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BDOBS: BD Oxygen Biosensor System

BHR: amplio rango de hospedador

BM: biomasa microbiana

BOA: bacterias oxidantes del amoniaco

BUR: Mayor Buratovich

Cc: capacidad de campo

CC: cultivos de cobertura

CLPP: perfil fisiologico de la comunidad

CP: componente principal

Ct: treshold cycle (ciclo umbral) de las curvas de amplificacion de PCR en tiempo real
DGGE: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizante
DMSO: dimetilsulféxido

dNTPs: deoxinucleotidos trifosfato

DOR: Coronel Dorrego

DP: diferencia de proporciones

EGMs: elementos genéticos moviles

E: equitatividad catabdlica o de uso de sustratos carbonados
Eu: indice de equitatividad de Shannon

Exc: exudado radical de plantas cortadas

Exg: exudado radical de plantas tratadas con glifosato

FC: formulado comercial

GR: resistente a glifosato

H: con historia de glifosato

H’: indice de heterogeneidad de Shannon-Weaver
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HAPs: hidrocarburos aromaticos policiclicos

IA: ingrediente activo

IBNs: inhibidores bioldgicos de la nitrificacion

IC50: dosis inhibitoria maxima media

IncP-1: plasmidos del grupo de incompatibilidad 1

IR: indice respiratorio

IS: indice de selectividad

K4 constante de adsorcion

MOA: microorganismos oxidantes del amoniaco

NMDS: escalamiento no métrico multidimensional

NGS: Next Generation Sequencing o secuenciacion de Ultima generacién
NH: sin historia de glifosato

NPMANOVA: andlisis multivariado de la variancia no paramétrico
NRFU: unidades de fluorescencia relativa normalizadas

OTU: unidad operativa taxonémica

PAL: fenilalanina amonio liasa

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PCR-DGGE: PCR seguido de separacién de los productos mediante DGGE
PFLA: &cidos grasos fosfolipidicos

P;: fosfato inorgéanico

PICT: tolerancia de la comunidad inducida por el contaminante
gCO,: cociente metabdlico

gPCR: PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

Ry/: relacion de numeros de Hill (Hill-ratio)

RB: respiracion basal

RFU: unidades de fluorescencia relativa

RQ: cociente respiratorio

RP: relacién de proporciones

S’: riqueza

Sl: secuencia de insercién

SIR: respiracion inducida por el sustrato

TAE: Tris-Acetato-EDTA

T-RFLP: polimorfismo de los fragmentos de restriccion terminales
T-RFs: fragmentos de restriccion terminales

UPGMA: agrupamiento pareado no ponderado utilizando media aritmética
ZAV: Zavalla

A: indice de heterogeneidad de Simpson

@: diametro
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La intensificacion agricola caracteristica de los ultimos tiempos, tanto en Argentina como
a nivel mundial, depende en gran medida de la utilizacién de herbicidas para el control de
malezas en cultivos y pasturas. El glifosato [N-(fosfonometil)glicina] es el herbicida mas
utilizado en el mundo en la actualidad. Es un herbicida de amplio espectro, no selectivo,
usado en pre-siembra o post-emergencia, cuyo consumo se incrementd impulsado por la
difusion de los cultivos genéticamente modificados resistentes al principio activo (GR) y la
expansion de la agricultura en siembra directa. Asimismo, es utilizado también como agente
de desecacién quimica en cultivos sensibles, por ejemplo, para la supresion de cultivos de
cobertura. La potencial alteracion de las comunidades microbianas y los procesos biol6gicos
del suelo por el glifosato ha despertado un particular interés ya que las comunidades
microbianas edéficas llevan a cabo importantes funciones en el ecosistema.

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue evaluar el impacto de glifosato en comunidades
microbianas del suelo. Para ello, se llevaron a cabo diferentes experimentos desde un
enfoque tanto fisiolégico como molecular. En primera instancia, en un estudio de caracter
observacional, se determiné si la exposicién crénica al herbicida puede conducir a un
incremento en la tolerancia de la comunidad. Los resultados de la estrategia ecotoxicologica
PICT (Pollution Induced Community Tolerance), con el ingrediente activo (IA) y con un
formulado comercial (FC), indicaron que las comunidades microbianas de suelos con larga
historia de exposicién a campo (H) no presentan una mayor tolerancia respecto de aquellas
presentes en suelos sin historia (NH). La tolerancia no incrementada fue consistente con un
estudio posterior en microcosmos en el cual no se observd un fendmeno de “costo de
tolerancia” frente a un disturbio secundario (desecacion-humedecimiento). El efecto de un
ciclo de desecacion-humedecimiento sobre un indicador de estrés metabdlico (cociente
respiratorio, RQ), no fue significativo en el sitio H ni en el sitio NH. Asimismo, se demostro
que en el sitio H la abundancia de genes indicadores de diferentes grupos microbianos,
entre ellos bacterias totales, Actinobacteria, bacterias y arqueas oxidantes del amoniaco
(BOA y AOA, respectivamente), en respuesta al disturbio mencionado, no se encuentra
condicionada por la presencia/ausencia de una aplicacion previa de glifosato.

Sin embargo, en un experimento en microcosmos se observé que aplicaciones repetidas
de glifosato conducen a modificaciones fisiolégicas y a nivel de estructura de la comunidad.
El RQ, con &cido p-cumérico como sustrato, se incremento luego de tres aplicaciones del
ingrediente activo (IA) respecto del control, tanto en sitios H como NH, indicando una
condicion de estrés metabdlico y un posible impacto sobre microorganismos capaces de

catabolizar fenilpropanoides. El FC, a diferencia del IA, mostr6 mayores efectos a nivel de
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estructura de la comunidad de BOA. En una de las dos localidades estudiadas, los perfiles
basados en ADN de este grupo especifico de microorganismos, indicaron una menor
similitud de microcosmos con tres aplicaciones del FC respecto de microcosmos control,
tanto para el sitio H como el NH, no observada con el IA. De la misma manera, en ambos
sitios se observaron modificaciones en la abundancia relativa de BOA.

Finalmente, se estudiaron las comunidades microbianas rizosféricas de Avena sativa L.,
especie utilizada frecuentemente como cultivo de cobertura (CC) y tratada con glifosato
durante la etapa de finalizacion del cultivo. Se observaron efectos diferenciales de la
desecacion con un FC de glifosato, respecto de un método sin herbicida (corte). Si bien la
estructura de la comunidad bacteriana (diversidad a y ) no mostré un efecto significativo del
método de finalizacién, se detectaron diferencias en los perfiles catabédlicos de las
comunidades (CLPP) como asi también en la diversidad catabdlica y en la abundancia
relativa de ciertos grupos bacterianos, entre ellos, las BOA. A los 26 dias post-tratamiento, la
diversidad catabdlica observada fue mayor en el método con glifosato y los perfiles
fisiol6gicos se diferenciaron significativamente, con una utilizacion mayor de todos los
sustratos carbonados evaluados. Ademas, la rizosfera de plantas secadas con glifosato
presentd una menor abundancia de AOA, una mayor abundancia relativa del OTU 35
(Mesorhizobium sp., posiblemente involucrada en la degradacion de fosfonatos), y se
detectaron plasmidos promiscuos IncP-1 €, no observados en ausencia de glifosato. Un
mecanismo putativo de impacto de glifosato basado en la exudaciéon incrementada de
compuestos fendlicos inhibitorios explicaria la menor abundancia de AOA y de BOA,
mientras que la exudacion directa de glifosato, reportada en diversos estudios, seria la
causa del incremento de bacterias degradadoras de fosfonatos.

Los resultados obtenidos mediante la estrategia PICT, apoyados por la ausencia de un
fenbmeno de “costo de tolerancia” frente a un disturbio secundario (desecacion-
humedecimiento), permiten concluir que la exposicion crénica de las comunidades
microbianas a glifosato no conduce a un incremento en la tolerancia. Sin embargo, la
ausencia de una respuesta PICT es insuficiente para concluir que no han ocurrido
modificaciones en la comunidad. Las evidencias obtenidas a partir del estudio de impacto de
aplicaciones repetidas en microcosmos sugieren que podrian existir modificaciones en
grupos especificos de microorganismos, entre ellos, las BOA, un grupo clave en el ciclo del
N. La estrategia PICT podria ser sensible a grandes cambios en la comunidad pero
insensible a poblaciones especializadas dentro de la misma. Por tal motivo es necesario
considerar también indicadores relacionados con grupos especificos y ecol6gicamente

relevantes para una evaluacién precisa y abarcativa de los efectos del herbicida. Asimismo,
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es necesario incluir a la microbiota rizosférica en las evaluaciones de impacto. Las
diferencias observadas entre comunidades microbianas rizosféricas de plantas de A. sativa
finalizadas por desecacién o corte, a los 26 dias post-tratamiento, podrian derivar en efectos
diferenciales sobre el ensamble de comunidades microbianas rizosféricas del cultivo
sucesor, aspecto que debera evaluarse en futuras investigaciones. De la misma manera, el
enriquecimiento en bacterias degradadoras de fosfonatos a los 26 dias podria estar
asociado a una mayor potencial de degradacién de glifosato en la rizosfera de plantas
tratadas con el herbicida, aspecto que también deberd abordarse en préximos estudios.
Finalmente, esta Tesis demuestra, por primera vez, que la abundancia de microorganismos
oxidantes del amoniaco (MOA) constituye un indicador sensible frente a un FC de glifosato,
tanto en suelo rizosférico como no rizosférico, con el potencial de ser utilizado en programas
de monitoreo en el largo plazo. Asimismo, se propone un mecanismo putativo de impacto de
glifosato en la rizosfera relacionado con la exudacién incrementada de compuestos fendlicos

que podria explicar la reduccién observada en la abundancia de MOA.
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ASSESSMENT STUDY OF GLYPHOSATE IMPACT ON SOIL MICROBIAL COMMUNITIES
FROM ARGENTINIAN PAMPAS

Glyphosate is the most used herbicide worldwide. While contrasting results have been
observed related with its impact on soil microbial communities, more studies are necessary
to elucidate the potential effects of the herbicide. The objective of this research was to
assess the impact of glyphosate on soil microbial communities from Argentinian Pampas
soils. An initial observational study was conducted to assess the tolerance to glyphosate of
contrasting soils with (H) and without (NH) history of exposure to the herbicide using the
ecotoxicological approach Pollution Induced Community Tolerance (PICT). Results from
three different locations indicated that tolerance to glyphosate was not higher in H soils than
in NH soils either for the active ingredient (Al) or a commercial formulation (CF). The non-
increased tolerance in H soils was consistent with a following research at microcosm level in
which no “cost of tolerance” result was observed for the microbial community upon a
secondary disturbance frequently detected in the soil environment (dry-rewetting). The effect
of a dry-rewetting cycle on a metabolic stress indicator (respiratory quotient, RQ) was not
significant in H or NH site. Similarly, when the agricultural H site was assessed by molecular
methods, the response of different indicator genes to a dry-rewetting cycle was not
conditioned by a previous application of a CF. However, these results should not be
considered a strong evidence of no changes in soil microbial communities induced by the
herbicide. Further research in soil microcosms revealed changes in the physiology and
structure of microbial communities after repeated applications. The RQ with p-coumaric acid
was increased after three applications of the Al relative to control microcosms, in H and NH
sites, while the relative abundance and structure of AOB was also modified in both sites in
one of the two locations assessed, but only under CF exposure. Finally, soil microbial
communities from the rhizosphere were included in the study in order to get a more accurate
and comprehensive assessment of glyphosate impact. In a greenhouse assay, soil microbial
communities from the rhizosphere of a cover crop (Avena sativa L.) suppressed by a non-
chemical method (mowing) were compared with communities from glyphosate desiccated
plants. Differential effects were observed in catabolic diversity, in the abundance of specific
bacterial groups (namely BOA, AOA and Bacilli) or species (Mesorhizobium sp.) as well as in
the occurrence of broad host range IncP-1 plasmids. This research demonstrates the
applicability of BOA and AOA as indicators of glyphosate impact in different soil
environments and proposes a putative model to explain the differential effects of glyphosate

and mowing methods on rhizhospheric microbial communities.
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1. El herbicida glifosato
1.1 Cultivos resistentes (GR) y utilizaciéon del herbicida a nivel mundial y local

Desde su comercializacion por primera vez en 1974, el herbicida glifosato se ha
convertido en el mas utilizado en el mundo, principalmente a partir de 1996 debido a la
amplia adopcion de cultivos transgénicos resistentes a glifosato (GR o RR) incluyendo soja,
maiz, canola, algodén y cafa de azucar (Duke y Powles, 2008). A nivel global, el uso de
glifosato se ha incrementado mas de 15 veces desde la introduccion de los llamados cultivos
GR (Benbrook, 2016), con una proyeccion estimada de 1,35 millones de toneladas en 2017
(Newman et al., 2016a). En Estados Unidos, por ejemplo, se han aplicado 1,6 billones de
kilogramos del ingrediente activo (IA) desde 1974 (Benbrook, 2016). En Argentina
solamente, se aplican mas de 160.000 toneladas anuales del IA para el control de malezas
en cultivos resistentes de soja y maiz como asi también en barbecho quimico (CONICET,
2009). Los datos correspondientes a los primeros cinco afios desde la introduccién del
primer cultivo GR en Argentina evidencian claramente la expansion del glifosato y de la soja
GR en el mercado argentino y la tendencia creciente que experimentd el paquete
tecnolégico desarrollado por la compafiia Monsanto (Tabla 1) (Qaim y Traxler, 2005).

Argentina es uno de los mayores productores mundiales de alimentos, con 33,2 millones
de hectareas destinadas a la agricultura. La produccién de soja, en particular, ha
experimentado un incremento sin precedentes en los Ultimos 20 afios. En 2012, el area
destinada a la produccion de soja fue de 19 millones de hectareas. Comparado con el afio
1990, esto representa el cuadruple de superficie sembrada (Figura 1) (VIB, 2013).

Tabla 1. Expansion del herbicida glifosato y de soja resistente a glifosato (GR) en el

mercado argentino. Se indican los valores anuales desde la introducciéon del primer
genotipo de soja GR. Fuente: Qaim y Traxler (2005).

0596 96-97 9798 9899 992000 00"
Area total sembrada con soja 5,91 6.39 6.05 8,18 500 1032

(millones ha™)
Area con soja GR (millones ha™) 0 0,04 1,76 4,8 6,64 9,29

Numero de compafiias
proveedoras de semillas GR
Venta de glifosato
(millones de litros)
NUumero de compalfiias
proveedoras de glifosato
Precio de comercializacién del
glifosato ($ por litro)

0 1 2 4 7 7
7,62 12,63 28,52 45,53 60,97 82,35
14 17 18 21 19 22

5,63 5,11 4,05 3,22 2,81 2,67
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Figura 1. Expansién del area sembrada con soja resistente a glifosato (GR) en
Argentina. Las barras azules corresponden al area sembrada con soja GR (millones de
hectareas), mientras que las verdes corresponden a soja no resistente. Se observa un
incremento vertiginoso desde la introduccién de la resistencia a glifosato (1996). Fuente: VIB
(2013).

En el afio 2001 la produccion de soja Roundup Ready (RR) resistente a glifosato ocupaba
un 90% del area dedicada a este cultivo en Argentina (Qaim y Traxler, 2005; Trigo, 2011);
actualmente el 100% del area sembrada con soja corresponde al genotipo GR (Trigo, 2011).
En la Pampa Humeda se concentra principalmente en el Sur de Santa Fe, Centro-Norte de
Buenos Aires y Este de Cdordoba. En el sudoeste de la provincia de Buenos Aires, el trigo
(Triticum aestivum L.) en siembra directa es el principal cultivo de invierno, donde el control
quimico de malezas con glifosato durante el barbecho y la implantacién del cultivo es clave
para lograr la mayor eficiencia de uso del agua y nutrientes (Vigna y Lépez, 2002). La
difusiébn masiva del herbicida en soja RR y en lotes de barbecho quimico destinados a la
siembra directa de varios cultivos, ha generado la propagacion de malezas tolerantes o que
han desarrollado estrategias de "escape", provocando dificultades para un control efectivo
mediante las dosis comunmente recomendadas (Rainero, 2008; Vigna et al., 2008; Papa et
al., 2012). Esta situacion hace necesario implementar cambios en los tratamientos
tradicionales con la modificacion de dosis, aplicaciones repetidas y/o la incorporacion de
nuevos principios activos en mezcla.

En un informe de evaluacion de la informacién cientifica existente vinculada a la
incidencia del glifosato sobre la salud humana y el ambiente (Comision Nacional de
Investigacion sobre Agroquimicos, CONICET, 2009), se alert6 sobre la necesidad de evaluar

efectos a largo plazo y exposicion a aplicaciones reiteradas de glifosato sobre organismos y
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sus interacciones, ya que la escasa informacion disponible impide una evaluacion certera de
riesgo para la biota, asociada al uso extensivo del glifosato. Asimismo, especialistas de
areas involucradas en el estudio de los aspectos ambientales del uso de glifosato, también
destacaron la necesidad de estudios ecotoxicolégicos locales que aborden los efectos de la
aplicacion de glifosato en el ambiente y segun caracteristicas particulares de cada zona.
Ademas, remarcan la importancia de investigar el efecto de la molécula de glifosato en la
diversidad de condiciones ambientales o ecosistemas locales y especificamente en

organismos no blanco (INTA Balcarce, 2010).

1.2 Descripcion y modo de accion

El glifosato es un herbicida sistémico, no selectivo, de amplio espectro y de post-
emergencia que controla malezas anuales y perennes. Es el nombre alternativo o comun del
compuesto organofosforado N-(fosfonometil)glicina, de acuerdo a la nomenclatura de la
IUPAC. Se comercializa usualmente como la sal del &cido desprotonado y un cation (ej.:
potasio, isopropilamina, dimetilamonio), siendo los ingredientes basicos de los formulados
comerciales la sal de glifosato mas uno o varios surfactantes en solucion acuosa. Una de las
formulaciones méas extendidas es la que contiene 480 g I'* de la sal de isopropilamina
(equivalente a 360 g I* del &cido libre) (CONICET, 2009) aunque los formulados que
contienen la sal de potasio son también ampliamente utilizados.

Para ejercer su accion herbicida, el glifosato ingresa a la planta a través de los tejidos
verdes para moverse en el apoplasto y en el simplasto rapidamente hacia los meristemas,
donde detiene el crecimiento. Luego de una rapida penetraciéon a través de la cuticula se
produce el ingreso al simplasto, posiblemente mediante un mecanismo pasivo de difusién o
bien mediante un transportador de fosfato en la membrana plasmatica (Gomes et al., 2014).
Las propiedades fisicoquimicas le permiten ser translocado desde la hoja, por medio del
floema, hacia los mismos tejidos que constituyen reservas en la planta. Esto significa que
puede alcanzar meristemas, raices y hojas jévenes, érganos de almacenamiento y cualquier
tejido en crecimiento activo (Duke y Powles, 2008). El apice del tallo y los extremos de las
raices son un destino importante de glifosato debido a la alta tasa de crecimiento y de
actividad metabdlica (Gomes et al., 2014).

El glifosato actua inhibiendo la enzima 5—enolpiruvilshikimato 3—-fosfato sintasa (EPSPS),
que cataliza la transferencia del grupo enolpiruvil desde el fosfoenolpiruvato al
shikimato—-3-fosfato para producir 5—enolpiruvilshikimatomato 3-fosfato y fosfato inorganico
(Pi). La reaccion catalizada por la enzima EPSPS constituye el paso limitante de la via del

shikimato, una via metabdlica esencial para la sintesis de aminoacidos aromaticos y otros
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compuestos derivados como los fenilpropanoides con mudltiples funciones, entre ellas, la
defensa contra patdégenos (Duke y Powles, 2008). La via del shikimato se encuentra
presente en algas, arqueas, bacterias y hongos como asi también en parésitos apicomplejos
pero no en animales (Roberts et al., 2002; Richards et al., 2006). El glifosato es un analogo
del fosfoenolpiruvato en el estado de transicion, uno de los sustratos utilizados por la
EPSPS. La inhibiciébn resultante conduce a la pérdida de regulacion de la via por
retroalimentacion negativa (feedback inhibition) y ello a su vez termina en un flujo masivo de
carbono hacia la formacion de shikimato-3-fosfato que es convertido y acumulado como
shikimato. EI modo en que la inhibicién de la via del shikimato inducida por glifosato
desencadena la muerte de la planta no ha sido completamente dilucidado. Por un lado se
asume que el principal efecto es la insuficiente produccién de aminoacidos aromaticos para
mantener la sintesis proteica. Por otro lado, se ha propuesto que el aumento del flujo de
carbono a la via del shikimato como consecuencia de la ausencia de inhibicion por
retroalimentacién, resulta en la privacibn de carbono para otras via esenciales (Duke y
Powles, 2008).

Se ha determinado también que, ademas de los bajos niveles de tript6fano, tirosina y
fenilalanina, las células sensibles a glifosato poseen niveles hasta un 65% mas bajos de
otros aminoéacidos importantes como glicina, serina y metionina. Asimismo, existen
evidencias que demuestran un exceso de amonio en plantas tratadas con glifosato,
posiblemente relacionado con la estimulacion de la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)
(Nafziger et al., 1984). En plantas de tabaco transgénicas se determiné que la reduccién en
el pool de amino&cidos arométicos como consecuencia del glifosato resulta en una
estimulacion del flujo metabdlico a través de la via del shikimato, conduciendo en ultima
instancia a un incremento en la actividad PAL como asi también a niveles incrementados de
acido clorogénico (compuesto polifendlico relacionado con el cinamato) (Guillet et al., 2003).
Parte (o posiblemente todos) de los efectos toxicos del glifosato podrian estar relacionados
entonces con la estimulacién de la enzima PAL (Duke et al., 1980). Los compuestos
fendlicos producidos a partir de esta enzima y el amonio liberado en la reaccion y
acumulado explicarian la toxicidad (Duke et al., 1978). La estimulacion de la actividad PAL
por el glifosato ha sido observada hasta el momento tanto en plantulas de soja (Duke et al.,
1980; Hoagland, 1980) como de maiz (Duke y Hoagland, 1978).

1.3 Comportamiento en el suelo

El destino final de los herbicidas en el ambiente es un tema de creciente preocupacion

dado que sélo una pequefia parte de los quimicos aplicados llegan a los organismos blanco
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(Pimentel, 1995), lo cual implica un potencial impacto del herbicida residual en el suelo y en
el agua sobre la salud humana, animal y de los cultivos. El suelo es uno de los principales
reguladores de la movilidad de los herbicidas en el ambiente. En él ocurren diversos
procesos bioldgicos y quimicos que determinan la retencién o el transporte, entre ellos, los
fendmenos de adsorcion, lixiviacion, degradacion quimica y degradaciéon biolégica. Estos
procesos ocurren en paralelo y estan interrelacionados (Zabaloy et al., 2011).

Una vez que el glifosato interactia con el suelo, ya sea por aplicacion directa a la
superficie del suelo, por exudacion desde las raices de las plantas o al ser liberado de
tejidos vegetales tras la descomposicion de los mismos, se encuentra sujeto a diferentes
procesos que controlan su comportamiento y destino en el suelo. Estos procesos incluyen la

adsorcion-desorcion, transporte o movilidad (lixiviacion) y degradacion.

1.31 Adsorcion

Entre los procesos que determinan el destino del glifosato en el suelo, la adsorcién es el
mas importante ya que controla la disponibilidad para la degradaciéon biologica, para la
absorcion por parte de la planta y para la movilidad a través del suelo desde el sitio donde
se encuentra hacia otros sectores (Duke et al., 2012). La adsorcion del glifosato es un
proceso que ha sido tratado extensamente en diferentes publicaciones por su importancia
para la movilidad y destino en el suelo (Vereecken, 2005). El glifosato se adsorbe
fuertemente en el suelo, con constantes de adsorcidn varias veces mayor que la de otros
herbicidas (ej.: 100 veces mayor que para el herbicida 2,4-D). La adsorcién de glifosato se
produce preferencialmente en las superficies de carga variable como son los éxidos de Al y
Fe, silicatos de Al (imogolita) y goethita (oxihidréxido de hierro 1ll). En menor medida la
adsorcion tiene lugar en los 6xidos de Fe de carga permanente de ciertos minerales (illita y
vermiculita) y en la materia organica. Los mecanismos fisicoquimicos que conducen dicha
adsorcion son el intercambio de ligandos y la formacién de complejos con la superficie de
los 6xidos minerales (Duke et al., 2012). Sin embargo, todavia no existe un consenso sobre
los principales factores que controlan la adsorcion. Varios autores indican que la adsorcion
es mas fuerte en suelos arcillosos (Sprankle et al., 1975), relacionandose la adsorcion con el
contenido de arcillas y la capacidad de intercambio catiénico (Hiera da Cruz et al., 2007;
Glass, 1987).

Una vez adsorbido, el glifosato no se libera facilmente. Esto se debe a los altos valores
de las constantes de adsorcion (K,) para este herbicida comparado con otros como el 2,4-D
(hasta 100 veces mayores) (Farenhorst et al., 2008). Se estima que aproximadamente entre

un 5-24% del glifosato inicialmente adsorbido es liberado, dependiendo del tipo de suelo (Al-
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Rajab et al., 2008). Sin embargo, ciertos factores pueden reducir su adsorcion, entre ellos,
los niveles de fosfatos presentes en el suelo. La adsorcion de glifosato por medio del grupo
fosfonato a través de un mecanismo de intercambio de ligando, es relativamente similar a la
adsorcion de fosfatos. Debido a esta similitud, es probable que ambos se adsorban a los
mismos sitios en el suelo, compitiendo por los sitios disponibles. Por lo tanto, los fosfatos
provenientes de la fertilizaciobn fosforada podrian tener influencia en la movilidad de
glifosato. Se ha observado que la adsorcion de glifosato afadido inicialmente al suelo
disminuye al agregar fosfato (Gimsing et al., 2004). De manera similar, al afiadir glifosato a
suspensiones de suelo conteniendo diferentes concentraciones de fosfato la adsorcion

disminuye a medida que aumentan los niveles de fosfato (Dion et al., 2001).

1.3.2 Vias metabdlicas de degradacion

La degradacién de glifosato ha sido extensamente investigada durante més de 30 afios.
Los primeros estudios al respecto se basaron en cepas aisladas de Pseudomonas (Kishore
y Jacob, 1987) y Arthrobacter (Pipke et al., 1987), las cuales eran capaces de crecer en un
medio con glifosato como Unica fuente de P, y en las cuales se observo que el evento
primario de la degradacion consistia en la ruptura del enlace C-P. Posteriormente, mediante
cultivos de enriquecimiento con glifosato, se obtuvieron varios aislamientos de
Pseudomonas spp. de un suelo con exposicidn cronica a glifosato capaces de crecer en él
como Unica fuente de P. En algunos de estos aislamientos de Pseudomonas, como asi
también en Bacillus megaterium, se observé la capacidad de degradar no sélo glifosato sino
14 de 15 fosfonatos diferentes (Quinn et al., 1989). Liu et al. (1991) también demostraron
que diferentes miembros de la familia Rhizobiaceae, incluyendo Rhizobium spp. y
Agrobacterium spp., podian utilizar glifosato y su metabolito derivado, el acido
aminometilfosfénico (AMPA), como Unica fuente de P bajo condiciones limitantes de este
elemento en medio liquido. Muchos aislamientos han demostrado tener la capacidad de
degradar glifosato y utilizarlo como Unica fuente de P una vez que el fosfato inorganico (Pi)
se torna limitante en el ambiente (McGrath et al., 1997).

La degradacion de glifosato en el suelo es cometabdlica dado que no es utilizado como
una fuente de C y energia por la mayoria de los microorganismos (Zabaloy et al., 2011).
Existen dos vias de degradacion enzimatica de este fosfonato caracterizadas en bacterias y
que permiten el aprovechamiento del fosforo. Una de ellas, cominmente conocida como “via
de la sarcosina” consiste en la ruptura directa del enlace C-P liberando sarcosina y Pi,
donde la sarcosina es posteriormente mineralizada a dioxido de carbono y amonio. El enlace

guimicamente inerte C-P es destruido por un intrincado complejo multienzimatico conocido
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como C-P liasa. La ruptura del enlace C-P en la via de la sarcosina depende fuertemente de
las concentraciones de Pi exdgenas y enddgenas, y por lo tanto, se induce sélo bajo
condiciones de deficiencia de fésforo. En la otra via de degradacion ampliamente extendida
en bacterias, la molécula de glifosato es atacada primero por una enzima denominada
glifosato oxidoreductasa (GOR) capaz de romper el enlace C-N originando como producto
acido aminometilfosfénico (AMPA) y glioxilato. El glioxilato ingresa posteriormente en la via
del glioxilato para ser metabolizado, mientras que el AMPA es exportado al espacio
extracelular. Sélo algunas cepas bacterianas son capaces de metabolizar este compuesto
en una reaccion catalizada por una C-P liasa del tipo de la presente en E. coli, y cuyo
productos son metilamina y Pi (Sviridov et al., 2012).

A pesar de que las bacterias son consideradas los principales degradadores biol6gicos
de glifosato en el suelo, los hongos también son importantes en este proceso (Singh y
Walker, 2006), entre ellas, especies de los géneros Penicillium, Trichoderma y Aspergillus
(Krzysko-Lupicka et al., 1997). De hecho, el primer reporte de un microorganismo capaz de
utilizar glifosato como fuente de N fue en el hongo Penicillium chrysogenum (Klimek et al.,
2001).

1.3.3 Movilidad en el suelo

De acuerdo con estudios efectuados con lisimetros y columnas de suelo existen
evidencias de que el glifosato podria interactuar con la materia organica del suelo soluble en
agua como asi también con particulas de arcilla y con 6xidos de hierro que componen la
fraccion coloidal. Por lo tanto, esto podria conducir a un transporte de glifosato mediado por
coloides. Sin embargo, no seria éste el principal mecanismo de transporte. La movilidad y la
filtracion de glifosato son dominadas por mecanismos de flujo preferencial. El glifosato seria
transportado a las capas mas profundas del suelo al combinarse una alta intensidad de
precipitaciones luego de la aplicacion junto con un suelo de tipo macroporoso hiumedo, aun
cuando el compuesto sea fuertemente adsorbido y de relativamente rapida degradacion
(Vereecken, 2005).

En general, la movilidad de los pesticidas, y por ende, el riesgo de filtrarse hacia capas
mas profundas, ha sido correlacionada con una adsorcion débil a la matriz del suelo, es
decir, de valores bajos de K,. Sin embargo, un nimero creciente de estudios indican que
pesticidas con valores de K, normalizadas segun el contenido de materia organica (Koc)
mayores a 1000, como el glifosato (Farenhorst et al., 2008), han sido observados en aguas

subterraneas y de drenado en varios lugares a nivel mundial (Vereecken, 2005). Esto
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sugiere que aun cuando la adsorcion sea alta, existe riesgo de movilidad y filtrado a través
del suelo.

Un aspecto importante en relacion a la movilidad de glifosato en el suelo es la posibilidad
de re-movilizacion como consecuencia de la aplicacion de fertilizantes. Esto se debe a que
la adsorcion por intercambio de ligando que tiene lugar a través del grupo fosfonato es
similar a la adsorcion del grupo fosfato. La aparente similitud en los mecanismos de
adsorcién implica que probablemente los mismos sitios sean utilizados por el glifosato y los
fosfatos, que compiten por la adsorcion (Gimsing y Borggaard, 2001, 2002). Se ha
determinado que la adsorcion de ambos es tanto competitiva como aditiva, lo cual podria

influenciar la movilidad del glifosato en el suelo (Gimsing et al., 2004).

2. El suelo como sistema biolégico

Diferentes definiciones del suelo (SSSA, 2008; Soil Survey Staff, 2014) coinciden
conceptualmente en que el suelo es un sistema heterogéneo, dinamico y en constante
evolucidn, originado por distintos procesos fisicos, quimicos y bioldégicos que actian sobre
el material original o roca madre. Al mismo tiempo expresan claramente la presencia de una
fase solida, una liquida y una gaseosa en su constitucion que puede observarse claramente
al tomar una porcion de suelo. La fase sélida estd compuesta por materia organica e
inorganica (fraccion mineral) que, a través de distintos arreglos, dan lugar a la estructura del
suelo (Conti y Giuffré, 2011). La fraccion mineral presenta particulas de diversos tamafios,
que pueden ir desde macroscépicas a fragmentos no visibles aun con microscopios
comunes. Estas particulas reciben el nombre de arenas (las de mayor tamafio, 2000-50 um),
limos (tamafio intermedio, 50-2 um) y arcillas (menor tamafio, <2 um). Aungque la cantidad
de materia organica de los suelos es reducida (en promedio constituye alrededor de un 5%
de su parte sdlida) es responsable de diversas propiedades relacionadas con la formacion,
organizacion y funcionamiento especifico de los mismos. La estructura incluye finalmente un
sistema poroso que permite intercambiar gases (fase gaseosa), percolar y retener agua
(fase liquida) (Conti et al., 2000).

Las definiciones citadas previamente ponen de manifiesto también el concepto de suelo
como un sistema natural abierto. La presencia de vida animal, vegetal y microbiana lo
diferencia claramente de la roca inerte (material parental) que le dio origen, de la misma
manera que lo hace su organizacion estructural, la cual es un reflejo de los diferentes
procesos de formacion del suelo (pedogénesis). La capacidad de responder a cambios
ambientales también lo diferencia de la roca inerte de la cual se originé y contribuye a su

continua variabilidad en el espacio y en el tiempo. La formacion del suelo implica miles o
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millones de afos. Esto lo convierte en un recurso natural limitado e implica que un mal
manejo del mismo puede conducir a un deterioro dificil de revertir (Conti y Giuffré, 2011).

Existen cinco factores formadores que influencian el desarrollo del suelo y que han sido
descriptos como esenciales en la formacién: el material parental, el clima, la biota, la
topografia y el tiempo (Schoonover y Crim, 2015). De todos ellos, esta Tesis se ocupara
especificamente de la biota del suelo y dentro de ella, de las comunidades microbianas.

En el suelo existen numerosas formas de vida distribuidas en lo que puede denominarse
una “piramide poblacional”, es decir, los organismos de menor tamafno (microbiota) son los
mas abundantes y los que representan la mayor proporcidon con respecto a la masa viva
total (exceptuando lombrices) (Conti y Giuffré, 2011). Un aspecto notable que caracteriza al
suelo es la gran heterogeneidad en sus caracteristicas estructurales y fisicoquimicas que
dan lugar a un gran nimero de microhabitats diferentes para el desarrollo de comunidades
microbianas. Estas comunidades seran, precisamente, el objeto de estudio de la Tesis y
sobre las cuales se analizara el impacto del herbicida glifosato, como se comentara en las
siguientes secciones. En relacion a la microbiota del suelo es importante mencionar, desde
un principio, que los andlisis de comunidades microbianas mediante métodos basados en
ADN, desarrollados a lo largo de los Capitulos 1 a 4, se centraran exclusivamente en
bacterias y arqueas del suelo, principalmente debido a la presencia en estos organismaos de
la via metabdlica afectada por el herbicida glifosato, ausente en el Reino Animal (y por lo
tanto en la microfauna). La via se encuentra presente también en los parasitos
apicomplejos, tal como se menciond anteriormente (Roberts et al., 2002). Si bien esta via
también se presenta en el Reino Fungi, los hongos no fueron considerados en los analisis
moleculares incluidos en esta Tesis.

El suelo como sistema biolégico puede considerarse como un sistema complejo de

microhabitats que posee las siguientes propiedades distintivas:

*» Es un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo, generalmente pobre en
nutrientes y fuentes de energia (en comparacion con las concentraciones 6ptimas
para el crecimiento in vitro) donde los microorganismos viven en microhabitats
discretos (Nannipieri et al., 2003). La arquitectura de la extensa red de poros del
suelo formada por minerales, materia organica, hifas fangicas, raices, residuos
vegetales y la mesofauna permiten la coexistencia de numerosos microhabitats en
estrecha proximidad, los cuales varian en la presencia o ausencia de agua,
oxigeno, pH, potencial redox, temperatura y concentraciones de nutrientes como
asi también de contaminantes (Heuer y Smalla, 2012). Las caracteristicas

biologicas, fisicas y quimicas de los mismos difieren tanto en tiempo como en
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espacio, y la escala estid determinada principalmente por el tamafio del organismo
(Nannipieri et al., 2003). Las bacterias se presentan en el suelo formando
microcolonias, es decir, pequefios agregados de células que pueden ser
considerados como biofilms (Heuer y Smalla, 2012). Estos biofilms, altamente
estructurados, estan constituidos por comunidades embebidas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) producidas por la misma comunidad.
Las bacterias en los biofiims exhiben propiedades “emergentes”, que difieren
sustancialmente de las células de vida libre, produciéndose interacciones
especificas entre células que les permiten generar y mantener condiciones
adecuadas para la coexistencia y el éxito ecoldgico (Flemming et al., 2016). El
suelo puede compararse con un terreno desolado con algunos “oasis” ocupados por
microorganismos, denominados “hot spots” y en los cuales se encuentran las
condiciones Optimas para la vida microbiana (energia y fuentes de nutrientes,

temperatura, pH, etc.) (Nannipieri et al., 2003).

Existe una alta diversidad bioldgica, en parte explicada por la notable
heterogeneidad de microhabitats presentes en el suelo, tal como se mencion6 en el
punto anterior. La utilizaciébn de nuevas técnicas moleculares independientes de
cultivo, como las tecnologias de secuenciacidon de udltima generacion (NGS), han
revelado una diversidad bacteriana asombrosa indicando que la diversidad del
suelo y de los microbiomas de la rizosfera ha sido notablemente subestimada
durante mucho tiempo. A modo de ejemplo, 1 g de suelo puede contener hasta 10*°
células bacterianas y una diversidad de especies estimada entre 4.10° (Torsvik et
al., 1990) y 5.10* (Roesch et al., 2007). La tecnologias de secuenciacion de dltima
generacion (NGS) han demostrado que s6lo una pequefia fraccion de las especies
bacterianas existentes (cerca del 5%) han podido ser cultivadas y que una
proporcion significativa de los taxones bacterianos detectados por estas tecnologias

no tienen aun representantes aislados en medios de cultivo (Mendes et al., 2013).

Las particulas reactivas en la superficie de la fase sélida del suelo pueden adsorber
compuestos organicos incluyendo importantes moléculas biolégicas como enzimas
y acido nucleicos retardando su degradacion por microorganismos que habitan en
el suelo. Un ejemplo de ello lo constituyen las enzimas extracelulares adsorbidas en
minerales que conforman la fraccién de arcilla o que estan atrapadas en moléculas
humicas y que pueden mantener su actividad al ser protegidas de la protedlisis y de

la desnaturalizacion térmica o por pH. De la misma manera, las moléculas de ADN
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adsorbidas o unidas a moléculas humicas son protegidas del ataque por nucleasas
pero pueden transformar aln células competentes, las cuales pueden adquirir todos

o partes de los genes asociados con el ADN extracelular (Nannipieri et al., 2003).

2.1 Diversidad microbiana en el suelo

En términos generales, se entiende como diversidad bioldgica de un ecosistema a la
variedad de especies presentes en €l como asi también la variabilidad genética dentro de
cada una de las especies. La diversidad microbiana es normalmente definida como el
namero de diferentes taxones (riqueza) y la distribucién de los microorganismos, es decir, la
abundancia relativa de los diferentes grupos (equitatividad o evenness) (Kennedy y Smith,
1995). Como se menciond anteriormente, las comunidades microbianas del suelo son
extremadamente diversas. En uno de los primeros estudios sobre el tema, Torsvik et al.
(2002) estimaron que el numero de especies bacterianas en un gramo de suelo forestal se
acercaba a las 10.000. Posteriormente, en un estudio metagendmico se contabilizaron en
base a estimadores de diversidad, unas 52.000 unidades operativas taxonémicas (OTUs), a
partir de 139.819 secuencias bacterianas (Roesch et al., 2007).

La capacidad de un ecosistema de soportar disturbios extremos puede depender en parte
de la diversidad existente en el sistema (Kennedy y Smith, 1995). A pesar de que los
microbiélogos han estado investigando el impacto de la diversidad microbiana en la
estabilidad de las funciones ecosistémicas desde 1960, actualmente existe un interés
particular sobre los efectos que esta diversidad tiene sobre funciones ecoldgicas especificas
y sobre la resiliencia a disturbios en los ecosistemas edaficos (Garbeva et al., 2004). Las
comunidades microbianas genéticamente mas diversas tienen mas probabilidad de contener
taxones con caracteristicas complementarias y con un rapido crecimiento compensatorio
luego de un disturbio, lo cual puede promover una mayor resiliencia (Shade et al., 2012).
Mas aun, ciertos estudios han documentado la relacion existente entre el grado con el que
el suelo puede suprimir ciertas enfermedades vegetales y la diversidad o abundancia de las

comunidades microbianas del suelo (Berendsen et al., 2014).

2.2 Larizosferay su microbioma

La rizosfera se define como la zona o compartimiento del suelo que rodea a la raiz,
estrechamente asociada e influenciada por ella, donde los procesos microbianos son
dirigidos fundamentalmente por la exudacion de sustratos simples y complejos (Badri y
Vivanco, 2009). Es un lugar clave para la vida de muchos microorganismos y los procesos
que ellos desempefian (“hot spot”) y es considerado uno de los ecosistemas mas complejos

de la Tierra (Mendes et al., 2013). El numero de células por gramo de raiz puede exceder
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las 10™ células, mientras que en esa misma cantidad de raiz pueden encontrarse mas de
30.000 especies de procariotas (Berendsen et al., 2012).

Un namero creciente de estudios indican que muchos microorganismos de la rizosfera
pueden influir en la germinacion de las semillas y en el vigor de plantas jovenes como asi
también en el crecimiento, desarrollo, nutricion y control de enfermedades en plantas,
incrementado la productividad de los cultivos (Mendes et al., 2013). En forma analoga a la
terminologia utilizada para microorganismos que colonizan el cuerpo humano, se designa a
las comunidades de microorganismos asociadas a la planta como el microbioma de las
plantas o su “segundo genoma” (Berendsen et al., 2012; Mendes et al., 2013). De hecho, el
namero de genes microbianos en la rizosfera supera al nUmero de genes de la planta. Se ha
propuesto que las plantas pueden ser imaginadas, entonces, como “superorganismos” dado
que dependen en parte de su microbioma para funciones especificas (Mendes et al., 2013).
A su vez, los microorganismos presentes en la rizosfera reciben los productos de la fijacion
fotosintética del carbono que son exudados a través de las raices. Estos compuestos, junto
con otros rizodepdsitos, no sélo nutren a las comunidades microbianas sino que influencian
su actividad y su composicion. Esto se conoce como “efecto de la rizosfera” (“the
rhizosphere effect”) (Berendsen et al., 2014). De hecho, la especie vegetal es determinante
en su microbiota rizosférica ya que puede influenciar notablemente su composicién y
actividad. Las diferencias en la morfologia de la raiz como si también las cantidades y tipo
de rizodepositos entre plantas contribuyen fuertemente a este efecto especie—especifico
(Kowalchuk et al., 2002; Costa et al., 2006; Haichar et al., 2008; Dias et al., 2012). Estos
rizodepdsitos (exudados y mucilagos) son reconocidos como una de las principales fuerzas
conductoras en la regulacion de la diversidad y de la actividad de las comunidades
microbianas presente en las raices (Philippot et al., 2013; Mendes et al., 2013). Cook et al.
(1995) postularon originalmente que las plantas podrian modular el microbioma de la
rizosfera de acuerdo a sus beneficios estimulando selectivamente aquellos microorganismos
gue son beneficiosos para su salud y crecimiento. Otros autores, en cambio, argumentaron
que la liberacion de los exudados constituye so6lo un fenédmeno pasivo (Hartmann et al.,
2009; Dennis et al., 2010). Més all4 del rol fundamental de los exudados en la seleccion de
microorganismos de la rizosfera y en la modulacién de la estructura y actividad de las
comunidades microbianas rizosféricas, se desconoce aun si las plantas usarian los
exudados para buscar “intencionalmente” la ayuda de ciertos microorganismos o si lo hacen
simplemente como una “descarga” sin ningun proposito inmediato (Mendes et al., 2013). Los
conceptos mencionados en esta seccion seran retomados en la discusion del Capitulo 4, el

cual aborda el estudio del impacto del herbicida a nivel de la microbiota rizosférica.
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2.3 Importancia del suelo en los ecosistemas. El rol de la microbiota

Un ecosistema es un sistema ambiental complejo determinado por la interaccion de los
organismos vivos de una comunidad entre si y con los elementos abidticos (fisicos y
quimicos) de un determinado lugar. Los organismos del suelo tienen un rol central en los
diversos procesos que contribuyen a la provision de un amplio rango de servicios
ecosistémicos (EFSA Panel on Plant Protection Products and their Residues, 2016). De
acuerdo con Millenium Ecosystem Assessment, l0s servicios ecosistémicos pueden ser
clasificados en aquellos asociados con la provision de bienes (ej.: comida, fibras,
combustibles, agua), aquellos que sustentan la vida del planeta (formacion del suelo, ciclado
de nutrientes, polinizacién, control de inundaciones), aquellos que derivan de la regulacién
de los procesos ecosistémicos (control climatico, control de enfermedades, destoxificacion) y
aguellos servicios culturales no asociados directamente a beneficios materiales (ej.:
recreacion) (Millenium Ecosystem Assessment, 2005). El suelo es capaz de contribuir a las
cuatro dimensiones de los servicios ecosistémicos (Barrios, 2007).

Las practicas agricolas pueden afectar la capacidad de los ecosistemas de proveer
bienes y servicios. Asi, por ejemplo, las aplicaciones de altas dosis de pesticidas y
fertilizantes pueden incrementar los niveles de nutrientes y toxinas en napas y aguas
superficiales, con un costo tanto para la salud humana como para los sistemas de
purificacién. Asimismo, ciertas practicas agricolas degradan la calidad del suelo, contribuyen
a la eutrofizacion de los ambientes acuaticos y requieren cada vez mayor fertilizacion y
energia para mantener la productividad de los suelos degradados. Aquellas practicas que
modifican la composiciéon de especies o reducen la biodiversidad pueden reducir la provision
de bienes y servicios ecosistémicos dado que la capacidad de los ecosistemas de proveer
ciertos servicios depende tanto del numero como del tipo de especies presentes en él
(Tilman et al., 2002).

En esta Tesis en particular se hard referencia principalmente a las comunidades
microbianas del suelo desde su rol central en los servicios ecosistémicos en ambientes
agricolas, como sustento de la vida y como reguladoras de los procesos ecosistémicos. Los
procesos biolégicos y bioguimicos que ocurren en el suelo son de suma importancia para la
funcion y equilibrio de los ecosistemas, y estan directamente relacionados con las diferentes
funciones del suelo. La comunidad de microorganismos que habita el suelo estd compuesta
por miles de especies que en conjunto realizan procesos fundamentales para su propia
existencia y para la vida de otras especies. Los microorganismos del suelo son criticos para
el mantenimiento de las funciones del mismo tanto en suelos pristinos como en suelos

agricolas debido a su involucramiento en procesos claves como la formacion de la
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estructura, la descomposicién de la materia organica y el ciclado del carbono, nitrégeno,
fosforo y azufre, y la remocion de toxinas y contaminantes (Nannipieri et al., 2003; van der
Heijden et al., 2008; Ahemad y Kibret, 2014). Asimismo, los microorganismos edéaficos
juegan un rol muy importante en la supresion de diversas enfermedades vegetales
ocasionadas por patdégenos que se encuentran en el suelo, en la promocion del crecimiento
vegetal y en distintos cambios en la vegetacion (Garbeva et al., 2004). Son importantes
reguladores de la productividad vegetal, especialmente en ecosistemas pobres en nutrientes
donde los simbiontes son responsables de la adquisicién de los nutrientes limitantes. Las
bacterias fijadoras de nitrdgeno y las micorrizas son responsables de un 5-20% (pastizales y
sabanas) a un 80% (bosques templados y boreales) de todo el nitrégeno y hasta un 75% del
fésforo que es adquirido anualmente por las plantas, respectivamente. Los microorganismos
de vida libre del suelo también regulan fuertemente la productividad vegetal no sélo a través
de la mineralizacion vy liberacion de nutrientes, sino a través de la propia competencia por
estos compuestos requeridos por las plantas. La dindmica de las comunidades de plantas y
la diversidad de las mismas es también dependiente de los microorganismos del suelo
incluyendo diversos patdégenos. Estimaciones conservativas sugieren que alrededor de
20.000 especies de plantas son completamente dependientes de simbiontes microbianos
para el crecimiento y supervivencia, remarcando la importancia de los microorganismos del
suelo como reguladores de la riqueza de plantas en el planeta (van der Heijden et al., 2008).
Las interacciones planta-microorganismos que ocurren a nivel de la de la rizosfera son
capaces de influenciar comunidades por encima de la superficie terrestre. Esto es posible
tanto por el efecto de la interaccion a nivel de nutricion de la planta como asi también a nivel
de respuestas de defensa. Asi, por ejemplo, la respuesta a la herbivoria puede depender de
la interaccién de la planta con micorrizas. De la misma manera, la respuesta sistémica
inducida por rizobacterias (Bacillus y Pseudomonas spp., entre otras) puede limitar el ataque
de patdégenos activando mecanismos de defensa. Por lo tanto, los miembros de la
microbiota rizosférica pueden ejercer una influencia notable sobre el metabolismo de la

planta y la resistencia a patdgenos (Philippot et al., 2013).

