciclos de los
elementos en el suelo (fisiologia)

Indicadores Bioldgicos

(INDICADOR LIPIDICO DE SALUD DE SUELO)

Resarva do C orginico (8-30<

INDICE LIPIDICO DE SALUD DE SUELO

Acidos Grasos

e sustototal
—
SOOVHOVOUVI

T (154 2] nsonarn (175] nnans (17
) Views | Aribe dv

ADN
ESTRUCTURA DE LA MICROBIOTA

Bacteria Hongos

BN
s llllll -
E I=

= [
g [ -
i oy
2 e
i

mmmmmm

relativa

Abundancia

Bacteria

Determinacidon de grupos claves

Diversidad ACTINOBACTERIA (Hub1)

Diversidad CLUSTER 1 (Hub1)

CTOTAL

CTOTAL

RENDIMIENTO
RENDIMIENTO




AGRICULTURA

(vision contemporanea)

SUELO - BIOLOGIA AGRICULTURA - BIOLOGIA
£ e g . i

meas — = s 9O 13
e L —% , ‘_., = 7 ¥-§ RASTROTO S

RASTROTOS dbo
] B : \‘\ . s
l@éﬁ%\ %E desarrollo de rizosfera

'

transformacion de la materia organica desarrollo
MEDIADO por
construccion de estructura del suelo proteccion MICROBIOMA
y
. R MICORRIZAS
almacenamientode C nutricion

BIOFERTILIDAD



MENSAJE PARA LA CASA (1)

Los INDICADORES BIOLOGICOS nos ofrecen una
nueva manera de PENSAR EL SUELO y de
interpretar los procesos que realizamos en el suelo
para CULTIVAR Y PRODUCIR bienes, CUIDANDO y
preservando el recursoy EL AMBIENTE



MENSAJE PARA LA CASA (2)

La AGRICULTURA PUEDE aumentar la actividad
biologica y REGENERAR SUELO o construirlo.

Un suelo con alta actividad bioldgica vy diversidad
microbiana CAPTURA Cvy es un suelo saludable

necesario para que la produccion y el desarrollo
sean SOSTENIBLES.
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