3. Respuestade las comunidades microbianas del suelo a perturbaciones

En las secciones anteriores se introdujeron conceptos importantes generales acerca del
suelo y otros mas detallados relacionados con el suelo como sistema bioldgico y en especial
sobre su microbiota. En esta seccion se hara referencia a un aspecto fundamental de las
comunidades microbianas del suelo en interaccion con el ambiente: la estabilidad de las

mismas frente a distintos disturbios o factores de estrés a los que se ven sometidas.
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3.1 Definicién ecolégica de perturbacion, disturbio y estrés

Para poder comprender cdmo responden las comunidades microbianas a las diferentes
perturbaciones a los que se enfrentan de manera recurrente, es necesario definir a qué nos
referimos cuando hablamos de perturbaciones a nivel de comunidad. De acuerdo con
Bender et al. (1984), las perturbaciones son “alteraciones selectivas de la densidad de uno o
mas miembros de la comunidad”. Otros autores no se refieren a perturbaciones sino a
“disturbios”, definiendolos como todos aquellos eventos, de origen bidtico o abidtico, que
alteran el entorno inmediato de la comunidad y repercuten de esta manera en forma
indirecta o bien alteran directamente la comunidad. Luego de un disturbio, los miembros de
la comunidad pueden morir o bien puede producirse un cambio en la abundancia relativa de
los mismos. Pueden ocurrir disturbios en distintas escalas temporales y espaciales, con
diferentes frecuencias (nUmero de eventos por unidad de tiempo), intensidades (magnitud
del disturbio), extensiones (proporcion del ecosistema afectado) y periodicidades
(regularidad de los eventos) (Shade et al., 2012). La utilizaciéon del término disturbio de un
modo general en lugar de “perturbaciones” puede resultar confusa dado que, como se indica
a continuacién, un disturbio sostenido y de larga duracién no es considerado disturbio sino
estrés (Borics et al., 2012).

Dependiendo de la duracién, las perturbaciones pueden ser clasificadas en “pulsos” o
“presiones”. Las de tipo “pulso” corresponden a eventos discretos, de corta duracion,
mientras que aquellos continuados y de larga duracién reciben el nombre de “presiones”
(Bender et al., 1984). Esta forma de clasificacion de los disturbios es relativa al tiempo de
generacion de la comunidad de interés. Por ejemplo, en el caso de las comunidades
microbianas, un disturbio que podria ser de tipo pulso para organismos superiores puede
resultar en una presion (Shade et al., 2012).

En relaciébn a lo presentado en el parrafo anterior, es importante destacar que la
frecuencia ha sido propuesta por otros autores como el factor de diferenciaciéon entre dos
términos frecuentemente utilizados: “disturbio” y “estrés”. Aquellas perturbaciones que
ocurren de manera periddica u ocasional (tiempo entre eventos > tiempo de recuperacion) y
gue resultan en un cambio del sistema pero con la posibilidad de que se produzca una
recuperacion, corresponden a disturbios. En cambio, un estrés implica una perturbacion
continua o que ocurre frecuentemente (tiempo entre eventos < tiempo de recuperacion),
donde como consecuencia del impacto el sistema no se recupera y la variable del sistema
no alcanza su nivel base (Borics et al., 2012).

Considerando las definiciones presentadas, y con la intencion de unificar términos y evitar

confusiones, el término “disturbio” se reservara exclusivamente para referirse a
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perturbaciones de tipo “pulso” o de corta duraciéon, mientras una perturbacion de tipo
“presion”, sostenida o de mayor frecuencia, sera considerado como un “estrés” (Bender et
al., 1984; Borics et al., 2012).

3.2 Estabilidad de las comunidades microbianas: resistenciay resiliencia

La estabilidad de una comunidad esta determinada por la resiliencia y la resistencia de la
misma frente a un disturbio (Pimm, 1984), dos métricas que son (tiles para comparar las
respuestas de las comunidades y que han sido ampliamente abordadas en la literatura
relacionada con la ecologia microbiana (Allison y Martiny, 2008).

La resistencia indica a qué nivel la comunidad es insensible a un disturbio (Pimm, 1984).
La resiliencia de una comunidad, por su parte, se define como su capacidad de retornar a
las condiciones previas al disturbio o a un nuevo “estado estable” luego de que éste
desaparece (Griffiths y Philippot, 2012). Esté relacionada con la tasa a la cual la comunidad
retorna a su estado pre-disturbio o a la nueva condicion de estabilidad (Pimm, 1984).

Existen diferentes caracteristicas de los microorganismos, en especial de Bacteria y
Arquea, que indican que la resiliencia podria ser un fendbmeno comun en las comunidades
de las que forman parte. En primer lugar, muchos microorganismos tienen tasas de
crecimiento rapidas: si la abundancia disminuye por un disturbio, tienen la capacidad de
recuperarse rapidamente. En segundo lugar, tienen un alto grado de flexibilidad o plasticidad
fisiol6gica, no observable en el dominio Eucariota. Esto permite que si la abundancia relativa
de ciertos taxones disminuye inicialmente, luego dichos taxones puedan adaptarse
fisiol6gicamente a las nuevas condiciones abidticas a lo largo del tiempo y retornar a sus
abundancia original. Por ultimo, aun si la adaptacién fisiolégica no es posible, la rapida
evolucién a través de mutaciones y de la transferencia horizontal de genes (THG) pueden
permitir la adaptacion y recuperacion luego del disturbio. Si bien se asume una disminucion
de la abundancia en los casos mencionados, debe tenerse en cuenta que ciertos taxones
pueden verse beneficiados también e incrementar su abundancia. Por lo tanto, para que se
pueda producir una recuperacion de ciertos grupos, aquellos que responden positivamente
deberan disminuir su abundancia para permitir que la comunidad vuelva a la composicién

original (Allison y Martiny, 2008).

3.3 Redundancia funcional

Las revisiones de la literatura existente indican claramente que las comunidades
microbianas son sensibles a los disturbios y no siempre se recuperan rapidamente hacia su
estado original (Allison y Martiny, 2008; Shade et al., 2012). Esto despierta el interrogante de

si los cambios en la composicion afectan o no las funciones de la comunidad. En este punto
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es importante destacar que existen dos razones por las cuales los cambios en la
composicion pueden no afectar los procesos que se llevan a cabo (Allison y Martiny, 2008):
= La nueva comunidad puede contener taxones funcionalmente redundantes respecto
de los presentes en la comunidad original.
= La nueva comunidad puede llevar a cabo funciones diferentes pero resultar en una
misma velocidad del proceso total.
Los caminos posibles luego de una perturbacion, determinados por la resiliencia,

resistencia y redundancia funcional, se indican en la Figura 2.

PERTURBACION

Composicion de la
comunidad microbiana

= ,':Il Resistencia

Alteracion de la No hay alteracion en la
composicion de la composicion de la comunidad
comunidad microbiana

Resiliencia u U<:\‘ Redundancia funcional

Desarrollo de funciones
similares a la comunidad
original

Retorno a la composicién
original

conduce a nuevas funciones en la

La alteracion de la composicion ]
comunidad

Figura 2. Caminos posibles de respuesta luego de producirse una perturbacion en
comunidades microbianas. Modificado de Allison y Martiny (2008).

3.4 Propiedades biolégicas que contribuyen a la resistenciay resiliencia microbiana

Las comunidades microbianas presentan un gran nimero de caracteristicas que explican
su notable capacidad de adaptarse a condiciones cambiantes y que las diferencian de las
comunidades de organismos superiores. Algunas confieren ventajas competitivas frente a

disturbios, mientras que otras lo hacen frente a disturbios prolongados o estreses. Si bien
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existen un gran numero de propiedades que se presentan a diferentes niveles (individuo,

poblacion y comunidad) (Shade et al., 2012), a continuacion se describen algunas de las

propiedades méas importantes observadas a nivel de poblaciéon y de comunidad:

34.1

Propiedades a nivel de poblacién
Evolucion adaptativa

Los microorganismos se caracterizan por su rapido crecimiento, altas densidades
poblacionales, altas tasas de mutacién y son capaces de recombinacion a través de
la transferencia horizontal de genes (THG). Los disturbios pueden proveer entonces
una presion de seleccion que conduzca a la diversificacion (Cohan, 2002). La
evolucién rapida es un mecanismo importante para la resistencia de la comunidad
tanto en el aspecto funcional y en su composicién frente a ciertos disturbios, como
asi también para la resiliencia. Es particularmente importante en la respuesta al
estrés (Cohan, 2002).

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento puede ser importante para la resiliencia en comunidades
microbianas luego de ciertos disturbios, donde unos pocos microorganismos que
sobreviven pueden disparar el crecimiento que permita recuperar los tamafios de
poblacion previos al disturbio. Estos microorganismos seran aquellos que poseen la
capacidad de responder y multiplicarse mas rapidamente una vez que las
condiciones vuelven a ser favorables. En cambio, aquellos que presenten una
menor tasa de crecimiento pero que maximicen la eficiencia de uso de recursos
incrementaran la resistencia a estreses cuando empiecen a escasear los nutrientes
(Shade et al., 2012). Uno de los ejemplos mas claros de ello se presenta a nivel de
comunidades de suelo rizosférico y no rizosférico. En el suelo rizosférico, donde los
exudados radicales aportan altos niveles de nutrientes, existe una dominancia de
bacterias que estan adaptadas a crecer rapidamente en presencia de las altas
concentraciones de sustratos. Estas poblaciones de bacterias dominantes en la
rizosfera son capaces de incrementar su numero rapidamente y tornarse mas
competitivas cuando los aporte de nutrientes organicos son altos, pero declinan
rapidamente en nuamero cuando los nutrientes escasean. Reciben el nombre de
zimégenos, copidtrofos o estrategas-r. En cambio, en el suelo no rizosférico existe
una gran diversidad de bacterias cultivables cuyos requerimientos nutricionales son

satisfechos por compuestos extraibles en la materia organica en reemplazo de
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3.4.2

azucares simples, aminoacidos u acidos organicos. Estas bacterias se denominan
autoctonas, oligotréficas o estrategas-K, y exhiben el comportamiento opuesto a los
estrategas-r, son competitivamente exitosos y presentan baja mortalidad en
ambientes con déficit nutricional debido a su adaptacion a la eficiente extraccion e
incorporacioén de nutrientes, a la conversion de la materia organica del suelo en
biomasa y a la sintesis/utilizacion de polimeros de reserva (Schmidt y Schaechter,
2011). En sintesis, el compromiso entre la tasa de crecimiento y la eficiencia de uso
de recursos puede determinar la capacidad de las poblaciones microbianas de

responder a disturbios.

Propiedades a nivel de comunidad
Diversidad

La diversidad puede influenciar la respuesta de las comunidades a los disturbios. Si
bien se ha determinado que aspectos de la diversidad alfa como riqueza y
equitatitividad pueden incrementar la resiliencia de las comunidades de organismos
superiores, las evidencias en el caso de comunidades microbianas no son del todo
concluyentes y hay evidencias en ambos sentidos por lo que el concepto es todavia
ampliamente debatido (Griffiths et al., 2000; Wertz et al., 2007; van Elsas et al.,
2012). Varios experimentos de remocién, donde diferentes taxones microbianos son
removidos sucesivamente de la comunidad original a través de determinados
agentes quimicos o diluciones de la comunidad, han demostrado que el
funcionamiento de la misma puede permanecer inalterado luego de producirse una
fuerte reduccién de la diversidad microbiana al igual que su estabilidad (Griffiths et
al., 2001; Wertz et al., 2007).

Mas all4d de estas observaciones, debe resaltarse que el mecanismo con el que
tradicionalmente se ha explicado la relacion positiva entre diversidad y resiliencia
esta relacionado con el concepto de “efecto buffer”, lo que se conoce en inglés
como “Insurance Hypothesis”: en comunidades microbianas mas diversas existen
mayores probabilidades de encontrar taxones microbianos con caracteres
complementarios o iguales, que permitan responder con un crecimiento
compensatorio rapido ante un disturbio, promoviendo la resiliencia (Griffiths y
Philippot, 2012). Cuanto mayor sea la diversidad microbiana y la redundancia
funcional, mas rapidamente podra retornar el sistema a la condicién estable inicial
luego de una exposicion a un estrés o disturbio. Este concepto es ampliamente

debatido actualmente como se indicé con anterioridad.
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» Turnover y modificacion direccional de la comunidad

Uno de los factores que determina cuan rapidamente tiene lugar la recuperacion de
la comunidad microbiana frente a un disturbio es el reemplazo y la sustitucion de
sus miembros en un gradiente ambiental o a lo largo del tiempo. Estos procesos
son determinados por el crecimiento de las poblaciones. En algunos casos, existen
cambios direccionados como es el caso de la microbiota intestinal frente a
tratamientos con antibidticos pero en otros casos las trayectorias de las
comunidades no son claras (Shade et al., 2012).

3.5 Tolerancia de la comunidad inducida por el contaminante (PICT)

Luego de una perturbacién, los miembros de la comunidad pueden morir 0 bien puede
producirse un cambio en la abundancia relativa. Asimismo, para perturbaciones que se
presentan de manera continuada en el tiempo, la rapida evolucion de caracteristicas de una
poblacion puede influenciar la dindmica temporal de las comunidades microbianas,
conduciendo a la adaptacion y a la diversificacion. Cuando tiene lugar una exposicion
prolongada a un contaminante, una de las respuestas de la comunidad que frecuentemente
puede observarse es el incremento de la tolerancia al compuesto quimico. En ecotoxicologia
esto se conoce como tolerancia de la comunidad inducida por el contaminante (Pollution
Induced Community Tolerance o PICT) (Blanck et al., 1988). El concepto PICT se basa en
un principio simple: los miembros de una comunidad sobreviven en un ambiente
contaminado solo si son tolerantes al contaminante. Los contaminantes no afectan a la biota
de forma aleatoria, sino que favorecen a aquellas especies capaces de tolerar la toxicidad
del compuesto, forzando a la comunidad a un incremento en su tolerancia, es decir, una
seleccién direccionada (Blanck, 2002). Los organismos mas tolerantes en la comunidad
podran sobrevivir y superar a los mas sensibles, resultando en un incremento en la
tolerancia promedio de la comunidad luego de una exposicién sostenida en el tiempo. La
observacion de una mayor tolerancia es considerada entonces una fuerte evidencia de que
el contaminante ha ejercido un efecto sobre la comunidad (Demoling y Baath, 2008). Por lo
tanto, el concepto PICT ha sido propuesto como una herramienta ecotoxicolégica a nivel de
comunidad para evaluar los efectos de un determinado contaminante presente en el

ecosistema.
3.6 Costo de tolerancia: susceptibilidad a nuevas perturbaciones

La aproximacion basada en el concepto PICT utiliza el incremento en la tolerancia de las
comunidades como un indicador del efecto del contaminante. Sin embargo, los estudios de

ecotoxicologia comparativa también se han empleado para determinar las consecuencias de
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un incremento en la tolerancia, en base a observaciones que indican que la aclimatacion o
adaptacion a un set de estresores ambientales puede conllevar un costo relacionado con el
incremento de la susceptibilidad a otros estresores (Wilson, 1988; Clements, 1999; Azarbad
et al., 2016). Si bien la densidad poblacional puede eventualmente retornar a niveles previos
al disturbio luego de la remocion o degradacién del contaminante, la diversidad genética
reducida y la menor resiliencia podrian perdurar por varias generaciones, incrementando la
posibilidad de que se produzca el cambio hacia una condicion estable diferente a la de la
comunidad original. De hecho, se conoce que los disturbios repetidos en sistemas que se
encuentran en recuperacién frente a perturbaciones antropogénicas podrian tener efectos

cripticos y de larga duracion (Paine et al., 1998).

4. Indicadores del estatus biolégico de comunidades microbianas del suelo

En las secciones anteriores se hizo referencia al suelo como sistema biolégico y a las
respuestas de las comunidades microbianas frente a perturbaciones, indicando que la
estabilidad de las comunidades microbianas estéd determinada por la resistencia y resiliencia
de las mismas frente a disturbios. Estas propiedades son las que definen si el sistema
cambiard o si retornara a su estado original (Griffiths y Philippot, 2012). El cambio de la
comunidad puede producirse a nivel funcional y/o estructural y puede afectar las funciones
del suelo en el ecosistema. En este sentido, el estudio del impacto de pesticidas o de ciertas
practicas sobre el suelo requiere de medidas que indiquen si han ocurrido cambios en el
sistema (indicadores). S6lo un seguimiento adecuado permite identificar estos cambios y
actuar en consecuencia para que el sistema retorne a su estado original. Esto podria
lograrse por ejemplo, disminuyendo la intensidad de la perturbacién o su frecuencia, sobre
todo considerando que es mas probable el cambio hacia un nuevo estado estable en
perturbaciones que presentan alta frecuencia (estreses) (Borics et al., 2012; Shade et al.,
2012). Mas aun, la propia resiliencia puede verse afectada por la exposicién crénica a
determinadas perturbaciones (Clements y Rohr, 2009). De todo ello se deduce, entonces, la
importancia de estudiar el impacto de determinadas practicas sobre el estatus biol6gico de
las comunidades microbianas.

Los indicadores han sido definidos como “parametros microbianos que representan
propiedades del ambiente o impactos sobre el mismo, que pueden ser interpretados mas
alla de la informacion que ese parametro medido u observado represente por si mismo”
(Nielsen y Winding, 2002). El concepto de indicador se encuentra estrechamente
relacionado con los conceptos de “calidad” y “salud” de suelos, asociados a las mdultiples

funciones del mismo en los ecosistemas, tal como se menciona a continuacion.
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La “calidad” del suelo ha sido definida en un sentido ecoldégico amplio como “la capacidad
del mismo de funcionar con su ecosistema y su uso, sustentando la productividad bioldgica,
la calidad del ambiente, la salud de las plantas, animales y poblaciones” (Doran y Parkin,
1994). Posteriormente, Doran y Safely (1997) la definieron, considerando la naturaleza
dindmica y continua del suelo, como la “capacidad del suelo de funcionar en forma
continuada como un sistema vital viviente de acuerdo con los limites de los ecosistemas y
de manejo de la tierra, de sustentar la productividad bioldgica, promover la calidad del aire y
del agua, y mantener la salud animal, humana y de las plantas”. En un sentido amplio, la
calidad del suelo es considerada como un indicador integral de calidad del ambiente, de
seguridad alimentaria y de viabilidad econémica y por lo tanto podria servir como un buen
indicador para monitorear el manejo sustentable de la tierra (Herrick, 2000). Mas
recientemente, se ha introducido también el concepto de un suelo saludable como parte del
concepto de calidad del suelo, definiéndose al mismo como un sistema estable con altos
niveles de diversidad biol6gica, actividad, ciclado de nutrientes y resiliencia a disturbios (van
Bruggen et al. 2006).

En sentido estricto, mediante indicadores podrian identificarse cambios en el estado de la
comunidad microbiana que repercutan sobre ciertas funciones o la estructura de la
comunidad, es decir, determinar si existe un cambio en el sistema y la magnitud del cambio,
pero ello podria no ser suficiente para referirse a un cambio en la “calidad” del suelo. Por
este motivo, en esta Tesis se hara referencia a ellos particularmente como indicadores de

“estado” de la comunidad y no de “calidad” o “salud” del suelo.

4.1 Propiedades de los indicadores microbiolégicos y métodos utilizados

Como se indicod en secciones anteriores, resulta indispensable disponer de un conjunto
de indicadores fiables y relevantes, entendiéndose como indicador a un atributo cuya
medida cuantifica el grado de cambio de un sistema. La bondad de su uso depende de su
sensibilidad y del entendimiento que se tenga de él (Conti y Giuffré, 2011).

Varios parametros biolégicos han sido utilizados para evaluar como se afecta el suelo por
diferentes practicas agricolas (Anderson, 2003). Entre ellos, los pardmetros relacionados
con los microorganismos y sus funciones han sido reconocidos como componentes
integrales de calidad del suelo dado sus importantes roles en el funcionamiento del
ecosistema y su capacidad de responder rapidamente a cambios ambientales. Son muy
sensibles a perturbaciones externas y pueden responder rapidamente a ellas debido a sus
cortos tiempos de generacién y su intima relacion con el entorno dada la alta relacién

superficie:volumen (Zabaloy et al., 2011).
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Algunos indicadores como respiracion microbiana, C y N de la biomasa microbiana,
actividad enzimética y recuento de bacterias totales, entre otros, no permiten obtener
informacion sobre cambios en grupos especificos de microorganismo dado que integran la
respuesta de toda la comunidad. Estos indicadores, relacionados con metodologias clasicas
de bioquimica y microbiologia de suelos, han sido designados con diversos nombres en la
literatura segun diferentes autores, entre ellos “whole community-level endpoints” (Zabaloy
et al., 2011), “broad-scale integrative methods” (Newman et al.,, 2016a) o simplemente
“classical microbial parameters” (Babujia et al., 2016). Se caracterizan por su escasa
resolucion. Si bien los métodos integradores son necesarios debido a que proporcionan
informacién importante sobre el funcionamiento de toda la comunidad (ej.: respiracion,
actividad enzimatica, etc.), pueden ser muchas veces insensibles en la deteccion de
cambios en poblaciones o en la actividad de pequefias subpoblaciones (Duke et al., 2012).

Otros indicadores, en cambio, se relacionan con la estructura de la comunidad, es decir,
con la composicién y/o abundancia de diferentes grupos microbianos y por lo tanto permiten
obtener informacién sobre qué grupos en particular dentro de esa comunidad podrian
experimentar modificaciones. Entre estos indicadores de mayor resolucién se encuentran los
perfiles fisiol6gicos, bioquimicos y genéticos o basados en ADN (Zabaloy et al., 2011). Dado
gue estos perfiles estan determinados por la composicién de la comunidad bajo estudio,
presentaran variaciones entre distintas muestras de acuerdo a la presencia/ausencia de
ciertos grupos microbianos y a la abundancia de los mismos en cada caso en particular. Es
decir, se comportan como ‘huellas dactilares” (“fingerprints”). Entre los métodos mas
utilizados en ecologia microbiana se encuentran la electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizante (DGGE) para la obtencién de perfiles en base a genes especificos
previamente amplificados por PCR (Muyzer et al., 1993); el sistema Biolog (Garland y Mills,
1991) y el sistema BDOBS (Wodnicka et al., 2000) para la obtencién de perfiles fisiol6gicos,
y el andlisis de acidos grasos fosfolipidicos (PFLA) para la obtencion de perfiles bioquimicos
(Drenovsky et al., 2004a). En el Capitulo 2 se recurrira especificamente a los perfiles
basados en ADN (DGGE) para el estudio de impacto de glifosato en comunidades de
bacterias nitrificantes, mientras que en el Capitulo 4 se presentaran perfiles de DGGE de
Betaproteobacteria en la rizosfera. Los perfiles fisiologicos se presentardn como
metodologia de estudio en los Capitulos 1y 4.

Dentro de las metodologias de mayor resolucibn mas recientemente utilizadas en
estudios de impacto de herbicidas se encuentran aquellas basadas en secuenciacion
masiva utilizando las nuevas tecnologias de secuenciacion conocidas como “Next

Generation Sequencing” (NGS) a partir de metagenomas de muestras de suelo. La
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secuenciacion de amplicones del gen que codifica para la subunidad ribosomal mayor (16S),
conocida en inglés como metabarcoding, es una de las metodologias mas utilizadas y es la
que se describira a continuacion. Estas metodologias permiten hacer estudios comparativos
y detectar cambios con el mayor grado de resolucion a nivel taxonémico. El objetivo de las
mismas es caracterizar la diversidad de las comunidades, tanto la diversidad alfa como la
diversidad beta. Los analisis de diversidad alfa determinan parametros intrinsecos de una
Unica comunidad, especificamente la rigueza (nUmero de especies, u OTUs cuando se
trabaja con secuencias derivadas de NGS), la equitatividad (abundancia relativa de las
especies) y la diversidad (comprende los dos anteriores, es decir, la cantidad de especies y
como estan distribuidas, siendo los estimadores mas populares para esta métrica los indices
de Shannon-Weaver y de Simpson) (Kennedy y Smith, 1995). Para que los valores de las
métricas de diversidad alfa sean comparables entre muestras, es necesario que el esfuerzo
de muestreo (en este caso, la cantidad de secuencias analizadas) haya sido similar. Con
esta finalidad, se construyen las llamadas “curvas de rarefaccién” determinando el valor que
adopta una métrica ecolégica a diferentes esfuerzos de muestreo. Son curvas de
acumulacién que muestran un crecimiento exponencial al principio y que tienden a un valor
asintdtico. Cuando una comunidad ha sido completamente muestreada, por mas que se
adicionen mas secuencias al analisis, éstas repiten a otras anteriores obteniéndose un valor
constante de la métrica evaluada. Aun cuando el esfuerzo de muestreo no haya sido parejo
entre diferentes muestras, las mismas pueden ser comparadas para aquellos puntos en los
gue haya suficiente cantidad de secuencias de cada muestra en la comparacion (Fierer et
al., 2012). En el Capitulo 4 de esta Tesis se recurrid a indicadores de este tipo para detectar
diferencias en las comunidades microbianas de la rizosfera de Avena sativa L. al comparar
dos métodos de finalizacion de este cultivo de cobertura: con glifosato (desecacion) y sin
glifosato (corte).

En la Tabla 2 se resumen los indicadores utilizados a lo largo de esta Tesis junto con los
métodos asociados empleados a nivel experimental. Asimismo, en las secciones siguientes
se describen en mayor detalle cada uno de ellos. Debe destacarse que se trata de métodos
independientes del cultivo de microorganismos. La principal ventaja de estos métodos es
que permiten incluir en el analisis a microorganismos que no han podido ser aislados y
cultivados en el laboratorio eliminando los sesgos asociados a diferencias en la capacidad
de cultivo. Alrededor de un 99% de los microorganismos observados microscopicamente en
una muestra ambiental no son cultivables bajo las metodologias tradicionales (Hugenholtz,
2002).
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Tabla 2. Indicadores microbiol6gicos y metodologias asociadas empleadas en la
Tesis. Las referencias corresponden a ejemplos de estudios en comunidades del suelo en
los que se emplearon las metodologias y parametros mencionados.

Metodologia Pardmetro bioldgico Referencias ;aglltuL%
utilizada indicador considerado se uti?izé
Respiracion inducida por el
sustrato (SIR)
Respiracion en . . : Zabaloy et al. (2008)
placas sensoras CO‘?SF(SISFE%S}F;VS;OHO Zabaloy et al. (2012) L2.3y4
BDOBS B Zabaloy et al. (2016a)
Respiracién basal (RB)
Equitatividad de uso de
Perfiles fisiologicos sustratos (E) o evenness Degens et al. (2001)
con varios sustratos ly4
carbonados (CLPP) Diversidad catabdlica (ej.: .
indice de Shannon-Weaver) Mijangos et al. (2009)
PCR + Electroforesis Hern?;cc)ileg)et al.
en gel con gradiente | Coeficiente de correlacion de Montecchia et al 123v4
de desnaturalizante Pearson entre perfiles (2011) ' r &2y
(PCR-DGGE) Zabaloy et al. (2016b)

PCR cuantitativa Numero de copias de genes :
(qPCR) indicadores especificos Fierer et al. (2005) 1,2,3y4

Diversidad alfa (riqueza,
equitatividad y diversidad)

Secuenciacion de Newman et al.
amplicones del gen , , (2016a)
del ARNr 16S Diversidad beta 4
(metabarcoding) . .
Abundancia relativa de
diferentes taxones
PCR-Southern blot Presencia/ausencia de sefal Dealtry et al. (2014) 4

de hibridacion

4.2 Respiracién basal (RB), respiracion inducida por el sustrato (SIR) y cociente
respiratorio (RQ)

Ademas de ser una medida ampliamente aceptada de la actividad microbiana total del
suelo, la respiracion microbiana ha sido utilizada también como un indicador de toxicidad de

pesticidas y metales pesados (Anderson, 2003; Yao et al., 2006; Zabaloy y Gomez, 2008).

35



INTRODUCCION GENERAL

Las medidas de respiracion pueden realizarse en base a la evolucion del didéxido de
carbono producido o en base al oxigeno que es consumido en la oxidacién de los sustratos
carbonados por parte de los microorganismos heterétrofos. Las medidas de respiracion
pueden tener en cuenta solo la respiracion basal (RB), donde no se adicionan fuentes
carbonadas o pueden realizarse luego de la adicion de un sustrato organico en cuyo caso lo
que se determina es la respiracion inducida por el sustrato (SIR). En el primer caso, a
diferencia del segundo, la respiracion no estd relacionada con la biomasa microbiana
(Nannipieri et al., 2003). La SIR es un parametro sensible y muy utilizado para la deteccion
del impacto de determinados contaminantes en microorganismos del suelo (Brohon et al.,
2011). Bajo una condicién de exceso de glucosa afiadida o de otros sustratos facilmente
utilizables, el metabolismo del sustrato en exceso se encuentra limitado por la cantidad de
microorganismos presentes en el suelo. Inicialmente (hasta 6 u 8 horas) no hay crecimiento
microbiano y el incremento en la respuesta respiratoria es proporcional a la biomasa
microbiana presente inicialmente que es capaz de responder y por lo tanto, utilizar el
sustrato proporcionado (Nannipieri et al., 2003). La fraccion de la comunidad de mayor
respuesta al sustrato y mas activa de la comunidad microbiana, correspondiente a la
biomasa determinada por SIR (Anderson y Domsch, 1978), es mas sensible a
contaminantes que la biomasa microbiana total determinada bioquimicamente (Chander et
al., 2001; Zabaloy et al., 2008).

Un indicador ampliamente utilizado que se obtiene de la relacion entre la RB y la biomasa
microbiana es el llamado coeficiente metabdlico o qCO, (Anderson y Domsch, 1993).
Representa la tasa de respiraciéon (mg CO,-C h™) por unidad de biomasa (mg C) y es un
indicador, facilmente determinable, de la eficiencia con que la que los microorganismos
utilizan las fuentes de C y energia que controlan el crecimiento microbiano (eficiencia del
metabolismo microbiano) (Dilly et al., 2005). ElI qCO, refleja el requerimiento energético de
mantenimiento en un determinado momento bajo una dada condicion ambiental y el
metabolismo catabdlico (Anderson, 1994). Es muy utilizado como indicador de requerimiento
de energia de mantenimiento de la microbiota del suelo. Bajo condiciones desfavorables,
por ejemplo, en presencia de contaminantes como metales pesados, los microorganismos
requieren mas energia para sustentar la biomasa, por lo tanto, el gqCO, se incrementa y hay
més pérdida de C (Dilly et al., 2005). En esta Tesis se utilizard un cociente respiratorio (RQ),
definido como la relacion RB:SIR, el cual es adimensional respecto del qCO, pero es
anadlogo (Cheng et al., 1996; Zabaloy et al., 2016b) y responde de la misma manera
incrementandose frente a condiciones desfavorables (Dilly et al.,, 2005). La analogia se

explica considerando que el término BM en el qCO, puede determinarse directamente a
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partir de la SIR (Anderson y Domsch, 1978). Por lo tanto, cuando se utiliza un mismo
sistema de medicion para la RB y la SIR, el qCO; es analogo a la relacion RB:SIR y puede
relacionarse linealmente con el RQ (Cheng et al., 1996).

4.3 Diversidad catabdlica: perfiles fisiolégicos

La obtencién rapida de perfiles multivariados basada en caracteres fisioldgicos
(Community Level Physiological Profiles o CLPP, también conocida como metabolic
fingerprinting) se desarroll6 originalmente en 1991 para comparar las comunidades
bacterianas heterotréficas del suelo utilizando el sistema de medicion Biolog (Garland y
Mills, 1991). A partir de alli, se ha utilizado ampliamente para estudiar la diversidad funcional
microbiana en una variedad de ambientes terrestres entre ellos compost (Insam et al.,
1996), suelos agricolas y suelos forestales bajo diferentes manejos (Busse et al., 2001,
GOmez et al., 2004; Winding y Hendriksen, 2007) como asi también en suelos expuestos a
herbicidas (Zabaloy et al., 2008b). Una de las razones por las cuales los perfiles CLPP se
han utilizado ampliamente para el estudio de comunidades microbianas es su sensibilidad,
reproducibilidad y la capacidad de responder diferencialmente a diferentes sistemas de
labranza (Govaerts et al., 2007), suelos contaminados (Boivin et al., 2002), rizosfera
(Soderberg et al., 2004) y diferentes practicas de manejo del suelo (Mader et al., 2002).

El sistema Biolog es un sistema redox y dependiente del cultivo de microorganismos que
consiste en una microplaca de 96 pocillos con diferentes sustratos carbonados y un
indicador redox incoloro en cada uno de ellos. El desarrollo del color se mide
espectrofotométricamente (absorbancia). A pesar de su extendida utilizacién, el método
posee varios inconvenientes que han desalentado su uso y el reemplazo por otros métodos
como los biosensores de oxigeno que se presentan a continuacion. La principal desventaja
radica en el hecho de que es dependiente de cultivo, pueden ocurrir cambios en la
comunidad microbiana durante la incubacién debido al enriquecimiento selectivo (Smalla et
al., 1998) y la contribucién de los hongos a la respiracion de la comunidad no es incluida
debido a su lento crecimiento (Nannipieri et al., 2003).

Un sistema mas reciente que permite superar estas dificultades es el desarrollado por
Wodnicka et al. (2000), ampliamente utilizado a lo largo de esta Tesis y en diversos estudios
de ecologia microbiana para la obtencion de perfiles fisiol6gicos. Este sistema no depende
de un indicador redox sino que consiste en la utilizacion de microplacas de 96 pocillos que
contienen un fluor6foro sensible al oxigeno, de modo tal de monitorear el oxigeno
consumido durante la respiracion mediante mediciones de fluorescencia. El sistema

comercializado por BD Biosciences (Bedford, MA, USA), conocido como BD Oxygen
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Biosensor System (BDOBS), posee un fluoréforo sensible al oxigeno, cloruro de 4,7-difenil-
1,10-fenantrolina rutenio (II), absorbido en una matriz siliconada permeable al oxigeno
presente en la parte inferior del pocillo. La fluorescencia de este compuesto es extinguida
por la presencia de oxigeno y en consecuencia se incrementa a medida que la respiracion
microbiana en la suspension de suelo consume el oxigeno disponible. Dado que la matriz
con el fluoréforo es el Unico componente de las placas, ciertos factores como la
disponibilidad de nutrientes o factores fisicoquimicos pueden ser manipulados en el ensayo.
Al mismo tiempo, dado que dicha matriz se encuentra ubicada en la parte inferior y la
medicion se basa en fluorescencia (no en absorbancia), es posible evaluar materiales
turbios u opacos con equipos de lectura desde la parte inferior de la microplaca. Mediante
este sistema de medicién, Garland et al. (2003) reportaron la utilizacidon de concentraciones
muy bajas de sustrato (50-100 mg ') que representan valores entre 10-100 veces menores
a los requeridos en CLPP con el sistema Biolog. Asimismo, Garland et al. (2003)
encontraron que la cinética de la respuesta fluorescente se correlaciona con medidas in situ
de uso de los sustratos, indicando que la metodologia BDOBS-CLPP produce perfiles
funcionalmente relevantes a diferencia de Biolog-CLPP. El requerimiento de cantidades de
sustratos entre 10-100 veces menor que en otras metodologias de CLPP permite superar
las dificultades relacionadas con el enriquecimiento selectivo. La cuantificacion del oxigeno
consumido permite una mayor sensibilidad (utilizacibn de menores concentraciones de
sustrato) debido a que es casi 30 veces menos soluble que el diéxido de carbono (Bugbee
et al., 2008; Zabaloy et al., 2008). Asimismo, la medicion de la respiraciébn basada en el
consumo de oxigeno no se ve afectada por factores que influyen sobre la evolucion del
diéxido de carbono. El flujo de dioxido de carbono en la superficie del suelo es una medida
indirecta de respiracion que supone que todo el flujo es resultado de la respiracion, lo cual
es valido s6lo en un corto periodo de tiempo. Existen mdltiples factores que podrian
contribuir significativamente al flujo de dioxido de carbono en la superficie del suelo y que
deben ser considerados para estimar adecuadamente las tasas de respiracion. La
concentracion de diéxido de carbono en los gases del suelo y el flujo a la superficie varian
con la temperatura, el contenido de agua y el pH dado que estas variables fisicoquimicas
influyen en su solubilidad y en su equilibrio con carbonatos (Bugbee, 2008).

El sistema BDOBS ha sido estudiado y optimizado por Zabaloy et al. (2008a). De acuerdo
con los resultados de esta investigacion, la utilizacion de volimenes cercanos a la
capacidad maxima del pocillo permiten discernir tanto la respuesta a una concentracion de
sustrato tan baja como 10 mg I, como también la respiracion endégena (sin sustrato). Se

ha sugerido incluso que no es necesario el sellado de la placa como barrera al oxigeno
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cuando se utilizan volumenes grandes en los pocillos. También se determiné que la
disrupcién de las muestras mediante preparacion de suspensiones de suelo no tiene efectos
en la respuesta fluorescente global cuando se compara con la utilizacion de muestras
encerradas en microbolsas. Diversos trabajos han demostrado la aplicabilidad y las ventajas
de utilizacion de placas BDOBS en mediciones de respiracién de comunidades microbianas
del suelo (Garland et al., 2003; Zabaloy et al., 2008; Zabaloy et al., 2012).

4.4 Perfiles basados en ADN

Existen diferentes métodos para la obtencion de perfiles basados en ADN, entre los mas
utilizados se encuentran el polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
terminales (T-RFLP, Liu et al, 1997) y la electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizante (DGGE, Muyzer et al., 1993) o de temperatura (TGGE, Heuer y Smalla,
1997). En todos los casos, se requiere de una etapa inicial de amplificacién de un fragmento
del gen de interés por PCR, a partir del cual se obtendran los perfiles. Este fragmento
presentara pequefias diferencias en su secuencia entre diferentes grupos microbianos y por
lo tanto, el producto de PCR obtenido de ADN de la muestra ambiental consistird en una
mezcla de productos del mismo gen con tamafios iguales o muy similares pero con diferente
secuencia. Esas diferencias en la secuencia permiten obtener un perfil o patron de bandas
que reflejan la estructura de la comunidad en una determinada muestra y que constituyen su
“fingerprinting” genético. A continuacién se hara referencia unicamente a DGGE dado que
constituye la metodologia mas ampliamente utilizada en estudios de ecologia microbiana y
es la que se utilizé en este trabajo de Tesis.

Mediante DGGE los fragmentos (similares en tamafo) no se separan en base al tamafio
de los mismos sino en base a sus diferencias en secuencia, lo cual es posible a través de la
construccién de un gradiente de desnaturalizante en el gel. Una variante, conocida como
TGGE, hace uso de un gradiente de temperatura para lograr la separacién. La metodologia
DGGE es especialmente adecuada para una comparacion rapida y simultdnea de mdultiples
muestras bajo estudio. Desde su introduccién en el campo de la ecologia microbiana por
Muyzer et al. (1993), ha sido adaptada en muchos laboratorios como una herramienta
conveniente para la evaluacion de la estructura de la comunidad microbiana en muestras
naturales. Debe tenerse en cuenta que la fraccion de la comunidad a estudiar va a depender
de los cebadores utilizados en la PCR. Uno de los genes mas utilizados en bacterias para la
obtencién de perfiles de las comunidades es el que codifica para el ARNr 16S. Existen
alrededor de 14 regiones de este gen que han sido utilizadas para generar fingerprintings de

comunidades bacterianas. De acuerdo con Gomes et al. (2001), es posible distinguir
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diferentes grupos filogenéticos de bacterias (Actinomicetales, a-proteobacteria, [-
proteobacteria, Eubacteria) con diferentes cebadores. Grupos microbianos especificos como
bacterias y arqueas oxidantes del amoniaco también han sido evaluados mediante esta
metodologia (Hernandez et al., 2010; Zabaloy et al., 2016b).

4.5 Cuantificacion de genes especificos para distintos grupos microbianos

En los ultimos 10 afios, la PCR-cuantitativa (qPCR, también conocida como Real-Time
PCR) se ha consolidado como una metodologia de referencia en el campo de la ecologia
microbiana para el estudio de comunidades, con aplicaciones promisorias y cada vez mas
extendidas. La qPCR consiste en la deteccion en tiempo real de una molécula reportera
cuya fluorescencia se incrementa a medida que el producto de PCR se acumula durante
cada ciclo de amplificacion. Una caracteristica que distingue a la gPCR respecto de otros
métodos de andlisis de comunidades microbianas es su capacidad de evaluar de manera
rapida y con una alta sensibilidad la abundancia de grupos filogenéticos especificos (Fierer
et al., 2005). Numerosos estudios han demostrado la capacidad de la gPCR de proporcionar
informacion cuantitativa y ecolégicamente relevante en diferentes tipos de muestras
ambientales, entre ellas, en muestras de ADN de suelo. No sélo ha sido aplicada
exitosamente en la cuantificacion de diferentes grupos microbianos (Okano et al., 2004;
Fierer et al., 2005; Pfeiffer et al., 2014) sino que mas recientemente también ha sido
utiizada para la cuantificacion de elementos de fundamental importancia en las
comunidades microbianas como son los elementos genéticos moviles (EGMs),
especialmente plasmidos de amplio rango de hospedador (Jechalke et al., 2013) e

integrones (Barraud et al., 2010), introducidos en la siguiente seccion.

4.6 Grupos microbianos de relevancia ecolégica

En esta Tesis se consideraron especialmente dos grupos de microorganismos frente a
tratamientos con el herbicida glifosato, tanto en suelo rizosférico (Capitulo 4) como no
rizosférico (Capitulos 2 y 3): Actinobacteria y los microorganismos oxidantes del amoniaco
(MOA). En el primer caso, los analisis realizados fueron sélo a nivel de abundancia. En el
segundo caso, se estudio la abundancia de bacterias y de arqueas oxidantes del amoniaco
(BOA y AOA, respectivamente) como asi también la estructura de la comunidad de BOA
(PCR-DGGE).

Diversos aspectos, mencionados a continuacion, justifican la consideracion de estos dos

grupos microbianos como posibles indicadores del impacto de glifosato.
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4.6.1 Microorganismos oxidantes del amoniaco (MOA)

El ciclo del nitrogeno (N) tiene una importancia fundamental en la productividad de
ecosistemas naturales y agricolas. La nitrificacion y la desnitrificacion son las dos principales
transformaciones del N en el suelo. La nitrificacion es el proceso de oxidacion autotrofica del
amonio a nitrito y luego a nitrato. En particular, la regulacion de la nitrificacion es
considerada el paso clave para un eficiente ciclado del N, ya que en contraste con otros
pasos del ciclo del N, s6lo un numero limitado de microorganismos es capaz de convertir el
amonio en nitrato. El paso limitante en la nitrificacion es la oxidacion de amonio a nitrito, el
cual se oxida rapidamente a nitrato por los microorganismos oxidantes del nitrito (Kowalchuk
y Stephen, 2001). La oxidacién de amonio en los suelos es mediada por la actividad de
bacterias y arqueas oxidantes del amonio (BOA y, AOA, respectivamente; Prosser y Nicol,
2012). Aunque se conocen algunas pocas especies de bacterias heterotrofas nitrificadoras,
la vasta mayoria son procariotas aerobios quimiolitoautotréficos que tienen la capacidad de
usar amonio como Unica fuente de energia y di6xido de carbono como fuente de carbono (C)
(Kowalchuk y Stephen, 2001). En las BOA y AOA, el amonio primero es oxidado por la
enzima de membrana amonio-monooxigenasa. Los genes que codifican para esta enzima
forman parte del operbn amoCAB. En particular, el gen amoA ha sido extensamente
estudiado como biomarcador para estudiar la diversidad de las BOA (Kowalchuk y Stephen,
2001; Junier et al., 2010). Se ha postulado a los cambios en el nimero de MOA y en la
composicion de especies como indicadores in situ del impacto biolégico de contaminantes y
como indicadores finales (endpoints) en la recuperacion de ambientes contaminados
(Kowalchuk y Stephen, 2001), ya que son especialmente sensibles a metales pesados (Zn;
Mertens et al., 2006), herbicidas (Hendricks y Rhodes, 1992; Hernandez et al., 2011: Feld et
al., 2015), fungicidas (Puglisi et al., 2012) e hidrocarburos (Deni y Penninckx, 1999).

Las pérdidas de nitrogeno producidas por procesos de nitrificacion rapidos y
desregulados constituyen un problema de gran relevancia ambiental. Esto es
particularmente preocupante para los suelos que se encuentran bajo los sistemas de
intensificacion agricola modernos donde cerca de un 95% del nitrégeno total circula a través
de la via de nitrificacidn-denitrificacion. Como consecuencia de ello, los suelos se
caracterizan por una baja recuperacion de N y de eficiencia de uso del mismo (Subbarao et
al., 2015). Conocer los factores que afectan el proceso de nitrificacion en estos sistemas y
qgue impactan sobre los grupos microbianos involucrados en él es fundamental tanto por su
importancia en la bioquimica del suelo como por la sensibilidad de los MOA como
indicadores frente a pesticidas. En este sentido, el estudio de los efectos del glifosato en

comunidades microbianas nitrificantes del suelo debe comenzar a estudiarse en mayor
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profundidad. El primer reporte sobre el tema tuvo lugar recientemente (Zabaloy et al.,
2016b), hasta el momento los MOA no habian sido considerados como un blanco de estudio
frente a glifosato pese a que otros pesticidas habian mostrado efectos significativos
(Hernandez et al., 2011, Feld et al., 2015).

Los estudios de impacto de glifosato llevados a cabo a partir del Capitulo 2 de esta Tesis
incluyen a las BOA y AOA dentro de los grupos seleccionados como indicadores
microbiol6gicos.

4.6.2 Actinobacteria

El filo Actinobacteria es uno de los fila bacterianos dominantes en diversos nichos
ecolégicos como los encontrados en ambientes acuaticos y terrestres, comprendiendo
diversos géneros de bacterias gram positivas como asi también gram-variables. Sus
miembros se caracterizan por un complejo ciclo de vida que puede incluir tanto esporas en
dormicién como asi también formas filamentosas de crecimiento activo. Constituye un filo de
gran relevancia ecologica, predominante de la microbiota del suelo, donde lleva a cabo
importantes funciones para su fertilidad a través de la degradacion de la materia organica y
formacion de humus, desempefiando un papel central en diversos procesos bioldgicos como
los ciclos biogeoquimicos, la promocién del crecimiento vegetal y la biorremediaciéon
(ElTarabily y Sivasithamparam, 2006; Anandan et al.,, 2016;). Debido a esta amplia
distribucion en ambientes terrestres respecto de otros fila y a su multiples roles ecolégicos,
la inclusién de este grupo microbiano es de especial importancia en el andlisis de impacto
frente a pesticidas. No obstante, ademas de los mencionados roles, una de las razones
principales que justifica el andlisis de este grupo microbiano se basa en la reconocida
capacidad de Actinobacteria de producir y secretar una amplia gama de metabolitos y
enzimas que tienen el potencial de influenciar notablemente a otros miembros de las
comunidades microbianas. Son antagonistas de diversos microorganismos a través de la
produccion de diversos metabolitos secundarios (Karlovsky, 2008) y/o la secrecion de
enzimas que inhiben el crecimiento (Suneetha y Zaved, 2011). Asi, por ejemplo, en suelos
con una alta densidad poblacional de actinobacterias se ha observado inhibicién del
crecimiento de rizobacterias afectando negativamente la nodulacion (Pereira et al., 1999).
Por lo tanto, un incremento o disminucion de la abundancia Actinobacteria frente a
tratamientos con glifosato podria repercutir indirectamente en la estructura de las
comunidades microbianas.

Como se mencionara en la proxima seccion, los antibiéticos podrian tener diversas

funciones a las concentraciones sub-inhibitorias a las que normalmente se encuentran en el

42



INTRODUCCION GENERAL

suelo, entre ellas la sefalizaciobn y la modulacion. Dado que las actinobacterias son
prolificas productoras de diversos tipos de antibiéticos, la modificacion en su abundancia
dentro de las comunidades podria derivar en diversas modificaciones estructurales y
funcionales. Asimismo, en relacion con el modo de accion del glifosato (véase Seccion 1.2),
el glifosato inhibe una enzima clave en la sintesis de aminoacidos arométicos que esta
presente tanto en plantas como en bacterias. Se cree que el modo de accion no solo estaria
relacionado con la imposibilidad de sintesis de dichos amino&cidos sino también con el
secuestro de C necesario para otras vias biosintéticas (Duke y Powles, 2008). La
consideracién de ambos efectos bioquimicos permite pensar que el glifosato podria afectar
no soélo la sintesis de aminoacidos aromaticos sino también la biosintesis de compuestos
importantes que derivan de ellos, como por ejemplo, ciertos antibiéticos naturales. El trans-
cinamato, por ejemplo, proviene de la desaminacién de la fenilalanina y es un precursor de
ciertos antibiéticos naturales a través de reacciones catalizadas por policétido sintasas
(PKSs) de tipo Il.

4.7 Elementos genéticos moéviles (EGMs)

La transferencia horizontal de genes (THG) es un fenébmeno ampliamente observado en
bacterias que se refiere al intercambio de informaciébn genética entre poblaciones
relacionadas o filogenéticamente distintas de una comunidad. Es un fenbmeno que ocurre
extensamente entre procariotas, especialmente en respuesta a ambientes cambiantes dado
que provee a los microorganismos de genes adicionales que otorgan capacidad de
adaptacion frente a dichos cambios. La THG es reconocida como la principal fuerza
impulsora de la diversificacion y adaptacion bacteriana (lwasaki y Takagi, 2009). Como se
menciond anteriormente, la THG es una de las caracteristicas mas importantes que
contribuyen a la adaptacion evolutiva a nivel poblacional en procariotas y que por lo tanto
contribuye en gran medida a la resistencia y resiliencia de las comunidades microbianas
(Shade et al., 2012). Es mediada por diferentes procesos como la transformacion natural, la
transduccién o la conjugacion. Esta uUltima es considerada esencial para una respuesta
relativamente rapida a condiciones ambientales cambiantes (Heuer y Smalla, 2012).

Los elementos genéticos méviles (EGMs) consisten en segmentos de ADN que pueden
moverse ya sea desde una localizacion genética a otra en la misma célula, o desde una
célula bacteriana a otra relacionada o filogenéticamente distinta (Bennett, 2008). Los EGMs
son altamente heterogéneos: desde secuencias de insercion (Sl) simples que contienen sélo
la informacion requerida para cambiar su localizacién desde una parte del genoma a otra,

hasta plasmidos autotransferibles mas complejos con genes que le permiten transferirse y
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mantenerse por si mismos en bacterias filogenéticamente muy distintas (Heuer y Smalla,
2012). La adquisicion de EGMs permite a las bacterias obtener una considerable variedad
de genes adicionales no esenciales que codifican para diferentes caracteres beneficiosos,
incluyendo los que confieren resistencia a antibioticos o metales pesados, degradacion de
xenobidticos y determinantes de virulencia. Los productos de estos genes pueden ser
beneficiosos (por ejemplo, aquellas enzimas que participan en la degradacion de
xenobidticos) pero también pueden resultar perjudiciales para otras células bacterianas
préximas. Mas aln, muchos EGMs portan genes de resistencia a antibidticos, una
caracteristica que no solo otorgaria una ventaja competitiva a ciertas especies respecto de
otras, sino que seria de gran importancia para las comunidades microbianas dado el rol
modulador de la expresién génica y de comunicacién intercelular que recientemente se les
ha atribuido a los antibiéticos en ambientes naturales (Davies et al., 2006; Aminov et al.,
2009; Heuer y Smalla, 2012). Esta sefializacion mediada por las concentraciones sub-
inhibitorias a las que normalmente se observan los antibiéticos en ambientes naturales,
seria determinante para las respuestas adaptativas fenotipicas y genotipicas de la
microbiota y de otros miembros de la comunidad de microorganismos del suelo. La
ampliacion del rol de los antibidticos y de la resistencia a los mismos en la naturaleza
sugiere, desde una perspectiva evolutiva y ecoldgica, que los antibiéticos habrian
evolucionado como una forma de comunicacion dentro y entre dominios biolégicos en
diferentes ecosistemas (Aminov et al., 2009).

De esta manera, queda en evidencia la importancia que tienen los EGMs para la
estructura y el funcionamiento de las comunidades microbianas, y la importancia de
incorporar a la evaluacion de los EGMs como indicadores ecolégicamente relevantes para el
estudio de comunidades microbianas. Si bien existen varios indicadores microbiolégicos que
han sido tradicionalmente utilizados frente a diversos pesticidas, la utilizacion de EGMs
como indicadores del impacto de pesticidas ha sido comparativamente menos frecuente
(Anjum et al., 2011; Dunon et al., 2013; Dealtry et al., 2014). En el caso de glifosato, no
existen reportes de la utilizacion de EGM como indicadores en comunidades microbianas.
La evaluacion de los mismos podria devenir en una herramienta Gtil para determinar si las
practicas agricolas que implican el uso de glifosato suponen potenciales riesgos respecto de

practicas que no dependen del mismo.

4.7.1 Plasmidos IncP-1

Los plasmidos IncP-1 se encuentran dentro de los plasmidos de amplio rango de

hospedador (BHR) autotransmisibles mas promiscuos que existen en Proteobacteria.
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Muchos de ellos portan genes accesorios beneficiosos para el hospedador incluyendo
aquellos que confieren resistencia a multiples antibiéticos y metales pesados, codifican
factores de virulencia o estan involucrados en la degradacion de diversos compuestos
xenobidticos (Adamczyk y Jagura-Burdzy, 2003). De hecho, entre los plasmidos catabolicos
con genes degradadores, los pertenecientes al grupo IncP-1 son de particular interés dado
gue poseen un amplio rango de hospedador y se transfieren eficientemente en un ambiente
como es el suelo y en especial la rizosfera. En la actualidad, el nimero de plasmidos
catabdlicos completamente secuenciados que pertenecen al grupo IncP-1 esta
experimentando un rapido crecimiento. Se han identificado varios plasmidos IncP-1 que
portan genes para la degradacion de pesticidas como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) (Top et al., 1995; Trefault et al., 2004; Vedler et al., 2004) atrazina (Martinez et al., 2001)
y cloroanilina (Krdl et al., 2012) y diversos compuestos aromaticos clorados (Sen et al.,
2011), resaltando el importante rol de estos plasmidos en la remocion de pesticidas del
ambiente.

El rango de hospedador de estos plasmidos seria mas amplio que el que se suponia
originalmente. En condiciones que permiten un contacto celular adecuado, los plasmidos
IncP-1 tienen la capacidad de transferirse y ser alojados en hospedadores pertenecientes a
multiples fila bacterianos. En un estudio reciente, se determiné el rango de hospedador de
tres plasmidos BHR incluyendo dos pertenecientes al grupo IncP-1: pKJK5 (IncP-1 €) y RP4
(IncP-1a). Los resultados indicaron que estos plasmidos son capaces de transferirse a las 5
clases de Proteobacteria (a-¢) junto a otros 10 fila diferentes a Proteobacteria, incluyendo
Verrucomicrobia, Bacteroidetes y Actinobacteria (Klimper et al., 2015).

Otro aspecto muy importante de los plasmidos IncP-1 es su notable distribucion en
diferentes tipos de ambientes. A pesar de que se obtuvieron originalmente de aislamientos
clinicos (Jacoby et al., 1976), han podido ser detectados en diferentes muestras ambientales
como las provenientes de lodos, sedimentos marinos, enmiendas de animales, biofiltros,
rizosfera, suelos agricolas, plantas de tratamientos de efluentes y arroyos (Top et al., 1995;
Dahlberg et al., 1997; Smalla et al., 2006; Bahl et al., 2009; Sen et al., 2011; Heuer y Smalla,
2012). Diferentes estudios han reportado un enriquecimiento en plasmidos IncP-1 frente a la
exposicion a pesticidas utilizando metodologias como gPCR y el niumero de copias del gen
korB de plasmidos IncP-1 como indicador (de todos los subgrupos conocidos), gen que
codifica para una proteina esencial en el sistema de particion y regulacion del plasmido
(Jechalke et al., 2013). Recientemente, por ejemplo, la pirosecuenciacion de amplicones del
gen trfA (que codifica para la proteina de inicio de la replicacion) en muestras de biofiltros

agricolas (BPS) revel6 una alta diversidad de plasmidos IncP-1 y un incremento en la
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abundancia de plasmidos IncP-1 B a lo largo de un periodo de tres meses en los que las
concentraciones de multiples pesticidas se incrementaron concomitantemente (Dealtry et al.,
2014). La metodologia PCR-Southern blot, altamente sensible y especifica, ha sido utilizada
también en el mencionado estudio y en otros para la deteccion de plasmidos IncP-1 de
subgrupos especificos en muestras ambientales (Heuer y Smalla, 2012; Dealtry et al., 2014).

4.7.2 Integrones de clase |

Los integrones de clase | son un tipo de EGMs que se caracterizan por la presencia de
tres componentes centrales: un gen que codifica para una integron-integrasa (intl1), un sitio
de recombinacién (attl) y un promotor (P.). Estas caracteristicas le permiten capturar y
expresar genes exdogenos como parte de casetes que se insertan por recombinacién en el
sitio attl mediante la actividad de la enzima integrasa codificada por intl1. Los integrones son
capaces de colectar casetes génicos de un pool muy diverso, incluyendo resistencias
multiples a antibiéticos. A diferencia de ciertos plasmidos IncP-1, como los IncP-1 B, que se
caracterizan por la presencia de genes catabdlicos involucrados en la degradacién de
pesticidas, los integrones de clase | no suelen estar asociados a la resistencia a
contaminantes. Sin embargo, pueden considerarse indicadores indirectos de impacto de
pesticidas teniendo en cuenta que estan asociados a una gran diversidad de genes de
resistencia a antibidticos. Dado que la resistencia a antibiéticos en comunidades
microbianas implica una ventaja competitiva para las células que portan los genes
accesorios responsables, las modificaciones en la abundancia de integrones de clase |
frente a ciertos contaminantes podrian asociarse entonces a modificaciones en las
comunidades microbianas. De esta manera, la abundancia del gen intll podria constituir un
indicador de presiones de seleccién en la comunidad. Por otro lado, un incremento en la
abundancia de integrones de clase | podria tener implicancias importantes a nivel de salud
humana y animal dada su notable capacidad de transferir horizontalmente genes de
resistencia, eventualmente hacia patégenos humanos naturalmente presentes en el suelo
(Gillings et al., 2014). Esto permite considerarlos como indicadores de relevancia ecolégica y
sanitaria e incluir las modificaciones en la abundancia del gen intll frente a diferentes

practicas agrondmicas en evaluaciones de impacto ambiental.
5. Estado del arte sobre el impacto de glifosato en comunidades microbianas del
suelo

En las secciones anteriores se introdujeron conceptos tedricos importantes acerca de las
respuestas de las comunidades microbianas a los disturbios/estreses y de la importancia de

utilizar indicadores que permitan determinar el estado de las comunidades microbianas en
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diferentes condiciones, teniendo en cuenta el rol fundamental de los microorganismos en los
procesos bioquimicos que ocurren en el suelo. La introduccién de estos conceptos es
fundamental para abordar el impacto de ciertas practicas agrondmicas sobre la microbiota
del suelo, teniendo en cuenta que estas practicas implican en muchos casos una situacion
de estrés o disturbio para las comunidades microbianas.

En esta seccion se mencionaran, en particular, algunos de los estudios mas importantes
sobre el impacto de glifosato en comunidades microbianas del suelo, ampliamente citados

en la literatura, que resumen una parte importante del conocimiento actual sobre el tema.

5.1 Estudios en suelo no rizosférico

Los estudios sobre el impacto de glifosato en el suelo han sido numerosos y diversos.
Una de las primeras investigaciones acerca del impacto de glifosato en microorganismos del
suelo, alrededor de 40 afios atras, indicé efectos minimos sobre la microbiota y ausencia de
movilidad por lixiviacion (Rueppel, 1977). Sin embargo, estos efectos aparentemente
menores, fueron puestos en discusién por estudios posteriores que indicaron que las
respuestas fisiolégicas de microorganismos del suelo pueden ser altamente variables
(Fischer et al., 1986; Quinn, 1988), y que existian diferentes niveles de sensibilidad de la
enzima EPSPS (Schulz et al., 1985). De hecho, si bien actualmente se conoce que existen
tres tipos de EPSPS en funcion de la tolerancia a glifosato, el rango completo de
sensibilidad a glifosato en comunidades microbianas no se ha determinado completamente
(Duke et al., 2012).

En el afio 1985 se publicé una de las primeras revisiones sobre los efectos en la
microflora (Grossbard, 1985). Quinn et al. (1988) indicaron que, en general, la mayoria de
los estudios considerados en dicha revision, que reportaban inhibiciones severas, carecian
de relevancia ecolégica dado que se basaban en experimentos in vitro con cultivos puros.
Desde entonces, y hasta la fecha, los estudios han sido cada vez mas numerosos y variados
en cuanto al enfoque especifico de cada uno de ellos, el disefio particular y la tendencia de
los resultados obtenidos. Muchos de los resultados de estos estudios, algunos de ellos
altamente contrastantes, han sido muy bien compilados y discutidos en uno de las
revisiones mas completas sobre impacto de glifosato en suelos publicadas hasta la fecha
(Duke et al.,, 2012). En el afio 2000, una revision sobre estudios ecotoxicologicos del
formulado Roundup® indicé un riesgo minimo frente exposiciones crénicas o agudas para
organismos terrestres no blanco debido a la fuerte adsorcién y rapida degradacion del
glifosato en el suelo (Giesy et al., 2000). Afios antes, se publicaron las conclusiones de tres

grandes organizaciones (Agriculture Canada, United States Environmental Protection
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Agency y World Health Organization) indicando que el formulado Roundup® podia ser
utilizado con minimos riesgos para el ambiente (Giesy et al., 2000). En el afio 2001, uno de
los estudios de mayor duracion (9-13 afios) y que incluyd diversos suelos forestales de
diferente capacidad de adsorcién de glifosato y diferente potencial de crecimiento, reconocio
nuevamente el limitado alcance en cuanto a prediccion de toxicidad de aquellos
experimentos basados en medios de cultivo artificiales inoculados con glifosato (Busse et
al., 2001). Los resultados de dicho estudio sugirieron, ademés, ausencia de efectos o bien
efectos minimos del formulado Roundup®, en las dosis recomendadas a campo, sobre
comunidades microbianas expuestas crénicamente al herbicida. Posteriormente, diferentes
autores coincidieron en la ausencia de efectos o en efectos temporales de corta duracion,
principalmente sobre ciertos pardmetros integradores que tienen en cuenta a toda la
comunidad (no a grupos especificos dentro de ella) cuando se aplica el glifosato en las dosis
recomendadas (Busse et al., 2001; Ratcliff et al., 2006; Zabaloy y Gomez, 2008; Gémez et
al., 2009), aunque también se han observado efectos transitorios al evaluar grupos
especificos (Nye et al., 2014).

Es importante destacar que los efectos del glifosato en los microorganismos del suelo
han sido investigados en base a diferentes paradmetros bioldgicos y empleando diferentes
metodologias. Actualmente, a partir del gran nimero de estudios realizados durante mas de
40 afios, resulta dificil establecer generalizaciones basadas en las conclusiones generales
de cada uno de ellos. Esto se debe a las caracteristicas particulares de cada experimento,
entre ellas, tipo de muestras (suelo rizosférico o no rizosférico), métodos utilizados
(integradores o para grupos especificos de microorganismos), dosis utilizadas
(recomendadas a campo o superiores), estudios a campo 0 en microcosmos, utilizacion de
IA o de FC de glifosato, aplicaciones Unicas o repetidas del herbicida, tipo de suelo, etc.
Diferentes autores han reconocido esta dificultad (Newman et al., 2016a; Nguyen Binh et al.,
2016). En muchos casos, como se menciond anteriormente, se ha reconocido la presencia
de efectos minimos o ausencia de efectos en las dosis recomendadas a campo, utilizando
indicadores integradores de poca capacidad resolutiva. Entre estos indicadores se
encuentran, por ejemplo, respiracion, biomasa microbiana, recuento de bacterias totales,
etc. Mas alld de estas coincidencias, también existen resultados inconsistentes, debidos
posiblemente a las diferencias entre experimentos mencionadas anteriormente. Un
metanalisis indico que los efectos del glifosato en la biomasa microbiana y en la respiracion
son altamente variables y dependientes de la concentracion, duracion de la exposicion y
carbono orgénico del suelo (Nguyen Binh et al., 2016). En ese estudio se concluy6 que la

toxicidad o inocuidad del glifosato para las comunidades microbianas del suelo necesita ser
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definida bajo condiciones especificas del suelo, reconociendo la necesidad de explorar con
mayor profundidad el impacto de glifosato por medio de métodos moleculares (Nguyen Binh
et al.,, 2016). Al mismo tiempo, diversos estudios indican que las generalizaciones
postuladas inicialmente respecto de la inocuidad del glifosato en el suelo debido a su fuerte
adsorcion y la baja movilidad deben ser consideradas en funcion de cada tipo de suelo. Esto
se debe a que la capacidad adsorcién y el desplazamiento del glifosato por parte de fosfatos
son diferentes en cada tipo de suelo (Gimsing y Borggaard, 2002). De hecho, existen
estudios que indican que tanto el glifosato como su producto de degradacién, el AMPA, han
sido detectados en el agua del suelo y que el riesgo de desorcidon es mayor en suelos con
fertilizacion fosforada (Fomsgaard et al., 2003; Simonsen et al.,, 2008). Asimismo, la
biodisponibilidad de glifosato y su metabolizaciéon en el suelo también es evidenciada en
estudios que demuestran un incremento de actividad y la biomasa microbiana (Wardle y
Parkinson, 1990; Haney et al., 2000).

Los resultados de numerosos estudios indican, recurrentemente, que el glifosato no
tendria efectos o sé6lo efectos menores y de corta duracion cuando se evallan aplicaciones
Unicas (Ratcliff et al., 2006; Zabaloy y Gémez, 2008; Gémez et al., 2009; Zabaloy et al.,
2012; Zabaloy et al., 2016a) o s6lo dos aplicaciones (Weaver et al., 2007). En muchos
casos, estos resultados se observan empleando pardmetros integrativos o de amplio rango
basados en respuestas de toda la comunidad como respiracion y biomasa microbiana
(Haney et al., 2000; Zabaloy y Gémez, 2008; GOmez et al., 2009) pero también se observa
ausencia de efectos o efectos de corta duracién en pardmetros que dan informacion a nivel
de sub-comunidad como PFLA (Weaver et al., 2007), T-RFLP (Zabaloy et al., 2012) y PCR-
DGGE (Zabaloy et al.,, 2016a). De manera similar, las aplicaciones repetidas anualmente
durante un periodo prolongado (mayor a 10 afios) no mostraron efectos sobre parametros
de amplio rango como mineralizacién de N, biomasa microbiana y respiracion microbiana
(Hart y Brookes, 1996) o sobre bacterias totales, qCO, y respiracion basal (Busse et al.,
2001).

A pesar de la tendencia mencionada anteriormente, existen evidencias que sugieren
posibles efectos colaterales graduales en el largo plazo. Zabaloy et al. (2012) evaluaron el
efecto de la exposiciobn crénica a glifosato a campo (méas de 11 afos) empleando
microcosmos preparados a partir de dos suelos agricolas de la Region Pampeana con larga
historia de glifosato. Se prepararon microcosmos con los suelos, y se les adicion6 glifosato
en dosis de 0, 15 y 150 mg kg™*. Un suelo de pastura natural se usé como referencia. El
glifosato aumenté la respiracion en el suelo de pastura natural, posiblemente debido a una

respuesta de estrés de las bacterias sensibles al glifosato, mientras que en los suelos
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agricolas, la respiracion disminuyd, probablemente por la selecciébn previa de
microorganismos aclimatados para la asimilacién rdpida de sustratos derivados de la
degradacion cometabdlica del herbicida. La abundancia de bacterias aumento6 en respuesta
a la dosis alta de glifosato en uno de los suelos, pero no se observd enriquecimiento
selectivo de grupos bacterianos (no se detectaron OTUs dominantes en el analisis de T-
RFLP en los microcosmos tratados). La hip6tesis que surgié de este trabajo es que el
glifosato no ejerceria una toxicidad directa, sino que tendria un efecto gradual causando
cambios relativos en la estructura de la comunidad, al reducir paulatinamente la abundancia
de especies sensibles que gastan mas energia en la respuesta al estrés (exposicién a
glifosato) y estimulando las poblaciones de bacterias adaptadas a la utilizacién rapida de los
nutrientes liberados del cometabolismo de la molécula.

En concordancia con esta Ultima investigacion, los estudios de aplicaciones repetidas
basados en indicadores de estructura de la comunidad como PFLA y secuenciacion del gen
del ARNr 16S indican que existen grupos especificos de microorganismos que pueden verse
notablemente afectados (Lancaster et al., 2009), aun cuando otros trabajos reportan
ausencia de cambios con métodos integrativos o de amplio rango (Busse et al., 2001). Los
estudios de aplicaciones repetidas del formulado comercial en microcosmos realizados por
Lancaster et al. (2009) indicaron un incremento en la abundancia de Burkholderia spp. luego
de cinco aplicaciones en relacion al control, al igual que un incremento en el contenido de

acidos grasos fosfolipidicos correspondientes a bacterias gram negativas.

5.2 Estudios en suelo rizosférico

Contrariamente a la ausencia de efectos o a efectos de corta duracion observados en
suelo no rizosférico (bulk soil) (mencionados en la seccién anterior), muchos resultados de
estudios en suelo rizosférico indican un impacto sobre grupos microbianos especificos.
Recientemente, mediante estudios metagendémicos (secuenciacién de amplicones del ARNr
16S), se observaron modificaciones en la rizosfera tanto de cultivos de soja como de maiz al
ser tratados con un formulado comercial a nivel de invernaculo. Si bien la diversidad de la
comunidad bacteriana globalmente no mostr6 diferencias significativas entre muestras con y
sin glifosato (tanto diversidad a como ), la abundancia de ciertos grupos bacterianos se
modificé en respuesta al herbicida. La abundancia relativa de secuencias correspondientes
a Proteobacteria se incrementé un 3% en maiz y un 1,8% en soja. Aunque todas las clases
de Proteobacteria se incrementaron, Gammaproteobacteria mostré el mayor incremento.
Contrariamente, se detecté una disminucion en la abundancia relativa del filo Acidobacteria.

Dado que los miembros de este grupo desempefian funciones importantes en los procesos
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biogeoquimicos, se concluy6 que dicha disminucién podria conducir a cambios significativos
en el estado nutricional de la rizosfera (Newman et al., 2016a). De hecho, el incremento de
la colonizacién de raices por patégenos fungicos en soja GR tratada con glifosato ha sido
atribuido, en parte, a modificaciones del estatus nutricional de la rizosfera (Kremer y Means,
2009). De manera similar, Zobiole et al. (2010) reportaron importantes cambios en la
rizosfera de soja resistente a glifosato de cultivares de primera (GR1) y segunda (GR2)
generacion tratados con un formulado comercial. Se observé un incremento en la
colonizacién de raices por parte de Fusarium spp. en forma proporcional a la dosis de
glifosato, en ambos cultivares. Contrariamente, la abundancia de Pseudomonas spp. y de
bacterias productoras de &cido indolacético (IAA) se redujo al igual que la relacién de

bacterias reductoras de Mn respecto de las oxidantes.

5.3 Perspectivas futuras sobre estudios de impacto de glifosato en comunidades

microbianas del suelo

Como se deduce del vasto nimero de trabajos mencionados en la seccién anterior, el
impacto de glifosato en microorganismos del suelo constituye un area que ha sido
extensamente estudiada durante 40 afios debido al creciente interés en conocer los posibles
efectos no deseados en un recurso de fundamental importancia para los agroecosistemas
como es el suelo. No obstante, ciertos aspectos de relevancia agronémica han sido escasa
y llamativamente poco estudiados.

Uno de ellos se encuentra relacionado con la respuesta de tolerancia de la comunidad
inducida por el contaminante (PICT), concepto introducido en la Seccion 3.5. La respuesta
PICT se ha estudiado y verificado en comunidades microbianas del suelo frente a diversos
contaminantes, pero en el caso de glifosato no existen reportes al respecto. El Capitulo 1 de
esta Tesis se ocupara de este interrogante.

Otro punto muy importante sobre el cual es necesario profundizar es el efecto de
aplicaciones repetidas del herbicida, que ha sido escasamente abordado (Busse et al., 2001;
de Andrea et al.,, 2003; Lancaster et al., 2010), en comparacién con el gran nimero de
estudios basados en aplicaciones Unicas. Mas aun, dentro de las investigaciones sobre los
efectos de aplicaciones repetidas, muy pocas se han focalizado en grupos de
microorganismos involucrados en procesos de relevancia ecoldgica. Diversos autores han
reconocido la necesidad de identificar y evaluar grupos claves o “keystone” como
indicadores de impacto ambiental (Domsch et al.,, 1983; Beare et al., 1995) y los
microorganismos nitrificantes han sido propuestos dentro de los de mayor sensibilidad

(Domsch et al., 1983). En particular, para bacterias oxidantes del amoniaco (BOA), no existe
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informacion disponible sobre los posibles efectos que podria tener la acumulacion de
aplicaciones de glifosato en la abundancia y en la estructura de la comunidad. El Capitulo 2
de la Tesis se ocupara de esta temética y representa uno de los primeros estudios de BOA
frente a glifosato (Allegrini et al., 2017).

El Capitulo 3 de esta Tesis abordard otro aspecto de gran relevancia y que no ha sido
considerado en estudios previos sobre impacto de glifosato: el analisis de la interacciéon
entre la exposicion a glifosato y a un ciclo de desecacion-humedecimiento, un factor de
disturbio recurrente en el ambiente edafico. Asimismo, se determinard como afecta este
disturbio a nivel fisiolégico a comunidades microbianas de un suelo con y sin historia del
herbicida. Este interrogante guarda una especial relacion con el concepto PICT (Capitulo 1)
dado que el incremento de tolerancia a un contaminante puede conllevar un costo asociado,
en particular, un incremento en la sensibilidad a ciertos estreses o disturbios secundarios
(Clements y Rohr, 2009; Azarbad et al., 2016). De hecho, se ha determinado que la
reduccién en la diversidad catabdlica (diversidad funcional) y en las propiedades del suelo
debida a su uso intensivo podria afectar la resistencia de las comunidades microbianas
(Degens et al., 2001).

Finalmente, como se ha mencionado en la seccion anterior, la mayoria de los estudios
sobre efectos del glifosato en comunidades microbianas del suelo se han centrado en la
rizosfera de cultivos resistentes o bien en suelo no rizosférico (bulk soil). No obstante, un
namero considerablemente menor de estudios ha abordado la comparacién de comunidades
microbianas de la rizosfera de plantas sensibles, sometidas a tratamientos con glifosato y
sin empleo de herbicidas (ej.: corte de la planta) (Mijangos et al., 2009; Druille et al., 2015;
Imparato et al., 2016). Los cultivos de cobertura constituyen un claro ejemplo a nivel
agronomico de cultivos sensibles a glifosato, tratados con este herbicida durante la etapa de
finalizacion o supresion. Existen también otros métodos de finalizacibn completamente
diferentes que no emplean agentes quimicos y que se basan en la accién mecéanica como el
corte o el rolado. Al respecto, cabe plantearse entonces si las comunidades microbianas de
la rizosfera de plantas tratadas con glifosato difieren de las comunidades rizosféricas de
plantas finalizadas sin herbicida. En el dltimo capitulo (Capitulo 4) se describiran los
resultados de un estudio realizado en comunidades microbianas de la rizosfera de Avena

sativa L. comparando los efectos de ambos métodos de finalizacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del herbicida glifosato en comunidades microbianas de suelos de la
Region Pampeana.

Contribuir al desarrollo de bioindicadores apropiados para integrar a un marco de
referencia en la evaluacion de la sustentabilidad ambiental de practicas agricolas en la

region, que puedan ser aplicados en programas de monitoreo en el largo plazo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Evaluar la tolerancia de las comunidades microbianas a glifosato en suelos con y sin
historia del herbicida y determinar si existe una respuesta PICT detectable.

= Evaluar el impacto de aplicaciones sucesivas de glifosato a nivel de microcosmos en

comunidades microbianas de suelos con y sin historia de exposicion al herbicida.

= Evaluar la respuesta fisiold6gica de comunidades microbianas frente a un factor de
disturbio (desecacion-humedecimiento) en microcosmos de suelos con y sin historia
del herbicida a campo.

= Analizar las modificaciones en la comunidad bacteriana y en grupos especificos
(BOA, AOA, Actinobacteria) frente a la exposicion aguda a glifosato y a desecacion-
humedecimiento. Determinar si existe interaccion entre los efectos de ambos

factores.

= Estudiar el impacto de la desecacién de un cultivo de cobertura (Avena sativa L.) con
glifosato sobre comunidades microbianas de la rizosfera en relacién a un método de

finalizacién sin herbicida.
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CAPITULO 1

CAPITULO 1

EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE LA TOLERANCIA DE COMUNIDADES
MICROBIANAS DEL SUELO A GLIFOSATO

Allegrini, M., Zabaloy, M.C., Gémez, E. (2015). Ecotoxicological assessment of soil
microbial community tolerance to glyphosate. Science of the Total Environment 533,
60-68.

1. Introduccidén

Diversos factores, entre ellos los herbicidas, pueden afectar los procesos microbianos
gue contribuyen a la provisién de servicios ecosistémicos, reduciendo la sustentabilidad
funcional de los suelos (Tilman, 2002). Los efectos de contaminantes en el ambiente pueden
ser investigados a diferentes niveles. Por diversos motivos, las comunidades son
consideradas un nivel apropiado de organizacién bioldgica para el estudio de estos efectos
(Clements y Rohr, 2009). Dado que las comunidades se encuentran en el nivel medio entre
poblaciones y ecosistemas, pueden ofrecer importantes perspectivas en relacion a los
mecanismos por los cuales los contaminantes ejercen sus efectos a niveles inferiores, pero
a la vez estan intimamente conectados con pardmetros ecolégicamente relevantes en los
niveles superiores (ej.: servicios ecosistémicos). En este sentido, la evaluacion de
comunidades microbianas mediante la estrategia de tolerancia de la comunidad inducida por
el contaminante (PICT), mencionada en la Introduccién General (Seccién 3.5), ha sido
propuesta como una herramienta o indicador ecotoxicolégico para evaluar la existencia o
ausencia de efectos de los contaminantes en los ecosistemas (Blanck, 2002). La teoria PICT
se fundamenta en el principio de que las comunidades frecuentemente desarrollan una
tolerancia incrementada a un determinado contaminante luego de una exposicion
prolongada (Blanck et al., 1988). Diferentes mecanismos pueden conducir a este
comportamiento:

= Muerte de las especies menos tolerantes de la comunidad y reemplazo por las mas

tolerantes.

» Adaptacion fisioldgica de los individuos.

= Seleccion de los genotipos mas tolerantes en una poblacion.

Las comunidades intactas son muestreadas de sitios contaminados y de referencia y
posteriormente expuestas a dosis crecientes de contaminante realizando mediciones de un
parametro de deteccion sensible al contaminante (fase de deteccion). La deteccién de un
incremento en la tolerancia es considerada una fuerte evidencia de que el contaminante ha

ejercido un efecto sobre la comunidad (Demoling y Baath, 2008). Un estudio PICT consiste
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en dos fases bien diferenciables: una fase de seleccion, en donde la comunidad es expuesta
al contaminante en su ambiente natural (o seminatural), y una fase de deteccién en donde la
comunidad es muestreada y la tolerancia al contaminante es medida en condiciones
definidas luego de una exposicion corta a dosis crecientes. En la fase de seleccion los
compuestos quimicos ejercen su presion de seleccibn a través de algunos de los
mecanismos antes mencionados (ej.: eliminacién de especies sensibles) (Blanck, 2002).
Esta fase es la que otorga sensibilidad y relevancia ecolégica a la metodologia PICT (Blanck
et al., 1988). En este punto es importante destacar que, en estudios a campo, la
composicion de la nueva comunidad puede ser el resultado de diferentes factores
ambientales que actian en forma simultanea sobre la estructura. Por lo tanto, no seria
posible establecer causalidad dado que sélo una parte de las propiedades serian debidas al
impacto del contaminante. La siguiente fase de deteccion es la que otorga causalidad al
estudio PICT. En esta fase, se detecta experimentalmente cuan relacionados estan los
cambios en la comunidad con los cambios en la tolerancia (Blanck, 2002).

La fase de seleccién en un estudio PICT puede haber ocurrido a campo o bien puede
ocurrir en ecosistemas experimentales bajo condiciones controladas. En el primer caso, la
estrategia PICT es utilizada retrospectivamente para detectar los efectos que ya se han
producido sobre las comunidades bajo estudio (Blanck, 2002). En este caso, la naturaleza
propia del estudio es mensurativa u observacional (no manipulativa) (Hurlbert, 1984). Se
muestrean comunidades intactas de sitios expuestos crénicamente al contaminante y de
sitios de referencia, a las que se somete a la fase de deteccion (Clements y Rohr, 2009).
Hablamos de “sitio de referencia” dado que un sitio control con idénticas caracteristicas al
sitio impactado (excepto la exposicién) no se encuentra disponible en la mayoria de los
casos (Smith et al., 1993). La ventaja principal del muestreo a campo esta relacionada con
la posibilidad de eleccion de un sitio en el que la fase de seleccion ha ocurrido durante un
tiempo suficientemente prolongado como para asegurar esa seleccion, es decir, para que
ocurra la serie de eventos que conducen a la comunidad hacia un estado de mayor
tolerancia (Blanck, 2002). Otra de las ventajas radica en que las medidas de tolerancia a un
contaminante especifico son menos afectadas por la variacion ambiental natural entre sitios
en la estrategia PICT respecto de otras metodologias. Por lo tanto, la seleccion de sitios de
referencia y contaminados con idénticas propiedades no es un aspecto critico (Clements y
Rohr, 2009). Las variaciones en la tolerancia responderan en mayor medida a diferencias en
la exposicion directa al contaminante mas que a diferencias en las variables fisicoquimicas

de cada tipo de suelo (Siciliano y Roy, 1999; Gong et al., 2000; Zabaloy et al., 2011).
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El estudio PICT mas reciente de un herbicida (2,4-D) fue reportado por Zabaloy et al.
(2010) utilizando el sistema de medicién de respiracion microbiana BDOBS (Wodnicka et al.,
2000), comparando suelos agricolas y forestales. En este estudio se encontr6 que la
respiracion del &cido p-cumérico podia ser utilizada como un pardmetro de deteccion
ecolégicamente relevante que refleja los efectos toxicos del herbicida a nivel de la
comunidad. Asimismo, la estrategia PICT ha sido empleada previamente en multiples
oportunidades para estudiar los efectos de diferentes quimicos (antibiéticos, compuestos
fendlicos, herbicidas) en comunidades microbianas del suelo empleando diferentes métodos
de deteccion (Gong et al., 2000; Seghers et al., 2003; Schmitt et al., 2004). Sin embargo, no
existen reportes aun de un ensayo PICT con glifosato, por lo tanto se desconoce si la
exposicion prolongada podria conducir a un incremento en la tolerancia. La aplicaciéon de
esta estrategia ecotoxicoldgica es de gran importancia como un primer indicador indirecto de
impacto ya que permite determinar si existe una tolerancia incrementada en suelos
cronicamente expuestos que pueda relacionarse con posibles cambios en la estructura de la
comunidad.

Los pesticidas son comercializados como formulados que contienen al IA y diversos
quimicos (aditivos o adyuvantes, designados como “ingredientes inertes”) que mejoran las
aplicaciones y la estabilidad (Cox y Surgan, 2006). La toxicidad de los ingredientes inertes
debe ser considerada, aun cuando los mismos son raramente informados. Los ensayos
deben evaluar los ingredientes activos, el formulado comercial y si la composicion del
formulado es conocida (no confidencial) también se debe considerar los aditivos en forma
separada (Pérez et al.,, 2011). Varios autores han cuestionado la utilizacion de datos
ecotoxicologicos basados unicamente en el IA, demostrando que los “ingredientes inertes”
pueden contribuir a la toxicidad del formulado, tanto por su inherente toxicidad como por la
interaccion con el 1A (Krogh et al.,, 2003; Sihtmé&e et al., 2013). Algunos estudios han
indicado una mayor toxicidad de los FC de glifosato en organismos no blanco en relacion a
los correspondientes ingredientes activos, tanto para eucariotas (Cedergreen y Streibig,
2005) como para procariotas (Qiu et al., 2013). Asimismo, ciertos estudios indican que altas
concentraciones de los surfactantes no iénicos normalmente encontrados en los pesticidas
(diferentes compuestos etoxilados) pueden incrementar la movilidad de determinados
pesticidas adsorbidos en la matriz del suelo, mientras que a concentraciones bajas ejercen
el efecto contrario (Krogh et al., 2003). En base a estas consideraciones, en el presente
capitulo se describiran los resultados del estudio PICT tanto para el IA como para un FC del

herbicida.
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2. Objetivo especifico

Evaluar la tolerancia de comunidades microbianas a glifosato en suelos con y sin historia

de exposicion al herbicida y determinar si existe una respuesta PICT detectable.

3. Hipotesis

A través de la estrategia PICT se puso a prueba la siguiente hipétesis: los suelos con
historia de exposicién a glifosato presentardn una mayor tolerancia respecto de los sitios de
referencia (sin historia) debido a una presion de seleccién en la estructura de la comunidad.
La prediccion correspondiente es que glifosato ejerceria un efecto gradual mediante
cambios relativos en la eficiencia de crecimiento, disminuyendo lentamente la abundancia
de especies sensibles que invierten energia en respuesta al estrés e incrementando la
abundancia de aquellas adaptadas al rapido uso de recursos nutricionales producidos como
resultado del cometabolismo.

4. Materiales y métodos
4.1 Sitios de estudio y muestreo de suelos

Se analizaron suelos de Coronel Dorrego (DOR, Pcia. de Buenos Aires), Mayor
Buratovich (BUR, Pcia. de Buenos Aires) y Zavalla (ZAV, Pcia. de Santa Fe),
correspondientes a la Region pampeana semiarida (DOR y BUR) y a la Pampa hiameda
(ZAV). En cada localidad se estudiaron dos sitios contrastantes: un sitio con historia de
exposicion al herbicida (“H”) y otro sin historia (“NH”).

En Coronel Dorrego los suelos fueron muestreados en el establecimiento Cumelén
(38°47'S, 61°38'W). La historia de exposicion del suelo agricola con historia de glifosato
(DORy) fue de 20 afios (cultivo de trigo), mientras que el suelo NH fue muestreado de un
sitio adyacente (parque) con plantaciébn de pinos. En Mayor Buratovich (39°17'20"S,
62°37'15"W), el suelo H (BURy) present6 una historia de exposicion de 8 afios al momento
del muestreo y fue muestreado en parcelas de olivos en los alrededores de las plantas en
donde el glifosato es aplicado (<1m del tronco), mientras que el suelo NH (BURyy)
corresponde al espacio entre parcelas nunca tratado con el herbicida. Por ultimo, en el caso
de Zavalla (33°02'23"S, 60°53'05"W), el suelo H (ZAVy) fue muestreado en un lote del
Campo Experimental Villarino (Facultad de Ciencias Agrarias, UNR) con 19 afios de historia
de glifosato al momento del muestreo (cultivo continuo de soja), mientras que el suelo NH
(ZAVyy) fue muestreado en un sitio cercano dentro del Parque J.F. Villarino con vegetacion

forestal (Facultad de Ciencias Agrarias, UNR).
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Los suelos de Zavalla son Argiudoles vérticos mientras que los de Mayor Buratovich y
Coronel Dorrego corresponden a Haplustoles tipicos. Las propiedades fisicoquimicas de los
mismos, proporcionadas por el Laboratorio Nacional de Investigaciones y Servicios de
Nitrogeno 15 CONICET — UNS (LANAIS N-15), se encuentran indicadas en la Tabla 3.
Tabla 3. Propiedades fisicoguimicas mas importantes de los suelos con (H) y sin
historia (NH) de exposiciéon a glifosato. Los datos indicados se expresan en g kg™ de
peso seco Yy corresponden a la media de tres mediciones sobre una muestra compuesta de

cada sitio (no se realizaron comparaciones estadisticas, los datos se presentan sélo a modo
descriptivo). ZAV: Zavalla, DOR: Coronel Dorrego, BUR: Mayor Buratovich.

- Sitios sin historia (NH) Sitios con historia (H)
Caracteristicas ZAV DORy BURy;  ZAVs  DOR, BUR,
Arena (g kg™) 116 450 628 103 450 628
Limo (g kg™ 490 359 266 491 350 266
Arcilla (g kg™ 394 191 106 406 191 106
Clase textural* FAL to AL F FR FAL to AL F FR
PHi20 (1:2,5 p/v) 6,7 6,6 7,4 5,5 6,2 7
Materia organica (g kg™) 39,3 29,2 29,1 441 23,8 115

*FAL= franco arcilloso limoso; F= franco; AL= arcilloso limoso; FR= franco arenoso

El muestreo de los suelos se llevo a cabo en el mes de Noviembre de 2013. Debido a la
naturaleza observacional o mensurativa del estudio (no manipulativo), las fuentes de error
asociadas con la imposibilidad de asignar aleatoriamente los tratamientos (historia vs no
historia de glifosato) en unidades experimentales fueron minimizadas mediante la obtencién
de tres muestras compuestas provenientes de tres sectores distanciados y seleccionados
aleatoriamente en cuanto a su disposicion en cada sitio estudiado (n=3). Esto permite
dispersar las mediciones en tres sectores dentro del lote de muestreo de modo de
considerar la variabilidad espacial de las mismas, tal como ha sido sugerido por Hurlbert
(1984) para experimentos mensurativos u observacionales comparativos. Otros estudios han
enfrentado también esta dificultad, bastante frecuente en estudios observacionales a campo
(a diferencia de los estudios manipulativos), adoptando el procedimiento de seleccion de
sectores aleatorios mencionado anteriormente (Gémez et al., 2000; Bardgett et al., 2001;
Gomez et al., 2004). La superficie de cada uno de los tres sectores fue de 350 m?. En cada
uno estos tres sectores se tomaron 15 submuestras superficiales (0-5 cm) con pala corta de
mano para conformar cada una de las tres muestras compuestas con las que se trabajo
posteriormente (n=3). La capa superior de materia organica (hojarasca) fue removida en los
sitios no disturbados sin historia de glifosato previo a la extraccion de las submuestras. El
suelo con la humedad de campo fue inmediatamente tamizado (<5,6 mm) para andlisis
ecotoxicologico y almacenado a 4 °C hasta su uso. Una porcién de esa muestra fue

separada y almacenada a -20°C para la caracterizacion mediante un analisis fisiolégico y
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molecular. Asimismo, una fraccion del suelo muestreado en cada sitio se destiné al andlisis

quimico luego del secado (110°C) y tamizado (<2 mm) (Tabla 3).

4.2 Caracterizacion fisiolégica y molecular de sitios con y sin historia de

glifosato
4.2.1 Perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas (CLPP)

Las medidas de respiracion de la comunidad microbiana en presencia de diferentes
sustratos carbonados (SC) se realizaron en base al oxigeno consumido utilizando el
sistema fluorescente de microplacas sensoras BDOBS (BD Oxygen Biosensor System®),
descripto en la Introducciéon General. La sefial proveniente del complejo fluoréforo-gel en el
fondo de los pocillos de la microplaca se incrementa concomitantemente con el consumo de
oxigeno durante la respiracion de la comunidad microbiana en la muestra analizada.

Para la obtencion de los perfiles fisiolégicos se analizé la respiracion en presencia de
siete SC de diferente tipo (aminoacidos, azlUcares y acidos organicos): L-asparagina, L-
fenilalanina, L-sarcosina, D-manosa, D-glucosa, acetato de sodio y acido p-cumarico (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). La seleccion de L-asparagina, L-fenilalanina, D-manosa, D-
glucosa y acido acético se realizé principalmente en base a otros estudios en los cuales
estos sustratos fueron considerados también para el andlisis de tratamientos con glifosato
(Busse et al., 2001; Zabaloy et al., 2012). Asimismo, estos sustratos se encuentran dentro
de los sugeridos por Insam (1997) para la adecuada caracterizacion de muestras
ambientales mediante CLPP. Por su parte, la seleccion de sarcosina responde a que este
compuesto es el producto directo de la degradacion de glifosato por microorganismos del
suelo a través de la actividad C-P liasa (Seccién 1.3.2 de la Introduccion General). Las
consideraciones para la seleccion del acido p-cumarico como representante dentro de los
acidos carboxilicos de tipo aromaticos se detallaran en la Seccion 4.3. También se incluyé
un control con agua deionizada estéril en lugar de un sustrato carbonado de manera tal de
medir también la respiracion basal (RB). Las soluciones madre de los sustratos (150 mg I™)
fueron esterilizadas por filtracion (Sartorius Minisart 0,2 pum) y almacenadas a 4°C hasta su
uso. Las microplacas fueron cargadas con 100 pl de la solucion de sustrato (concentracion
final 50 mg I') en los correspondientes pocillos. Las suspensiones de suelo:agua deionizada
estéril se prepararon mediante agitacion con vortex durante 2 min en tubos de centrifuga de
polipropileno estériles (50 ml) con un volumen de 5 ml de esferas de vidrio también estériles
(@ 2 mm). Las relaciones suelo:agua utilizadas en cada caso fueron 1:7,5 (ZAV y DOR) y
1:25 (BUR). Una vez preparadas, las suspensiones (200 ul) fueron cargadas

inmediatamente en la placa conteniendo los diferentes sustratos (volumen final= 300 ul). La
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cantidad de suelo inoculada (asumiendo completa homogeneidad de la suspension)
corresponde a 26,5 mg/pocillo (ZAV y DOR) y 80 mg/pocillo (BUR). Por su parte, las
cantidades de sustratos inoculados corresponden a niveles de 566 ug g~* suelo para ZAV y
DOR, y de 187,5 ug g suelo para BUR. En todos los casos, tanto para los sustratos como
para las suspensiones de suelo, se utilizd una pipeta de repeticion Minilab 201 (HTL LAB
Solutions) para dispensar las correspondientes cantidades en una cabina de flujo laminar.
Las medidas cinéticas de fluorescencia se registraron desde el fondo de la placa (bottom-
reading) cada 15 min durante 24 hs en un lector de fluorescencia para microplacas
FLUOstar Optima (BMG Labtech, Offenburgo, Alemania), a una temperatura constante de

30°C utilizando un filtro de excitacion de 470 nm y uno de emision de 610 nm.
4.2.2 Analisis molecular de comunidades microbianas
4.2.2.1 Extraccion de ADN de lacomunidad

Las muestras de suelo fueron pesadas (250 mg) y procesadas con el kit comercial Ultra
CleanSoil DNA/RNA Extraction kit, MoBio, Carlsbad, CA), siguiendo las especificaciones del
fabricante. EI ADN obtenido fue cuantificado en un fluorémetro Quantus (Promega) usando
el kit QuantiFluor dsDNA (Promega).

4.2.2.2 PCR cuantitativa (QPCR) de bacterias totales

Se utilizaron los cebadores universales para Eubacteria Eub338F y Eub518R (Tabla 4),
los cuales amplifican una region de 200 pb del gen que codifica para el ARNr 16S (Fierer et
al., 2005). La composicion de la mezcla de reaccion (15 pl) fue la siguiente: 7,5 pl de PCR
iTag Universal SYBR Green Supermix (2%, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), 0,45
pl de cada cebador (soluciones madre 10 uM; Invitrogen); 5,6 pl de agua bidestilada estéril y
1 pl de ADN molde (~1-10 ng pl™). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: pre-
incubacién (95 °C, 5 min, 1 ciclo), amplificaciéon (95 °C 15 s, 53 °C 30's, 72 °C 45 s, 35
ciclos), seguido del analisis de las curvas de fusion (65 °C—95 °C) en un equipo de PCR en
tiempo real ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). El nimero de
copias de las muestras fue calculado a partir de una curva de calibrado construida con un
estandar de ADN gendmico de E. coli DH5a diluido serialmente para obtener entre 10 y 10°
copias del gen. El nUmero de copias del estdndar se obtuvo considerando su absorbancia a
260 nm, el tamafio del genoma de E. coli (4,64 Mb) y la presencia de 7 copias del operén rrn
en esta especie. El nimero de copias obtenido de la curva de calibrado fue expresado en
funcion de las correspondientes cantidades de ADN en el volumen utilizado en la reaccion
de PCR, de manera de considerar las diferencias de eficiencia durante el proceso de

extraccion y purificacion del ADN que influyen sobre el rendimiento final a partir de una

60



CAPITULO 1

misma masa de suelo (Sharma et al., 2007). Diferentes autores se han basado en esta
misma consideracion (ej.: Marcos et al., 2012; Zabaloy et al. 2016a).
Tabla 4. Cebadores utilizados para PCR seguido de electroforesis en gradiente de

desnaturalizante (PCR-DGGE) y para PCR cuantitativa (QPCR) de bacterias totales. Las
letras en negrita indican cebadores directos (F) o reversos (R).

Cebador Secuencia (5'— 3’) Prtzgg)cto Gen Referencia
Eub338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
Eub518R ATTACCGCGGCTGCTGG 200 ARNr  Fierer et al.
(gPCR) 16S (2005)
984F-clamp @ AACGCGAAGAACCTTAC
1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG 490 ARNr Heuer et
(PCR-DGGE) 16S al. (1997)

& clamp: Extension rica en GC ligada al cebador directo (F) para PCR-DGGE: 5'-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3' (Muyzer et al., 1993)

4.2.2.3 PCR-DGGE de bacterias totales

Las reacciones de PCR para el andlisis posterior por DGGE se realizaron considerando
Unicamente los sitios mas contrastantes en cuanto a su historia de exposicion a glifosato, es
decir, el de mayor (ZAV) y menor (BUR) historia. Asimismo, se consideraron sélo dos de las
tres muestras de cada sitio (H y NH). Dado que esta metodologia se empleé a modo de
caracterizacién previa al ensayo PICT (ya que no es posible asignar causalidad a cualquier
diferencia que pudiera observarse en la comparacion de sitios H y NH) se consider6
suficiente la inclusién de sélo dos muestras de cada sitio para cumplir con dicha finalidad.

Se utiliz6 el par de cebadores 984F-clamp/1378R para amplificar la regién V6-V8 del gen
del ARNr 16S de Eubacteria (Heuer et al., 1997). El cebador directo posee una extension
rica en GC de 40 nucledtidos en el extremo 5, de manera de evitar el desprendimiento
completo de las hebras en los fragmentos amplificados al producirse la desnaturalizaciéon
(Muyzer et al., 1993). A partir del ADN extraido del suelo, se llevaron a cabo reacciones de
PCR en duplicado (25 ) para las distintas muestras. Los productos de las mismas fueron
combinados antes de ser sembrados en el gel de poliacrilamida. La composicién de la
mezcla de reaccioén fue la siguiente: 1,25 yl de dimetilsulféxido (DMSO, madre 100% V/V),
1,5 pl de cloruro de magnesio (solucion madre 25 mM), 2,5 pl de deoxinucle6tidos trifosfato
(dNTPs, soluciéon madre 2 mM, Inbio Highway, Argentina), 5 ul de GoTaq Green Flexi buffer
5x (Promega), 0,75 ul de cada cebador (soluciones madre 10 uM), 0,125 pl de polimerasa
GoTagMDx Hot Start (5 U/ul) (Promega Corp., Madison, WI, USA) y agua bidestilada estéril
en cantidad suficiente para 25 ul. Previo a ser cargados en el gel de poliacrilamida, los

productos de PCR fueron sembrados en geles de agarosa 2% Yy corridos durante 40 min a
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70V para chequear el correcto tamafio del amplicon (490 pb) y la presencia de una Unica
banda. La electroforesis de los productos de PCR se llevé a cabo en un equipo Scie-Plas
TV400-DGGE System (SciePlas, Cambridge, UK). Los geles de poliacrilamida (8% de una
mezcla 37:1 acrilamida—bisacrilamida en buffer TAE 1x), con un gradiente de
desnaturalizante 50-70%, fueron preparados con un generador de gradiente (Scie-Plas) de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. El 100% de desnaturalizante es definido por
una concentracion de urea 7M y formamida deionizada 40% (Green et al., 2009). Los
productos de PCR (40 pl/calle) fueron sembrados en el gel de stacking 0% en calles
separadas entre si por calles vacias y corridos durante 16 hs a 100 V en buffer TAE 1x (pH
7.4) a una temperatura constante de 60°C. Los amplicones del gen del ARNr 16S de
Pseudomonas mendocina y de Alcaligenes faecalis fueron utilizados como marcadores y
designados como posiciones internas de referencia para la normalizacion del gel. Una vez
finalizada la corrida, el gel fue extraido del equipo y colocado directamente en la solucién de
tincién durante 40 min. Para la tincién se utilizé Gel Red 3x (Biotium, Hayward, CA, USA). El
gel fue visualizado en una cabina con luz UV, fotografiado y digitalizado utilizando el

software Kodak Digital Science Image Analysis version 3.0 (Eastman Kodak Company, NY).

4.3 Ensayo de tolerancia de la comunidad inducida por el contaminante (PICT):

fase de deteccidn

Para la fase de deteccion del ensayo PICT, las placas fueron inoculadas con 100 pl de
una solucién madre de &cido p-cumarico (concentracién final 50 mg 1) y 100 pl de
diferentes soluciones madre de glifosato (Pestanal™ grado analitico, sal de potasio N-
(fosfonometil)glicina, 99,7%), de manera tal de alcanzar concentraciones crecientes en los
pocillos (0, 3, 15, 30, 150, 300 y 1500 mg I"*) del ingrediente activo (IA). En el caso del
formulado comercial, se utilizé el producto Roundup Full Il (Monsanto™, IA: sal de potasio
N-(fosfonometil)glicina 66,2% (P/V), aditivos no especificados debido a informacion
confidencial). Se prepararon las correspondientes diluciones de manera tal de alcanzar las
mismas concentraciones de IA que las indicadas en el caso anterior. Las soluciones madre
esterilizadas por filtracion (Sartorius Minisart 0,2 um) fueron almacenadas a 4°C en la
oscuridad y utilizadas inmediatamente (menos de una semana). Las relaciones suelo:agua
utilizadas en este ensayo para las suspensiones fueron 1:7,5 para ZAV, 1:5 para DOR y
1:2,5 para BUR. El procedimiento de preparacion fue el mismo que el descripto
anteriormente en la Seccion 4.2. Se cargaron 100 pl de suspensién de suelo en la placa de
manera tal de alcanzar un volumen final de 300 pl en cada pocillo. Las condiciones de
medicion en el lector de fluorescencia para microplacas fueron las mismas que las indicadas

anteriormente. La seleccion del acido p-cumérico como sustrato para el andlisis respiratorio
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durante la fase de deteccion se centrd en tres aspectos principales. En primer lugar, Zabaloy
et al. (2010) demostraron que la respiracion inducida por este sustrato puede ser utilizada
adecuadamente en la fase de deteccion del ensayo PICT como indicador de toxicidad frente
a concentraciones crecientes de otro herbicida (2,4-D) utilizando el sistema BDOBS.
Asimismo, la respiracion en presencia de este sustrato en el sistema BDOBS mostré
sensibilidad en microcosmos a una dosis alta de glifosato (150 mg kg™) (Zabaloy et al.,
2012). En segundo lugar, es un sustrato directamente relacionado con el modo de accién del
glifosato ya que es sintetizado a partir de amino4cidos arométicos (L-fenilalanina y L-
tirosina), cuya sintesis es inhibida por glifosato. El glifosato induce la acumulacién de acidos
hidroxibenzoicos, entre ellos el protocatecuato, un intermediario en el catabolismo del 4cido
p-cumarico (Sutherland et al., 1983; Moorman et al., 1992). Este aspecto sera discutido en
detalle en la Seccion 6. En tercer lugar, es un sustrato ecolégicamente relevante: la
degradacién de la lignina por microorganismos especificos del suelo libera acido p-cumarico
como uno de los principales fenilpropanoides, posteriormente catabolizados como fuente de
C y energia (Sutherland et al., 1983; Peng et al., 2003; Bugg et al., 2011). Por lo tanto, este
indicador es sensible a aquellas alteraciones en poblaciones degradadoras de la lignina y

por lo tanto al ciclado de C edafico.
4.4  Analisis de datos
4.4.1 Perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas

Las lecturas a cada punto de tiempo (unidades relativas de fluorescencia, RFU) fueron
divididas por la respuesta a 1 h de manera tal de expresar los datos como unidades relativas
de fluorescencia normalizadas (NRFU). Se seleccion6 dicho tiempo de normalizacion para
permitir el equilibramiento de la temperatura dada la sensibilidad del fluoréforo de rutenio a
la temperatura (Freese et al., 2010). Los valores de NRFU fueron graficados vs tiempo (hs)
para obtener las curvas de respiracion. El area integrada bajo la curva de respiracion (AUC)
fue calculada para el periodo 1-6 hs para los suelos de ZAV y DOR, y entre 1-4 hs para
BUR, utilizando el software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Inc., San José, CA, USA).
Estos periodos iniciales de tiempo (menores a 8 hs) fueron seleccionados para incluir sélo la
respuesta respiratoria de poblaciones microbianas que no se encuentren en crecimiento
activo, de acuerdo con la definicion de respiracion inducida por el sustrato (SIR) (Horwath y
Paul, 1994; Nannipieri et al., 2003). EI AUC (NRFU*hora) corresponde al oxigeno consumido
por la biomasa presente originalmente en la muestra, durante el tiempo de medicion
(Zabaloy et al., 2016a). Se calculé un cociente respiratorio (RQ) a partir de los datos de

respiracion inducida con cada sustrato (SIR), analogo al cociente metabdlico (qCO.,)
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(Anderson y Domsch, 1993) y al indice de disponibilidad de C (Cheng et al., 1996), y
definido como el AUC en presencia del carbono enddégeno del suelo (AUCgg) sobre el AUC
en presencia del sustrato carbonado (AUCsc). Es decir, RQ = AUCgg / AUCsc = RB / SIR
(Zabaloy et al.,, 2016b). La biomasa que responde inmediatamente a los sustratos
carbonados se encuentra indicada por AUCsc (Garland et al., 2012; Lehman et al., 2013;
Zabaloy et al., 2016a). Para determinar la equitatividad de uso de sustratos en cada suelo,
se analiz6 el parametro E, un componente de la diversidad funcional de las comunidades

microbianas (Degens et al., 2001). El parametro E se calcul6 de la siguiente manera:

E=1/%p% donde pi=r,/ 3ry r; = respuesta respiratoria con cada sustrato hasta las 6 hs
(ZAV y DOR) o hasta 4 hs (BUR) (Degens et al., 2001).

4.4.2 Ensayo PICT: estimaciones de tolerancia

Las curvas de respiracion fueron obtenidas como se indicé anteriormente en la Seccion
4.5.1. Para evaluar los efectos del herbicida (IA y FC) en la respiracion del &cido p-cumarico,
se seleccion6 como parametro de medicion el &rea integrada bajo la curva (AUC) entre 1y 8
hs. Los periodos de tiempo comprendidos hasta las 8 hs iniciales desde la preparacion de la
placa evitan el turnover de la biomasa microbiana muerta por efecto del herbicida con sus
consecuentes efectos sobre la SIR (Velvis, 1997) y la degradacion del herbicida en la placa
que enmascararian los efectos téxicos sobre la biomasa existente al inicio del ensayo
(Zabaloy et al., 2010). El AUC de los pocillos con 0 mg I™* de glifosato fue definida como el
100% de la respuesta y el AUC correspondiente a las diferentes dosis fue expresada como
un porcentaje de dicho valor (indice respiratorio, IR).

Las curvas dosis-respuesta (IR vs dosis) fueron ajustadas como se indica en la préxima
seccion y los valores correspondientes a la dosis inhibitoria media maxima (1C50), con su
promedio y error estandar, fueron estimados para los suelos H y NH mediante el paquete
drc del software estadistico R. Para el célculo del parametro IC50, el limite superior de la

respuesta fue siempre el valor del control (IR=100%).
4.4.3 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de respiracion inducida por los diferentes sustratos
(AUC) y de los RQ se llevdé a cabo mediante un test-t para muestras independientes
(a=0,05) utilizando el software estadistico R v.3.0.2 (R Development Core Team, 2013). La
normalidad de los datos en todos los casos fue verificada mediante el test de Shapiro-Wilks
modificado (a=0,05) y mediante comprobacion grafica (Q-Q plot). Se utiliz6 la correccién

para variancias desiguales en aquellos casos donde se observo esta desigualdad. El mismo
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test estadistico (test-t para muestras independientes) se emple6 para analisis del nimero de
copias (logio) del gen que codifica para el ARNr 16S.

Para el ensayo PICT, las curvas dosis-respuesta de suelos H y NH fueron ajustadas
simultaneamente (ajuste multiple de curvas dosis-respuesta: Ritz y Streibig, 2012) utilizando
modelos no lineales de ajuste para comportamientos de hormesis utilizando el paquete
estadistico drc del software R (Ritz y Streibig, 2013). Se utilizaron los modelos Cedergreen—
Ritz—Streibig (CRS) y Brain-Cousens (BC) que incluyen un parametro de hormesis y el
modelo Gaussiano (GAU) (descriptos en el Anexo I), ampliamente utilizados para estudios
toxicologicos con herbicidas en presencia de fenbmenos de hormesis, de acuerdo con Ritz y
Streibig (2012) y Knezevic et al. (2007). Se utilizé una transformacion de tipo Box-Cox para
cumplir con los supuestos de normalidad y homocedasticidad en aquellos casos donde uno
0 ambos requisitos no se verificaron. Esta transformacién es la recomendada en el paquete
drc cuando se trabaja con datos ajustados a modelos no lineales de hormesis como los
mencionados anteriormente (Ritz y Streibig, 2012). La normalidad fue verificada mediante el
test de Shapiro Wilks modificado (a=0,05) y mediante comprobacién grafica (Q-Q plot), y la
homocedasticidad mediante comprobacion gréfica (residuos vs predichos). El ajuste de los
modelos fue evaluado mediante el test estadistico lack-of-fit (a=0,05) (Knezevic et al., 2007).
La comparacion estadistica de los valores de IC50 se llevd a cabo mediante el calculo de un
indice de selectividad (IS) o “selectivity index” (Ritz y Streibig, 2012), definido como la
relacion entre los valores de IC50 de las dos curvas ajustadas (suelos H'y NH), en este caso
IS= IC50y / IC50n4. De acuerdo a lo descripto por Ritz y Streibig (2012), este indice es un
indicador de la potencia relativa, en este caso, del herbicida glifosato en los dos sitios
comparados (H y NH). El paquete drc permite calcular este indice y proporciona un valor de
probabilidad asociada que indica si la relacion es significativamente diferente de 1, a través
de un estadistico t (Knezevic et al., 2007).

En lo que respecta a los perfiles electroforéticos obtenidos mediante DGGE, se utiliz6 el
software GelCompar II™ v. 4.6 (Applied Maths, Kortrijk Bélgica) para el andlisis. Las
similitudes entre los distintos pares de perfiles densitométricos (matriz de similitud) se
evaluaron mediante el coeficiente producto-momento de correlacion de Pearson (r) mientras
que para el agrupamiento se utilizé el algoritmo UPGMA (agrupamiento pareado no
ponderado utilizando media aritmética), segun se recomienda para el andlisis de perfiles
obtenidos mediante DGGE (Montecchia et al., 2011). Se calcularon los coeficientes de
correlacion cofenética en cada nodo del dendrograma para verificar la consistencia del

agrupamiento. Asimismo, para evaluar la estabilidad interna (significancia) de los grupos, se
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utilizé el método de re-muestreo Jackknife basado en similitudes promedio (GelCompar 1I™

v. 4.6, Software Manual).
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5. Resultados

5.1 Perfiles fisiol6gicos de las comunidades microbianas

Los perfiles de utilizacion de sustratos carbonados de las tres localidades (ZAV, DOR vy

BUR) se encuentran indicados en la Figura 3 (A-C). Se observaron diferencias significativas

(P<0,05) en las respuestas respiratorias entre suelos H y NH para tres sustratos en ZAV (L-

asparagina, sarcosina y D-manosa, Figura 3A) y para dos sustratos en DOR (D-glucosa y

acetato, Figura 3B). No se observaron diferencias significativas para ninguno de los

sustratos en BUR (Figura 3C).
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Figura 3. Perfiles fisiologicos de las
comunidades microbianas (CLPP) de
suelos con (H) y sin (NH) historia de
exposicion a glifosato. Se indica el area
bajo la curva respiratoria (AUC) para cada
sustrato y para un control sin sustrato (agua),
en suelos expuestos (H, barras grises) y no
expuestos (NH, barras negras) a glifosato
pertenecientes a las localidades de Zavalla
(ZAV, A), Coronel Dorrego (DOR, B) y Mayor
Buratovich (BUR, C). Las barras de error
corresponden al error estdndar de la media
(n=3). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre sitios H y
NH (Test-t para muestras independientes,
P<0,05).

El AUC con L-asparagina como sustrato fue un 60% menor para ZAVy comparado con

ZAV\y; en cambio, con sarcosina y D-manosa fue un 57 y un 60% mayor, respectivamente.

Para DOR, la respuesta con glucosa fue un 50% menor en DORyy en relacién al suelo con
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historia. De manera similar a la respiracion de D-glucosa, se observo una respuesta un 42%

mas baja con acetato de sodio como sustrato.

En el caso de los RQ, se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre

ZAV\4 Y ZAVy con tres aminodcidos (L-asparagina, L-fenilalanina y sarcosina, Figura 2A) y

con D-manosa. En DOR y BUR, sélo L-asparagina mostro diferencias significativas entre H'y

NH, como se observa en las Figuras 4B y 4C, respectivamente.
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Figura 4. Perfiles fisiolégicos de las
comunidades microbianas (CLPP) de
suelos con (H) y sin (NH) historia de
exposicién a glifosato. Se indica el cociente
respiratorio (RQ) para cada sustrato y para
un control sin sustrato (agua), en suelos
expuestos (H, barras grises) y no expuestos
(NH, barras negras) a glifosato de las
localidades de Zavalla (ZAV, A), Coronel
Dorrego (DOR, B) y Mayor Buratovich (BUR,
C). Las barras de error corresponden al error
estandar de la media (n=3). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente
significativas entre sitios H y NH (Test-t para
muestras  independientes, P<0,05). El
cociente corresponde a la relacion entre la
respiracion basal (RB) y la respiracion
inducida (SIR).

El célculo y posterior andlisis de parametro E, considerando los siete sustratos

evaluados, indicé que no existen diferencias significativas en la equitatividad entre suelos H

y NH para ZAV y BUR. En cambio, para DOR este parametro resulté leve pero

significativamente menor (un 15% menor) en el sitio H respecto del sitio NH (Figura 5).
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Figura 5. Equitatividad de uso de sustratos (E). Se indican las medias correspondientes a
cada uno de los sitios con (H) y sin (NH) historia de exposicion a glifosato en Zavalla (ZAV),
Coronel Dorrego (DOR) y Mayor Buratovich (BUR). Las barras de error corresponden al
error estandar de la media (n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre sitios H y NH (Test-t para muestras independientes, P<0,05).

5.2 PCR cuantitativa (QPCR) y perfiles de DGGE de bacterias totales

Las diferencias de abundancia de bacterias totales entre los suelos H y NH se analizaron
mediante qPCR del gen codificante para el ARNr 16S. El nimero de copias de este gen fue
considerado so6lo como una estimacién de la abundancia bacteriana. En cambio, no se
realizaron intentos de conversién de copias a numero de células para evitar la introduccion
de errores, principalmente debido a la incerteza en el nimero de operones de cada una de
las especies presentes en comunidades microbianas (variable entre diferentes grupos
bacterianos).

Las ecuacion que describe la relacién entre los valores de Ct y el nUmero de copias del
gen del ARNr 16S, correspondiente a la regresion lineal de la curva estandar, fue la
siguiente: Ct = 39,57 — 3,63 logyo (n° copias) (RZ:O,99; Eficiencia=88,55%). No se detectaron
diferencias significativas (P>0,05) entre sitios H y NH en ninguna de las tres localidades
(ZAV, DOR y BUR) (Figura 6).

El analisis del gel obtenido mediante PCR-DGGE para la comunidad bacteriana indicé
una alta similitud (valores cercanos al 90%) entre los perfiles correspondientes a sitios H y
NH, tal como lo indica el dendrograma de la Figura 7. Se observa claramente que las dos
réplicas correspondientes al suelo NH no forman un cluster separado de las réplicas

correspondientes al suelo H. Este resultado se observoé tanto en ZAV como en BUR.
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Figura 6. Niamero de copias del gen codificante para el ARNr 16S (Eubacteria) en sitios
con (H) y sin (NH) historia de exposicién a glifosato en Coronel Dorrego (DOR),
Zavalla (ZAV) y Mayor Buratovich (BUR). Se indica el nimero de copias pug™ de ADN
expresado en forma logaritmica (log;, copias pg™ de ADN) para cada una de las tres
localidades. Las barras de error corresponden al error estandar de la media (n=3). Se
indican también los valores de probabilidad asociada correspondientes al test-t para
muestras independientes.
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Figura 7. Andlisis de perfiles electroforéticos de comunidades bacterianas de suelos
con (H) y sin (NH) historia de exposicién a glifosato. Los perfiles se obtuvieron mediante
amplificacién del gen del ARNr 16S y posterior separacion en gel de poliacrilamida con
gradiente de desnaturalizante (PCR-DGGE) Los dendrogramas corresponden al analisis
basado en los perfiles densitométricos de ZAV (A) y BUR (B) utilizando el coeficiente de
correlacion producto-momento de Pearson (r) y el algoritmo de agrupamiento UPGMA. Las
letras en minascula en el rétulo de cada una de las muestras indican las réplicas (a-b). En
cada nodo, el numero izquierdo indica el valor de similitud (r x100), mientras que el nUmero
derecho corresponde al coeficiente de correlacion cofenética.

5.3 Ensayo PICT (ingrediente activo)

Como se observa en la Figura 8, la curva dosis-respuesta en el caso de ZAVyy muestra

una tendencia de tipo bifasica. Este comportamiento, caracterizado por una primera
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estimulacion a dosis bajas, seguido de una disminucion en el IR, no se detectd en el suelo

de ZAV,.
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Figura 8. Curvas dosis-respuesta (glifosato como ingrediente activo) en suelos con
(H) y sin (NH) historia de exposicién a glifosato de la localidad de Zavalla. Se encuentra
graficado el indice respiratorio (IR) para dosis crecientes (escala logaritmica). Las dosis
corresponden a la concentracion final (mg ') del IA en los pocillos de la placa sensora
BDOBS. Las barras de error (error estandar de la media) se encuentran indicadas en
graficos separados para facilitar la visualizacién de las respuestas.

El modelo Cedergreen-Ritz-Streibig (CRS) (Anexo 1) resulté adecuado para describir el
comportamiento a dosis crecientes del |A observado en la Figura 8, tal como lo indica el
analisis estadistico de la Tabla 5 (lack-of-fit test, P>0,05). Una vez realizado el ajuste, se
estimo el IS, basado en la relacién entre los valores estimados de IC50 de los sitios H y NH.
El resultado indic6 que el IS es significativamente distinto de 1 (P<0,05), con un valor de
IC50 del sitio con historia (IC504) 40% menor que el del sitio sin historia (IC50yy) (Tabla 6).
Tabla 5. Modelos de ajuste de curvas dosis-respuesta para el ingrediente activo. Se
indican los modelos utilizados en Zavalla (ZAV), Coronel Dorrego (DOR) y Mayor Buratovich

(BUR). Se indican también los valores de probabilidad asociada (P-value) correspondientes
al test estadistico. CRS: Cedergreen—Ritz—Streibig; BC: Brain-Cousens.

Lack-of-fit test
(curvas dosis-respuesta: ingrediente activo)

Localidad Modelo de ajuste P-value
ZAV CRS 0,17
DOR CRS 0,53
BUR BC 0,64
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Tabla 6. Valores de concentracion inhibitoria media maxima (IC50) e indices de
selectividad (IS) para el ingrediente activo (IA) en suelos con (H) y sin (NH) historia de
exposicion a glifosato. Se indican los resultados para Zavalla (ZAV), Coronel Dorrego
(DOR) y Mayor Buratovich (BUR). Las unidades corresponden a mg I"*. El error estandar de

la media se indica entre paréntesis. Valores de P<0,05 indican que el IS es
significativamente distinto de 1.
Ingrediente activo (I1A)

Localidad IC504 IC50nH IS P-value
ZAV 149,5 (37,2) 247,9 (25,6) 0,60 (0,14) 0,0062
DOR 159,1 (23,5) 140,7 (25,9) 1,13 (0,24) 0,59
BUR 80,1 (17,7) 106,24 (23,6) 0,75 (0,19) 0,21

Los sitios DORy y DORyy se comportaron de manera similar entre si en respuesta a dosis
crecientes del 1A (Figura 9). El ajuste CRS resulté adecuado también en este caso para
describir la respuesta (lack-of-fit test, P>0,05, Tabla 5). Para estos suelos, no se observé un
IS significativamente distinto de 1, tal como se indica en la Tabla 6 (P>0,05).
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Figura 9. Curvas dosis-respuesta (glifosato como ingrediente activo) en suelos con
(H) y sin (NH) historia de exposicion a glifosato de la localidad de Coronel Dorrego. Se
encuentra graficado el indice respiratorio (IR) para dosis crecientes (escala logaritmica).
Las dosis corresponden a la concentracion final (mg I'*) del IA en los pocillos de la placa
sensora BDOBS. Las barras de error (error estandar de la media) se encuentran indicadas
en graficos separados para facilitar la visualizacién de las respuestas.

El efecto de estimulacion inicial a dosis bajas observado en ZAV (Figura 6) también se
presenté en BURy y BURy, (Figura 10). En este caso, al igual que en DOR, tampoco se
observo un IS significativamente distinto de 1 (Tabla 6). El modelo més apropiado para el
ajuste de las curvas dosis-respuesta (lack-of-fit test, P>0,05, Tabla 5) fue el modelo Bray-
Cousens (BC) (Anexo ).
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Figura 10. Curvas dosis-respuesta (glifosato como ingrediente activo) en suelos con
(H) y sin (NH) historia de exposicion a glifosato de la localidad de Mayor Buratovich.
Se encuentra graficado el indice respiratorio (IR) para dosis crecientes (escala logaritmica).
Las dosis corresponden a la concentracion final (mg I'*) del IA en los pocillos de la placa
sensora BDOBS. Las barras de error (error estdndar de la media) se encuentran indicadas
en gréaficos separados para facilitar la visualizacion de las respuestas.

5.4 Ensayo PICT (formulado comercial)

Se observaron efectos de estimulacién en las curvas dosis-respuesta de ZAV a dosis
bajas del FC, seguido de una disminucién del IR a dosis mas altas. En este caso, se utilizé
el modelo Gaussiano para el ajuste de las curvas (lack-of-fit test, P>0,05; Tabla 7). Si se
compara con la respuesta al 1A, en este caso la estimulacidon a dosis bajas se observé no
sOlo en el sitio NH sino también en el sitio H (Figura 11). M&s aun, la estimulacion se
present6 a dosis mas altas con el FC que con el IA. La estimacién del indice IS indicé que la

potencia relativa del FC (IC504/IC50n4) no es significativamente distinta de 1 (P>0,05, Tabla
8).

Tabla 7. Modelos de ajuste de curvas dosis-respuesta para el formulado comercial. Se
indican los modelos utilizados en Zavalla (ZAV) y Coronel Dorrego (DOR). Se indican
también los valores de probabilidad asociada (P-value) correspondientes al test estadistico.
GAU: Gaussiano; CRS: Cedergreen—Ritz—Streibig.

Lack-of-fit test
(curvas dosis-respuesta: formulado comercial)

Localidad Modelo de ajuste P-value
ZAV GAU 0,88
DOR CRS 0,93
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Figura 11. Curvas dosis-respuesta (glifosato como formulado comercial) en suelos
con (H) y sin (NH) historia de exposicién a glifosato de la localidad de Zavalla. Se
encuentra graficado el indice respiratorio (IR) para dosis crecientes (escala logaritmica). Las
dosis corresponden a la concentracion final del IA (mg 1) en los pocillos de la placa sensora
BDOBS. Las barras de error (error estandar de la media) se encuentran indicadas en
graficos separados para facilitar la visualizacion de las respuestas.

Tabla 8. Valores de concentracion inhibitoria media maxima (IC50) e indices de
selectividad (IS) para suelos con (H) y sin (NH) historia de exposicién a glifosato de
Zavalla (ZAV) y Coronel Dorrego (DOR). Las unidades corresponden a mg I*. El error
estandar de la media se indica entre paréntesis. Valores de P<0,05 indican que el IS es
significativamente distinto de 1.

Formulado comercial (FC)

Localidad IC504 IC50nzH IS P-value
ZAV 335,8 (24,2) 299,9 (10,0) 1,12 (0,081) 0,15
DOR 943,7 (288,4) 644,6 (165,5) 1,46 (0,58) 0,43

Para los suelos de DOR, se obtuvieron curvas similares entre si a dosis crecientes del FC
(Figura 12), ajustadas adecuadamente con el modelo CRS (lack-of-fit test, P>0,05; Tabla 5).
Al igual que en los ensayos PICT mencionados anteriormente, los valores de IC50 de los
suelos H y NH no mostraron diferencias estadisticamente significativas, tal como lo indica el

IS y su correspondiente valor de probabilidad asociada (P>0,05, Tabla 8).
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Figura 12. Curvas dosis-respuesta (glifosato como formulado comercial) en suelos
con (H) y sin (NH) historia de exposicion a glifosato de la localidad de Coronel
Dorrego. Se encuentra graficado el indice respiratorio para dosis crecientes (escala
logaritmica). Las dosis corresponden a la concentracion final (mg I™*) del IA en los pocillos de
la placa sensora BDOBS. Las barras de error (error estandar de la media) se encuentran
indicadas en graficos separados para facilitar la visualizacién de las respuestas.

6. Discusion

El presente estudio abordd por primera vez el andlisis comparativo de la respuesta de
comunidades microbianas a dosis crecientes de glifosato (tanto IA como FC) entre sitios con
(H) y sin (NH) historia del herbicida, con el objetivo de determinar si existe una respuesta de
tolerancia de la comunidad inducida por este compuesto. Previamente, los suelos H y NH
fueron caracterizados en cuanto a la estructura y funcién (perfiles catabélicos) de las
comunidades microbianas, un procedimiento importante para complementar los resultados
obtenidos mediante la estrategia PICT, tal como se discutird a continuacion.

En primer instancia, debe destacarse que aquellas diferencias detectadas en la
respiracion de ciertos compuestos carbonados entre suelos H y NH (Figura 3y 4) o en el
pardmetro E (Figura 5), podrian resultar del efecto de diferentes factores no relacionados
directamente con la historia de exposicidon a glifosato, debido a diferencias inherentes al
manejo de los suelos: un suelo bajo agricultura intensiva (H) y otro sin ningan tipo de manejo
agronémico (NH). Como se mencioné en las secciones 1 y 4 de este capitulo, en muchos

estudios observacionales suele presentarse la situacion particular en la que un sitio control
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con idénticas caracteristicas al sitio expuesto (excepto la exposicion al contaminante) no se
encuentra disponible y por este motivo los sitios “control” muestreados no son designados
como tal sino como sitios de referencia (Smith et al., 1993) o sin historia de exposicion. Esta
dificultad se presenta particularmente en el caso de glifosato dado el uso extendido del
mismo, lo cual dificulta la disponibilidad de sitios agricolas control en los cuales no ha
existido ningun tipo de exposicidn previa y que puedan ser comparados con un suelo
agricola idéntico pero cronicamente expuesto al herbicida. Por lo tanto, las comparaciones
realizadas en este estudio sélo reflejan en qué medida difieren los sitios H y NH en sus
perfiles catabolicos pero no es posible asignar a la historia de exposicion a glifosato como
causal de las diferencias especificas observadas (Figuras 3, 4 y 5). No obstante, la
caracterizacion fisiolégica de los suelos H y NH es una aproximacion importante previa al
ensayo PICT dado que grandes diferencias en la equitatividad de uso de sustratos
(parametro E) podrian reflejar, por ejemplo, diferencias en la diversidad catabdlica de las
comunidades y a su vez una reduccién de la diversidad catabélica puede relacionarse con
una menor tolerancia a estreses o perturbaciones (Degens et al., 2001), entre ellas, la
tolerancia a glifosato (IA o FC). De manera similar, la comparacién de comunidades
microbianas de sitios H y NH, mediante gPCR y DGGE, permiti6 determinar si los suelos
diferian 0 no en la estructura de la comunidad bacteriana, pero no hubiese sido posible
asignar causalidad a la historia de la exposicién a glifosato en caso de haberse observado
diferencias en estos indicadores.

El andlisis fisiologico de sitios H y NH de ZAV indicé que los perfiles correspondientes a
estos suelos fueron los mas contrastantes en términos del nimero de sustratos que
mostraron diferencias (Figuras 3 y 4). Sin embargo, al calcular la equitatividad (E), un
pardmetro que integra la respuesta de todos los sustratos, no se observaron diferencias
significativas entre sitios H y NH (ZAV y BUR, Figura 5) o bien se detecté una reduccién
significativa pero pequefa en el sitio H respecto del NH (DOR, Figura 5). El parametro E es
considerado un indicador de susceptibilidad de las comunidades microbianas a estreses o
disturbios (Degens et al., 2001). Las diferencias en el parametro E entre sitios H y NH
podrian reflejar diferencias en la diversidad funcional de las comunidades microbianas, la
cual a su vez es importante para una mayor tolerancia a factores de estrés (Degens et al.,
2001), como la exposicion cronica a glifosato. De esta manera, la observacion de diferencias
no significativas en la equitatividad (ZAV y BUR), o bien una diferencia significativa pero
pequefia (como se observé en DOR), es consistente con la deteccion de una tolerancia no

incrementada a glifosato en el sitio H respecto del sitio NH (Tablas 6 y 8).
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Contrariamente a lo que podria ocurrir con los perfiles fisiologicos o con la estructura de
la comunidad bacteriana (QPCR y PCR-DGGE), donde cualquier diferencia observada no
podria ser explicada Unicamente en base a la historia de exposicion al herbicida, la
tolerancia de las comunidades a un contaminante especifico en un experimento PICT es un
parametro menos sensible a la variabilidad ambiental natural de los sitios comparados que
otras medidas, y las diferencias suelen ser, frecuentemente, el resultado directo de la
exposicion al contaminante (Siciliano y Roy, 1999; Clements y Rohr, 2009; Zabaloy et al.,
2010). La seleccion de sitios de referencia y sitios contaminados idénticos (excepto en la
historia de exposicion a glifosato de cada uno ellos) no es tan critica en un estudio PICT
como si podria serlo para otras comparaciones. La respuesta PICT no es tan sensible a
diferencias relacionadas con el tipo de suelo (Gong et al., 2000) y las propiedades
fisicoguimicas (Siciliano y Roy, 1999). Mas aln, la comparacion de los suelos H y NH
mediante gPCR indica que no existen diferencias significativas en la abundancia bacteriana
(Figura 6), mientras que los perfiles PCR-DGGE indican una alta similitud (Figura 7). Por lo
tanto, estas similitudes junto con la consideraciébn mencionada anteriormente apoyan la
seleccién de los sitios H y NH para estudio PICT, aun cuando el sitio NH no represente
estrictamente un control respecto del sitio H.

De acuerdo con la revision de la literatura, este trabajo constituye el primer estudio
destinado a evaluar la presencia/ausencia de una respuesta de tolerancia de la comunidad
inducida por glifosato, tanto como IA o como FC. Los resultados indicaron que la tolerancia a
glifosato (1A o FC) no es consistente con la historia previa de exposicién dado que los suelos
con historia (H) no mostraron mayor tolerancia al herbicida que los correspondientes suelos
de referencia sin historia (NH). Estos resultados son particularmente interesantes en el caso
de ZAV y DOR considerando la larga historia de aplicacion del herbicida, y contrastan con
otros estudios que han reportado diferencias en la tolerancia utilizando la estrategia PICT,
incluyendo quimicos como fenol, 2,4-D y 2,4,6 trinitrotolueno (Gong et al., 2000; Demoling y
Baath, 2008; Zabaloy et al., 2010). El resultado negativo del ensayo PICT, es decir, la
ausencia de una mayor tolerancia en los sitios H respecto de los NH, podria explicarse por
la adsorcion de glifosato al suelo, fenédmeno que reduce notablemente su biodisponibilidad y
por lo tanto, la exposicion de las comunidades microbianas al mismo (Zabaloy et al., 2011,
Duke et al., 2012). De acuerdo con Haney et al. (2000), la concentracién de glifosato
esperada luego de una aplicacion a la dosis recomendada a campo en suelos de alta
adsortividad (2 mm de interaccion) es de alrededor de 50 mg kg™. Para una constante de
adsorcion de 50 | kg™, esto representa una concentracion en la solucion del suelo de 24 uM,

capaz de inhibir a especies muy sensibles (Duke et al., 2012) aunque varias veces menor a
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las concentraciones requeridas para una inhibicién del crecimiento del 50% en diferentes
especies estudiadas, como Escherichia coli y Pseudomonas putida (aproximadamente 3 mM
y 2 mM respectivamente; Sihtméde et al.,, 2013); o Bradyrhizobium japonicum
(aproximadamente 1 mM) (Moorman et al., 1982). Simultdneamente, el tiempo de vida
relativamente corto del glifosato en el suelo, desde unos pocos dias hasta alrededor de 240
dias (Giesy et al., 2000; Vereecken, 2005), por la degradacién biética, podria atenuar sus
efectos. En funcién de los resultados obtenidos, es posible suponer que la degradacion en el
suelo ha tenido lugar, pero debido a las bajas concentraciones en la solucién del suelo
(producto de la adsorcién) y a la naturaleza cometabdlica de la degradacién, no ha sido
suficiente por si misma para actuar como un factor de seleccion y producir un incremento
significativo en la abundancia de las poblaciones microbianas degradadoras por sobre las no
degradadoras durante el periodo de exposicion. Este escenario es sélo uno de los posibles
escenarios que podrian explicar el resultado PICT negativo observado. En la Discusién Final
de la Tesis se abordaran otras posibles explicaciones al respecto.

Otro aspecto a destacar es la observacién de efectos estimulatorios tempranos (a bajas
dosis) en la curvas dosis-respuesta. La deteccion de este fendmeno, denominado
“hormesis” en toxicologia, es un resultado novedoso para comunidades microbianas del
suelo expuestas a glifosato. La hormesis ha sido ampliamente descripta en distintas
publicaciones (Calabrese, 2005, 2009; Duke et al., 2006), y en el caso de glifosato se ha
observado tanto en plantas (Cedergreen, 2008) como asi también en cultivos axénicos de
microorganismos expuestos a formulados comerciales del herbicida (Qiu et al., 2013; Nweke
et al., 2014). Sin embargo, de acuerdo con la revisién de la literatura, no se han hallado
reportes en comunidades microbianas del suelo y menos aun, no ha sido descripta en
evaluaciones que consideren tanto al IA como al FC. Una posible explicacion del fenomeno
de hormesis observado podria estar relacionada con el incremento de la respuesta
respiratoria a bajas dosis debido al catabolismo de la sarcosina (un producto derivado de la
degradacion del glifosato), el cual actuaria como sustrato para la respiracion junto con el
acido p-cumarico originalmente afiadido a la placa. Esta estimulacion también podria ser el
reflejo de una respuesta de estrés metabdlico a bajas dosis (subletales) debido al drenaje
energético resultante del ATP utilizado en la acumulacién de shikimato y otros acidos
hidroxibenzoicos (Zablotowicz y Reddy, 2004; Zabaloy et al., 2012).

Diferentes estudios han reportado la ecotoxicidad de formulados comerciales de glifosato
como asi también del IA. Sin embargo, se han centrado principalmente en microorganismos
acuaticos y terrestres especificos (Qiu et al., 2013; Sihtmée et al., 2013). El rango completo

de sensibilidad para comunidades microbianas del suelo no se conoce completamente
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(Duke et al., 2012). Sihtmée et al. (2013) reportaron valores de IC50 para cepas bacterianas
expuestas al IA y a un FC (Escherichia coli, Pseudomonas putida y Bacillus mycoides).
Estos resultados se obtuvieron en base a medidas de inhibicién del crecimiento microbiano
en medios de cultivo y sobre microorganismos aislados, no sobre comunidades microbianas,
lo cual imposibilita la comparacion directa con los resultados presentados en las Tablas 6 y
8. De acuerdo con la revision de la literatura, no se han informado hasta el momento valores
de IC50 obtenidos a partir de mediciones de respuesta de toda la comunidad microbiana en

suspensiones de muestras de suelo (con y sin historia de glifosato).

7. Conclusiones

En este estudio se reportan por primera vez los resultados de un ensayo cuyo objetivo
fue evaluar la presencia/ausencia de un fenémeno de tolerancia de la comunidad inducida
por glifosato (PICT) en comunidades microbianas del suelo. Al mismo tiempo se presentan
evidencias de respuestas de hormesis en comunidades expuestas al herbicida.

Los resultados del ensayo PICT indican que la tolerancia de las comunidades
microbianas a glifosato (tanto IA como FC) no es consistente con la historia previa de
exposicion al herbicida en las tres localidades analizadas: los sitios con larga historia de
glifosato (H) no presentaron valores mayores de IC50 respecto de los sitios sin historia (NH).
Por lo tanto, las evidencias obtenidas hasta el momento sugieren la ausencia de una
respuesta PICT frente a glifosato en los sitios estudiados, contrariamente a la hipétesis
propuesta. Sin embargo, ello no debe ser considerado como condiciéon de suficiencia para
concluir la ausencia de modificaciones en la estructura y/o funcion de la comunidad
microbiana. Como se comentdé en la Introduccion General de esta Tesis, para una
evaluacién abarcativa del impacto sobre la microbiota no sélo se requiere de indicadores de
tipo funcionales (como el utilizado en la estrategia PICT) sino también aquellos relacionados
con la estructura de la comunidad y que apunten a grupos microbianos especificos
potencialmente afectados por el herbicida, particularmente frente a aplicaciones repetidas.
El Capitulo 2 se enfocara justamente en estos aspectos, los cuales seran retomados en la
Discusion Final.

Finalmente, los resultados de este estudio deberan complementarse con una evaluacion
de “costo de tolerancia”, donde se determine si la aplicacion de glifosato influye o no en la
sensibilidad a un disturbio secundario. La ausencia de respuesta PICT implicaria que no
existe un costo asociado derivado de un incremento en la tolerancia, aspecto que se

abordara detalladamente en el Capitulo 3.
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CAPITULO 2

IMPACTO DE APLICACIONES REPETIDAS DE GLIFOSATO EN COMUNIDADES
MICROBIANAS DE SUELOS CON Y SIN HISTORIA DEL HERBICIDA

Allegrini, M., Gémez, E., Zabaloy, M.C. (2016). Repeated glyphosate exposure induces
shifts in nitrifying communities and metabolism of phenylpropanoids. Soil Biology
and Biochemistry 533, 60-68.

1. Introduccidén

Como se mencioné en la Introduccion General, numerosos estudios han abordado los
efectos ambientales de aplicaciones Unicas de glifosato. Se han reportado efectos minimos
0 ausencia de efectos en la estructura y funcién de la comunidad microbiana tanto en suelos
forestales (Busse et al., 2001; Ratcliff et al., 2006) como en suelos agricolas (Weaver et al.,
2007), cuando el herbicida es aplicado en las dosis recomendadas a campo, y efectos
transientes a dosis mayores. Sin embargo, la informacion relacionada con el impacto de
aplicaciones repetidas es considerablemente menor (Lancaster et al., 2010). La incidencia
creciente de malezas que han desarrollado tolerancia a glifosato ha conducido a un nimero
cada vez mayor de aplicaciones como asi también a dosis mas elevadas y combinaciones
con otros herbicidas como el 2,4-D (Duke et al., 2012; Papa et al.,, 2012; Zabaloy et al.,
2016a).

Algunos estudios han reportado un mayor impacto de aplicaciones repetidas de
pesticidas respecto a una sola aplicacion (Kulshrestha et al., 2000; Zablotowicz et al., 2007).
Para el herbicida glifosato, en particular, los efectos de aplicaciones repetidas han sido
investigados a diferentes niveles. En estudios a campo, Busse et al. (2001) no encontraron
diferencias en la respiracion microbiana ni en bacterias totales como asi tampoco en la
biomasa microbiana ni en el qCO,, y s6lo efectos minimos en la diversidad catabdlica de
bacterias cultivables, cuando se compararon suelos control (25-100% cobertura del
sotobosque) respecto de suelos forestales que recibieron glifosato para el control de la
vegetacion del sotobosque (durante 9 a 13 afios). A nivel de microcosmos, ciertos estudios
indican que tanto la estructura de la comunidad microbiana como la actividad son afectadas
por aplicaciones repetidas de formulados comerciales (de Andrea et al., 2003; Lancaster et
al., 2010). Se observo un incremento de metil ésteres de acidos grasos fosfolipidicos
(FAMES) pertenecientes a bacterias gram negativas luego de cinco aplicaciones en relacion
a una, dos, tres o cuatro aplicaciones. De manera similar, en el mismo estudio, se detectd
un incremento en la abundancia de Burkholderia spp. mediante la construccion y

secuenciacion de bibliotecas de clones del gen que codifica para el ARNr 16S (Lancaster et
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al., 2010). Utilizando glifosato marcado con **C en el grupo fosfonometilo, se observé una
disminucién en el porcentaje acumulado de **C mineralizado cuando el glifosato fue aplicado
cuatro veces en relacién a una Unica aplicacién (de Andrea et al., 2003) como asi también
luego de cuatro o cinco aplicaciones en relacion a tres o menos (Lancaster et al., 2010). De
manera similar, la deteccion de residuos de **C incorporados en la biomasa microbiana fue
mayor luego de cinco aplicaciones de glifosato que luego de la primer aplicacién (Lancaster
et al., 2010). Sin embargo, todavia son necesarios méas estudios para elucidar los efectos de
aplicaciones repetidas en la microbiota, especialmente en aquellos microorganismos
directamente involucrados en procesos de relevancia ecoldgica e incluyendo suelos con
larga historia como también sin historia de aplicacion de glifosato. Entre estos procesos, la
nitrificacion requiere de una especial atenciéon considerando su rol fundamental en la
transformacion del N en el suelo (Kowalchuk y Stephen, 2001; Subbarao et al., 2013). Como
se mencion6 en la Introduccibn General de la Tesis, los parametros microbianos
relacionados con la nitrificacion han sido considerados en diferentes estudios y han
mostrado sensibilidad a diversos pesticidas, incluyendo herbicidas (Hendricks y Rhodes,
1992; Hernandez et al., 2011; Feld et al., 2015), fungicidas (Puglisi et al., 2012), e
hidrocarburos (Deni y Penninckx, 1999). M&s aun, las modificaciones en el nimero y en la
composicion de especies de BOA y AOA, han sido postulados como indicadores in-situ de
impacto bioldgico en la recuperacion de ambientes contaminados (Kowalchuk y Stephen,
2001). En base a estas consideraciones, el estudio presentado a continuacion evalu6 el
impacto de aplicaciones repetidas de glifosato a nivel molecular centrandose en BOA como
indicadoras. Asimismo, a nivel fisiolégico, se seleccion6 como indicador un parametro
relacionado con otro grupo de relevancia ecolégica: los microorganismos involucrados en la
degradacion de fenilpropanoides derivados de lignina. Especificamente se evalué el
pardmetro RQ en presencia de &cido p-cumarico como sustrato, teniendo en cuenta las
consideraciones mencionadas en la Seccion 4.3 del Capitulo 1 respecto de la relevancia de
este compuesto en el suelo como asi también su relacion con el modo de acciéon del
herbicida.

Considerando la escasa informacion disponible respecto del comportamiento ambiental
de los aditivos presentes en formulados comerciales (FC) del herbicida, se analizaron los
efectos no sélo para el 1A sino también para el FC. En el caso de glifosato, pocos estudios
han incluido simultaneamente al IA y al FC en el andlisis de impacto sobre microorganismos
del suelo (Cedergreen y Streibig, 2005; Qiu et al., 2013; Sihtmée et al., 2013). Como se
menciond en el Capitulo 1, varios autores han criticado la utilizacion de datos

ecotoxicologicos basados Unicamente en el IA. Se ha demostrado que los FC de pesticidas
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exhiben una toxicidad diferente sobre organismos no blanco en relacibn a los
correspondientes IAs debido a la presencia de diversos aditivos (Krogh et al., 2003;
Cedergreen y Streibig, 2005; Qiu et al., 2013; Sihtmée et al., 2013). Entre ellos, las
polioxietilenaminas (POEAS) contintan siendo utilizadas en diferentes formulaciones (Tush y
Mesher, 2016). Sin embargo, otros aditivos contribuirian a la toxicidad del formulado.
Sihtmé&e et al. (2013) observaron que un FC sin POEAs mostraba mayor toxicidad sobre
bacterias del suelo respecto del IA y de un FC con POEAs. En este capitulo se abordaran
los efectos de aplicaciones repetidas tanto del IA como de un FC respecto de microcosmos

control sin herbicida.

2. Objetivo especifico

Evaluar el impacto de aplicaciones sucesivas de glifosato a nivel de microcosmos en

comunidades microbianas de suelos con y sin historia del herbicida.

3. Hipotesis

Las aplicaciones repetidas de glifosato tendran efectos sobre la respiracion de la
comunidad microbiana como asi también en la estructura y abundancia de la comunidad de
BOA.

Las predicciones correspondientes a esta hipétesis son: 1) Las respuestas de sitios H y
NH seran diferentes entre si debido a diferencias inherentes a las caracteristicas de las
comunidades microbianas de cada sitio 2) Se espera detectar diferentes efectos del FC
respecto del IA considerando la toxicidad reportada para los aditivos comunmente
encontrados en los formulados comerciales 3) Las BOA resultaran particularmente sensibles
a la acumulacion de aplicaciones repetidas del herbicida considerando la reconocida

sensibilidad a diversos pesticidas.

4. Materiales y métodos
4.1 Sitios de estudio y muestreo de suelos

El muestreo fue realizado en el afio 2014 en las localidades de Mayor Buratovich (“BUR”,
Pcia. de Buenos Aires) y Zavalla (“ZAV”, Pcia. de Santa Fe), en los mismos sitios con (H) y
sin historia (NH) descriptos anteriormente en la Seccién 4.1 del Capitulo 1. Para cada sitio
con o sin historia se tomaron 15 sub-muestras (0-10 cm de profundidad) con pala corta de
mano en un area de 350 m?, las cuales fueron mezcladas homogéneamente para conformar
una Unica muestra compuesta del sitio. La capa superior de materia organica (hojarasca) fue
removida en el suelo forestal (ZAV) durante el muestreo. El suelo muestreado fue tamizado

previo a la homogeneizacién (<5,6 mm). La muestra compuesta de cada sitio fue utilizada
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inmediatamente para la preparacion de los microcosmos. Las propiedades fisicoquimicas de
los suelos muestreados se encuentran indicadas en la Tabla 3 del Capitulo 1.

4.2 Disefio experimental y preparacion de microcosmos

Se realiz6 un ensayo de laboratorio de corta duracién utilizando microcosmos. A partir de
las muestras compuestas de suelo de cada sitio (H y NH) se prepararon 12 microcosmos
(cuatro tratamientos x tres réplicas) a los cuales se les asigno aleatoriamente alguno de los
siguientes tratamientos: sin aplicaciones (control), una, dos y tres aplicaciones del
ingrediente activo (IA). De la misma manera, se repitié el procedimiento para el formulado
comercial (FC). El periodo de tiempo entre cada una de las aplicaciones fue de 14 dias, de
manera similar a lo reportado por Lancaster et al. (2010).

La dosis de referencia empleada en cada aplicacion fue de 49 pg IA g™ suelo, de acuerdo
a lo propuesto en otros estudios previos similares en microcosmos (Haney et al., 2000;
Ratcliff et al., 2006; Lancaster et al., 2010). Esta dosis ha sido calculada por Haney et al.
(2000) en base a un suelo de tipo franco limoso con contenido de arena, limo y arcilla similar
al mencionado anteriormente para los suelos de Zavalla. El calculo de la misma esta basado
en una aplicacion 1x de la dosis recomendada a campo (0,84 kg ha™) y una profundidad de
interaccion de sélo 2 mm debido a la alta adsortividad y baja movilidad del glifosato (Haney
et al., 2000).

Tanto el IA como el FC fueron aplicados en un volumen final de 1 ml (en agua destilada
estéril) mediante aspersibn manual con un aspersor de 5 ml de capacidad desde la
superficie de manera de cubrir toda la superficie del microcosmo. En el caso de los controles
se aplicé sélo agua destilada estéril. Los microcosmos control como asi también aquellos
que recibieron aplicaciones de glifosato fueron ajustados siempre a un 60% de su capacidad
de campo (Cc) con agua destilada estéril luego de cada tratamiento. En el caso del IA se
utilizé la sal de potasio de N-(fosfonometil)glicina de grado analitico (99,7%, Pestanal™),
mientras que en el caso del FC se utilizé el formulado Roundup Full Il (IA: sal de potasio
66,2% P/V, Monsanto™, aditivos no especificados debido a informacion confidencial).

Los microcosmos fueron preparados en viales de plastico estériles de 100 ml con tapa a
rosca (colocadas a la mitad de su maximo ajuste para permitir la aireacion) en los que se
colocaron 20 g de suelo a un 50% de su capacidad de campo. Durante el experimento los
microcosmos se incubaron en la oscuridad a 25+1°C en una incubadora Ingelab modelo
[.501 PF. Antes de comenzar con el ensayo se realizé una pre-incubacién de cinco dias a la
misma temperatura. Los microcosmos fueron muestreados a las 48 horas de la ultima

aplicacion. La fecha de inicio de la pre-incubacién no fue la misma en todos los casos sino
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gue fue seleccionada de acuerdo al nUmero de aplicaciones de cada tratamiento, de manera

tal de muestrear todos los microcosmos al mismo tiempo (desfasaje de la fecha de inicio).

4.3  Analisis de respiracion de las comunidades microbianas

Las medidas de respiracion de la comunidad microbiana se llevaron a cabo a las 48
horas de la Gltima aplicacion utilizando el sistema de placas BDOBS descripto en la Seccién
4.2 del Capitulo 1 (BD Oxygen Biosensor System®, Wodnicka et al., 2000). Se evalué la
respiraciéon inducida por el sustrato (SIR) utilizando tres sustratos carbonados: L-fenilalanina,
D-manosa y &cido p-cumarico (Sigma).

Las placas se prepararon utilizando una pipeta de repeticion Minilab 201 (HTL LAB
Solutions) cargando 100 pl de las soluciones madre de los correspondientes sustratos (150
mg I'") previamente esterilizadas por filtracion utilizando filtros Sartorius Minisart 0,2 pm
(concentracion final de los sustratos: 50 mg ). Asimismo se incluydé un control con la
suspension de suelo pero con agua destilada estéril en lugar de sustrato, de manera de
determinar la RB.

Las suspensiones de suelo de los microcosmos se prepararon en agua destilada estéril
(relacion suelo:agua 1:2,5 y 1:7,5 para BUR y ZAV, respectivamente) utilizando tubos de
centrifuga de polipropileno estériles (50 ml) con un volumen de 5 ml de esferas de vidrio
también estériles (@ 2 mm). Los tubos fueron agitados con vortex durante 2 min e
inmediatamente se cargaron 200 pl de la suspension en cada pocillo de la microplaca
BDOBS, previamente cargada con el sustrato (volumen final= 300 pl). Las microplacas
fueron incubadas a una temperatura constante de 30°C y las medidas cinéticas de
fluorescencia se registraron desde el fondo de la placa (bottom-reading) cada 15 min
durante 24 hs en un lector de fluorescencia para microplacas FLUOstar Optima (BMG
Labtech, Offenburgo, Alemania), usando un filtro de excitacion de 470 nm y uno de emisién
de 610 nm. Las medidas de fluorescencia a cada tiempo (RFU) fueron divididas por el valor
correspondiente a una hora de manera tal de expresar los datos como unidades relativas de
fluorescencia normalizadas (NRFU). Los valores de NRFU fueron graficados en funcion del
tiempo (horas) para obtener las curvas de respiracion. Posteriormente, se calculé el area
integrada bajo dichas curvas (AUC), entre 1 y 8 horas, con el software SigmaPlot 10.0
(Systat Software, Inc., San José, CA, USA). El cociente respiratorio (RQ) fue calculado como

se indico anteriormente en la Seccion 4.5.1 del Capitulo 1.

4.4 Analisis molecular de comunidades microbianas

Para los analisis moleculares se consideraron Gnicamente los microcosmos control y con

el maximo namero de aplicaciones (tres aplicaciones). Las fracciones de suelo a analizar se
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extrajeron de los microcosmos al mismo tiempo en que se tomaron las muestras para el
andlisis de respiracion (descripto anteriormente), y luego fueron preservadas a -20°C hasta
el momento de la extraccion y purificacion del ADN de la comunidad. Para este fin se utilizd
el kit comercial PowerSoil DNA Isolation kit (MoBio Inc., Carlsbad, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido en cada caso fue cuantificado en un
fluorometro Quantus (Promega) usando el kit QuantiFluor dsDNA (Promega). La abundancia
de bacterias totales y de bacterias oxidantes del amoniaco (BOA) en la comunidad se
estudi6 mediante PCR cuantitativa (QPCR) y la estructura de la comunidad de BOA

mediante electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizante (DGGE).

44.1 PCR cuantitativa (QPCR) de bacterias totales y de BOA

Mediante gPCR se determiné el nimero de copias del gen que codifica para el ARNr 16S
(Eubacteria) y del gen amoA de BOA (amoAgoa), que codifica para la subunidad a de la
enzima amonio monooxigenasa bacteriana (BOA). En el primer caso se utilizo el par de
cebadores Eub338F/Eub518R para Eubacteria descriptos en la Tabla 4 del Capitulo 1
(Fierer et al., 2005). El niumero de copias fue calculado a partir de una curva de calibracién
preparada con diluciones decimales del ADN gendmico de Escherichia coli DH5a, tal como
se indicd en la Seccién 4.4.2 del Capitulo 1. En el segundo caso se utilizd el par de
cebadores amoA-1F/amoA-2R (Rotthauwe et al., 1997) descriptos en la Tabla 10.

Tabla 10. Cebadores utilizados para PCR seguido de electroforesis en gradiente de

desnaturalizante (PCR-DGGE) y para PCR cuantitativa (QPCR) de bacterias oxidantes
del amoniaco (BOA). Las letras en negrita indican cebadores directos (F) o reversos (R).

Tamafio del
Cebador Secuencia (5'—3') producto Gen Referencia
(pb)
amoA-1 F-
clamp?® GGGGTTTCTACTGGTGGT Nicolaisen y
amoA-2R-TC CCCCTCTGCAAAGCCTTCTTC 531 amoA Ramsing
(PCR-DGGE) (2002)
amoA-1 F GGGGTTTCTACTGGTGGT
amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 491 amoA Rotthauwe
(gPCR) et al. (1997)

& clamp: Extension rica en GC ligada al cebador directo (F) para PCR-DGGE: 5'-
CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGCGGGGLCGGGGGCACGGGGGG-3' (Muyzer et al., 1993).

La composicion de la mezcla de reaccién para la amplificacion del gen amoAgoa fue la
siguiente: 7,5 yl de PCR iTaq Universal SYBR Green Supermix (2%; Bio-Rad Laboratories),
0,45 pl del cebador directo y 0,9 ul del cebador reverso (soluciones madre 10 uM);

Invitrogen), 1,5 ul de ADN molde (~1-10 ng pl™) y agua bidestilada estéril en cantidad
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suficiente para 15 pl. El nUmero de copias fue calculado a partir de una curva estandar
construida con diluciones decimales (por duplicado) de un plasmido con el producto de PCR
del gen amoA como inserto, de manera tal de cubrir el rango de 10° a 10' copias. El
plasmido fue construido de acuerdo al procedimiento descripto por Zabaloy et al. (2016a)
mediante clonado de un producto de PCR obtenido con los cebadores amoA-1F/amoA-2R a
partir del ADN extraido de un suelo fertilizado. Mediante la secuenciacion se confirmo que el
inserto corresponde a una secuencia de 489 pb con 100% de identidad con el gen amoA
bacteriano. La secuencia del clon (5-A51) ha sido depositada en el GenBank bajo el nUmero
de acceso KJ643949 (Zabaloy et al., 2016a).

4.4.2 PCR-DGGE de BOA

La reaccion de PCR inicial para el analisis por DGGE del gen amoAgoa se llevd a cabo
mediante una técnica semi-anidada descripta por Nicolaisen y Ramsing (2002). En esta
primera PCR se utilizé el par de cebadores amoA-1F / amoA-2R (Rotthauwe et al., 1997) sin
la extension GC (Tabla 10) y los siguientes reactivos: 1,2 ul de cloruro de magnesio (madre
25 mM); 2 ul de dNTP (madre 2 mM); 2 ul de buffer T-free (10x, Inbio Highway, Argentina);
0,6 pl de cada cebador (soluciones madre 10 uM); 0,1 ul de Taq polimerasa T-Free (5 U/ pl;
Inbio Highway, Argentina); 1 pul de ADN molde y agua bidestilada estéril en cantidad
suficiente para 20 pl. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 94°C 5 min, 40 ciclos
de: 94 °C 1 min, 55°C 1 miny 72 °C 1 min, y una etapa final de extensién de 10 min a 72°C.
Los productos amplificados fueron verificados en un gel de agarosa 2% y las bandas del
tamafio esperado (491 pb) fueron cortadas del gel y purificadas con un kit comercial
(Axygen). ElI ADN extraido fue utilizado como molde para una segunda PCR utilizando el par
de cebadores AmoA-1F-clamp y AmoA-2RTC (Tabla 10). La composicion de la mezcla de
reaccion en este caso fue la siguiente: 1,25 yl de DMSO, 1,5 ul de cloruro de magnesio
(madre 25 mM), 2,5 pl de dNTP (madre 2 mM), 5 ul de buffer Green GoTaq Flexi (5%), 0,75
pl de cada cebador (soluciones madre 10 uM), 0,125 ul de polimerasa GoTagMDx Hot Start
(5 U/pl) (Promega Corp., Madison, WI, USA), 1 ul de ADN molde y agua ultrapura estéril en
cantidad suficiente para 25 pl. El programa de amplificacion en esta segunda PCR consistio
en una etapa inicial de 3 min a 94°C seguida de 18 ciclos compuestos por: una etapa de
desnaturalizacion a 94 °C 45 s, una etapa de anillado a 55°C 45 s y una de extensién a 72
°C por 45 s + 1 s/ciclo. La extension final fue de 72°C durante 5 min. Una vez verificados en
gel de agarosa 2%, los productos de PCR fueron cargados en geles de poliacrilamida (8%
de una mezcla 37:1 acrilamida-bisacrilamida en buffer TAE 1x), con un gradiente de

desnaturalizante 50-70%. EIl 100% corresponde a una concentracién de urea 7 M y 40% de
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formamida deionizada (Green et al., 2009). Por encima del gel con gradiente de
desnaturalizante se colocé el gel de stacking (0% de desnaturalizante) sobre el cual se
sembraron las muestras (20 pl/calle). La electroforesis se llevo a cabo durante 6 hs a 200 V
en buffer TAE 1x (pH 7,4) a una temperatura constante de 60°C usando el sistema Scie-
Plas TV400-DGGE (SciePlas, Cambridge, UK). Los geles fueron tefiidos en Gel Red 3x
(Biotium, Hayward, CA) y luego visualizados bajo luz UV, fotografiados y digitalizados
usando el software Kodak Digital Science Image Analysis v.3.0 (Eastman Kodak Company,
New York, NY). El andlisis de las imagenes de los geles se llevé a cabo con el software
GelCompar™ 11 v. 4.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Los valores éptimos ingresados
para la sustraccion del background (“background scale”) y el filtrado (“Wiener cut-off”) fueron

los calculados por el software (GelCompar II™

v. 4.6, Software Manual). Los amplicones del
gen amoA de Nitrosomonas europaea y de una bacteria oxidante del amoniaco no cultivada
designada como clon 5-A51 (humero de acceso KJ643949 en GenBank, Zabaloy et al.,
2016a) fueron utilizados como marcadores y designados como posiciones internas de
referencia para la normalizacion del gel (GelCompar II™ v. 4.6, Software Manual).

Tanto en ZAV como en BUR se sembraron dos de las tres réplicas de cada tratamiento
(control y tres aplicaciones) de acuerdo a la capacidad del equipo disponible, de modo de
poder incluir los dos sitios (H y NH) y los dos productos (IA y FC) en el mismo gel, evitando
la separacién en geles diferentes y, por lo tanto, la variabilidad asociada a corridas

separadas.
45 Analisis estadistico

En el caso de los datos de respiracion, el analisis estadistico se llevo a cabo mediante un
ANOVA de un factor junto al test de Tukey de comparaciones multiples (a=0,05). Los
supuestos de homocedasticidad y normalidad fueron evaluados mediante los test de Levene
y de Shapiro-Wilks modificado, respectivamente (0=0,05). Se utilizé una transformacién
logaritmica en aquellos casos puntuales en los que no se verific6 uno o ambos supuestos.
Los andlisis mencionados se llevaron a cabo utilizando el software estadistico R v.3.2.3 (R
Development Core Team, 2015).

Para detectar diferencias significativas en el numero de copias de los genes estudiados
entre microcosmos control y con tres aplicaciones se utilizé el test-t para muestras
independientes (a=0,05), con la correccién para variancias desiguales en aquellos casos
donde se observé esta desigualdad. La normalidad de los datos fue evaluada mediante el
test de Shapiro-Wilks modificado (a=0,05).

El andlisis estadistico de los perfiles normalizados con se llevd a cabo mediante un

andlisis de agrupamientos utilizando el software GelCompar™ Il v. 4.6. Las matrices de
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similitud fueron obtenidas utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r), uno de los
coeficientes de similitud recomendados para el andlisis de perfiles de DGGE (Schaffer y
Muyzer, 2001). Se utilizé el algoritmo de agrupamiento jerarquico UPGMA una vez
obtenidas las matrices de similitud y se calcularon los coeficientes de correlacion cofenética
global y de cada rama para evaluar la consistencia de los grupos (GelCompar II™ v. 4.6,
Software Manual). Los agrupamientos fueron definidos a un nivel de similitud del 70% (valor
de corte, Montecchia et al.,, 2011) mediante la herramienta “auto cut-off” y la estabilidad
interna de los mismos se evalu6 mediante el método Jackknife de acuerdo con las

herramientas y especificaciones del software (GelCompar II™ v. 4.6 Software Manual).
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5. Resultados
5.1 Respiracién de la comunidad microbiana

El andlisis de respiracion indicé un incremento significativo en el RQ con acido p-
cumarico en BURyy luego de dos (P=0,031; 1,7 veces) y tres (P=0,023; 1,74 veces)
aplicaciones del IA en relacién al control (Figura 13A) y luego de tres aplicaciones en BURy
(P=0,024; 1,29 veces) (Figura 13B). En este Ultimo caso, también se detectd una diferencia
estadisticamente significativa entre una y dos aplicaciones (P=0,025; 1,33 veces) como asi
también entre una y tres aplicaciones (P=0,004; 1,45 veces) (Figura 13B).

Para L-fenilalanina, se observd un incremento significativo (P=0,027; 1,85 veces) solo en

BURyH luego de tres aplicaciones (Figura 13A).
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Figura 13. Analisis de respiracion de la comunidad microbiana en microcosmos
correspondientes a Mayor Buratovich (BUR). Se indica el cociente respiratorio para cada
sustrato en el suelo sin historia (BURwy, A) y con historia (BURy, B) de exposicion a
glifosato bajo los diferentes tratamientos: cero (control), una, dos y tres aplicaciones del
ingrediente activo (IA). El cociente corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB)
y la respiracion inducida por el sustrato (SIR). Las barras de error corresponden al error
estandar de la media (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey
HSD, P<0,05). La ausencia de letras indica diferencias no significativas.

Los resultados obtenidos con el FC fueron similares a los del IA en BURyy. Se detectdé un
incremento significativo para el acido p-cumarico (P=0,029; 1,49 veces) luego de tres
aplicaciones (Figura 14A). Sin embargo, en BURy, los resultados indicaron que no existen
diferencias para ninguno de los sustratos analizados (Figura 14B), en contraste con lo
observado para el IA (Figura 13B).

Al igual que en BUR, en ZAV (Figura 15) se observé un incremento significativo en el RQ
con acido p-cumarico luego de tres aplicaciones del 1A (P=0,027; 1,58 veces), como asi
también entre una y tres aplicaciones (P=0,017; 1,78 veces). No obstante, en este caso los

incrementos fueron detectados solamente en ZAVy (Figura 15B). Las diferencias
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observadas entre tratamientos para D-manosa y L-fenilalanina no fueron significativas. En el
caso del FC, no se observaron diferencias en ninguno de los dos sitios (H y NH) y para
ninguno de los tres sustratos (Figura 16).
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Figura 14. Analisis de respiracion de la comunidad microbiana en microcosmos
correspondientes a Mayor Buratovich (BUR). Se indica el cociente respiratorio para cada
sustrato en el suelo sin historia (BURyw, A) y con historia (BURy, B) de exposicion a glifosato
bajo los diferentes tratamientos: cero (control), una, dos y tres aplicaciones del formulado
comercial (FC). El cociente corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB) y la
respiracion inducida por el sustrato (SIR). Las barras de error corresponden al error estandar
de la media (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey HSD,
P<0,05). La ausencia de letras indica diferencias no significativas.
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Figura 15. Andlisis de respiraciéon de la comunidad microbiana en microcosmos
correspondientes a Zavalla. Se indica el cociente respiratorio para cada sustrato en el
suelo sin historia (ZAVyu, A) y con historia (ZAVy, B) de exposicion a glifosato bajo los
diferentes tratamientos: cero (control), una, dos y tres aplicaciones del ingrediente activo
(IA). El cociente corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB) y la respiracion
inducida por el sustrato (SIR). Las barras de error corresponden al error estdndar de la
media (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey HSD, P<0,05).
La ausencia de letras indica diferencias no significativas.
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Figura 16. Analisis de respiracion de la comunidad microbiana en microcosmos
correspondientes a Zavalla. Se indica el cociente respiratorio para cada sustrato en el
suelo sin (BURwk, A) y con (BURy, B) historia de exposicién a glifosato bajo los diferentes
tratamientos: cero (control), una, dos y tres aplicaciones del formulado comercial (FC). El
cociente corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB) y la respiracion inducida
por el sustrato (SIR). Las barras de error corresponden al error estandar de la media (n=3).
Letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey HSD, P<0,05). La ausencia
de letras indica diferencias no significativas.

5.2 Analisis molecular de comunidades microbianas
5.2.1 Abundancia de bacterias totales y BOA

Los efectos de aplicaciones repetidas (tres aplicaciones vs control) en la abundancia de
bacterias totales y BOA se evaluaron mediante gPCR del gen del ARNr 16S de Eubacteria y
el gen amoAgoa, respectivamente. Los valores correspondientes al nimero de copias de
estos dos genes obtenidos en la qPCR fueron utilizados s6lo como estimaciones de
abundancia, no se realizaron conversiones a numero de células para evitar introducir errores
(por ejemplo, numero desconocido o variable de operones en las diferentes especies
presentes en comunidades bacterianas).

Las ecuaciones obtenidas del ajuste lineal de las curvas estandar, que describen la
relacion entre los valores de Cty el nUmero de copias de cada gen, fueron las siguientes:

Ct = 37,45 - 3,58 logy, (n° copias) para el gen del ARNr 16S (R* = 0,99);

Ct = 37,54 — 3,91 log,, (n° copias) para el gen amoAgoa (R?=0,99).

Las eficiencias de amplificacion de la PCR fueron 90% para el gen del ARNr 16S y 80%
para el gen amoAgoa.

No se observaron incrementos o disminuciones estadisticamente significativas en la
abundancia de bacterias totales (copias del gen del ARNr 16S pg* ADN) tanto en BUR

como en ZAV luego de tres aplicaciones del IA o del FC (Anexo Il, Figura 50). De manera
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similar, las diferencias en el nimero de copias de amoAgoa €ntre microcosmos control y

tratados no fueron significativas en ningun caso (P>0,05; Figura 17).
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Figura 17. Cuantificacién de bacterias oxidantes del amoniaco (BOA) mediante PCR
cuantitativa (qPCR). Se indica el nimero de copias (copias pug™* de ADN) del gen amoA de
BOA, en microcosmos control y con tres aplicaciones acumuladas de glifosato, para sitios
con (H) y sin (NH) historia del herbicida en Mayor Buratovich (A-B) y Zavalla (C-D). Las
figuras A-D corresponden al ingrediente activo (IA) y B-D al formulado comercial (FC). Las
barras de error corresponden al error estandar de la media (n=3). Los asteriscos indican
diferencias significativas (Test-t para muestras independientes, P<0,05). La ausencia de
asteriscos indica que no se detectaron diferencias significativas. Los valores de P se
encuentran indicados para cada comparacion de medias.

Cuando se calculé la relacion entre el nimero de copias del gen amoAgoa €n relacion al
gen del ARNr 16S, es decir, la abundancia relativa (AR), se detectaron diferencias
estadisticamente significativas tanto en BURy (P=0,024) como en BURyy (P=0,0049) entre
microcosmos control y con tres aplicaciones del FC pero no del IA (Tabla 11). El
comportamiento fue opuesto entre ambos sitios: la abundancia relativa se increment6 2,57

veces en BURyy mientras que disminuy6 en una relacion similar (2,14 veces) en BURy. A
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pesar de que la tendencia fue muy similar en ZAV (incremento en el sitio NH y disminucion
en el sitio H), en este caso las diferencias no resultaron significativas ni con el 1A ni con el
FC (Tabla 11).

Tabla 11. Abundancia relativa de bacterias oxidantes del amoniaco (BOA). Se indica la
relacién entre el nimero de copias del gen amoA de BOA (amoAgoa) Y €l gen que codifica
para el ARNr 16S de Eubacteria, en microcosmos control y con tres aplicaciones
acumuladas del ingrediente activo (IA) y del formulado comercial (FC), para sitios con (H) y
sin (NH) historia del herbicida, en Mayor Buratovich (BUR) y Zavalla (ZAV). El error estandar
de la media (n=3) se indica entre paréntesis. Los valores en negrita indican diferencias
significativas respecto del control (Test-t para muestras independientes, P<0,05).

Abundancia relativa (BOA:bacterias totales)
(N° copias gen amoAgoa : N° copias gen ARNr 16S)

BUR ZAV
Tratamiento
NH H NH H

Control 5,62.10° 3,71.10° 1,24.10* 2,15.10*
(8,65.10°°) (4,75.10°°) (2,46.10) (1,19.10®)

. 8,90.10° 1,36.10° 1,18.10* 2,39.10*

Tres aplicaciones 1A 1'g5 35y (9.29.10%)  (8.40.10%)  (2,57.10%)
. 1,45.10* 1,72.10° 2,56.10* 1,75.10*
Tres aplicaciones FC g, 6y (3,45.10°) (6,25.10%)  (1,171.10%)

5.2.2 Estructuradelacomunidad de BOA

En las Figuras 18 y 19 se muestran los perfiles de DGGE correspondientes a BUR y ZAV,
respectivamente, junto con los dendrogramas del andlisis de agrupamientos Pearson-
UPGMA. La diferencia mas clara y apreciable al comparar visualmente los perfiles se
present6 en Mayor Buratovich (Figura 18) donde aquellos perfiles correspondientes al sitio
NH, independientemente del tratamiento, presentaron menor complejidad (menor nimero de
bandas) que los del sitio H. No obstante esta consideracion, se realizé un analisis basado en
perfiles densitométricos para estudiar adecuadamente las similitudes entre perfiles control y
con tres aplicaciones, como se mencioné en la Seccion 4.4.3.

Un aspecto destacable que se observé en BUR fue que los perfiles de microcosmos
tratados con el IA resultaron mas similares en relacion al control que los perfiles de
microcosmos tratados con el FC, tal como lo indican cuantitativamente los coeficientes de
correlacion de Pearson (matriz de similitud, Anexo II, Figura 51). Esta tendencia se observa

claramente en los agrupamientos indicados en el dendrograma de la Figura 18, tanto para el
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sitio H como para el NH. A un nivel de similitud del 70% (cut-off), se observé un cluster que
contiene a los perfiles correspondientes a tres aplicaciones de IA y al control (cluster 1l en el
caso del sitio H; cluster 11l en el caso del sitio NH). En cambio, los perfiles correspondientes
a microcosmos tratados con el FC no forman parte de estos clusters.

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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Figura 18. Andlisis de agrupamiento de perfiles electroforéticos de bacterias
oxidantes del amoniaco (BOA) para Mayor Buratovich (BUR). Los perfiles se obtuvieron
mediante PCR del gen amoA y posterior electroforesis en gradiente de desnaturalizante
(PCR-DGGE). EI dendrograma corresponde al andlisis de agrupamientos de los perfiles
densitométricos utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el algoritmo
UPGMA. Las muestras control y con tres aplicaciones acumuladas del IA o del FC se
encuentran indicadas en diferentes colores, tanto para el sitio con historia (H) como el sin
historia (NH). Se indican también los clusters (I, Il y Ill) definidos a un nivel de similitud del
70% con un 100% de estabilidad interna, segun el método Jackknife. Las primeras letras de
los rétulos indican el sitio (H y NH) y la ultima letra indica la réplica (A o B). El nUmero a la
derecha de cada nodo indica el coeficiente de correlacion cofenética y el niamero de la
izquierda el porcentaje de similitud (r x100).

El patron mencionado para BUR no se detectdé en las muestras de ZAV, donde se
observé una mayor variabilidad de los perfiles con el mismo tratamiento y una menor
coherencia en los agrupamientos, particularmente para los perfiles control (Figura 19). En
este caso, a un nivel de similitud del 70%, se observ6 un cluster que redne a los perfiles de
microcosmos tratados con el FC y una réplica del control, tanto para el sitio H (cluster IIl)
como para el sitio NH (cluster II). Como se muestra en la Figura 20, la segunda réplica del
control de cada sitio (indicada como réplica A) muestra una baja similitud respecto de la
réplica B, presente en los agrupamientos mencionados anteriormente. Asimismo, se observé
una baja similitud entre los perfiles de microcosmos tratados con el FC y con el IA (en
ambos sitios) (Anexo I, Figura 52). Para el sitio H, en particular, los perfiles
correspondientes a tres aplicaciones del IA forman un cluster separado (cluster 1) respecto

del FC y de los perfiles control.
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Figura 19. Andlisis de agrupamiento de perfiles electroforéticos de bacterias
oxidantes del amoniaco (BOA) para Zavalla (ZAV). Los perfiles se obtuvieron mediante
PCR del gen amoA y posterior electroforesis en gradiente de desnaturalizante (PCR-DGGE).
El dendrograma corresponde al andlisis de agrupamientos de los perfiles densitométricos
utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el algoritmo UPGMA. Las muestras
control y con tres aplicaciones acumuladas del 1A o del FC se encuentran indicadas en
diferentes colores, tanto para el sitio con historia (H) como el sin historia (NH). Se indican
también los clusters (I, Il y Ill) definidos a un nivel de similitud del 70% con un 100% de
estabilidad interna, segun el método Jackknife. Las primeras letras de los rotulos indican el
sitio (H y NH) y la ultima letra indica la réplica (A o B). El numero a la derecha de cada nodo
indica el coeficiente de correlacion cofenética y el nimero de la izquierda el porcentaje de
similitud (r x100).

6. Discusion

En este estudio se evaluaron los efectos de aplicaciones repetidas de glifosato en
parametros microbiolégicos de suelos con y sin historia de glifosato. Se realizé un andlisis
fisiol6gico para estudiar la respuesta respiratoria con tres sustratos carbonados de diferente
estructura quimica: L-fenilalanina (aminoacido) y D-manosa (glicido) ampliamente utilizados
por la microbiota del suelo, y también acido p-cumarico (fenilpropanoide) que constituye uno
de los productos de la degradacion de la lignina en el suelo por parte de subpoblaciones
especializadas de bacterias y hongos (Bugg et al., 2011). De manera similar, se recurrié a
métodos moleculares independientes de cultivo para estudiar no sélo la abundancia de
bacterias totales en las comunidades sino también la estructura y la abundancia de un grupo
fisiologico especializado: las BOA. De acuerdo con la revision de la literatura, este estudio
constituye el primero en abordar los efectos de aplicaciones repetidas de glifosato sobre
BOA, un grupo clave en el ciclo del nitrégeno y ecoldgicamente relevante para la

productividad de los suelos agricolas.
6.1 Efecto de aplicaciones repetidas en la fisiologia de las comunidades

Como se mencioné en secciones anteriores, se calculd un cociente respiratorio

(RQ=RB/SIR) a partir de los datos obtenidos en las mediciones de respiracion microbiana.
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Este indice esta directamente relacionado con el concepto de cociente metabdlico
(qCO,=RB/BM) (Anderson y Domsch, 1993), segun Cheng et al. (1996), tal como se indica
en la Seccion 4.2 de la Introduccién General. Los incrementos en el indice qCO,, analogo al
RQ calculado, se encuentran frecuentemente asociados a la exposicion a agentes de
perturbacion en el suelo como contaminacién con metales pesados y otros contaminantes
debido al requerimiento de méas energia para sostener la biomasa bajo condiciones
desfavorables (Dilly, 2005). En consecuencia, los incrementos en el RQ observados para el
acido p-cumarico podrian estar indicando un estrés metabdlico de la comunidad microbiana
que ha sido expuesta repetidamente a glifosato, probablemente relacionada con el
requerimiento de una mayor energia de mantenimiento. En relaciéon a ello, es importante
remarcar que el glifosato inhibe la via del shikimato y como consecuencia de esta inhibicién
existe un “drenaje energético” resultante del ATP utilizado en la acumulacién de shikimato y
otros acidos hidroxibenzoicos (Zablotowicz y Reddy, 2004; Zabaloy et al., 2012). Al mismo
tiempo, el incremento detectado en los valores de RQ al incrementarse el nimero de
aplicaciones acumuladas, es consistente con estudios que reportan una mayor dificultad de
la comunidad para enfrentarse a disturbios adicionales luego de un disturbio inicial, debido al
consumo energético que se destina a destoxificacion y reparacion del dafio tras la primera
exposicion (Griffiths y Philippot, 2013). Los incrementos observados en el RQ (RB/SIR)
podrian explicarse por una disminucion en la biomasa microbiana (SIR), por un incremento
en la respiracion basal (RB) o por ambos cambios simultineamente. Debe tenerse en
cuenta, ademas, que este indice tiene las mismas debilidades que el qCO,: no debe ser
considerado como un bioindicador consistente y sensible de disturbio en la estructura de las
comunidades microbianas (Wardle y Ghani, 1995) dado que no responde predeciblemente a
los cambios en la estructura de las mismas. Esto se debe a que estos indices ecofisioldgicos
son capaces de confundir los efectos de las perturbaciones introducidas (en este caso frente
a aplicaciones de glifosato) con estreses que se encuentren afectando naturalmente a las
comunidades microbianas en los sitios H y NH (Wardle y Ghani, 1995). En cambio, se
consideran indicadores apropiados en la determinacion de cuén eficientemente son
utilizados los recursos de C por la biomasa microbiana del suelo, reflejando el requerimiento
de energia de mantenimiento y del metabolismo catabdlico (Anderson, 1994; Wardle y
Ghani, 1995), como asi también el grado de limitacion nutricional o disponibilidad de
carbono de las comunidades microbianas (Cheng et al., 1996).

El analisis de la respuesta respiratoria para el acido p-cumarico en BUR (Figura 13A),
indica que, en el sitio NH, el incremento significativo en el RQ respecto del control ocurre

luego de dos aplicaciones, mientras que en el sitio H ocurre luego de la tercer aplicacion.
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Asimismo, el incremento luego de tres aplicaciones respecto del control es de mayor
magnitud en el suelo NH (1,74 veces) que en el H (1,29 veces). Estas diferencias en las
respuestas sugieren una menor estabilidad de la comunidad microbiana a la exposicion
repetida a glifosato (IA) en el suelo sin historia de exposicién (NH). Dado que en los
ambientes perturbados (en este caso el sitio H) predominan microorganismos del tipo
estrategas-r, caracterizados por una mayor resistencia a disturbios o condiciones
ambientales que cambian rapidamente (Dilly et al., 2005), esta caracteristica podria explicar
en parte el comportamiento mencionado anteriormente al comparar los suelos H y NH de
BUR. La diferencia observada entre suelos H y NH es todavia mas clara en el caso del FC,
donde se observa que el incremento del RQ se produce sélo en el suelo NH. Debe
destacarse que estas suposiciones se basan especificamente en comparar el nimero de
aplicaciones acumuladas que se requieren para observar un incremento significativo del RQ
respecto del control. Sin embargo, como se mencioné en el parrafo anterior, los incrementos
en el RQ por si mismos no deben ser considerados como indicadores de disturbio ecol6gico
resultantes de cambios direccionados en la estructura de la comunidad (ecosystem
development) (Wardle y Ghani, 1995). Sélo indican que existe una situacion adversa a nivel
fisioldégico (estrés metabdlico) debido a un mayor gasto de energia de mantenimiento que
hace menos eficiente el uso del sustrato carbonado (acido p-cumarico en este caso) (Wardle
y Ghani, 1995; Dilly, 2005).

Un aspecto interesante de remarcar es la observaciéon de diferencias significativas en el
RQ uUnicamente con L-fenilalanina y con acido p-cumarico, principalmente con este Gltimo
sustrato. Estos resultados son particularmente importantes por dos razones. En primer lugar,
sefialan que la respuesta respiratoria con acido p-cumarico seria mas sensible como
indicador que la respuesta con D-manosa. Por ende, debe ser tenida en cuenta para nuevas
evaluaciones que requieran de indicadores fisiol6gicos adecuados. En segundo lugar,
guardan una relacion intrinseca con el modo de accién del glifosato, el cual es un inhibidor
de la via del shikimato, la principal ruta biosintética de compuestos fendlicos y de
amino&cidos aromaticos. La inhibicion conduce a la acumulacién y excrecion de acidos
fendlicos en especies sensibles (Moorman et al., 1992), impacto metabdlico que podria
explicar las diferencias detectadas en el RQ del acido p-cumarico entre muestras control y
las que recibieron hasta tres aplicaciones de glifosato. Asimismo, es importante resaltar que
el 4cido p-cumarico es un fenilpropanoide ecoldgicamente relevante relacionado con la
degradacion de la lignina, un proceso clave en el ciclado del C en el suelo (Peng et al.,
2003). La capacidad de degradar este compuesto y otros p-hidroxicinamatos ha sido

descripta tanto en subpoblaciones bacterianas del suelo bajo condiciones aerdbicas (Baude
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et al., 2016) y anaerbbicas (Hirakawa et al., 2012) como asi también en hongos (Blum y
Schafer, 1988). Todas estas consideraciones podrian estar indicando que un grupo
especifico de microorganismos, capaces de degradar el acido p-cumarico y otros acidos
fendlicos derivados de la degradacion de la lignina, son afectados por aplicaciones repetidas
de N-(fosfonometil)glicina presente en el IA y en el FC. Al mismo tiempo, ciertos
fenilpropanoides como el metil-p-cumarato han sido reconocidos como inhibidores biolégicos
de la nitrificacion (IBNs) (Subbarao et al., 2015). Teniendo en cuenta esto y que se observo
un impacto de aplicaciones repetidas en el catabolismo del &cido p-cumarico, puede
suponerse entonces que aquellos cambios importantes producidos en los niveles de este
fenilpropanoide (o derivados de él) durante la degradacién de la lignina bajo influencia de
glifosato, podrian tener un efecto indirecto en BOA y en la nitrificacién. Futuros estudios
deberan abordar esta hipoétesis.

Finalmente, es importante resaltar que uno de los mecanismos de accion del glifosato en
plantas consiste en la estimulacién de la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) con la
consecuente acumulacién de compuestos fendlicos derivados de la enzima PAL (Duke y
Hoagland, 1978; Duke et al., 1980). La actividad PAL, a su vez, conduce a la formacion de
acido trans-cindmico, el compuesto del cual deriva el &cido p-cumarico a través de la enzima
acido cinamico 4-hidroxilasa. Si bien ha sido mucho menos estudiada a nivel microbiano, la
enzima PAL también se encuentra presente en bacterias y hongos. De hecho, se ha
propuesto que las plantas han adquirido el gen codificante para esta enzima de origen
bacteriano por medio de eventos de transferencia horizontal de genes (THG) (Emiliani et al.,
2009). De esta manera, si el mismo mecanismo de accién del glifosato sobre la enzima PAL
se presentara en bacterias, entonces cabria esperar un impacto metabdlico a nivel del acido

p-cumarico que podria explicar, en parte, el impacto observado en el RQ para este sustrato.

6.2 Efecto de aplicaciones repetidas en la abundancia de bacterias totales y
BOA

Tal como lo indicaron los resultados de la qPCR, la abundancia de bacterias totales no es
afectada luego de tres aplicaciones del 1A o del FC, tanto en ZAV como en BUR (Anexo II,
Figura 50). En un estudio previo, Zabaloy et al. (2012) tampoco reportaron diferencias
significativas en la abundancia bacteriana de microcosmos expuestos a una dosis Unica baja
(15 ug g™ de suelo) o alta (150 pg g™ de suelo) del IA. A su vez, un resultado similar se
observé recientemente al comparar microcosmos que recibieron glifosato (150 ug IA g*

suelo) mas fertilizante (G+F), fertilizante sélo (F) y control (CT): s6lo resulté significativo el
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efecto principal del tiempo post-muestreo pero no el efecto vinculado al tratamiento (Zabaloy
etal.,, 2017).

La abundancia de amoAgoa tampoco presentd diferencias significativas entre
microcosmos con tres aplicaciones de glifosato (IA o FC) y microcosmos control (Figura 17).
Este resultado es consistente con el reportado por Zabaloy et al. (2016a) para un
experimento a campo, donde no se encontraron diferencias en la abundancia estimada de
BOA al comparar parcelas tratadas con la dosis mas alta de glifosato (2x) y aquellas
utilizadas como control. Al mismo tiempo, estos resultados también concuerdan con los
reportados por Zabaloy et al. (2017), los cuales indicaron diferencias no significativas a los 4
dias post-tratamiento entre microcosmos que recibieron glifosato + fertilizante (G+F)
respecto de microcosmos control (CT) y de aquellos que recibieron sélo fertilizante (F). Si
bien en este Ultimo trabajo se observaron diferencias entre G+F y CT a los 32 dias post-
aplicacion, no se observaron diferencias para la fecha inicial (4 dias post-aplicacién), en
coincidencia con el momento de muestreo final de este trabajo (dos dias post-aplicacion).

Al analizar la abundancia de BOA relativa a bacterias totales, se detectaron diferencias
significativas entre microcosmos control y con tres aplicaciones (Tabla 11). La observacion
de diferencias entre ambos tratamientos sélo para el FC es consistente con la observacion
de mayores efectos de los FC respecto del IA debido a la presencia de diversos aditivos
(Cedergreen y Streibig, 2005; Qiu et al., 2013). Al mismo tiempo es importante remarcar la
tendencia contrastante de los suelos H y NH al comparar microcosmos control y con tres
aplicaciones: se observé un incremento en la abundancia relativa para el sitio NH mientras
que contrariamente en el suelo H se detectd una disminucion. Este resultado podria
explicarse en base a diferencias en la estructura de las comunidades de BOA, inherentes a
la historia de cada uno de los sitios. Los mismos no difieren solamente en la historia de
exposicion a glifosato sino también en el nivel de exposicion a otras perturbaciones.

En este trabajo se considerd Unicamente la abundancia del gen amoAgoa. NO obstante,
un estudio reciente reveld una disminucién significativa en la abundancia de transcriptos de
este gen en microcosmos expuestos al herbicida diazomet con respecto a microcosmos
control (Feld et al., 2015). Este resultado sugiere que la cuantificacion de transcriptos es
particularmente importante y debera ser considerada en préximos estudios que aborden el
impacto de aplicaciones repetidas de glifosato y de otros herbicidas. Feld et al. (2015)
reportaron también una variacion temporal de la respuesta: el nimero de copias del gen
amoAgoa disminuy6 a los tres dias de la aplicacion pero a los 28 dias se detectdé un
incremento significativo. Asimismo, para un ensayo en microcosmos en los que se comparo

la aplicacion de glifosato sélo (G), glifosato + fertilizante (G+F) y microcosmos control (CT)
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Zabaloy et al. (2017) no observaron diferencias entre G+F y CT a los 4 dias post-aplicacion
(s6lo se detectd entre F y CT), pero si se observo una abundancia significativamente mayor
a los 32 dias en G+F respecto del CT. De esta manera, si bien en este estudio de
aplicaciones repetidas de glifosato no se evaluaron fluctuaciones temporales, las variaciones
en la dindmica poblacional de BOA deberian evaluarse en futuros estudios considerando

multiples momentos de muestro post-tratamiento.

6.3 Efecto de aplicaciones repetidas en la estructura de la comunidad de BOA

Los resultados del andlisis de estructura de la comunidad de BOA mediante PCR-DGGE
indicaron diferencias en los perfiles al comparar microcosmos control y con tres
aplicaciones, en ambas localidades (ZAV y BUR). Sin embargo, las evidencias méas claras
de ello (de mayor consistencia en el andlisis de agrupamientos), se observan para el caso
de BUR, donde en ambos sitios (H y NH) las similitudes mas bajas respecto del control se
observan para el tratamiento con el FC. De hecho, a un 70% de similitud pudieron definirse
grupos que separan claramente a los microcosmos control y a los que recibieron tres
aplicaciones del FC. Esta observacion es consistente con los resultados discutidos
previamente sobre abundancia relativa de BOA, donde las diferencias respecto del control
se observaron sélo para el FC y fueron detectadas en ambos sitios (H y NH).

Como se mencion6 anteriormente, los perfiles de microcosmos control de sitios H y NH
en BUR mostraron una baja similitud, reflejando la diferente composiciéon de la comunidad
de BOA. En relacion a ello, es importante destacar que recientemente se han reportado
diferencias en las comunidades microbianas de microorganismos oxidantes del amoniaco
luego de la conversién de suelos forestales a suelos agricolas, desde una nitrificacion
heterotréfica dominada por hongos hacia una nitrificacion autotréfica dominada
principalmente por bacterias (Wang et al., 2015). La deteccion de diferencias entre los
perfiles de sitios H y NH podria reflejar las diferencias que naturalmente existen entre
ecosistemas no disturbados y disturbados (no sé6lo por herbicidas sino también por otros
factores).

En lo que respecta a las modificaciones observadas en los perfiles de BOA luego de
aplicaciones repetidas, en principio las mismas podrian explicarse (al menos parcialmente)
por la potencial utilizacién de glifosato como una fuente de P y N por parte de poblaciones
de BOA capaces de utilizar los productos de degradacion del glifosato (no asi como fuente
de Cy energia ya que la vasta mayoria de las BOA son quimiolitoautotréficas). Sin embargo,
esto no parece ser la explicacion a las diferencias observadas en la estructura ya que las

BOA se caracterizan por un lento crecimiento, y en un periodo de incubaciéon de hasta 4-6
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semanas los cambios en la estructura de la comunidad no serian detectables (Chu et al.,
2007). Las fertilizaciones fosforadas y nitrogenadas han demostrado tener una notable
influencia en la composicion de AOA y BOA, aunque solo se ha observado esto en
tratamientos de larga duracién (Xue et al., 2016). En experimentos de corta duracion de
hasta seis semanas, no se han observado cambios en las comunidades de BOA cuando se
adiciona amonio al suelo (Avrahami et al., 2002; Mendum et al., 1999). Asimismo, cabe
esperar que el aporte de N proveniente de la degradacion del glifosato sea bajo como para
inducir alguna modificacion. Recientemente, el tratamiento de microcosmos con fertilizante
en una dosis baja, ya sea s6lo o combinado con glifosato, tampoco indujo cambios en el
estructura de la comunidad de BOA, tal como se determin6 por PCR-DGGE (Zabaloy et al.,
2017). De esta manera, teniendo en cuenta las observaciones mencionadas, es posible
suponer que las diferencias en los perfiles de BOA responden a un efecto directo de
toxicidad del herbicida mas que a un efecto indirecto (aporte nutricional de N y P
provenientes de la degradacién cometabdlica de glifosato), sobre todo considerando la
reconocida sensibilidad de las BOA tanto a pesticidas (Hernandez et al., 2011; Feld et al.,
2015) como asi también a sustancias que se encuentran naturalmente en el suelo (por
ejemplo, metabolitos secundarios de plantas; Ward et al., 2015). Si bien las comunidades
microbianas del suelo se caracterizan por una gran adaptabilidad y versatilidad frente a
condiciones cambiantes, lo cual relativiza el concepto del efecto “téxico” de ciertos
compuestos quimicos, en este caso en particular la corta duracion del ensayo restringe la
posibilidad de atribuir las diferencias observadas a cambios en la estructura de la comunidad
relacionados con el aporte nutricional del glifosato degradado. El efecto directo podria estar
vinculado a los aditivos presentes en los formulados comerciales, dado que en BUR se
observé claramente una menor similitud de los perfiles de microcosmos tratados con el FC
(respecto del control) que aquellos que recibieron el IA. No obstante, el efecto mencionado
no se atribuiria necesariamente sélo a los aditivos, podria responder también a una
interaccion entre ambos componentes (glifosato + aditivos) (Krogh et al., 2003). Efectos
directos de un FC de glifosato también han sido propuestos por sobre efectos indirectos en
comunidades microbianas de ecosistemas acuéaticos en un experimento de corta duracion
en mesocosmos (Pérez et al., 2007).

Por dltimo, es importante destacar que si bien se ha propuesto un efecto directo, las
evidencias obtenidas no son suficientes para descartar posibles efectos indirectos. Estudios
futuros deberdn enfocarse en los mecanismos por los cuales se producen estas

modificaciones en la estructura de la comunidad.
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6.4  Consideraciones sobre la dosis de glifosato

Las diferencias observadas en el comportamiento de los suelos de ZAV y BUR frente a
aplicaciones repetidas podrian estar relacionadas con diferencias inherentes a la
composicion de las comunidades microbianas y a las propiedades fisicoquimicas de los
suelos de cada localidad. La clase textural de cada suelo podria ser determinante en las
diferencias entre ZAV y BUR. Los suelos H y NH de Zavalla se caracterizan por un
contenido de arcillas notablemente superior a los suelos de Mayor Buratovich (franco
arenosos) (Tabla 9). Diferentes estudios indican que un mayor contenido de arcillas favorece
la adsorcion de glifosato en el suelo (Glass, 1987; Dion et al., 2001; Hiera da Cruz et al.,
2007; Okada et al., 2016), sugiriéndose que el glifosato podria formar complejos con los
cationes liberados de las arcillas por reacciones de intercambio catiénico con protones en
solucion (Glass, 1987). Sprankle et al. (1975) reportaron una adsorcion mas fuerte de
glifosato en un suelo franco arcilloso que en un suelo arenoso, atribuyendo a los minerales
de la arcilla como los responsables de la adsorcion. En base a estas consideraciones, la
exposicion real de las comunidades microbianas del suelo al herbicida en ambas
localizaciones (ZAV y BUR) probablemente difiera para la misma dosis aplicada. La posible
adsorcion de glifosato en ZAV, favorecida por el alto contenido de arcillas de estos suelos,
podria explicar por qué no se observan diferencias significativas en la abundancia de BOA
luego de tres aplicaciones del IA o del FC. En el caso de BUR, a partir de una menor
capacidad de adsorcion de glifosato al suelo, cabria esperar diferencias significativas en la
abundancia relativa de BOA tanto con el IA como con el FC. Sin embargo, la observacion de
diferencias solo con el FC indica que las mismas estarian mas relacionadas con los aditivos
presentes en el formulado (o con su interaccién con el IA) que con el IA mismo, tal como se

menciond previamente en la Seccién 6.2.
6.5 Consideraciones finales

Los resultados obtenidos en el analisis molecular en BUR apoyan la hipétesis inicial: los
perfiles de DGGE y la AR de BOA mostraron modificaciones respecto del control luego de
tres aplicaciones del FC pero no del IA. En cambio, este Ultimo mostr6 un mayor impacto a
nivel fisiolégico considerando que se detectaron mas diferencias significativas que con el
FC. Por otra parte, a nivel de estructura de la comunidad de BOA, las diferencias
observadas entre el IA y el FC en BUR son apoyadas por investigaciones previas que
reportan un comportamiento diferente de estos productos (Qiu et al., 2013; Sihtmé&e et al.,
2013) debido a la presencia de diversos aditivos en los FC (Krogh et al., 2003). Finalmente,

los resultados de este estudio sugieren investigar en préximos estudios una potencial
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relacion entre el impacto de glifosato en el catabolismo del acido p-cumérico y la
nitrificacion. El acido p-cumarico y otros compuestos fendlicos relacionados, derivados de la
degradacion de la descomposicion de residuos vegetales, pueden inhibir la oxidacién del
amonio a nitrato (Turtura et al., 1989).

7. Conclusiones

En este trabajo se reportan por primera vez los efectos de aplicaciones repetidas de
glifosato (tanto ingrediente activo como formulado comercial) en comunidades microbianas
de suelos con y sin historia del herbicida. Las diferencias de abundancia de genes
indicadores entre microcosmos control y con tres aplicaciones no resultaron significativas, ni
para la comunidad bacteriana total como asi tampoco para un grupo especializado
ecolégicamente relevante (BOA). En cambio, se observaron diferencias significativas al
considerar simultineamente ambos valores de abundancia mediante la relacion
BOA:bacterias totales (abundancia relativa de BOA), a nivel de la estructura de la
comunidad de BOA (DGGE) y en la respuesta respiratoria (cocientes respiratorios). La
abundancia relativa de BOA en Mayor Buratovich (BUR) se incrementé luego de tres
aplicaciones del FC en el sitio sin historia de glifosato (NH), mientras que disminuyé en una
proporcion similar en el sitio con historia (H). El RQ con acido p-cumarico, un compuesto
fenilpropanoide relacionado con la degradacion de la lignina en el suelo, resulté afectado en
comunidades microbianas de ambos sitios. Se detectaron incrementos luego de tres
aplicaciones, tanto para el IA (BURwy, BURLY ZAVY) como para el FC (BURyy, Unicamente).
De manera similar, la estructura de la comunidad de BOA mostré modificaciones luego de
tres aplicaciones. Al comparar microcosmos control y aquellos con tres aplicaciones, se
observaron valores mas bajos de similitud para el FC que para el IA, tanto en BURyy como
en BURy. Los resultados fisiol6gicos y moleculares revelan un impacto de aplicaciones
repetidas de glifosato en grupos microbianos involucrados en procesos clave para el ciclado
del Cy el N en el suelo. Finalmente, los resultados de este trabajo sugieren la necesidad de
investigar la existencia de una posible relacion entre el impacto de glifosato en el

catabolismo del acido p-cumarico y la inhibicién biolégica de la nitrificacion.
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CAPITULO 3

INTERACCION ENTRE EXPOSICION A GLIFOSATO Y DESECACION-
HUMEDECIMIENTO COMO FACTORES DE PERTURBACION DE COMUNIDADES
MICROBIANAS DEL SUELO

1. Introduccion

Como se mencion6 en la Introduccion General y en el Capitulo 1, la deteccién de una
respuesta PICT en comunidades microbianas de suelos expuestos crénicamente a un
contaminante podria indicar la existencia de diferencias en la estructura y/o funcién de las
comunidades. Asimismo, también se mencion6 que la aclimatacion o adaptacion a agentes
ambientales que perturban el sistema puede conllevar un costo relacionado con el
incremento de la susceptibilidad a otros estreses o disturbios (Clements y Rohr, 2009). Una
mayor sensibilidad a disturbios secundarios en suelos con tolerancia incrementada
reforzaria entonces la existencia de un proceso de modificacion gradual de las comunidades
microbianas proporcionado mas evidencias de cambio. Este fenédmeno, observado en
diversos estudios (Wilson, 1988; Levinton et al., 2003; Gallently et al., 2007), se conoce
como “costo de tolerancia” (Clements y Rohr, 2009).

De acuerdo con la hip6tesis de condicionamiento (community-conditioning hypothesis),
los efectos de alteracion de las comunidades pueden perdurar durante un largo tiempo luego
de que el contaminante ha sido degradado o removido. Asi como la estructura genética
refleja la historia de las poblaciones a lo largo del tiempo evolutivo, las comunidades
también preservan su historia particular, incluyendo las incidencias de exposiciones
quimicas previas (Clements y Rohr, 2009). En un estudio realizado en el afio 2001, se
concluyé que la reduccién en la diversidad catabodlica y la modificacion en las propiedades
del suelo debido a un uso intensivo del mismo, pueden reducir la resistencia de las
comunidades microbianas a estreses o disturbios (Degens et al., 2001). En el Capitulo 1 de
esta Tesis se determind que los suelos de Zavalla con y sin historia de exposicion a glifosato
no presentaban diferencias significativas en la abundancia ni en la estructura (DGGE) de la
comunidad bacteriana, mientras que la diversidad catabdlica (evaluada a través de la
equitatividad de uso de sustratos carbonados) no resultd inferior en el sitio con historia.
Asimismo, tampoco se detectd una respuesta PICT, es decir, una tolerancia incrementada a
glifosato en suelos expuestos crOnicamente respecto de suelos sin historia. Estas
observaciones sugieren que una forma de complementar y apoyar los resultados del estudio

PICT es estudiar si la aplicacion de glifosato influye o no en la sensibilidad de las
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comunidades a ciertos factores de disturbio o estrés. Entre ellos es posible mencionar, por
ejemplo, los ciclos de desecacion-humedecimiento, recurrentes en el ambiente edéfico
(Fierer et al., 2003). La desecacion puede afectar las comunidades microbianas mediante la
limitacion nutricional, el estrés osmético y la competencia por nutrientes imponiendo una
condicion desfavorable para las comunidades microbianas (Griffiths et al., 2003; Drenovsky
et al., 2014b). De la misma manera, el rapido re-humedecimiento del suelo puede provocar
un shock osmoético induciendo la lisis celular, la liberacién de solutos intracelulares y un
incremento en la mineralizacion del N y del C (Fierer et al., 2003). La interaccién entre
glifosato y desecacién-humedecimiento no ha sido estudiada hasta el momento, a pesar de
que la exposicibn a ambos factores podria ser cada vez mas frecuente en el largo plazo
teniendo en cuenta la intensificacion de los sistema de produccion basados en cultivos GR
(Cerdeira y Duke, 2006) y los cambios climaticos (Huntington, 2006). Por lo tanto, su
abordaje reviste una particular importancia, no sélo en el contexto de esta Tesis como una
complementacién tedrica y metodoldgica de los resultados del Capitulo 1, sino también
considerando la relevancia que revisten estos factores de disturbio en agroecosistemas de
la regidn en el largo plazo. El andlisis fisioldgico mediante la determinaciéon de un cociente
respiratorio (RQ) anélogo al qCO, (RQ= RB/SIR; Cheng et al., 1996; Dilly, 2005; Zabaloy et
al., 2016b) permite conocer el estado de las comunidades microbianas en el momento actual
de exposicion a determinadas perturbaciones, indicando si existe una situacién
metabdlicamente desfavorable como consecuencia de la sensibilidad a dichos factores
(Dilly, 2005), aspecto discutido en el Capitulo 2. Al mismo tiempo, cada estrés o disturbio en
particular podria afectar en mayor o en menor medida a determinados grupos microbianos
ecolégicamente relevantes dependiendo de la naturaleza de la perturbacion introducida. En
el caso de desecacién-humedecimiento y glifosato, tanto los microorganismos oxidantes del
amonio (BOA como AOA) como asi también el filo Actinobacteria representan grupos
microbianos particularmente importantes como indicadores en funcién de su sensibilidad. En
el primer caso debido a que son especialmente sensibles a diferentes pesticidas (Chang et
al.,, 2001; Feld et al., 2015); como asi también a la disponibilidad de agua (Gleeson et al.,
2010). Los ciclos de desecacion-humedecimiento pueden afectar la actividad nitrificante,
tanto positiva (Fierer y Schimel, 2002) como negativamente (Franzluebbers et al. 1995),
como asi también la estructura de la comunidad de BOA (Hastings et al., 2000; Gleeson et
al., 2008). En el caso del filo Actinobacteria presenta una alta abundancia en el suelo donde
desempefia un rol clave en la descomposicion de la materia organica, siendo especialmente
tolerante a la desecacion y de mayor resistencia al humedecimiento répido dada las

caracteristicas de su pared celular (LeBlanc et al., 2008). Por lo tanto, no deberia esperarse
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un efecto significativo del ciclo de desecacion-humedecimiento en la abundancia de
Actinobacteria a menos que la aplicacion inicial de glifosato afectara a la comunidad
incrementando la sensibilidad de este filo bacteriano al disturbio de desecacion-
humedecimiento. En base a esta consideracion y a la importancia de Actinobacteria como
indicador (Introduccién General, Seccién 4.6.2), el estudio también abordara la evaluacion
de este grupo en conjunto con BOA y AOA.

De esta manera, se complementaran los resultados observados en el capitulo anterior
para la localidad de ZAV, mediante un analisis fisiolégico de comunidades microbianas
provenientes de los mismos sitios H y NH, expuestas a un ciclo de desecacion-
humedecimiento bajo condiciones de laboratorio. Asimismo, mediante métodos moleculares
se estudiaran las respuestas de las comunidades en el corto plazo cuando se ven expuestas
inicialmente a glifosato y luego al disturbio de desecacion-humedecimiento de manera de

determinar si existe una interaccion que condicione dicha respuesta.
2. Objetivos especificos

= Evaluar la respuesta fisioldgica de comunidades microbianas frente a un factor de
disturbio (desecacion-humedecimiento) en microcosmos de suelos con y sin historia
del herbicida a campo.

» Analizar las modificaciones en la comunidad bacteriana y en grupos especificos
(BOA, AOA, Actinobacteria) frente a la exposicion aguda a glifosato y a desecacion-
humedecimiento. Determinar si existe interaccion entre los efectos de ambos

factores.
3. Hipotesis

Desde un abordaje estrictamente teorico, se esperaria una menor resistencia a
perturbaciones si el uso continuado del herbicida modificara la diversidad catabdlica y/o la
estructura de la comunidad microbiana edéfica. No obstante, en base al resultado central del
Capitulo 1 (ausencia de respuesta PICT) no deberia observarse un “costo de tolerancia”
frente a la aplicacion de un factor de disturbio, por ejemplo, frente a un ciclo de desecacion-
humedecimiento. En relacion a ello, se predice que las respuestas fisiolégicas de las
comunidades microbianas a desecacion-humedecimiento seran similares en los sitios H y
NH. Asimismo, considerando que no existiria un “costo de tolerancia”, la exposicién aguda a
glifosato a través de una Unica aplicacion no condicionaria la respuesta a desecacion-

humedecimiento, por lo que no se observaria interaccion entre los efectos de la aplicacion
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de glifosato y de desecacion-humedecimiento para ninguno de los grupos microbianos
evaluados (bacterias totales, Actinobacteria, BOA y AOA).

4. Materiales y métodos
4.1 Sitio de estudio y muestreo

El muestreo fue realizado en el mes de Mayo de 2015 en la localidad de Zavalla, en los
mismos sitios con (H) y sin historia (NH) de glifosato que los descriptos anteriormente en la
Seccibn 4.1.1 del Capitulo 1 para esta localidad. En un area de 25 x 25 m? se tomaron 15
submuestras a una profundidad 0-10 cm con pala corta de mano, se tamizaron (<5,6 mm) y
mezclaron de manera homogénea para obtener una muestra compuesta que se mantuvo

refrigerada a 4°C por seis dias y con la que se prepararon microcosmos.
4.2 Disefio del experimento y preparacién de microcosmos

Se disefié un experimento factorial completamente aleatorizado utilizando microcosmos
preparados a partir del suelo muestreado de sitios H y NH. Los dos factores considerados
fueron “Glifosato” y “Desecacién-humedecimiento”, cada uno con dos niveles: con (CG) y sin
(SG) aplicacion de glifosato; con (CD) y sin (SD) aplicacion de desecacién-humedecimiento.
De esta manera, considerando las cuatro combinaciones posibles de los dos niveles de
ambos factores y tres réplicas para cada combinacion (n=3), se trabajé en total con 12
microcosmos del suelo NH y 12 microcosmos del suelo H. Los tratamientos evaluados,
definidos por la combinacion de niveles de los dos factores, fueron designados de la
siguiente manera: SD/SG (sin desecacién-humedecimiento / sin glifosato); SD/CG (sin
desecacion-humedecimiento / con glifosato); CD/SG (con desecacion-humedecimiento / sin
glifosato); CD/CG (con desecacién-humedecimiento / con glifosato).

Los microcosmos se prepararon en viales de plastico de 100 ml con tapa a rosca en los
gue se colocaron 40 g de suelo humedo (60% de su Cc) (Degens et al., 2001). Para el
tratamiento con glifosato se utiliz6 Roundup Full 1l (IA: sal de potasio 66,2% P/V,
Monsanto™, aditivos no especificados) a una dosis de 49 ug de IA g™ suelo, segin la dosis
empleada en estudios similares (Haney et al., 2000; Ratcliff et al., 2006; Lancaster et al.,
2009) y al igual que la utilizada en el Capitulo 2 (Seccién 4.2) (Allegrini et al., 2017).EI ciclo
de desecacion-humedecimiento consisti6 en desecacion del suelo mediante circulacion
forzada de aire (ventilacion constante a 0,5 m de distancia) desde la parte superior de los
microcosmos (inclinacién aproximada: 45°) durante 24 hs, a temperatura ambiente, seguida

de re-humedecimiento hasta un 60% de la Cc.
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Antes de comenzar con el ensayo se realizé una pre-incubacion de siete dias a 25°C, tras
la cual se aplicé en primera instancia el herbicida en seis microcosmos (CG) en un volumen
final de 2 ml e igual volumen de agua destilada estéril en otros seis (SG). La humedad fue
ajustada inmediatamente a un 60% de su Cc en todos los microcosmaos con agua destilada
estéril. A los 14 dias, se aplicé el disturbio desecacién-humedecimiento en algunos
microcosmos (CD) mientras que en otros (SD) sélo se aplic6 agua destilada estéril (60%
Cc). La toma de submuestras para medidas de respiracion de la comunidad microbiana y
para analisis moleculares se realiz6 14 dias después de la aplicacion del tratamiento de
desecacion (en el caso de tratamientos CD) o de la aplicacion de agua destilada estéril (en
el caso de tratamientos SD). Los microcosmos se incubaron utilizando, al igual que para la
pre-incubacién, una incubadora Ingelab modelo 1.501 PF a 25+1°C y en oscuridad. Los
ajustes de humedad se realizaron semanalmente mediante registro del peso inicial de los
microcosmos y compensacioén con agua destilada estéril de acuerdo al peso registrado en
cada momento.

Es importante destacar que en este estudio transcurrieron 14 dias entre la aplicacion
inicial de glifosato en el microcosmo y la imposicion del disturbio de desecacion-
humedecimiento. A partir de alli, transcurrieron otros 14 dias hasta el muestreo final. Este
periodo de tiempo se selecciond en base a lo sugerido por Degens et al. (2001) para la
aplicacion de diversos tipos de disturbio en microcosmos, considerando que debe permitirse
un tiempo de estabilizacion y recuperaciéon de las comunidades microbianas y de
descomposiciéon del C organico liberado por la muerte de microorganismos. Asimismo, la
imposicion inmediata del ciclo de desecacion-humedecimiento luego de la aplicacién del
herbicida, sin un lapso minimo de recuperacion de la comunidad, superpondria brusca y
forzadamente los efectos de ambos disturbios. De manera similar, el acortamiento del
periodo de tiempo hasta el muestreo final forzaria la deteccion de diferencias al reducir la
probabilidad de que el sistema se equilibre y retorne a una condicion similar a la condicién
pre-disturbio. El objetivo de este estudio fue determinar si los indicadores microbiol6gicos
mostraban diferencias entre tratamientos aun cuando las condiciones permitieran la
recuperacion hasta el momento del muestreo. En dicho caso, si aun asi se detectaran
diferencias, las mismas indicarian una relativa sensibilidad de la comunidad a los

tratamientos impuestos, no forzada experimentalmente.

4.3  Analisis de respiracion de la comunidad microbiana

Las medidas de respiraciéon (SIR y RB) y el procesamiento de los datos se realizaron

utilizando el mismo procedimiento descripto en la Seccién 4.3 del Capitulo 2 utilizando el
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sistema sensor de oxigeno BDOBS. Se evaluaron todos los tratamientos mencionados
anteriormente para ambos sitios (H y NH).

4.4 Analisis molecular de comunidades microbianas

Para el andlisis molecular se evaluaron Unicamente los microcosmos correspondientes al

suelo con historia de glifosato (H), como se indica en la Tabla 12.

Tabla 12. Muestras analizadas mediante métodos moleculares. Todas las muestras
corresponden a microcosmos del suelo agricola con historia de exposicion a glifosato (H).
Se indica la designacién adoptada para cada una de ellas en los diferentes analisis. Letras
minusculas (a, b, ¢) luego del tratamiento indican réplicas diferentes.

Muestras Tratamiento Desecacion-humedecimiento Glifosato
SD/SG_a SD/SG Sin (SD) Sin (SG)
SD/SG_b SD/SG Sin (SD) Sin (SG)
SD/SG ¢ SD/SG Sin (SD) Sin (SG)
SD/CG_a SD/CG Sin (SD) Con (CG)
SD/CG_b SD/CG Sin (SD) Con (CG)
SD/CG ¢ SD/CG Sin (SD) Con (CG)
CD/SG_a CD/SG Con (CD) Sin (SG)
CD/SG b CD/SG Con (CD) Sin (SG)
CDI/ISG_c CD/SG Con (CD) Sin (SG)
CDI/ICG_a CDI/CG Con (CD) Con (CG)
CD/ICG_b CD/CG Con (CD) Con (CG)
CD/CG ¢ CD/CG Con (CD) Con (CG)

4.4.1 PCR cuantitativa de bacterias totales, Actinobacteria, BOA y AOA

La extracciéon y cuantificacién del ADN de los microcosmos, previa a la gPCR, se llevé a
cabo utilizando el kit comercial indicado en la Seccion 4.4 del Capitulo 2, siguiendo las
especificaciones del fabricante.

En el caso de bacterias totales la cuantificacion mediante gPCR se llevd a cabo de la
misma manera que la indicada en el Capitulo 1 (Seccién 4.4.2), mientras que para BOA se
siguié el mismo procedimiento descripto en el Capitulo 2 (Seccion 4.4.1).

Para la cuantificacion de AOA se utiliz6 el par de cebadores amoAl9F vy
CrenamoA616r48x (Tabla 13) que amplifican un producto de 624 pb del gen amoA de AOA
(amoAnxoa). La composicion de la mezcla de reaccion fue la siguiente: 7,5 yl de PCR iTaq
Universal SYBR Green Supermix (2x; Bio-Rad Laboratories), 0,9 yl de cada cebador
(soluciones madre 10 uM, Invitrogen), 1 ul de ADN molde (~1-10 ng ul™) y agua ultrapura
en cantidad suficiente para 15 pl. El programa de amplificacion fue el siguiente: pre-
incubacién (95°C, 5 min, 1 ciclo), amplificacion (95 °C 20 s, 55 °C 30 s, 72 °C 45s, 40
ciclos), seguido de un andlisis de las curvas de fusion para verificar la especificidad (65-95

°C) en un equipo de PCR en tiempo real ABI 7500 Real Time System (Applied Biosystems,
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Foster City, CA). Se utilizd un estandar preparado segun Zabaloy et al. (2017). Para ello,
previo a la gPCR, se llevd a cabo una amplificacién con el protocolo mencionado
anteriormente pero utilizando ADN extraido de una muestra de suelo agricola. EI amplicon
resultante fue ligado en un plasmido pJet 1.2/blunt utilizando el kit comercial CloneJet PCR
Cloning kit (Fermentas, Vilnius, Lituania) y a continuacién se transformaron células
guimicamente competentes de E. coli DH5a. Un clon fue enviado a Macrogen Korea
mostrando una identidad del 100% en la base de datos del GenBank con una secuencia del
gen amoA de una cepa de arquea no cultivada (JQ406893.1). EI ADN plasmidico fue
extraido utilizando el kit comercial Ultra Clean Standard Mini Plasmid Prep kit (MoBio),
linealizado con la enzima Hindlll y cuantificado utilizando un fluorometro Quantus (Promega)
junto con el kit Quanti Fluor ds DNA (Promega). La curva estandar fue preparada mediante
diluciones decimales seriadas del plasmido con el inserto (entre 10° y 10° copias).

Por su parte, para estudiar la abundancia de Actinobacteria se utilizé el par de cebadores
S-P-Acti-1154-a-S-19 y S-P-Acti-1339-a-A-18 (Tabla 13) que amplifican el gen del ARNr 16S
de Actinobacteria (ARNr 16Sactinobacteria) » 10S cuales han sido disefiados recientemente para
este grupo taxonoémico por Pfeiffer et al. (2014) y no se ven afectados por problemas
encontrados con otros cebadores previamente disefiados para el mismo taxén (Fierer et al.,
2005). Los cebadores muestran una sustancial mejora en la especificidad y fueron
disefiados en base a secuencias de referencia del gen correspondiente al ARNr 16S
presentes en la base de datos SILVA (Pfeiffer et al.,, 2014). El tamafio del producto

amplificado por estos cebadores es de 166 pb.

Tabla 13. Cebadores utilizados para PCR cuantitativa (QPCR) de arqueas oxidantes del
amoniaco (AOA) y de Actinobacteria.

Cebadores Secuencia (5'- 3') Especificidad Referencia
amoA19F ATGGTCTGGCTWAGACG Leininger et al.
AOA (2006)
CrenamoA616r48x | GCCATCCABCKRTANGTCCA SCh?;ggg‘it al.
P-Acti-1154-a-S-19 | GRDACYGCCGGGGTYAACT Pleiffer et al
S-P-Acti-1339-a-A- Actinobacteria '
TCWGCGATTACTAGCGAC (2014)

18

La composicion de la mezcla de reaccion fue la siguiente: 7,5 yl de PCR iTaqg Universal
SYBR Green Supermix (2x; Bio-Rad Laboratories), 0,3 yl de cada cebador (soluciones
madre 10 uM, Invitrogen), 1 ul de ADN molde (~1-10 ng pI™) y agua ultrapura en cantidad
suficiente para 15 ul. El programa de amplificaciéon se llevo a cabo de la siguiente manera:
pre-incubacién (95°C, 5 min, 1 ciclo), amplificacién (95°C 15 s, 59°C 30 s, 72°C 45 s, 35
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ciclos), seguido de un analisis de las curvas de fusion (65-95 °C), en el mismo equipo de
PCR en tiempo real antes mencionado. Como estandar para la cuantificacion se utilizo6 ADN
genomico de Streptomyces albus DSM 40313 (diluido serialmente para obtener entre
4,97.10°y 4,97.10° copias del gen).

4.4.2 PCR-DGGE de BOA

Los procedimientos utilizados para la amplificacion por PCR y para la separacion
electroforética fueron los mismos que los descriptos anteriormente en el Capitulo 2 (Seccién
4.4.2). Se utilizé el software GelCompar™ Il v. 4.6 tanto para los ajustes de la imagen del gel

como para el andlisis estadistico del mismo.

4.5 Analisis estadistico

Los valores de los cocientes respiratorios (RQ) obtenidos en los distintos tratamientos
fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA de dos factores a un nivel de
significacion del 5%, utilizando el software estadistico R v3.0.2 (R Development Core Team,
2013). Los datos de abundancia (nimero de copias) de los genes estudiados fueron
expresados en forma logaritmica y analizados de la misma manera. En todos los casos los
supuestos de normalidad y homocedasticidad fueron verificados mediante el test de
Shapiro-Wilks modificado y el test de Levene, respectivamente (0=0,05). Asimismo, se
realizaron comprobaciones graficas de normalidad (QQ-plot), de homocedasticidad
(residuos vs predichos) y de interaccion de los factores estudiados.

El andlisis de componentes principales (ACP) integrando los datos de abundancia de
genes indicadores [logi, (copias gen ARNr 16Sactinobacteria); 10010 (copias amoAgo,); 10010
(copias amoAxca)] Y €l cociente respiratorio con acido p-cumarico (RQAacido p-cumarico) Para los
distintos tratamientos (datos no estandarizados) se llev6 a cabo utilizando el paquete
FactoMineR del software estadistico R (Husson y Mazet, 2007). La homogeneidad de
variancias multivariada entre los tratamientos se verificO mediante el procedimiento
betadisper empleando un test de permutacion (0=0,05) para evaluar la significancia del
modelo (999 permutaciones). Por otro lado, se recurri6 a un analisis multivariado de la
variancia no paramétrico (NPMANOVA) usando matrices de distancia Euclidea (a un nivel
de significacion del 5%) para estudiar la significancia estadistica de los efectos de ambos
factores como asi también de la interaccion. Para estos andlisis se utilizé el paquete VEGAN

(Oksanen, 2015) del software estadistico R.
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5. Resultados
5.1 Anélisis fisiol6gico de comunidades microbianas

En la Figura 20 se encuentran representadas las medias de los RQ de cada sustrato para
los diferentes tratamientos. De acuerdo con el ANOVA de dos factores (Tablas 14 y 15), no
se detectd interaccion significativa entre ambos factores en ninguno de los dos sitios (con y
sin historia) con ninguno de los tres sustratos evaluados (P>0,05). Los efectos principales
tampoco resultaron significativos, a excepcion del sitio H donde el RQ del acido p-cumarico
(RQAacido p-cumarico) Presento significancia estadistica para el factor principal glifosato (P<0,05).
En este caso, el RQ en microcosmos con glifosato (CG) fue un 21,3% mayor respecto de
microcosmos sin el herbicida (SG).

Tabla 14. Analisis de la variancia (ANOVA) para los cocientes respiratorios (RQ)
obtenidos con cada uno de los tres sustratos evaluados (fenilalanina, manosay acido
p-cumarico) en el sitio sin historia de glifosato (NH). Se indican los valores de
probabilidad asociada para los efectos principales del factor glifosato (G) y desecacion-

humedecimiento (D), como asi también para la interaccién (DxG). gl: grados de libertad.
Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

SIN HISTORIA (NH)

ANOVA RQFeniIaIanina RQManosa RQAcido p-cumarico
D
P=0,37 P=0,19 P=0,41
(91=1)
G
P=0,83 P=0,31 P=0,33
(91=1)
DxG P=0,30 P=0,89 P=0,63
(91=1)
gl error 8 8 8

Tabla 15. Analisis de la variancia (ANOVA) para los cocientes respiratorios (RQ)
obtenidos con cada uno de los tres sustratos evaluados (fenilalanina, manosay acido
p-cumarico) en el sitio con historia de glifosato (H). Se indican los valores de
probabilidad asociada para los efectos principales del factor glifosato (G) y desecacion-
humedecimiento (D), como asi también para la interaccion (DxG). gl: grados de libertad.
Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

CON HISTORIA (H)

ANOVA RQFrenilalanina RQwmanosa RQAcido p-cumarico
(gl[i N P=0,27 P=0,98 P=0,37
(g|G= 0 P=0,09 P=0,18 P=0,041
(gl":ﬁ) P=0,52 P=0,53 P=0,92

gl error 8 8 8
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Figura 20. Cocientes respiratorios (RQ) obtenidos con cada uno de los tres sustratos
evaluados. El cociente corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB) y la
respiraciéon inducida (SIR). Se presentan los resultados para los cuatro tratamientos en los
sitios con (H) y sin (NH) historia de glifosato. Las barras de error corresponden al error
estandar de la media (n=3). SD/SG: Sin desecacion-humedecimiento/Sin glifosato; SD/CG:
Sin desecacion-humedecimiento/Con glifosato; CD/SG: Con desecacion-
humedecimiento/Sin glifosato; CD/CG: Con desecacion-humedecimiento/Con glifosato.

5.2 Andlisis molecular de comunidades microbianas
5.2.1 Abundancia de bacterias totales, Actinobacteria, BOA y AOA

Las ecuaciones obtenidas del ajuste lineal de las curvas estandar, que describen relacion
entre los valores de Ct y el nimero de copias de cada gen indicador, fueron las siguientes:
Ct = 38,19 — 3,56 log;, (n° copias) para el gen del ARNr 16S de Eubacteria (R?= 0,99);
Ct=41,21 — 3,76 logs, (n° copias) para el gen amoAgoa (R?=0,99);

Ct = 38,19 — 3,56 log;, (n° copias) para el gen amoAson (R?= 0,99);
Ct = 38,17 — 3,48 logy, (n° copias) para el gen del ARN 16Sacinopacteria (R*= 0,99).

Las eficiencias de la qPCR fueron: 91,07% para el gen del ARNr 16S (Eubacteria);
93,67% para el gen del ARN 16Sactinobacteria; 84,1% para el gen amoAgoa ¥ 78,57% para el
gen amoAsoa.

En la Figura 21 se encuentran representados los valores de abundancia estimados
mediante qPCR para los genes indicadores de los diferentes grupos microbianos en los
diferentes tratamientos. Los resultados del ANOVA de dos factores para cada uno de estos
grupos se encuentran indicados en la Tabla 16. Se observo significancia estadistica del
efecto principal desecacion-humedecimiento Unicamente en el caso de BOA (P<0,05). Por
su parte, los efectos de la interaccion y del factor glifosato no resultaron significativos en
ningun caso (Tabla 16). La abundancia de BOA (promediada para todos los niveles del
factor glifosato) fue un 26,6% mayor en presencia del disturbio por desecacion-

humedecimiento que en ausencia del mismo (Anexo lll, Tabla 51). En la Tabla 52 del Anexo
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lll se indica la abundancia de BOA en microcosmos con y sin glifosato promediada para
ambos niveles del factor desecacion-humedecimiento.
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Figura 21. Niamero de copias de los distintos genes cuantificados por gPCR para
bacterias totales, Actinobacteria, bacterias oxidantes del amoniaco (BOA) y arqueas
oxidantes del amoniaco (AOA). Los valores fueron referidos a la cantidad de ADN en las
muestras (ug). Se presentan los resultados para los cuatro tratamientos evaluados: SD/SG:
Sin desecacién-humedecimiento/Sin glifosato; SD/CG: Sin desecacidon-humedecimiento/Con
glifosato; CD/SG: Con desecacién-humedecimiento/Sin glifosato; CD/CG: Con desecacion-
humedecimiento/Con glifosato. Las barras de error corresponden al error estandar de la
media (n=3).

Tabla 16. Analisis de la variancia (ANOVA) para el niumero de copias de genes
indicadores de los distintos grupos microbianos. Se indican los valores de probabilidad
asociada para cada efecto principal: glifosato (G) y desecacion-humedecimiento (D) como
asi también para la interaccion (DxG). gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican
significancia estadistica.

ANOVA Bacterias  Actinobacteria BOA AOA

D (gI=1) P=0,44 P=0,15 P=0,036 P=0,078

G (gl=1) P=0,97 P=0,64 P=0,59 P=0,84
DG (gl=1) P=0,52 P=0,68 P=0,88 P=0,97

gl error 8 8 8 8
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En funcion de lo observado en el Capitulo 2, donde se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos utilizando la abundancia relativa de BOA como indicador
(BOA:bacterias totales), se realiz6 también un ANOVA de dos factores utilizando la
abundancia relativa (AR) de cada grupo microbiano (BOA y Actinobacteria). Los resultados
se indican en la Tabla 17 mientras que las medias de AR se detallan en las Tablas 53 y 54
del Anexo Il
Tabla 17. Analisis de la variancia (ANOVA) para la abundancia relativa (AR) de
bacterias oxidantes del amoniaco (BOA), de Actinobacteria y de la relacién entre
arqueas oxidantes del amoniaco (AOA) y BOA. Se indican los valores de probabilidad
asociada para cada efecto principal: glifosato (G) y desecacién-humedecimiento (D) y para

la interaccion de factores (DxG). gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican
significancia estadistica.

ANOVA AR gon AR (actinobacteria) AOA:AOB
D (gl=1) P=0,031 P=0,14 P=0,89
G (gl=1) P=0,70 P=0,72 P=0,79

DxG (gl=1) P=0,67 P=0,55 P=0,92
gl error 8 8 8

Los resultados del ANOVA para la abundancia relativa de BOA y de Actinobacteria fueron
similares a los observados para la abundancia absoluta: no se observé interaccion
significativa en ninguno de los dos casos (P>0,05) (Tabla 17). El efecto principal de
desecacion-humedecimiento sélo fue significativo para BOA, mientras que el efecto del
factor glifosato no presenté significancia estadistica. De la misma manera, la abundancia de
AOA relativa a BOA tampoco mostrd significancia estadistica para la interaccion y para los
efectos principales (P>0,05) (Tabla 17).

5.2.2 Estructuradelacomunidad de BOA

Como se observa en la Figura 22, los perfiles de DGGE de BOA maostraron muy pocas
bandas y los valores de similitud (Pearson) fueron altos entre muestras con diferentes
tratamientos. No se observo separacion de los cuatro tratamientos en cuatro clusters
diferentes. Tampoco se observé una separacion obvia entre los dos niveles del factor
desecacion-humedecimiento (CD y SD) o entre los dos niveles del factor glifosato (CG y
SG). No obstante, a un 80% de similitud (cut-off), el andlisis basado en perfiles
densitométricos (Pearson-UPGMA) indicé una separacion en dos clusters (Figura 22, ramas
grises), uno de los cuales contiene a las tres réplicas del tratamiento con desecacion-

humedecimiento y con glifosato (CD/CG) mientras que el otro contiene a dos de las réplicas
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que también recibieron desecacién-humedecimiento pero no glifosato (CD/SG). Las
primeras (CD/CG) integran un mismo cluster junto con las muestras que no recibieron
desecacion-humedecimiento (SD).

Pearson correlation (Opt:0.82%) [0.0%-100.0%)
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Figura 22. Andlisis de agrupamiento de perfiles electroforéticos de bacterias
oxidantes del amoniaco (BOA) en microcosmos del sitio con historia (H) con
diferentes tratamientos. Los perfiles se obtuvieron mediante electroforesis en gradiente de
desnaturalizante (DGGE). El dendrograma corresponde al analisis de agrupamientos
basado en perfiles densitométricos utilizando el coeficiente de correlacién producto-
momento de Pearson (r) y el algoritmo UPGMA. Los tratamientos se encuentran indicados
con diferentes colores. SD/SG: Sin desecacién-humedecimiento/Sin glifosato; SD/CG: Sin
desecacion-humedecimiento/Con glifosato; CD/SG: Con desecacion-humedecimiento/Sin
glifosato; CD/CG: Con desecacién-humedecimiento/Con glifosato. Las letras en mindscula
en el rétulo indican las réplicas de cada tratamiento. En cada nodo, el nimero izquierdo
indica el valor de similitud (r x100), mientras que el nimero derecho corresponde al
coeficiente de correlacién cofenética. Las ramas en color gris sefialan los agrupamientos
con 100% estabilidad interna segun el método Jackknife, definidos a un 80% de similitud.

5.3 Analisis integrado de datos fisiol6gicos y moleculares

Los datos de abundancia de Actinobacteria, BOA y AOA de cada uno de los microcosmos
del suelo con historia fueron utilizados conjuntamente con los datos fisiologicos (RQ4cido p-
cmarico) para llevar a cabo un ACP. Los resultados se encuentran representados
gréficamente en las Figuras 23 y 24. Mediante este andlisis fue posible explicar un 55% de
la variancia total con la componente principal 1 (CP1, “Dim 1”) y un porcentaje menor
(23,97%) con la componente 2 (CP2, “Dim 2”). Por lo tanto, entre ambas explican un amplio
porcentaje (aproximadamente un 80%) de la variancia total de los datos (junto con la CP3
explican un 94,75% de la variancia). Como se observa en la Figura 23, no existe una
separacion obvia de los cuatro tratamientos a lo largo de la CP1. En esta componente soélo

se observa una separacion entre muestras con (CD) y sin (SD) desecacion-humedecimiento
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(elipses), aunque la separacion no es completamente definida (superposicién de elipses). El
resultado del analisis NPMANOVA (Tabla 18) para el factor principal desecacion-
humedecimiento refleja esa separaciébn marginal observada en el gréfico de la Figura 23
(elipses). En el caso del factor glifosato y de la interaccion entre ambos factores los efectos

no resultaron significativos (P>0,05, Tabla 18).
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Figura 23. Andlisis de componentes principales (ACP) de microcosmos del sitio con
historia (H) bajo diferentes tratamientos. Se encuentran indicadas las elipses de 95% de
confianza en torno a los baricentros correspondientes a las muestras con (CD) y sin (SD)
desecacion-humedecimiento. SD/SG: Sin desecacion-humedecimiento/Sin  glifosato;
SD/CG: Sin desecacion-humedecimiento/Con glifosato; CD/SG: Con desecacion-
humedecimiento/Sin glifosato; CD/CG: Con desecacion-humedecimiento/Con glifosato. Las
letras en mindscula al final (a, b, ¢) indican las réplicas de cada tratamiento.

Tabla 18. Analisis multivariado de la variancia no paramétrico (NPMANOVA) para el
conjunto de datos fisiolégicos y moleculares. El andlisis se llevé a cabo con 10*
permutaciones. Se indican los valores de probabilidad asociada para cada efecto principal:
glifosato (G) y desecacion-humedecimiento (D) y para la interaccion de factores (DxG). gl:
grados de libertad. Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

NPMANOVA (ADONIS)

D (gl=1) P=0,041 (F=3,21)
G (gl=1) P=0,50 (F=0,82)

DxG (gl=1) P=0,98 (F=0,10)
gl error 8

Las variables se encuentran representadas junto con las observaciones en el biplot de la

Figura 24. La mayor contribucién a la separacion a lo largo de la CP1 se observé para
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Actinobacteria mientras que BOA y AOA presentaron contribuciones similares entre si y
menores que Actinobacteria. La contribucion de la variable fisiolégica (RQ4cido p-cumarico) fue
notablemente menor que las contribuciones de las abundancias (BOA, AOA vy
Actinobacteria) tanto en la CP1 como en la CP2 (Anexo lll, Tabla 55).
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Figura 24. Biplot correspondiente al analisis de componentes principales (ACP) de
microcosmos del sitio con historia (H) bajo diferentes tratamientos. Las observaciones
para los cuatro tratamientos se indican con simbolos (leyenda de la derecha) mientras que
las variables se indican en rojo. Los simbolos de mayor tamafio indican los centroides de
cada tratamiento. SD/SG: Sin desecacidn-humedecimiento/Sin glifosato; SD/CG: Sin
desecacion-humedecimiento/Con glifosato; CD/SG: Con desecacion-humedecimiento/Sin
glifosato; CD/CG: Con desecacion-humedecimiento/Con glifosato.

6. Discusioén

La modificacion gradual de las comunidades microbianas del suelo, como consecuencia
de la presion de seleccion que puede ejercer un contaminante, conduce frecuentemente a
una mayor tolerancia al compuesto quimico (Pollution Induced Community Tolerance;
Blanck et al., 1988). Este incremento en la tolerancia, sin embargo, puede tener asociado un
costo en la comunidad, modificandose la sensibilidad frente a diferentes disturbios o
estreses secundarios a los que normalmente se enfrentan en el ambiente edafico (Clements
y Rohr, 2009; Azarbad et al., 2016). El primer objetivo de este estudio fue determinar si las

comunidades microbianas de suelos con larga historia de glifosato (H) y nunca expuestos
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(NH) resultaban afectadas por un ciclo de desecacion-humedecimiento de modo de
complementar los resultados de la estrategia PICT presentados en el Capitulo 1. Como
segundo objetivo se propuso determinar si una Unica aplicacion de glifosato en microcosmos
podria tener influencia en la sensibilidad de la comunidad frente a un disturbio posterior
(ciclo de desecacién-humedecimiento). En condiciones de campo, la mayoria de los suelos
atraviesan no uno, sino varios eventos de desecacién-humedecimiento anuales (Fierer y
Schimel, 2002). La disponibilidad de agua posee una notable influencia en el metabolismo y
la supervivencia de los microorganismos del suelo. A diferencia de los habitats acuaticos, las
superficies presentes en los microhabitats del suelo experimentan cambios notorios en el
contenido de agua, desde una saturacion extrema hasta la aridez. Una fraccién de la
comunidad microbiana muere durante cada ciclo de desecacion-humedecimiento. Como
consecuencia de ello, la composicion de la misma esta sometida a fluctuaciones (Daniel,
2005), las cuales pueden afectar los procesos bioquimicos que ocurren en el suelo (Fierer y
Schimel, 2002). Teniendo en cuenta la frecuencia con la que se presentan los ciclos de
desecacion-humedecimiento en los ecosistemas terrestres y la frecuencia cada vez mayor
de aplicaciones de glifosato en la regibn Pampeana, el estudio de la interaccion entre ambos
factores y sus efectos sobre comunidades microbianas adquiere una especial relevancia.

Los resultados del andlisis fisiolégico indicaron que no existe interaccion entre los efectos
del ciclo de desecacion-humedecimiento y de aplicacion de glifosato sobre los RQ
analizados, en ninguno de los dos sitios (H y NH). Como se coment6 en el Capitulo 2, los
incrementos en este parametro se observan frente a situaciones desfavorables que
requieren de una mayor energia de mantenimiento y por ende reflejan la sensibilidad de la
comunidad microbiana a dicha condicion (Dilly, 2005). La ausencia de interaccién
significativa sugiere que la aplicacion de glifosato en microcosmos no condicionaria la
sensibilidad a la perturbacion posterior introducida por el ciclo de desecacion-
humedecimiento.

El comportamiento anterior es particularmente destacable dado que no difiere para
microcosmos de los sitios H y NH. Si mediante la estrategia PICT (Capitulo 1) se hubiese
detectado una tolerancia incrementada al formulado comercial en el sitio H, como resultado
de la exposicidn crénica, entonces podria esperarse un “costo de tolerancia” (Clements y
Rohr, 2009), es decir, una mayor sensibilidad a otros disturbios/estreses como desecacion-
humedecimiento. De esta manera, la ausencia de un efecto significativo del ciclo de
desecacion-humedecimiento sobre los RQ observados en ambos sitios (H y NH) sugiere que

la sensibilidad a esta perturbaciéon no diferiria entre suelos con diferente historia, en
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consistencia con los resultados observados anteriormente en el Capitulo 1 (resultado
negativo para el ensayo PICT).

Otro pardmetro que puede calcularse a partir del analisis fisioldégico y que es sensible a
estreses o disturbios es la equitatividad de uso de multiples sustratos (Degens et al., 2001).
Sin embargo, dado que se analizaron solo tres sustratos, se consider6 mas apropiado el
calculo y comparacion de los RQ.

El analisis molecular mediante qPCR en microcosmos del sitio H proporcioné informacién
similar a la obtenida a nivel fisiol6gico. En este caso tampoco se observd una interaccién
significativa entre la aplicacién de glifosato y el disturbio por desecacion-humedecimiento,
para ninguno de los grupos microbianos analizados, resultado similar al mencionado
anteriormente para los valores de RQ. El resultado fue el mismo tanto para los valores de
abundancia absoluta como relativa. Nuevamente, esta ausencia de interaccién sugiere que
la aplicacién de glifosato en los microcosmos no influye sobre la sensibilidad a desecacién-
humedecimiento cuando se selecciona como indicador a las estimaciones de abundancia.
Por lo tanto, los resultados provistos por ambas metodologias resultaron consistentes. La
ausencia de interaccion reviste importancia también considerando que la exposicién aguda
(en un corto periodo de tiempo) a ambos factores de perturbacion podria tener efectos
sinérgicos, es decir, mayores que los correspondientes efectos de los factores individuales
sobre indicadores sensibles. La sinergia frente a disturbios combinados es un fenémeno que
ya ha sido reportado en otros estudios (Heuer et al., 2012; Lu et al., 2013), aunque no
existen estudios previos para la combinacion de desecacion-humedecimiento y glifosato. En
base a estas consideraciones, la ausencia de interacciébn observada en este estudio
constituye un resultado en si mismo novedoso y sugiere que tal sinergia no se presentaria
frente a ambos factores combinados y bajo las condiciones estudiadas. Sin embargo, el
tema debera abordarse en mayor profundidad en futuras investigaciones, sobre todo
considerando que las propiedades de adsorcién del glifosato luego de una o de varias
aplicaciones, podrian modificarse dependiendo de la presencia/ausencia de uno o de varios
ciclos de desecacion-humedecimiento. De hecho, el equilibrio entre el glifosato adsorbido y
el glifosato en solucion es afectado por la cantidad relativa de agua presente en el suelo
(Gjettermann et al., 2011). Posiblemente, el rapido humedecimiento luego de la desecacion
no haya alterado sustancialmente los niveles de glifosato en la solucion del suelo.

La ausencia de interaccion significativa entre ambos factores sobre la abundancia de
Actinobacteria es consistente con las caracteristicas de este grupo bacteriano,
particularmente tolerante a condiciones adversas como desecacion-humedecimiento

(LeBlanc et al., 2008; Evans y Wallenstein, 2011). En otras palabras, la presencia/ausencia
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de una aplicacion de glifosato no condiciona la tolerancia caracteristica de este grupo al
ciclo de desecacion-humedecimiento.

La significancia estadistica observada para el efecto principal desecacion-
humedecimiento sobre la abundancia de BOA en el sitio H indica que la comunidad de
bacterias oxidantes del amoniaco de este suelo podria ser particularmente sensible al
disturbio, incrementando su abundancia. En cambio, la abundancia de BOA como indicador
seria menos sensible a la aplicaciéon de glifosato, dado que no se observé un efecto principal
significativo. Este Ultimo resultado es esperable en base a lo observado en el estudio
presentado en el Capitulo 2, donde se reporta ausencia de modificaciones en la abundancia
de BOA luego de tres aplicaciones del FC en sitios H y NH de Zavalla. Cabe destacar que el
ciclo de desecacién-humedecimiento (CD) condujo a un incremento en la abundancia del
gen amoAgoa respecto de microcosmos que nho recibieron el tratamiento (SD). Si bien las
BOA, al igual que otras bacterias gram negativas, tienden a ser afectadas por re-
humedecimientos rapidos luego de desecacién, se han observado casos en los que el
namero original de BOA puede recuperarse rapidamente (en 18 dias) al producirse la
rehidratacion (Hastings et al., 2000). Son escasos los trabajos referidos a efectos de estos
ciclos en BOA (Hastings et al., 2000; Gleeson et al., 2008; Bustamante et al., 2012) y, si bien
se ha observado la recuperacion de la abundancia de este grupo microbiano (Hastings et al.,
2000), no se encontraron reportes donde el nimero de BOA alcance valores mayores que
en ausencia del disturbio. A nivel del proceso de nitrificacion, Fierer y Schimel (2002)
reportaron un notable incremento en la actividad de poblaciones nitrificantes autotréficas
luego de varios ciclos de desecacion-humedecimiento, un resultado consistente con el
observado en este trabajo donde se observa un incremento en la abundancia de BOA. Si
bien el objetivo principal de este capitulo de la Tesis no fue estudiar el efecto de desecacién-
humedecimiento sino su interaccién con la aplicacion de glifosato, el resultado mencionado
debera explorarse mas profundamente en futuros estudios dado que constituye un resultado
particularmente novedoso.

La ausencia de interaccion entre glifosato y desecacion-humedecimiento es importante
de destacar para el gen amoAgca como indicador (en lo que respecta a sensibilidad), dado
que las BOA son sensibles no sélo a pesticidas sino también a la disponibilidad de agua
(Franzluebbers et al., 1995; Hastings et al., 2000; Gleeson et al., 2010). Por lo tanto, esta
observacion indica que la sensibilidad esperable frente a ambos factores no implica
necesariamente una interaccion significativa entre ellos. En otras palabras, la respuesta a
estreses combinados no puede predecirse analizando simplemente los efectos individuales

esperados de cada factor.
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Las poblaciones de AOA fueron mas abundantes que las de BOA para todos los
tratamientos. Sin embargo, a diferencia de éstas, no fueron afectadas por la aplicacion de
glifosato ni por el ciclo de desecacion-humedecimiento (Tabla 16). Los resultados son
consistentes con los reportados por Gleeson et al. (2010), quienes indicaron que la
abundancia del gen amoAgoa presenta una mayor respuesta o “reaccién” a la disponibilidad
de agua en el suelo que el gen amoAaca. Asimismo, también apoyan los resultados de otros
estudios que han indicado una mayor abundancia pero menor respuesta del gen amoAaoa @
tratamientos con compuestos quimicos como fungicidas (mancozeb) (Feld et al., 2015) y
microcistinas (Corbel et al., 2015). Recientemente, un estudio en microcosmos sometidos a
tres tratamientos (fertilizante, glifosato + fertilizante, control) también arroj6 el mismo
resultado: sélo las BOA fueron sensibles al tratamiento y mostraron menor abundancia que
las AOA (Zabaloy et al., 2017).

Los efectos de la perturbacién introducida mediante desecacion-humedecimiento se
detectaron al considerar tanto la abundancia del gen amoAgoa como indicador (Tablas 16 y
17) como asi también al considerar conjuntamente los datos de qPCR y de respiracion
(andlisis multivariado) (Tabla 18, Figura 23). Se observé una separacion a lo largo de la
componente que explica el mayor porcentaje de la variancia total (Figura 23). Si bien no es
una separacion completa, el efecto de desecacion-humedecimiento alcanza a ser
significativo (Tabla 18). La combinacion de valores de abundancia para los genes
indicadores de los tres grupos especificos evaluados (Actinobacteria, BOA y AOA) permitiria
diferenciar la presencia/ausencia de efectos de desecacion-humedecimiento en el suelo H.
Sin embargo, Actinobacteria parece explicar mayormente esta separacion (Anexo Ill, Tabla
55). Es importante remarcar que si bien puede concluirse una cierta sensibilidad de las
comunidades microbianas del sitio H a esta perturbacién, no es posible concluir respecto de
la influencia que pudo haber tenido la exposicidn crénica a glifosato (durante varios afios)
sobre la mayor o menor sensibilidad al ciclo de desecacién-humedecimiento. Esto se debe a
que existen otros factores ademas del herbicida que podrian haber actuado a campo en ese
sitio en particular contribuyendo a dicha sensibilidad, como fue discutido en el Capitulo 1.

El andlisis de la variancia multivariado (Tabla 18) indic6 nuevamente una interaccion no
significativa entre los factores estudiados, al igual que el andlisis univariado. De esta
manera, a partir de las evidencias obtenidas (ausencia de interaccion, Tablas 16, 17 y 18) es
posible concluir que, bajo las condiciones del experimento realizado, no existe un fenémeno
de condicionamiento en la respuesta de comunidades microbianas a un ciclo de desecacion-
humedecimiento en presencia/ausencia de una aplicacion de glifosato. La ausencia de

interaccion frente a disturbios o estreses combinados, con glifosato como uno de ellos,
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constituye un resultado novedoso dado que, de acuerdo con la revision de la literatura, no se
han publicado estudios que exploren especificamente esta interaccion. Sin embargo, en
simbiosis entre bacterias fijadoras de N, y raices de soja GR, un sistema biol6gico distinto al
aqui estudiado, se han obtenido evidencias que indican que la desecacién podria
condicionar la sensibilidad al tratamiento con glifosato. En este sentido, Zablotowicz y Reddy
(2004) observaron que la actividad nitrogenasa de los nddulos radicales es inhibida de
manera transiente en etapas tempranas del crecimiento luego de la aplicaciéon de glifosato y
que esa inhibicién es mayor en condiciones de desecacion.

El reducido nimero de bandas observadas en los perfiles de DGGE del gen amoAgoa
muestran una escasa rigueza genética de BOA en el suelo analizado. Este resultado esta de
acuerdo con los reportes previos de un estudio biogeografico que revel6 un bajo nivel de
diversidad de secuencias en comunidades de BOA, donde la mayoria de las secuencias
pertenece a linajes de Nitrosospira (Fierer et al., 2009). Rousidou et al. (2013) también
observaron un bajo nimero de fragmentos de restriccion terminales en perfiles T-RFLP de
amplicones del gen amoAgoa, pertenecientes a poblaciones dominantes de Nitrosospira
spp., en un suelo franco arenoso. Mas recientemente, en un estudio en microcosmos de
suelo franco arenoso de la region Pampeana semiarida, se detectd la misma caracteristica
para comunidades de BOA (Zabaloy et al., 2017). Por otro lado, no se observd una
separacion obvia entre microcosmos con y sin desecacién-humedecimiento que sugiera un
efecto principal del ciclo de desecacién-humedecimiento en la estructura de la comunidad de
BOA. Es decir, si bien el analisis de BOA mediante gPCR indicé un incremento en la
abundancia de este grupo microbiano al aplicar un ciclo de desecacién-humedecimiento, la
estructura de la comunidad (reflejada en los perfiles de DGGE) no muestra la misma
sensibilidad al disturbio. La separacion observada de dos de las réplicas del tratamiento
CD/SG respecto de las tres réplicas del tratamiento CD/CG (Figura 22) podria indicar una
interaccion de los efectos de ambos factores en la estructura de BOA, ya que la misma
separacion no se observa entre los tratamientos SD/SG y SD/CG, situacion que debera
confirmarse en nuevos analisis, por ejemplo, mediante analisis de diversidad B luego de
amplificacion y secuenciacion masiva del gen amoA. La ausencia de interaccion a nivel de
abundancia de BOA (Tabla 16) podria verificarse mediante el analisis de parametros de tipo
funcional como ensayos de potencial de nitrificacion, el cual refleja la produccion inmediata
de nitrato en una suspensiéon homogénea de suelo en exceso de sustrato (Ouyang et al.,
2016), o bien N-nitrato extractable, tal como han sido analizados en microcosmos por
Zabaloy et al. (2017).
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Finalmente es importante destacar la importancia de continuar estudiando la interaccion
entre la exposicion a glifosato y a desecacion-humedecimiento como agentes de
perturbacion de comunidades microbianas en suelos de la Regibn Pampeana.
Particularmente, el estudio de aplicaciones repetidas en simultdneo con mdltiples ciclos de
desecacion-humedecimiento podria revelar respuestas de las comunidades microbianas
diferentes a las observadas en este estudio. La frecuencia con las que se presentan
simultdneamente ambos factores en la regién podria incrementarse en el largo plazo si se
tiene en cuenta que cada vez son mAas recurrentes tanto las aplicaciones repetidas del
herbicida y en dosis crecientes debido a la evolucion de malezas resistentes (Cerdeira y
Duke, 2006; Duke et al., 2012), como también los fendmenos climaticos que conducen a
ciclos de sequias-lluvias intensas en las campafias agricolas. Los modelos climaticos a nivel
planetario actuales predicen una intensificacion del ciclo hidrolégico que tendra como
consecuencia largos periodos de sequia y eventos de precipitaciones mas intensas
(Huntington, 2006). Por otro lado, debe tenerse en cuenta que si bien el suelo superficial
estd sometido comunmente a fluctuaciones de humedad, los eventos de desecacion-
humedecimiento son especialmente importantes en ambientes aridos y semiaridos (lovieno
y Baath, 2008). Un ejemplo de ello es la Region Pampeana semiarida (sudoeste de la Pcia.
de Buenos Aires), donde el glifosato es ampliamente utilizado para el control de malezas en
barbechos y cultivos de invierno (Vigna et al., 2008) como asi también para el secado de
cultivos de cobertura (Pereira et al., 2012).

7. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos se confirma la hip6tesis postulada originalmente a
partir de los resultados del ensayo PICT: la tolerancia de las comunidades microbianas a
desecacion-humedecimiento es similar en ambos sitios (H y NH) dado que en ninguno de
ellos se observa un efecto principal significativo de este factor sobre los cocientes
respiratorios. En otras palabras, la similitud en las respuestas fisiolégicas de los sitios H y
NH frente al ciclo de desecacién-humedecimiento es consistente con la ausencia de una
respuesta PICT (Capitulo 1), apoyando dicho resultado.

Se concluye también que una Unica aplicacion de glifosato en microcosmos no parece
influir sobre la tolerancia a desecacion-humedecimiento, dado que no se detectd interaccion
entre ambos factores al evaluar los RQ en ambos sitios. En el caso particular del sitio H, la
ausencia de interaccion también se observo con los indicadores moleculares independientes

de cultivo (estimaciones de abundancia de bacterias totales, Actinobacteria, AOA y AOB),
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aportando més evidencias sobre ello junto con las obtenidas previamente con el indicador
fisiologico (RQ).

Las BOA son sensibles a un ciclo de desecacion-humedecimiento en el suelo analizado
(sitio H), observandose un incremento en la abundancia estimada a partir del niumero de
copias del gen amoAgoa. Sin embargo, el disefio y las evidencias del estudio no son
suficientes para concluir que esta respuesta es consecuencia de la larga historia de
exposicion a glifosato de ese sitio en particular, pues otros factores que actuaron a campo
podrian estar contribuyendo a dicha sensibilidad. De la misma manera, aun cuando la
integracién de todos los indicadores en el ordenamiento multivariado revela un efecto del
ciclo de desecacion-humedecimiento para el sitio H, no es posible atribuir la sensibilidad a
este disturbio como una consecuencia de la exposicidbn cronica previa a glifosato. En
cambio, si puede concluirse que una Unica aplicacién de glifosato (exposicion aguda), en
microcosmos, no condiciona la tolerancia a un ciclo de desecacion-humedecimiento
(ausencia de interaccion).

Estudios futuros deberan determinar si estos mismos resultados se mantienen frente a
ciclos repetidos de desecacidn-humedecimiento o bien frente a otros agentes de disturbio o

de estrés de las comunidades microbianas.
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CAPITULO 4

DESECACION DE CULTIVOS DE COBERTURA CON GLIFOSATO: ANALISIS DE
IMPACTO SOBRE COMUNIDADES MICROBIANAS RIZOSFERICAS EN RELACION A
UN METODO DE FINALIZACION SIN HERBICIDA

1. Introduccion

De acuerdo con la revision de la literatura existente, la mayor parte de los estudios de
impacto de glifosato en comunidades microbianas del suelo se han centrado principalmente
en suelo no rizosférico (bulk soil) o bien en la rizosfera de cultivos resistentes a glifosato
(Glycine max L. y Zea mays L., principalmente). No obstante, un nimero considerablemente
menor de estudios han abordado la comparacién de comunidades microbianas de la
rizosfera de plantas sensibles, sometidas a manejos con y sin glifosato (Mijangos et al.,
2009; Druille et al., 2015; Imparato et al., 2016). Los cultivos de cobertura (CC) constituyen
un claro ejemplo a nivel agronémico de cultivos sensibles tratados con este herbicida
durante la etapa de finalizacién o secado. El intercalado de estos cultivos en la Region
Pampeana ha ganado una creciente popularidad dentro de las practicas agricolas
sustentables debido a mdltiples razones: 1) aportan residuos vegetales ricos en carbono (C)
ayudando a mantener el carbono de los suelos o atenuar su pérdida (Chavarria et al., 2016)
2) promueven y mantienen la cobertura del suelo ayudando a prevenir la erosion, las
pérdidas por lixiviacion y a aumentar la infiltracion y la captura de nutrientes (Lu et al., 2000)
3) contribuyen al control de malezas (Teasdale, 1996) 4) permiten explorar, mediante sus
raices, nuevos volumenes de suelo y generar la porosidad estructural faltante (Villamil et al.,
2006) y mejorar la estabilidad (Varela et al., 2011). Asimismo, contribuyen a la provision de
servicios ecosistémicos, como la preservacion de la calidad del agua, mediante la reduccién
de lixiviacion de nitratos (Justes et al., 1999). La diversidad catabdlica y la funcionalidad de
las comunidades microbianas del suelo también son estimuladas por la inclusiéon de CC. Un
estudio reciente indic6 una utilizacion incrementada de diferentes sustratos carbonados
como asi también en la actividad deshidrogenasa, indicando una mayor actividad microbiana
que en los tratamientos sin CC (Chavarria et al., 2016).

Los CC se establecen entre dos cultivos de cosecha, generalmente entre el comienzo del
otofio y el de la primavera en reemplazo del barbecho. No son pastoreados, incorporados ni
cosechados, quedando los residuos en superficie protegiendo al suelo de los procesos de
erosion y liberando nutrientes como resultado de procesos de degradacion de la biomasa

aérea y radicular de los mismos (Carfagno et al., 2012). Previo a la siembra del cultivo de
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cosecha, es necesaria la desecacion del CC, para lo cual se utiliza glifosato, debido al
amplio espectro y a la naturaleza no selectiva de este herbicida (Legleiter et al., 2012).

La finalizacién del CC utilizando herbicidas como glifosato constituye una alternativa a
otros métodos de finalizacién completamente diferentes que no emplean agentes quimicos y
que se basan en la accion mecanica como el corte o el rolado. A pesar de que se han
desarrollado y evaluado técnicas mecanicas (Kornecki et al., 2013), la utilizacién de
herbicidas sigue siendo un método ampliamente utilizado. Considerando la utilizacion
creciente de los CC en la Regiébn Pampeana, resulta fundamental y necesaria la
comparacion de métodos de finalizacién con y sin glifosato en lo que respecta a las
comunidades microbianas presentes en la rizosfera, con el propésito de determinar qué
parametros estructurales y funcionales difieren en ambos casos. De este modo, seria
posible encontrar indicadores asociados a esta practica agrondémica en particular
contribuyendo a la evaluacién de su sustentabilidad ambiental. Asimismo, debe tenerse en
cuenta que los cultivos de cosecha siguientes al CC podrian verse influenciados
diferencialmente por las comunidades microbianas que se han establecido en las raices
remantes luego de aplicarse uno u otro método de finalizacién. De hecho, si bien esto Ultimo
no ha sido investigado a nivel de comunidades microbianas de la rizosfera, se ha
determinado que los residuos de glifosato presentes en tejidos radiculares de malezas
blanco pueden afectar el crecimiento de un cultivo sembrado posteriormente en el mismo
suelo. Esto se observo particularmente para girasol (Helianthus annuus L.) sembrado en un
suelo en el que la maleza (Lolium perenne L.) fue eliminada previamente con glifosato
respecto de un suelo donde la maleza fue removida por corte mecéanico (Tesfamariam et al.,
2009). Asimismo, los hallazgos iniciales de la exudacion de glifosato en plantas sensibles
(Coupland y Caseley, 1975; Rodrigues et al., 1982) y luego en plantas resistentes (Kremer
et al., 2005) junto con los resultados reportados por Laitinen et al. (2007) indican que la
rapida translocacion y la exudacion del glifosato por parte de la planta pueden aportar una
cantidad significativa de este compuesto en el suelo. El estudio de Laitinen et al. (2007)
recomendd la inclusion de procesos de translocacion y exudacion de glifosato en
evaluaciones de impacto del herbicida, dado que la exudacion permite el acceso del
herbicida hacia zonas mas profundas donde penetra la raiz, bajo condiciones donde muchas
veces la lixiviacion desde la superficie del suelo no podria ocurrir. Al mismo tiempo, se
sugirié considerar los efectos de residuos de glifosato en el suelo sobre cultivos sucesores
no tolerantes al herbicida. La capacidad del glifosato de modificar tanto la calidad
(composicién) como la cantidad de los exudados radicales (Kremer et al., 2005) junto con la

exudacion directa de glifosato a la rizosfera podrian influir no sélo en la estructura de las
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comunidades microbianas de la rizosfera sino también en los elementos genéticos moviles
(EGMs) alli presentes (“mobiloma”), los cuales desempefian un rol clave en la adaptacion y
funcionamiento de las comunidades. La rizosfera, en particular, es un hot spot de
transferencia horizontal de genes (THG) (Heuer y Smalla, 2012) y por lo tanto estas
modificaciones en los exudados radicales podrian influenciar la THG.

De esta manera, la comparacion directa de métodos de finalizacién de CC constituye un
aspecto de gran relevancia en el entendimiento de aquellas diferencias microbiolégicas que
podrian influir en cultivos sucesores. En este capitulo se presentan resultados
correspondientes a la comparaciéon de los efectos de un método de finalizacion mecanico
(corte de la planta en la superficie) contra el secado quimico con glifosato sobre
comunidades microbianas de la rizosfera, en Avena sativa L. como cultivo de cobertura.

De acuerdo con la revision de la literatura, no existen reportes previos de evaluacion de
comunidades microbianas rizosféricas de plantas sensibles a glifosato tratadas con el
herbicida considerando simultaneamente multiples aspectos de la comunidad, entre ellos, la
diversidad catabdlica, la diversidad a y B, la abundancia de grupos especificos y
ecoldégicamente relevantes de microorganismos (BOA y AOA) como asi también la deteccién
de EGMs. Mijangos et al. (2009) evaluaron el impacto del tratamiento con glifosato en un
cultivo sensible (xTriticosecale Wittm. ex A.Camus) en relacién a un método sin herbicida
(corte de la planta). Sin embargo, no se analiz6 el metagenoma y el andlisis fisiolégico se
realizd6 mediante el sistema Biolog, que presenta varias limitaciones, tal como se indico en la
Introduccién General de la Tesis. Imparato et al. (2016) evaluaron también estos
tratamientos en la rizosfera de cebada (Hordeum vulgare cv. Asano) pero no se analizaron
ninguno de los aspectos previamente mencionados. En este capitulo se estudiaran las
comunidades microbianas rizosféricas de A. sativa desde una aproximacion funcional
(BDOBS-CLPP), una aproximaciéon metagendmica y también mediante el andlisis de grupos
especificos (AOA/BOA) y de EGMs (plasmidos BHR e integrones).

2. Objetivo especifico

Estudiar el impacto de la desecaciéon de un cultivo de cobertura (Avena sativa L.) con
glifosato sobre comunidades microbianas de la rizosfera en relacion a un método de

finalizacion sin herbicida.

3. Hipotesis

Los métodos de finalizacion aplicados al cultivo de cobertura influyen diferencialmente
sobre las comunidades microbianas de la rizosfera. En relacion a ello, se predice que las

diferencias se observaran tanto a nivel fisiologico como de estructura de la comunidad y
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también en la abundancia de EGMs. Al estimular la exudacién de aminoé&cidos y
carbohidratos (Kremer et al., 2005) se espera que el glifosato incremente la diversidad
catabdlica de las comunidades microbianas. Asimismo, a partir de la reconocida exudacion
de glifosato, se espera que los exudados obtenidos de plantas tratadas con el herbicida
incrementen la respuesta respiratoria en relacion a los obtenidos de plantas sometidas a
corte, debido al estrés metabdlico desencadenado por el glifosato sobre microorganismos
sensibles (Zabaloy et al., 2012). Por su parte, teniendo en cuenta que los rizodepdésitos
tienen un rol determinante en la estructura de las comunidades microbianas rizosféricas
(Haichar et al., 2008), que los exudados contribuyen en gran medida a los rizodepdsitos
(Berg y Smalla, 2009) y que la composicién y cantidad de los exudados es influenciada por
la fisiologia de la planta y el factor tiempo (Philipott et al., 2013), la diversidad B también
reflejaria los efectos diferenciales de los métodos de finalizacion y de los diferentes
momentos post-tratamiento. Se espera que las comunidades se ordenen separadamente en
funcién del método de finalizacién y que esa separacion difiera en distintos momentos post-
tratamiento. La abundancia de grupos especificos de microorganismos sera sensible
también a la presencia de glifosato en los exudados, principalmente aquellos de reconocida
sensibilidad a pesticidas (MOA) y aquellos con reconocida capacidad de degradacion de
glifosato o de otros fosfonatos. Mientras que los primeros se verian afectados en la rizosfera
de plantas tratadas con glifosato (menor abundancia) los segundos se verian favorecidos
(mayor abundancia). Finalmente, la exudacion incrementada de aminoéacidos vy
carbohidratos y la presion de seleccion introducida por el 1A y los aditivos podrian estimular
la THG e incrementar la abundancia de EGMs (plasmidos IncP-1 e integrones) (van Elsas et
al., 2003).

4. Materiales y métodos
4.1 Disefio del ensayo

El experimento se llevé a cabo utilizando un disefio completamente aleatorizado con dos
factores de estudio: método de finalizacion (M) y fecha de muestreo (S), cada uno de ellos a
dos niveles, tal como se describira posteriormente. En Septiembre de 2015, se obtuvo una
muestra compuesta de 20 piques de suelo (0-15 cm) en un espacio de 25 x 25 m? en el
mismo sitio con historia de aplicacion de glifosato del Campo Experimental Villarino
mencionado en la Seccién 2.1.1 del Capitulo 1. El suelo se tamizé (<6 mm) y se utilizé para
la preparacion de macetas en las que se sembré Avena sativa L. var. Cristal INTA (15
semillas por maceta). Se utilizaron macetas de 3 litros de capacidad con 1,8 kg de una

mezcla de suelo:perlita (80:20). El ensayo se llevo a cabo en invernaculo bajo las siguientes
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condiciones: temperatura 16/28 °C (promedio minima/méxima), 13/11 horas de
luz/oscuridad en promedio de acuerdo a la época de crecimiento (4 de Septiembre a 10 de
Noviembre) (luz natural, sin luz adicional) y con buena humedad mediante riego por
capilaridad tres veces por semana (Mijangos et al., 2009; Arango et al., 2014). El tiempo de
crecimiento de las plantas en invernaculo fue de 67 dias, de manera de aplicar los métodos
de finalizacion en una etapa vegetativa temprana de la planta (etapa de encafiado), previa a
la formacién de inflorescencias. Este periodo de tiempo es menor al que corresponderia
para una fecha de secado temprano (aproximadamente 5 meses) (Cassigneul et al., 2016).
No obstante, se priorizé la seleccién de un tiempo similar al empleado por Mijangos et al.
(2009) en triticale, de modo de poder contrastar los resultados con este estudio de
referencia sobre el impacto de glifosato en rizosfera de plantas sensibles.

A los 67 dias desde la fecha de siembra, se aplicaron dos métodos de finalizacion:

1) Corte mecéanico de la planta (C) con pinza a 1 cm desde la superficie del suelo
(Snapp y Borden, 2005).

2) Secado de la planta con aplicacion de glifosato (G) (formulado comercial Eskoba Full,
Red Surcos, 662 g IA I, sal monopotésica) a una dosis equivalente a 4 litros ha*,
dosis tipicamente utilizada para el secado de CC en la region Pampeana (Pereira et
al., 2012; Saenz y Colazo, 2012), teniendo en cuenta el area cubierta por la maceta
(0,017 m?) para la equivalencia.

A su vez, se consideraron cuatro fechas de muestreo de suelo rizosférico luego de la
aplicacion del método de finalizacion correspondiente: 4 dias (4D), 10 dias (10D), 17 dias
(17D) y 26 dias (26D). El muestreo en cada fecha fue destructivo, se utilizaron cuatro
réplicas por cada uno de los ocho tratamientos (32 macetas), donde cada tratamiento estuvo
definido por la combinacion de niveles de los dos factores (MxS) (Tabla 19).

En cada fecha de muestreo se obtuvo suelo rizosférico de las correspondientes macetas
definiendo al suelo desprendido mediante agitacion moderada como suelo no rizosférico
(bulk soil), mientras que el suelo remanente que fue removido de la raiz mediante
desprendimiento manual con un peine estéril (columna de suelo de hasta 5 mm de espesor,
aproximadamente, sujeta a las raices) fue considerado como suelo rizosférico, de acuerdo a
lo sugerido por Yanai et al. (2003). Sélo se tuvo en cuenta el suelo estrechamente adherido
a las raices tras la agitacion inicial. Los bloques de suelo de varios centimetros de espesor
que permanecieron unidos a la raiz luego de la agitacion inicial fueron desprendidos y no se
incorporaron a las muestras. En cada maceta se extrajeron cinco plantas y se conformé una
mezcla compuesta con cantidades iguales de suelo rizosférico de cada una de las cinco

plantas (la mezcla fue tratada posteriormente como una Unica muestra de esa unidad
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experimental). Esta mezcla de suelo rizosférico de las cinco plantas se realiz6 no sélo para

minimizar el efecto de la variacién genética entre plantas, tal como se procedié en un

estudio similar (Arango et al., 2014), sino también para disponer de una cantidad suficiente

de suelo rizosférico para llevar a cabo todos los analisis que se mencionan a continuacion.

Las muestras de suelo rizosférico fueron tamizadas (<2 mm) y almacenadas a -80°C para

los andlisis moleculares. Asimismo, un parte de la muestra de cada maceta fue utilizada

inmediatamente el dia del muestreo para la obtencién de perfiles fisioldégicos de las

comunidades microbianas (CLPP) (Seccion 4.3.1).

Tabla 19. Tratamientos y designacion de cada una de las muestras analizadas.

Método de Fecha de Tratamiento Numgr,o |dent|f|cato_r|'o
Muestra finalizacién (M) muestreo (S) (MxS) (Seccidn 5.1.1, Seccion
5.2.3)
C1.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D 1
C2.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D 2
C3.4D Corte (C) 4 dias(4D) C.4D 3
C4.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D 4
G1.4D Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 5
G2.4D Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 6
G3.4D Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 7
G4.4D Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 8
C1.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 9
C2.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 10
C3.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 11
C4.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 12
G1.10D Glifosato (G) 10 dias (10D) G.10D 13
G2.10D Glifosato (G) 10 dias (10D) G.10D 14
G3.10D Glifosato (G) 10 dias (10D) G.10D 15
G4.10D Glifosato (G) 10 dias (10D) G.10D 16
C1.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 17
C2.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 18
C3.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 19
C4.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 20
G1.17D Glifosato (G) 17 dias (17D) G.17D 21
G2.17D Glifosato (G) 17 dias (17D) G.17D 22
G3.17D Glifosato (G) 17 dias (17D) G.17D 23
G4.17D Glifosato (G) 17 dias (17D) G.17D 24
C1.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D 25
C2.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D 26
C3.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D 27
C4.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D 28
G1.26D Glifosato (G) 26 dias (26D) G.26D 29
G2.26D Glifosato (G) 26 dias (26D) G.26D 30
G3.26D Glifosato (G) 26 dias (26D) G.26D 31
G4.26D Glifosato (G) 26 dias (26D) G.26D 32
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4.2 Obtencion de exudados radicales

Las raices que se utilizaron para la obtencién de los exudados en cada fecha de
muestreo fueron las mismas a las que previamente se les extrajo todo el suelo rizosférico
adherido (Seccion 4.1). El exudado de plantas cortadas (Exc) se obtuvo juntando el sistema
de raices de las 5 plantas muestreadas en cada una de las réplicas sin glifosato (20 plantas
en total: cuatro réplicas x cinco plantas). De igual forma se procedi6 para obtener el
exudado proveniente de plantas tratadas con glifosato (Exg). Para la preparacion de los
exudados radicales se siguio el procedimiento descripto por Egle et al. (2003). En primer
lugar, todo el sistema de raices se lavé completa y cuidadosamente bajo el flujo de agua de
la canilla de manera de remover todo el cuarzo y la arena remanente. Luego el sistema de
raices se sumergié completamente en un Erlenmeyer conteniendo 200 ml de una solucién
0,05 mM de CaCl, (pH 5,5) durante 1 h de manera tal de desprender posibles células
dafiadas durante la remocién del suelo rizosférico y el posterior lavado, como asi también
para permitir la adaptacién de las raices antes de recoger los exudados. La solucion fue
descartada y se colocaron las raices nuevamente en 200 ml de la solucién colectora (0,05
mM de CacCl,, pH 5,5). Se dejo exudar las raices durante 4 horas en el invernaculo en las
mismas condiciones donde fueron crecidas las plantas, durante el periodo diurno. El
exudado obtenido en cada caso fue esterilizado por filtracion (Sartorius Minisart 0,2 um) y

utilizado inmediatamente para preparar las placas BDOBS (100 pl).

4.3  Analisis fisioldgico de comunidades microbianas
4.3.1 Perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas (CLPP)

Para la obtencién de perfiles fisioldgicos se cuantificéd el oxigeno consumido utilizando el
sistema de microplacas sensoras fluorescentes BDOBS (BD Oxygen Biosensor System®,
Wodnicka et al., 2000), empleado en los capitulos anteriores y descripto en la Introduccién
General de la Tesis. La microplaca fue inoculada con 200 ul de la suspension de suelo
rizosférico (relacion suelo:agua 1:7,5) y los correspondientes sustratos (100 pl). Se
seleccionaron sustratos de diferente estructura quimica (aminoacidos, carbohidratos, acidos
organicos y un surfactante) y que han mostrado diferencias significativas entre tratamientos
con y sin glifosato utilizando suelo rizosférico de otros cultivos sensibles (Mijangos et al.,
2009), como asi también en base a los estudios en suelo no rizosférico mencionados en los
capitulos anteriores (Allegrini et al., 2017) y en otros estudios con glifosato (Busse et al.,
2001; Zabaloy et al., 2012). Los sustratos evaluados fueron: L-fenilalanina, L-asparagina,
sarcosina, D-celobiosa, D-xilosa, piruvato de sodio, fumarato de sodio y acido p-cumarico

(Sigma) como asi también el surfactante Tween 20 (Promega). Cabe destacar que, junto
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con el criterio de seleccion mencionado previamente, los aminoacidos L-fenilalanina y L-
asparagina, los carbohidratos D-celobiosa y D-xilosa y el surfactante Tween se encuentran
dentro del set de 31 sustratos propuestos por Insam (1997) para una adecuada
caracterizacion de muestras ambientales. Por su parte, el piruvato y el 4cido p-cumarico se
encuentran relacionados con el metil-piruvato y acido 4-hidroxibenzoico, respectivamente,
también sugeridos por Insam (1997). La concentracion final de los sustratos fue de 50 mg I
para todos, excepto Tween 20 (3 ppm). Se determiné también la respiracion basal
adicionando el mismo volumen (100 pul) de agua destilada estéril en lugar de sustrato. En las
mismas placas se evalud la respiracion microbiana en presencia de exudados radicales
obtenidos de plantas tratadas con glifosato y de plantas sometidas al método de corte,
obtenidos mediante el procedimiento descripto en la seccién anterior.

Las medidas cinéticas de fluorescencia se registraron desde el fondo de la placa (bottom-
reading) de la misma manera que se indico en la Seccion 4.2.1 del Capitulo 1. Los valores
de NRFU fueron graficados vs tiempo (hs) para obtener las curvas de respiracion. El area
integrada bajo la curva de respiracion (AUC) fue calculada entre 1 y 6 hs utilizando el
software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Inc., San José, CA, USA). Este periodo inicial de
tiempo fue seleccionado para incluir sélo la respuesta respiratoria de poblaciones
microbianas que no se encuentren en crecimiento activo, de acuerdo con la definicion de
respiracion inducida por el sustrato (SIR) (Horwath y Paul, 1994; Nannipieri et al., 2003). En
el caso particular del acido p-cumarico se calculé ademas el RQ (RQAacido p-cumarico), d€ la

misma manera que en los capitulos anteriores.
4.3.2 Indices de diversidad funcional

La diversidad catabdlica se estudi® mediante el céalculo del indice de Shannon-Weaver

(H), tal como ha sido reportado también por Mijangos et al. (2009):
H=-Ypilog.pi  (i=1...s, s=numero de sustratos utilizados)

Donde p= respuesta respiratoria (AUC) con el sustrato i entre 1-6 hs (r;), en relaciéon a la
respuesta total considerando todos los sustratos (3 ), es decir, p=r;/ >r,.

Por su parte, la equitatividad de utilizacion de sustratos carbonados se calculé segun
Degens et al. (2001):

E=1/3p?% donde pi=r,/3r,

Como se indico en el Capitulo 3, el pardmetro E puede ser utilizado como un indicador
integrador de susceptibilidad de las comunidades microbianas a estreses o disturbios. A

bajas intensidades de estrés, el parametro E se incrementa tanto en suelos pristinos como
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agricolas. En cambio, en estos ultimos, una alta intensidad de estrés conduce a una

disminucion mas pronunciada que en suelos pristinos (Degens et al., 2001).

4.3.3 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico del grupo de datos multivariados se llevé a cabo mediante un
analisis de componentes principales (ACP) utilizando el software estadistico R v.3.2.3 (R
Development Core Team, 2016) y los paquetes FactoMineR (Husson y Mazet, 2007) y
VEGAN (Oksanen, 2015). Se realizé un andlisis basado en la matriz de variancias-
covariazas (datos no estandarizados) dado que los datos utilizados fueron todos del mismo
tipo, es decir, con las mismas unidades de medicion (NRFU*h). Asimismo, con el ACP
basado en la matriz de variancias-covariazas se intentd preservar y representar las
posiciones relativas de los objetos y la magnitud de la variacion entre las variables en el
espacio de dimensiones reducidas. Las distancias entre observaciones en este andlisis
constituyen una aproximacion de las distancias Euclideas en el espacio multivariado
(Ramette, 2007). Se utilizd un analisis multivariado de la variancia no paramétrico
permutacional (NPMANOVA o ADONIS; Anderson, 2001) usando matrices de distancia
(distancias Euclideas) y 1000 permutaciones para estudiar la existencia de efectos
estadisticamente significativos (a=0,05) del método de finalizacion, de la fecha de muestreo
como asi también para evaluar la interaccion entre ambos factores (Ramette, 2007). En el
caso particular de la interaccion, un P-value entre 0,05 y 0,2 (es decir, cercano al nivel de
significacion), fue considerado como evidencia de interaccién, realizandose comparaciones
de niveles dentro de un mismo factor (Littell et al., 2002). Para comparaciones de a pares
entre los métodos de finalizacion dentro de cada fecha de muestreo se utilizo el test
ANOSIM. Valores del estadistico R cercanos o mayores a 0,75 en el test ANOSIM se
consideraron como grupos muy bien separados, mayores a 0,5 como separados, pero
solapantes mientras que aquellos inferiores a 0,3 se consideraron como no separados
(Ramette, 2007). La homogeneidad de variancias multivariada entre los ocho tratamientos
(definidos por la combinacién de niveles de los dos factores, Tabla 19) se verific6 mediante
el procedimiento betadisper empleando un test de permutacion (a=0,05) para evaluar la
significancia del modelo (999 permutaciones). Para analizar la correlacion entre las variables
originales se obtuvo la matriz de correlacién a partir de los datos estandarizados segun la
media y el desvio estandar de las variables.

Por su parte, las comparaciones de las medias de AUC de cada sustrato entre ambos
métodos de finalizacion (dentro de cada fecha de muestreo) se realizaron mediante un test-t

para muestras independientes a un nivel de significacién del 5% vy utilizando la correccion
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para varianzas desiguales. La normalidad de los datos se verificO mediante el test de
Shapiro-Wilks modificado (a=0,05).

En el caso particular de respuestas a los exudados, la comparacion se efectu6 dentro de
cada fecha en base a la consideracién de que los exudados cargados en la placa BDOBS
fueron los obtenidos para cada fecha en particular (no se utilizé un mismo exudado para
todas las fechas de muestreo). Por este mismo motivo, los datos relacionados con los
exudados se analizaron separadamente y no fueron considerados como un sustrato mas en
el andlisis multivariado de los perfiles. Se utilizé un test-t para muestras independientes a un
nivel de significacion del 5% vy utilizando la correccion para varianzas desiguales. La
normalidad de los datos se verificé mediante el test de Shapiro-Wilks modificado (a=0,05).
Se utilizé6 el test de Wilcoxon para muestras independientes donde no se observd
normalidad.

Para el andlisis estadistico de los parametros de diversidad funcional (H’ y E), como asi
tambien para el RQacido p-cumarico S€ ULtilizO un ANOVA de dos factores a un nivel de
significacion del 5%. Nuevamente, tal como se mencion6 anteriormente, un P-value entre
0,05 y 0,2 fue considerado como evidencia de interaccion, realizandose comparaciones de
niveles dentro de un mismo factor. Para comparaciones multiples se utilizo el test de Tukey
HSD (a=0,05). Los supuestos de normalidad y de homogeneidad de variancias fueron
verificados mediante el test de Shapiro-Wilks modificado y el test de Levene,
respectivamente (a=0,05). En el caso del RQ4cido p-cumarico S€ Utiliz6 una transformacion (logso)
de los datos para cumplir con el supuesto de homocedasticidad. En todos los casos se

utilizé el software estadistico R v3.3.2 (R Development Core Team, 2016).

4.4 Analisis molecular de las comunidades microbianas
4.4.1 Extraccion de ADN de la comunidad y cuantificacién

Para la extraccion de ADN de la comunidad microbiana se utiliz6 el kit comercial
PowerSoil® DNA Isolation kit (MoBio Inc., Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del
fabricante a partir de 250 mg de suelo. EI ADN obtenido fue cuantificado usando el kit
comercial QuantiFluor® ds DNA System (Promega) en un fluorémetro Quantus (Promega).
Se separaron tres alicuotas: una de ellas se destind a la pirosecuenciacion, otra se utilizé
para gPCR y otra se utiliz6 tanto para el analisis mediante PCR-DGGE como para el andlisis

de EGMSs, siendo almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.
4.4.2 Andlisis del metagenoma

El andlisis metagendmico descripto a continuacion se llevo a cabo a partir de tres de las

cuatro réplicas (Tabla 19) de ambos métodos de finalizacion obtenidas al inicio (4 dias:
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C1.4D, C2.4D, C3.4D; G1.4D, G2.4D, G3.4D) y al final del ensayo (26 dias: C1.26D,
C2.26D, C3.26D; G1.26D, G3.26D, G4.26D).

4.4.2.1 Barcoded amplicon-sequencing

El proceso de pirosecuenciacién de amplicones del gen codificante para el ARNr 16S
(barcoded amplicon sequencing), se llevé a cabo utilizando un secuenciador Roche 454 FLX
Titanium mediante el procedimiento bTEFAP® (bacterial 16S-based tag-encoded FLX
amplicon pyrosequencing; Dowd et al., 2008), con un largo de lecturas de 400 pb y una
profundidad de 3000 lecturas nominales por muestra. El servicio de secuenciacion
contratado fue Molecular Research MR DNA (www.mrdnalab.com, MR DNA, Shallowater,
Texas, USA). Los servicios proporcionados por MR DNA incluyeron la secuenciacion, la
obtencién inicial de los amplicones a partir de ADN enviado y el procesamiento
bioinformatico posterior de las secuencias (pipelines de analisis: denoising, chimera
detection, OTU clustering, clasificacion taxonémica). Para la obtencién de los amplicones se
empled una PCR en un Unico paso con 30 ciclos utilizando HotStarTaq Plus Master Mix Kit
(Qiagen, Valencia, CA) y las siguientes condiciones: 94°C por 3 min seguido de 28 ciclos de
94°C por 30 s, 53°C por 40 s y 72°C por 1 minuto; la elongacion final fue de 5 min a 72°C.
Los cebadores empleados en la PCR fueron 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") y
806R (5'-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3"), dirigidos a la region V4 del gen codificante para
el ARNr 16S. El par de cebadores utilizado amplifica una regién del gen del ARNr 16S (V4)
que proporciona informacién filogenética precisa y constituye un set de cebadores
universales efectivos para andlisis de comunidades bacterianas (Liu et al., 2007). Estos
cebadores fueron seleccionados debido a que presentan una buena cobertura sin sesgos
significativos hacia fila especificos (primer bias), evitando que sean excluidos ciertos grupos
como Verrucomicrobia, un filo ubicuo en comunidades microbianas del suelo y que puede
encontrarse altamente representado pero que ha sido subestimado debido a sesgos en las
amplificaciones del gen del ARNr 16S (Bergmann et al., 2011).

Luego de la reaccion de PCR, los productos amplificados de las diferentes muestras
fueron mezclados en concentraciones equivalentes y purificados utilizando Agencourt
Ampure beads (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Las bibliotecas preparadas a
partir de las muestras fueron secuenciadas utilizando un secuenciador Roche 454 FLX
Titanium Instruments y los reactivos correspondientes segun las especificaciones del

fabricante.
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4.4.2.2 Procesamiento de secuencias

Los datos de secuencia (pyrotags) derivados de la pirosecuenciacion fueron analizados
por el servicio de secuenciacion utilizando un pipeline de procesamiento especifico
perteneciente a la compafia MR DNA (www.mrdnalab.com, MR DNA, Shallowater, Texas,
USA) en el cual se le eliminaron barcodes y cebadores, primeramente, y luego secuencias
cortas (<200 pb), secuencias con asignacion ambigua de bases y aquellas con extensiones
de homopolimeros mayores a 6 pb. Mediante este pipeline, luego de la eliminacion del ruido
(denosing), se removieron singletones y quimeras (UCHIME) y se establecieron las
unidades operativas taxonémicas (OTUs) con agrupamientos definidos a un 3% de
divergencia (97% similitud) (UCLUST) (Dowd y Callaway, 2008; Dowd y Sun, 2008; Edgar,
2010; Swanson y Dowd, 2011). Finalmente, los OTUs fueron clasificados taxonémicamente
utilizando el algoritmo de alineamientos locales BLASTn contra una base de datos curada
del ARNr 16S también perteneciente al servicio de secuenciacion. Esta base de datos es
una base derivada  tanto de GreenGenes (DeSantis et al., 2006;
http://greengenes.secondgenome.com), como de RDPII (http://rdp.cme.msu.edu) y de NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias con una identidad a secuencias conocidas o muy
bien caracterizadas del ARNr 16S mayor al 97% fueron asignadas taxonémicamente a nivel
de especie, entre 95% y 97% a nivel de género, entre 90% y 95% a nivel de familia, entre
80% y 90% a nivel de orden, entre 80 y 85% a nivel de clase y entre 77 y 80% a nivel de filo
(Handl et al., 2013).

El pipeline de procesamiento de secuencias mencionado anteriormente, aplicado por el
servicio de secuenciacion, ha sido utilizado en diferentes estudios para el analisis de

comunidades bacterianas (Mukherjee et al., 2014; Ainsworth et al., 2015; Hess et al., 2015).

4.4.2.3 Indices de diversidad a

La diversidad a se estudié no sélo mediante los indices de heterogeneidad de Shannon-
Weaver (H’) y el reciproco del indice de Simpson (1/A), sino también mediante
determinacion de la riqueza [nimero de OTUs observados (S’) e indice de Chao-1] y de la
equitatividad de cada muestra. De acuerdo con Kennedy y Smith (1995), es necesario
considerar no sélo un indice de diversidad sino sus componentes separadamente (riqueza y
equitatividad). Dos comunidades podrian tener el mismo valor de diversidad pero uno podria
ser el resultado de una alta riqueza y baja equitatividad y el otro lo contrario. Para el célculo
de las métricas de diversidad a se utilizé el paquete VEGAN del software estadistico R

(Oksanen, 2017). En este mismo paquete se obtuvieron las curvas de rarefaccion y los
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datos fueron rarefaccionados segun la muestra con el menor nimero de secuencias (1766
secuencias), previo al célculo de las métricas de diversidad.

El indice de Chao-1 0 Seg (Chao, 1984) es un indice comunmente utilizado en estudios
metagenomicos (ej.: Newman et al., 2016a) para estimar la riqueza total de una comunidad

(S), basado en los OTUs mas raros de la misma:

Sest = S’ + [(f)* / (2 £,)], donde f, corresponde al nimero de OTUs singletones (sélo una

secuencia) y f, al de dobletones (s6lo dos secuencias).

Los indices de diversidad seran designados en este capitulo como indices de
heterogeneidad, de acuerdo a lo sugerido por Peet (1974), aunque otros autores los han
designado de diferente manera (ej.: dominancia). El indice de Shannon-Weaver se basa en
la incertidumbre de poder predecir con exactitud a cual de las especies de una muestra
pertenece un determinado individuo seleccionado al azar. Es el mas utilizado y forma parte
de los indices de heterogeneidad de tipo |, los cuales son sensibles a cambios en las
especies mas raras (Peet, 1974). En este caso, de acuerdo al paquete estadistico utilizado
(VEGAN), el indice de Shannon-Weaver se calculd utilizando el logaritmo natural (In),

designandose como H’ (Oksanen, 2017):
H=-piInp; (i=1...S’, S’=numero de OTUs en la muestra)

Donde pi=abundancia relativa del i-ésimo OTU.

El indice H' puede variar entre el valor minimo H’=0 (cuando la muestra contenga sélo
una especie) y el valor maximo (H'y.) cuando todas las especies (S’) se encuentren
igualmente representadas (H'ynax=In S’).

El indice de Simpson (A), en cambio, se relaciona con la probabilidad de que dos
individuos seleccionados al azar dentro de una muestra pertenezcan a la misma especie. El
reciproco de este indice (1/A), también conocido como Hill-2, es sensible a las especies
dominantes o mejor representadas (indice de tipo Il) (Peet, 1974) y puede variar entre 1 y el

nuamero de OTUs (S’). El indice de Simpson se calcula de la siguiente manera:
A= 3[ni(n;-1)] / [N(N-1)] donde n=abundancia del i-ésimo OTU y N=tamafio de la muestra

Dentro de los indices de equitatividad, uno de los evaluados fue el indice de equitatividad
de Shannon (Ey), definido como la relacion entre H' y H'ha, Eq = H' / H'ax. Este indice es
uno de los mas utilizados y puede variar entre 0 y 1. Compara la diversidad observada con
la diversidad maxima esperada si todas las especies (en este caso OTUs) fueran igualmente
abundantes (Peet, 1974). Un segundo indice analizado fue el indice de Hill o Hill-ratio (Ry,),
definido como la relacién entre los nimeros de Hill-1 y 2 (Hill= Hill-1 / Hill-2) (Peet, 1974;

Kennedy y Smith, 1995). ElI nimero de Hill-2 corresponde al reciproco del indice de
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Simpson, tal como se indicé anteriormente. Por su parte, el indice de Shannon en su forma
antilogaritmica (e"), también denominado nimero de Hill-1 o formulacién de Shannon,
corresponde al niumero de especies que, estando equitativamente distribuidas en sus
abundancias, producen el mismo valor de H que el de la muestra bajo estudio. Las
variaciones en los valores del cociente Ry, reflejan variaciones en la contribucion, tanto de
las especies raras como de las mas comunes, al indice de diversidad. Por esta razon, ha
sido recomendado por Peet (1974) por sobre otros indices. A medida que la heterogeneidad
se reduce, el valor de los indices de diversidad (Hill-1 y Hill-2) disminuye y el cociente se
acerca a 1. Un valor bajo de Ry, cercano a 1 puede estar indicando que la heterogeneidad
es baja o que la dominancia se encuentra distribuida entre un pequefio nimero especies

mas comunes de la comunidades (Peet, 1974).

4.4.2.4 Andlisis estadistico
4.4.2.4.1 Diversidad a

Los datos de diversidad a (riqueza, equitatividad e indices de heterogeneidad) fueron
analizados mediante un ANOVA de dos factores (a=0,05) en el software estadistico R
v.3.2.3 (R Development Core Team, 2016). Para la interaccion, se realiz6 la misma
consideracién gue la mencionada anteriormente respecto del P-value (Seccion 4.3.3). Los
supuestos de normalidad de residuos y de homogeneidad de variancias se verificaron
mediante el test de Shapiro-Wilks modificado y el test de Levene, respectivamente (a=0,05).
Asimismo, se realizaron comprobaciones graficas (QQ-plot para normalidad y grafico de
residuos vs predichos para homocedasticidad). El analisis estadistico fue posible dado que
se trabaj6 con indices de diversidad a calculados en base a datos rarefaccionados segun la
muestra con el menor nimero de secuencias. Como se indicé en la Introduccion General,
para que los valores de las métricas de diversidad alfa sean comparables entre muestras, es
necesario que el esfuerzo de muestreo (en este caso, la cantidad de secuencias) haya sido

similar.
4.4.2.4.2 Diversidad

El analisis multivariado del conjunto de datos se llevd a cabo utilizando la distancia de
Bray-Curtis como medida de disimilitud, ampliamente utilizada en estudios de diversidad en
ecologia microbiana, no afectada por la presencia de valores nulos de abundancia de
determinados OTUs. En base a la matriz de disimilitudes se llevo a cabo un escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) de manera tal de obtener un ordenamiento de las
muestras en un espacio de dimensiones reducidas (dos dimensiones) en el que se preserve

lo méximo posible el ranking de disimilitudes originales. El estrés del ordenamiento (stress-
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value) fue evaluado para determinar el grado de concordancia entre el ranking de
disimilitudes correspondiente a la configuracion del ordenamiento y el ranking
correspondiente a la matriz original. Valores mayores a 0,3 indican una representacion
pobre en el espacio de dimensiones reducidas mientras que valores menores a 0,1 se
consideran como indicadores de una buena representacion. En base a la matriz de
disimilitudes de Bray-Curtis también se llevo a cabo un analisis de agrupamientos jerarquico
utilizando el algoritmo UPGMA (Ramette, 2007).

De la misma manera que para el analisis de diversidad a, en el analisis de diversidad 3
se trabajo siempre con datos rarefaccionados al valor de la muestra con el menor nimero
total de secuencias. Se utilizd un analisis multivariado de la variancia no paramétrico
permutacional (NPMANOVA o ADONIS; Anderson, 2001) usando matrices de distancia
(disimilitud Bray-Curtis) y 1000 permutaciones para estudiar la existencia de efectos
estadisticamente significativos (P<0,05) del método de finalizacion, de la fecha de muestreo
como asi también para evaluar la interacciébn (Ramette, 2007). En el caso particular del
efecto de interaccion, se realizé la misma consideracién que la mencionada en la Seccién
4.3.3 respecto del P-value. La homogeneidad de variancias multivariada entre los ocho
tratamientos (definidos por la combinacion de niveles de los dos factores, Tabla 19) se
verific6 mediante el procedimiento betadisper empleando un test de permutacién para
evaluar la significancia del modelo (999 permutaciones). Para comparar entre los dos
métodos de finalizaciobn dentro de cada fecha de muestreo se utiliz6 el test ANOSIM
(Seccion 4.3.3). Para todos los analisis mencionados se utilizd el paquete VEGAN
(Oksanen, 2015) del software estadistico R v.3.2.3 (R Development Core Team, 2016).

4.4.2.43 Composicion de lacomunidad bacteriana

Para el estudio de composicion de la comunidad, se realizO un andlisis univariado
comparando cuantitativamente ambos métodos de finalizacion dentro de cada fecha de
muestreo. Se compararon los valores de abundancia relativa a nivel de filo, clase, orden,
familia y OTUs utilizando un test-t no paramétrico a un nivel de significacion del 5% (White et
al., 2009) con 1000 permutaciones y la correccion Storey’s FDR, segun lo recomendado por
Parks (2014). Para el andlisis se utilizé el software estadistico STAMP (Statistical Analysis of
Metagenomic Profiles) (Parks et al., 2014). Dado que el software permite analizar la
significancia de los efectos principales pero no de la interacciébn (método de finalizacion x
fecha de muestreo) se realizé la comparacion entre los dos niveles del factor método
(glifosato vs corte) mediante el test-t en cada fecha por separado. De lo contrario, de existir
interaccion, la influencia del factor fecha de muestreo impediria concluir sobre el efecto

principal del método de finalizacion.
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La comparacion se llevé a cabo utilizando los datos rarefaccionados y aplicando un filtro
de niumero minimo de secuencias para cada caracteristica (taxdn) comparada de acuerdo
con lo recomendado por el software STAMP (mayor a 5 secuencias). Al evaluar los
resultados se tuvo en cuenta el tamario del efecto (effect size) filtrando aquellos casos en los
que éste resulté pequefio (Parks y Beiko, 2010). Se consideraron dos estadisticas de
tamafio del efecto: relacion de proporciones (RP) y diferencia de proporciones (DP),
utilizando el operador légico “OR” para filtrar aquellos casos en los que al menos uno de los
dos estuvo por debajo del valor establecido como referencia (valor arbitrario). El valor
minimo establecido para DP y para RP fue 1,5, valor similar a los empleados en otros
estudios (Mason et al.,, 2012; Tavares et al.,, 2016). La utilizacion de una estadistica de
tamafio del efecto (por ejemplo, relaciéon de valores de abundancia relativa entre grupos
comparados) permite evaluar la magnitud de la diferencia observada y considerar sélo
aguellas diferencias que poseen relevancia bioldégica dentro de las mudltiples diferencias
reportadas en el perfil metagenémico, mas alla de su significancia estadistica (Parks y
Beiko, 2010). Un efecto pequefio puede ser estadisticamente significativo cuando los
tamafios muestrales son los suficientemente grandes. Asimismo, debe tenerse en cuenta
que cuando los tamafios de los efectos son pequefios, los test estadisticos no seran
sensibles a los sesgos sistematicos que existen en la metodologia utilizada para generar los
perfiles taxonémicos (Parks, 2014). La significancia biol6gica debe ser apoyada por el
tamafio del efecto. Entre las multiples caracteristicas de los perfiles metagenémicos que no
posean significancia estadistica podrian encontrarse algunas que posean relevancia
bioldgica y que no estén siendo consideradas. El software STAMP ha sido desarrollado para
realizar un andlisis estadistico apropiado de perfiles metagendémicos complejos en base a
estas consideraciones y a la consideracion de diferentes métodos estadisticos, incluyendo
el calculo de tamafio de los efectos y de los intervalos de confianza para evaluar la

significancia bioldgica de los resultados (Parks et al., 2014).

4.4.3 PCR cuantitativa (QPCR) de bacterias totales, Actinobacteria, AOA y BOA

La cuantificacion de bacterias totales, Actinobacteria, AOA y BOA se llevé a cabo
mediante qPCR utilizando los procedimientos ya descriptos en capitulos anteriores (véase
Seccion 4.4.2 del Capitulo 1 para bacterias totales, Seccion 4.4.1 del Capitulo 2 para BOA,
Seccion 4.4.1 del Capitulo 3 para Actinobacteria y AOA). Tal como se mencioné en el
Capitulo 2, la cuantificacion del gen amoAgoa brinda siempre una estimacion del tamafio de
las poblaciones de BOA (Kowalchuk y Stephen, 2001; Zabaloy et al., 2017) dado que no

todas las especies de BOA poseen el mismo nimero de copias, sino que la mayoria poseen
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dos o tres copias. En el caso de AOA, en cambio, poseen sélo una copia (Kowalchuk y
Stephen, 200; Okano et al., 2004; Mincer et al., 2007). Para Actinobacteria y BOA se calcul6
tanto la abundancia absoluta de los genes indicadores como asi también la abundancia
relativa de los mismos (AR), es decir, en relacion al nimero de copias del gen del ARNr 16S
de Eubacteria (BOA:bacterias totales, Actinobacteria:bacterias totales). Asimismo, también
se calculé la abundancia del gen amoAgoa €n relacion al gen amoAaxos (AOA:BOA).

El analisis estadistico de los datos (Log;, nimero de copias pug™* ADN 'y Log, AR) se llevé
a cabo mediante un ANOVA de dos factores (a=0,05). Para el efecto de interaccién en
particular, se realizd la misma consideracion que la mencionada anteriormente respecto del
P-value (Seccion 4.3.3). Se utilizé el test de Tukey HSD para comparacién de medias
(a=0,05). Los supuestos de normalidad de residuos y de homocedasticidad fueron
evaluados mediante el test de Shapiro-Wilks modificado y de Levene, respectivamente
(a=0,05). Asimismo, se realizaron comprobaciones graficas (QQ-plot para normalidad y
grafico de residuos vs predichos para homocedasticidad). Para todos los analisis

mencionados se utilizd software estadistico R v.3.2.3 (R Development Core Team, 2016).

4.4.4 PCR-DGGE de Betaproteobacteria

Para el andlisis de la estructura de la comunidad de betaproteobacterias se llevo a cabo
en primera instancia una PCR anidada y posteriormente una separacion de los productos en
un gel de poliacrilamida 9% con gradiente de urea-formamida (46,5 a 65%) como
desnaturalizante.

La PCR inicial se llevé a cabo en dos pasos: en una primera reaccion se utilizaron los
cebadores especificos para Betaproteobacteria F948beta y R1494 (Tabla 20); en la segunda
reaccion, los productos diluidos de la PCR anterior se utilizaron como molde para una nueva
amplificacién pero utilizando el cebador directo F984 (junto con la extension GC-clamp) y el
cebador reverso R1378 (Tabla 20), de manera de introducir una extension rica en GC que
permite la correcta separacion en el gel de poliacrilamida. En ambos casos, luego de la
primera y segunda PCR, se corrieron geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
para verificar la presencia de una Unica banda del tamafio esperado. Las concentraciones
finales de reactivos en la mezcla de reaccion para la primera PCR fueron las siguientes:
True Start buffer 1x (Thermo Scientific), dNTPs 0,2 mM, cloruro de magnesio 0,25 mM
(Thermo Scientific), acetamida 4% P/V, cebadores 0,1 pM, albumina sérica bovina 0,1
mg/ml, True Start Taq 0,125 U por reaccion (Thermo Scientific) y agua milliQ en cantidad
suficiente para 25 pl. Como templado se utilizaron diluciones 1/5 del ADN extraido de las

muestras de suelo. El programa de PCR consisti6 en una etapa inicial de 7 min at 94°C
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seguida de 30 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a 64°C y 2 min at 72°C. La etapa final de
elongacioén fue de 10 min at 72°C. En la siguiente PCR se utilizaron diluciones 1/10 a 1/20
de los productos de PCR (dependiendo de la cantidad observada en gel de agarosa) como
molde. Las concentraciones de reactivos para esta segunda PCR fueron: Go Taqg Flexi
buffer 1x (Promega), dNTPs 0,2 mM, cloruro de magnesio 0,25 mM, acetamida 4% P/V,
cebadores 0,2 pM, Go Taq polimerasa 0,125 U por reaccion (Promega) y agua milliQ en
cantidad suficiente para 25 ul. El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C seguida de 25 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a

53°C y 2 min at 72°C. La etapa final de elongacion fue de 10 min a 72°C.

Tabla 20. Cebadores utilizados para el analisis de Betaproteobacteria mediante PCR
seguido de electroforesis en gradiente de desnaturalizante (PCR-DGGE).

Cebador Secuencia (5" - 3') Referencia
Gomes et
FO48p CGCACAAGCGGTGGATGA al. (2001)
R1494 CTACGGRTACCTTGTTACGAC Gomes et
al. (2005)
Heuery
Fo84 AACGCGAAGAACCTTAC Smalla
(1997)
GC- | c6CCCGGGEGCECECCCCECEGECEGGGCGGGGGCACGGGGGE | Nubel etal.
clamp (1996)
Heuery
R1378 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Smalla
(1997)

Antes de cargar los productos de PCR, se realizé una pre-corrida del gel durante 2 hs a
58°C (140 V) en el mismo sentido que la corrida final. Una vez finalizada, los productos de la
segunda PCR (6 pl) fueron sembrados en el gel para iniciar la electroforesis durante 17 hs a
58°C y 140 V en un equipo Ingeny PhorU System (Ingeny, Goes, The Netherlands).
Finalizada la corrida, se llevé a cabo la tincién del gel utilizando nitrato de plata como agente
de tincion. Para ello, se siguié un protocolo de tinciéon ya optimizado en el mismo laboratorio
donde se llevé a cabo la electroforesis (Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics,
Julius-Kihn Institut, Braunschweig, Alemania) que consisti6 en cinco pasos consecutivos:
fijacion, tincion, desarrollo, finalizacién y conservacién. Para la fijacion (2 veces, 10 min) se
utilizé una solucion compuesta por 10 ml de &cido acético glacial, 200 ml de etanol absoluto
y 1790 ml de agua milliQ. La tincién (15 min) se llevd a cabo con una solucioén de nitrato de
plata 0,2% P/V preparada en el momento y luego el gel fue lavado dos veces (1 min) con
agua milliQ. Para la etapa de desarrollo se utilizaron 100 ml de una solucién 1,5% P/V de

hidroxido de sodio junto con 800 pl de formaldehido 37% V/V y la duracion fue de
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aproximadamente 10 min controlando que no haya tincion excesiva mediante comparacion
de las muestras con el marcador. Para finalizar el desarrollo se utiliz6 una soluciéon de
carbonato de calcio 0,75% P/V durante 10 min. La conservacion se realizé con etanol 25%
VIV més glicerina 10% V/V durante 7 min cubriendo el gel con film plastico para lograr el
humedecimiento. Finalmente se dejé secar el gel suspendido en posicién vertical durante
tres dias a temperatura ambiente. La digitalizacion del gel se llevé a cabo utilizando un
escaner Epson Perfection V700 Photo.

Los perfiles obtenidos fueron analizados mediante el software Gel Compare II™ v 4.6
(Applied Maths, Kortrijk Bélgica) mediante un andlisis de agrupamientos (clusters) utilizando
el coeficiente de correlacién de Pearson (r) y el algoritmo de agrupamiento UPGMA con
previa optimizacion de los perfiles. Los valores 6ptimos ingresados para la sustraccion del
background (“background scale”) y el filtrado (“Wiener cut-off”) fueron los calculados por el

software (GelCompar II™

v. 4.6, Software Manual). Se sembraron marcadores en cada
extremos del gel conteniendo multiples fragmentos de diversos tamafios, designados como
posiciones internas de referencia para la normalizaciéon del gel (GelCompar 1™ v. 4.6,
Software Manual). En base a la matriz de similitudes (valores de similitud entre pares de
calles del gel) se aplicé un test de permutacion (10 permutaciones al azar) a un nivel de
significacion del 5% segun lo recomendado por Kropf et al. (2004) para evaluar los efectos
del método de finalizacién y de la fecha de muestreo como asi también para comparar entre
métodos dentro de una determinada fecha de muestreo. Al mismo tiempo, se realizé un
analisis complementario en donde se utilizé el software mencionado para identificar los
clusters presentes a un 60% de similitud (cut-off) y con un 100% de estabilidad interna
(método Jackknife basado en similitudes promedio). El valor de cut-off en dicho caso se

selecciond en base a valores similares de otros estudios (Montecchia et al., 2009).

4.45 Analisis molecular de elementos genéticos moviles

Los andlisis de EGMs que se describen a continuacion, de la misma manera que el
andlisis de Betaproteobacteria mediante PCR-DGGE (seccion anterior), fueron realizados
durante una estadia de investigacion doctoral en Julius-Kihn Institut (Institute for

Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Julius-Kiihn Institut, Braunschweig, Alemania).

4.4.5.1 Cuantificacion de plasmidos IncP-1

La cuantificacion de plasmidos de amplio rango de hospedador IncP-1 se llevé a cabo
mediante qPCR utilizando el mismo protocolo descripto y optimizado por Jechalke et al.
(2013) que permite detectar los plasmidos IncP-1 de los seis subgrupos (a, B, 8, v, €, ¢) de

forma rpida y sensible, mas all4 de la diversidad de los backbones de estos plasmidos. El
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gen blanco amplificado fue el gen korB y se utilizaron en la misma reaccion de PCR dos
cebadores directos (F y Fz) junto a tres cebadores reversos (R, Rge, Rd). En conjunto estos
cebadores cubren todas las variantes conocidas de pladsmidos IncP-1 pertenecientes a los
seis subgrupos (Tabla 21). Se utiliz6 el sistema TagMan con las sondas P y Pgz (Tabla 22).
Como estandar se empled un fragmento del gen korB inserto en un vector pGEM®-T
(4,22.10" moléculas/5 pl de estandar), el cual fue amplificado a partir del plasmido pKJK5
(IncP-1 ¢€). Se prepararon diluciones decimales (10" a 10®) del plasmido con el inserto. Se
utilizé un equipo de PCR en tiempo real Bio-Rad CFX Connect junto con el software Bio-Rad
CFX Manager para la visualizacion de las curvas de amplificacion y el de la curva de
calibrado (Bio-Rad, Munich, Alemania).

Tabla 21. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR cuantitativa (QPCR) para el
andlisis de elementos genéticos mdviles. Se indica el tamafio del producto amplificado.

Cebadores Secuencia (5" - 3') Gen Ta(rgg)no Referencias
F TCATCGACAACGACTACAACG
R TTCTTCTTGCCCTTCGCCAG
Fz TCGTGGATAACGACTACAACG korB Variable Jec?gg‘fs? al.
Rge TTYTTCYTGCCCTTGGCCAG
Rd TTCTTGACTCCCTTCGCCAG
intl1-LC1 | GCCTTGATGTTACCCGAGAG - o Barraud et al.
intl1-LC5 GATCGGTCGAATGCGTGT (2010)
Bact1369F | CGGTGAATACGTTCYCGG SuzUki et al.
ARNr 16S 460 2000
Prok1492R | GGWTACCTTGTTACGACTT (2000)

Tabla 22. Sondas del sistema TagqMan utilizadas en las reacciones de PCR cuantitativa
(qPCR) para el analisis de elementos genéticos moviles.

Sondas® Secuencia (5 - 3') Gen Referencias

P TCAGYTCRTTGCGYTGCAGGTTCTCVAT korB

Jechalke et al. (2013)
Pgz TSAGGTCGTTGCGTTGCAGGTTYTCAAT korB

TM1389F CTTGTACACACCGCCCGTC ARNr 16S | Suzuki et al. (2000)

intl1 ATTCCTGGCCGTGGTTCTGGGTTTT intll Barraud et al. (2010)

% Marcacion de la sonda: 5 6-carboxifluoresceina (FAM), 3’ 6-carboxitetrametilrodamina
(TAMRA).

145



CAPITULO 4

4.4.5.2 Cuantificacion de integrones de clase |

Para la cuantificacion de integrones de clase | se utilizo el protocolo de PCR cuantitativa
descripto por Barraud et al. (2009), dirigido al gen de la integrasa (intll), utilizando la
tecnologia TaqgMan y los cebadores intl1-LC1 y intl1-LC5 (Tabla 21) junto con la sonda intl1
(Tabla 22). Asimismo, se utilizé el protocolo descripto por Suzuki et al. (2000) para calcular
el numero de copias del gen que codifica para el ARNr 16S, empleando los cebadores
Bact1369F y Prok1492R junto con la sonda TM1389F (TagMan). Las copias en ambos
casos fueron calculadas por pug de ADN y se expresaron en forma relativa (intl1:ARNr 16S).
Para la cuantificacion de intll se utiliz6 como estandar un fragmento del gen intll inserto en
el vector pGEM®-T (3,92.10" moléculas/5 pl), el cual fue amplificado a partir del plasmido
pKJIKS5 (IncP-1 ¢€). Se incluyeron 5 diluciones decimales (10“a 10®) del estandar.

La comparacion estadistica de las medias de los dos métodos de finalizacién (corte vs
glifosato) en las diferentes fechas de muestreo se llevé a cabo mediante un test-t para
muestras independientes a un nivel de significacion del 5% utilizando el software estadistico
R v3.2.3. La normalidad de los datos se verific6 mediante el test de Shapiro-Wilks
modificado (a=0,05).

4.4.5.3 Deteccion de pldsmidos IncP-1 mediante PCR-Southern blot

Para la deteccion de plasmidos IncP-1 a, B y € mediante Southern blot, se llevé a cabo
inicialmente una PCR con los cebadores trfA733f y trfA1013r (Tabla 23) que amplifican el
gen trfA de este grupo de plasmidos (Bahl et al., 2009), utilizando como control positivo el
plasmido R751 (IncP-1 B).

Tabla 23. Cebadores utilizados para PCR-Southern Blot de plasmidos IncP-1. Se indica
el tamafo del producto amplificado.

Cebadores Secuencia (5'- 3') Gen Tamano Referencia

(pb)

trfA733f | TTCACSTTCTACGAGMTKTGCCAGGAC| trfA
(IncP-1 281

trfA1013r GWCAGCTTGCGGTACTTCTCCCA a, B, €)
1 P Bahl et al.
trfA d-F | TTCACGTTCTACGAGCTTTGCACAGAC | trfA (2009)
(IncP-1 281
trfA d-r GACAGCTCGCGGTACTTTTCCCA 5)

Las concentraciones de reactivos para esta PCR fueron las siguientes: True Start buffer
1x (Thermo Scientific), cebadores 0,6 pM, cloruro de magnesio 2,5 mM, True Start Taq
0,625 U por reaccion (Thermo Scientific) y agua milliQ en cantidad suficiente para 25 pl.

Como templado se utiliz6 1 pl de ADN. El programa de amplificacion utilizado fue el
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siguiente: etapa inicial de 5 min a 94°C, 30 ciclos de: 30 s a 94°C, 20 s a 60°C, 20 s a 72°C,
y una etapa final de elongacion de 5 min a 72°C.

Los productos de PCR (10 pl) fueron corridos en un gel de agarosa 1% junto con el
marcador DIG VII (Roche Applied Science). Se sembraron en total tres de las cuatro réplicas
de cada tratamiento (28 muestras en total) de modo de poder incluir el mayor numero de
muestras en un mismo gel junto con los controles y las calles separadoras requeridas, de
acuerdo a la capacidad del equipo de electroforesis disponible. De esta manera, se
sembraron dos geles con 12 muestras cada uno, donde cada gel incluy6 los dos métodos de
finalizacion y dos fechas de muestreo. Para una misma fecha de muestreo se tuvo en
cuenta siempre la inclusion en un mismo gel de los dos métodos de finalizacién de forma tal
de poder compararlos. Luego de la electroforesis (70 V, 1 hora), se realiz6 una transferencia
por capilaridad a una membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham Biosciences) usando el
buffer de transferencia 20x SSC buffer (citrato de sodio 0,3 M, cloruro de sodio 3 M, pH 7.0)
durante 16 horas (Sambrook y Russell, 2001). Los fragmentos de PCR fueron transferidos a
la membrana fueron fijados a la misma mediante una incubacién de 2 hs a 80°C y
posteriormente hibridados con la sonda correspondiente. La hibridacién se llevo a cabo en
un buffer de astringencia media (homologia 75-100%) (SSC 5X, formamida 20% V/V, agente
bloqueador 2% P/V, N- laurilsarcosina de sodio 0,1% P/V y dodecilsulfato sédico 0,02%
P/V). Luego las membranas fueron lavadas dos veces durante 5 min en una solucion de
astringencia baja (SSC 2X, dodecilsulfato sédico 0,1% P/V) a temperatura ambiente en un
agitador de rolado y balanceo. Una vez finalizado dicho lavado se lavaron en una solucién
de astringencia alta (SSC 0,1X, dodecilsulfato sédico 0,1% P/V) dos veces durante 15 min a
68°C en una incubadora con movimiento giratorio.

La hibridacion de las membranas se llevo a cabo con sondas quimioluminiscentes CDP-
Star marcadas con digoxigenina de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Roche
Diagnostic, Mannheim, Alemania). En una primera hibridacion se evalué la presencia
conjunta de plasmidos IncP-1 a, B y € empleando una mezcla (pool) que contenia sondas
especificas para todos los subgrupos (IncP-1 a, 3, vy, &, €, {). Por lo tanto, los plasmidos que
se detectaron podian corresponder a alguno de los tres subgrupos a, 3 o €, 0 bien a todos
los subgrupos, sin poder diferenciar a qué subgrupos especificamente correspondia la sefal
observada. No obstante, luego de realizar transferencias de los productos a nuevas
membranas, se utilizaron sondas especificas para el subgrupo 3 y para el subgrupo ¢.

En el caso de la deteccion del subgrupo 9, los productos fueron amplificados por PCR
utilizando un par de cebadores diferente al utilizado para los subgrupos a, B y €. Los

cebadores empleados fueron trfA d-F y trfA d-r (Tabla 23). Las concentraciones de reactivos
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utilizadas y el programa de amplificacion fueron los mismos que los mencionados
anteriormente para los subgrupos a, B y €.

El procedimiento de deteccion se llevé a cabo utilizando las siguientes soluciones: DIG1
(100 mM &cido maleico, 150 mM cloruro de sodio pH 7,5), DIG3 (100 mM Tris acido
clorhidrico, 100 mM cloruro de sodio pH 9,5), agente de bloqueo (caseina, 10% en solucién
DIG1), Buffer 1 (DIG1 + 0,3% Tween 20), Buffer 2 (1% agente de bloqueo en DIG1),
anticuerpo (Roche, anti digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina), Buffer 3 (Buffer 2 +
anticuerpo en una relacién 1:10000). Como sustrato de la enzima se utiliz6 CDP-Star
(Roche, listo para su uso). El protocolo de deteccidn se describe a continuacion. En primer
lugar cada membrana fue lavada durante 5 min a temperatura ambiente con 50 ml de Buffer
1. A continuacién se realizé el bloqueo durante 30 min a temperatura ambiente utilizando
100 ml de Buffer 2. Una vez finalizado el periodo de bloqueo, la membrana se expuso al
anticuerpo (20 ml, 30 min a temperatura ambiente). Posteriormente la membrana se lavé
dos veces (15 min) con 100 ml de Buffer 1 a temperatura ambiente para remover el exceso
de anticuerpo, y finalmente se expuso la membrana al Buffer 3 (20 ml, dos veces durante 5
min) para modificar el pH y activar la enzima. En todos los casos se realizar las
incubaciones en agitacion mediante agitador de rolado y balanceo. Una vez finalizados los
pasos anteriores, se coloco la membrana dentro de laminas de papel plastico y se colocaron
900 pl de CDP-Star incubando 5 min a temperatura ambiente. El exceso de sustrato fue
removido y la membrana contenida en las laminas de plastico fue sellada al vacio. El
revelado se llevé a cabo mediante autoradiografia.

La digitalizacién de las membranas luego de la autoradiografia se llevo a cabo utilizando

un escaner Epson Perfection V700 Photo.
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5. Resultados
5.1 Andlisis fisiolégico de comunidades microbianas
5.1.1 Utilizacion de sustratos carbonados

El ACP del conjunto de datos (AUC) obtenidos a partir de las mediciones de respiracién
inducida con cada uno los nueve sustratos en las 32 muestras de suelo rizosférico (dos
métodos x cuatro fechas de muestreo x cuatro réplicas, Tabla 19), indic6 una clara
separacion entre los dos métodos de finalizacion (corte vs glifosato) a los 26 dias (puntos
25-28 y 29-32) y también, en menor medida, a los 4 dias (puntos 1-4 y 5-8) (elipses, Figura
25).

Individuals factor map (PCA)

Dim 1 (88.56%)

Figura 25. Andlisis de componentes principales (ACP) de perfiles fisiol6gicos
multivariados correspondientes a los diferentes tratamientos. Las elipses violetas
corresponden a elipses de confianza (95%) para cada uno de los tratamientos (método de
finalizacion x fecha de muestreo). 1-4: Corte/4 dias; 5-8: Glifosato/4 dias; 9-12: Corte/10
dias; 13-16: Glifosato/10 dias; 17-20: Corte/17 dias; 21-24: Glifosato/17 dias; 25-28:
Corte/26 dias; 29-32: Glifosato/26 dias.

La componente principal 1 (CP1 o Diml) explica un amplio porcentaje (88,56%) de la
variancia total de los datos reflejando su contribucibn mayoritaria al ordenamiento
observado. Junto con la componente principal 2 (CP2), las dos componentes explican mas
de un 90% de la variancia total, permitiendo un ordenamiento adecuado del conjunto de
datos multivariados. La CP1l puede considerarse, de acuerdo a la similitud de las
contribuciones de las diferentes variables (Anexo IV, Tabla 56, Figura 53), como un

indicador o indice promedio de utilizacion de los sustratos carbonados.
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El analisis estadistico mediante el test ADONIS (NPMANOVA) sobre estos mismos datos
multivariados indic6 una interaccion estadisticamente significativa entre ambos factores
(P<0,05, Tabla 24), justificando la comparacion de los métodos de finalizacion para cada
fecha de muestreo por separado (Tabla 25). La separacién observada en el ordenamiento
de la Figura 25 fue confirmada en el andlisis ANOSIM, el cual indic6 una separacion
estadisticamente significativa entre ambos métodos sélo en la dltima fecha de muestreo
(Tabla 25).

Tabla 24. Analisis multivariado de la variancia no paramétrico (NPMANOVA) para el
conjunto de datos de perfiles fisiolégicos en los diferentes tratamientos. Los
resultados corresponden al anéalisis ADONIS con 10° permutaciones. M=método de

finalizacion; S=fecha de muestreo; MxS= interaccién. gl: grados de libertad. Valores de
P<0,05 indican significancia estadistica.

NPMANOVA (ADONIS)

M P<0,001 (F=27,65; gl=1)
S P<0,001 (F=13,08; gl=3)
MxS P=0,037 (F=3,31; gl=3)
gl error 24

Tabla 25. Comparacion de perfiles fisiologicos multivariados entre métodos de
finalizacion dentro cada fecha de muestreo. Se utilizé el andlisis de similitudes (ANOSIM)
con 999 permutaciones.

ANOSIM (Corte vs Glifosato)

4 dias 10 dias 17 dias 26 dias
Significancia 0,062 0,17 0,15 0,029
R-Statistic 0,44 0,10 0,23 0,68

La Figura 26 corresponde a la representacion de las variables y de las observaciones en
el espacio definido por las componentes principales (biplot). Puede apreciarse claramente
que todas las variables tienen una fuerte correlacion positiva con la CP1. Las observaciones
correspondientes a 10 y 17 dias (puntos 9-16 y 17-24, respectivamente) se distribuyen sobre
el eje negativo de la CP1. Asimismo, las observaciones correspondientes al muestreo del
dia 26 del método de corte (25-28) también se ubican en el eje negativo de la CP1, mientras
gue las del tratamiento con glifosato (29-32) se ubican sobre el eje positivo de esta
componente. La tendencia observada a lo largo de las cuatro fechas indica que en el
método de corte el uso de los sustratos por parte de la comunidad microbiana se reduce
desde la fecha inicial de muestreo (dia 4) hasta los 26 dias, mientras que en el método con
glifosato ocurre una disminucién en fechas intermedias (10 y 17 dias) pero luego a los 26

dias la respuesta fisiolégica se aproxima a la respuesta mas temprana (4 dias).
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En el biplot de la Figura 26 se observa también que las comunidades microbianas de la
rizosfera de plantas tratadas con glifosato al inicio y al final del muestreo (G.4D y G.26D)
presentan mayor utilizacion del sustrato sarcosina comparado con el resto de los sustratos y
con el resto de las muestras. La relevancia biologica de esta observacion, posiblemente
relacionada con la degradaciéon biol6gica de glifosato en la rizosfera, se discutira en la
Seccion 6.

PCA - Biplot

Ac p.cumarico

)
o

Groups
C.10D
C17D

4 C.26D
# CA4D
& G.10D
w G17D
G.26D
G.4D

n
o

Dim1 (88.6%

Figura 26. Representacion de las variables y observaciones en el analisis de
componentes principales (ACP) de perfiles fisiol6gicos. La representacion corresponde
al biplot basado en la matriz de variancias-covariancias. Las variables se encuentran
indicadas mediante vectores azules mientras que las observaciones se indican en diferentes
colores y simbolos de acuerdo con el tratamiento correspondiente (leyenda “Groups”). La
letra C indica el método de corte y la letra G el método con glifosato. El nimero luego de las
letras indica la réplica, mientras que el nimero después del punto indica la fecha de
muestreo (.4D: 4 dias; .10D: 10 dias; .17D: 17 dias; .26D: 26 dias).

Como se indic6é anteriormente, los valores de contribucién a la CP1 para las distintas
variables fueron similares, observdndose una fuerte correlacién con dicha componente
(valores mayores a 0,88; Anexo IV, Tabla 56). Los &cidos organicos (acido fumarico y acido
pirivico) mostraron los valores mas altos de correlacion con la CP1 (mayores al 95%),
seguido de los aminoacidos (asparagina, fenilalanina y sarcosina), luego los carbohidratos y
finalmente Tween 20 y &cido p-cuméarico. En cambio, la correlacion con la CP2 fue
notablemente inferior para todas las variables. En este caso, la mayor correlacion se

observd para Tween 20 y sarcosina (negativa) y para el acido p-cumarico (positiva) (Anexo
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IV, Tabla 56). Finalmente, a partir de la informacion obtenida mediante el ACP, es
importante destacar que sarcosina y Tween 20 presentan claramente una mayor correlacion
entre si que con el resto de las variables (Anexo |V, Tabla 57, Figura 54).

En lo que respecta especificamente a las medidas de respiracion inducidas por los
diferentes sustratos en el andlisis univariado, los perfiles mostraron diferencias entre ambos

métodos de finalizacién principalmente en la Gltima fecha de muestreo (Figura 27).
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Figura 27. Perfiles fisiolégicos de comunidades microbianas a partir de medidas de
respiracion inducida por diferentes sustratos (SIR). Se indica el &rea integrada bajo la
curva respiratoria (AUC) para ambos métodos de finalizacion (corte y glifosato). Las barras
de error corresponden al error estandar de la media (n=4). Se indican los valores de
probabilidad asociada para aquellos sustratos que mostraron diferencias significativas
(asterisco, test-t para muestras independientes, P<0,05). Los valores de probabilidad
asociada para 26 dias se encuentran indicados en la Tabla 26 para simplificar la
visualizacién de datos en el grafico. NRFU: unidades de fluorescencia relativa normalizada.
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Para todos los sustratos evaluados, se observo un notable y significativo incremento en el
consumo de oxigeno (NRFU*hora) a los 26 dias bajo el método de finalizacion con glifosato.
Los incrementos relativos (Glifosato:Corte) se indican en la Tabla 26. Como se observa en la
Figura 27, Tween 20 fue el Unico sustrato que mostré diferencias significativas entre
métodos de finalizacién en tres fechas de muestreo (4, 17 y 26 dias). Los aminoacidos se
diferenciaron del resto por ser los Unicos que muestran diferencias significativas tempranas
(4 dias) y tardias (26 dias).

Tabla 26. Respiracién inducida por los sustratos a los 26 dias post-tratamiento. Se
indican los valores de area integrada bajo la curva respiratoria (AUC) para ambos métodos
de finalizacién (corte y glifosato) como asi también la relacion entre ambos (Glifosato:Corte).
Fen: fenilalanina; Asp: asparagina; Sar: sarcosina; Cel: celobiosa; Xil: xilosa; Pir: 4cido
piravico; Fum: &cido fumarico; Cum: acido p-cumarico; Tween: Tween 20. Los valores de
probabilidad asociada corresponden a la comparacion mediante el test-t para muestras
independientes. Valores de P<0,05 indican diferencias estadisticamente significativas entre
métodos de finalizacion. NRFU: unidades de fluorescencia relativa normalizada.

Fen Asp Sar Cel Xil Pir Fum Cum Tween
Corte
551 6,09 4,60 540 4,50 3,88 4,33 4,92 3,83
(NRFU*hora)
Glifosato
10,02 10,26 10,06 10,25 9,92 10,64 10,61 10,23 10,56
(NRFU*hora)
Glifosato:Corte 1,82 169 219 190 2,20 2,74 245 2,08 2,76
P-value 0,013 0,012 0,005 0,01 0,0066 0,0023 0,001 0,0005 0,0005

5.1.2 Diversidad funcional y andlisis de cocientes respiratorios

La diversidad catabdlica se estudi®6 mediante el célculo de la equitatividad de uso de
sustratos (E) y mediante el indice de diversidad de Shannon-Weaver (H’). El parametro E
constituye so6lo una medida parcial de la diversidad catabdlica que se compone no soélo de la
equitatividad sino también de la riqueza. En este caso, no se observaron diferencias en la
riqueza dado que para todos los sustratos analizados se observd respuesta respiratoria
(incremento de NRFU vs tiempo), es decir, todos fueron utilizados en los distintos
tratamientos estudiados. El andlisis estadistico para ambos pardmetros indicO una
interaccion significativa para E y marginalmente significativa para H (Tabla 27),
comparandose entonces los métodos de finalizacion en cada fecha de muestreo por
separado. So6lo se observo una diferencia significativa entre métodos a los 26 dias (Figura
28). De la misma manera, se compararon las fechas de muestreo dentro de cada método de

finalizacion. Las comparaciones multiples indicaron que en ambos métodos existe una
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reduccion significativa de los parametros a los 10 dias respecto de la fecha inicial de
muestreo. Sin embargo, mientras que en el método con glifosato se observa una
recuperacion (no hay diferencias significativas entre 4 y 26 dias), en el método de corte ello
no ocurre y los parametros adquieren un valor significativamente menor al momento del
muestreo final respecto del inicial. Esta tendencia es similar a la observada en el ACP
presentado anteriormente, tal como se discutir en la Seccién 6.

Tabla 27. Analisis de la variancia (ANOVA) para parametros de diversidad funcional.
Se indican los valores de probabilidad asociada para los efectos principales (M=método de
finalizacion y S=fecha de muestreo) como asi también para la interaccion entre ambos
factores (MxS), tanto para la diversidad (indice de Shannon-Weaver) como para la

equitatividad de uso de sustratos (E). gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican
significancia estadistica.

ANOVA Equitatividad (E) Shannon-Weaver (H’)
M (gl=1) P=0,0001 (F=20,61) P=0,0003 (F=18,21)
S (gl=3) P<0,0001 (F=39,84) P<0,0001 (F=39,59)
MxS (gl=3) P=0,027 (F=3,64) P=0,052 (F=2,96)
gl error 24 24
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Figura 28. Parametros de diversidad funcional de las comunidades microbianas. Se
indica la equitatividad de uso de sustratos (E) y el indice de diversidad de Shannon-Weaver
(H’) para cada tratamiento. Las barras de error corresponden al error estandar de la media
(n=4). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los dos métodos
de finalizaciébn dentro de cada fecha de muestreo. Letras minUsculas diferentes indican
diferencias entre fechas de muestreo dentro de un mismo método de finalizacién (P<0,05;
Test de Tukey HSD).

Para el acido p-cumarico, se calculé el cociente respiratorio (RQacido p-cumarico)
correspondiente a ambos métodos de finalizacién en las diferentes fechas de muestreo. La

inclusiéon de este indicador se considerd en base a los resultados obtenidos previamente en
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el Capitulo 2, donde se determin6 que en suelo no rizosférico las aplicaciones repetidas del
IA'y del FC conducen a un incremento del RQA4cido p-cumarico. COMO Se observa en la Tabla 28,
en este caso para suelo rizosférico el analisis estadistico indic6 una interaccion
marginalmente significativa. En la Figura 29 se indican las comparaciones entre métodos
dentro de cada fecha de muestreo y entre las distintas fechas para cada método. En
ninguna fecha se observé una diferencia significativa entre métodos de finalizacion (P>0,05).

Tabla 28. Analisis de la variancia (ANOVA) para el cociente respiratorio del acido p-
cumarico (RQacido p-cumarico)- S€ indican los valores de probabilidad asociada para los
efectos principales (M=método de finalizacion y S=fecha de muestreo) como asi también
para la interaccion entre ambos factores (MxS). gl: grados de libertad. Valores de P<0,05
indican significancia estadistica.

ANOVA RQAcido p-cumarico
M (gl=1) P=0,84 (F=0,042)
S (gl=3) P<0,0001 (F=51,24)
MxS (gl=3) P=0,052 (F=2,97)
gl error 24
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Figura 29. Cociente respiratorio (RQ) con &cido p-cumarico como sustrato. El cociente
corresponde a la relacion entre la respiracion basal (RB) y la respiracion inducida por el
acido p-cumérico (SIR). Las barras de error corresponden al error estandar de la media
(n=4). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los dos métodos
de finalizacién dentro de cada fecha de muestreo. Letras minuUsculas diferentes indican
diferencias entre fechas de muestreo dentro de un mismo método de finalizacion (P<0,05,
Test de Tukey HSD).

Finalmente, en la Figura 30 se presentan los resultados de las respuestas respiratorias
(SIR) de las comunidades microbianas en presencia de exudados radicales (Exg y EXc)
obtenidos en cada fecha de muestreo. Como se observa en la Figura 30A, a partir de los 10

dias (y hasta los 26 dias) las comunidades microbianas rizosféricas de plantas sujetas al
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método de corte presentan una respuesta significativamente mayor para el Exg en relacion
al Exc (P<0,05). En cambio, en las comunidades microbianas de plantas expuestas al
método con glifosato se observa dicha tendencia pero solo hasta los 17 dias. A los 26 dias,
la respuesta disminuye en presencia del Exg en lugar de incrementarse (Figura 30B),
contrariamente a lo observado en comunidades microbianas del método de corte (Figura
30A).

18 18
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14 B 141 = P =0,029
= < P =0,03 P=0,0002 '
12 | 12 | ' *%
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Figura 30. Respuestas respiratorias inducidas por los exudados radicales en cada
método de finalizacion y en las distintas fechas de muestreo. Se indica el area
integrada bajo la curva respiratoria (AUC) para comunidades microbianas del método de
corte (A) y del método de finalizacién con glifosato (B) en presencia de exudados obtenidos
de plantas cortadas (Exc) 0 secadas con glifosato (Exg). Las barras de error corresponden al
error estandar de la media (n=4). Los asteriscos simples indican diferencias significativas
entre las medias (P<0,05, Test-t para muestras independientes). El asterisco doble indica
diferencia significativa mediante test de W.ilcoxon (P<0,05). NRFU: unidades de
fluorescencia relativa normalizada.

5.2 Analisis molecular de comunidades microbianas
5.2.1 Barcoded amplicon-sequencing

Como se menciond en la Seccion 4.4.2, sélo se analizaron las muestras correspondientes
a la primera y a la ultima fecha de muestreo (4 y 26 dias) mediante secuenciacion de
amplicones del gen del ARNr 16S. Se obtuvieron un total de 46239 secuencias (pyrotags)
con una extension promedio de 288 nucledtidos luego de la eliminacién de los barcodes y de
los cebadores, incluyendo las correspondientes a Bacteria y Arquea. El nUmero de unidades
operativas taxonomicas (OTUs) definidas luego del procesamiento y limpieza del conjunto
total de datos (12 muestras) fue de 2063 para Bacteria+Arquea, de los cuales 1821 fueron
clasificados como pertenecientes a Bacteria (88,2% de los OTUs), 240 a Arquea (11,6%) y 2
OTUs (0,097%) no pudieron ser asignados a ninguno de ellos. En la Tabla 29 se indican el
namero de secuencias obtenidas (correspondientes a Arquea y Bacteria) para cada una de

las muestras. Los valores reportados en la tabla corresponden a los datos no
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rarefaccionados. Dado que se observa una dominancia de Bacteria (alrededor de un 90%)
en los metagenomas de todas las muestras comparado con el bajo porcentaje de Arquea
(alrededor de un 10%), los andlisis posteriores se centraron Unicamente en este dominio.
Asimismo estudios recientes indican que los cebadores universales para procariotas, tales
como el par aqui utilizado (515F-806R), no son adecuados para el estudio de Arquea dada
su limitada capacidad de capturar la diversidad de estos microorganismos respecto de otros
cebadores. Este aspecto se retomara en la Seccion 6.

Tabla 29. Numero de secuencias (sec.) obtenidas mediante secuenciacion de
amplicones del gen del ARNr 16S. Los valores corresponden a los datos sin rarefaccion.

Muestra %grr;g(r:? Egtr:n.?jrg Zlgénilrﬁ "r\loljtgec;g % S€c. TOEEE, | Y _SE€c. _sjn
Bacteria| Arquea |asignacion| sec. SCIEY (A BEEY PRI e
C1.4D 4163 370 0 4533 91,84 8,16 0
C2.4D 3446 281 2 3729 92,41 7,54 0,05
C3.4D 2084 184 0 2268 91,89 8,11 0
G1.4D 2412 137 1 2550 94,59 5,37 0,04
G2.4D 4223 407 1 4631 91,19 8,79 0,02
G3.4D 3339 276 2 3617 92,31 7,63 0,06
C1.26D 2496 348 0 2844 87,76 12,24 0
C2.26D 1766 224 0 1990 88,74 11,26 0
C3.26D 4489 375 0 4864 92,29 7,71 0
G1.26D 3725 328 0 4053 91,91 8,09 0
G3.26D 5061 422 2 5485 92,27 7,69 0,04
G4.26D 5153 518 4 5675 90,80 9,13 0,07

Los datos rarefaccionados correspondientes a Bacteria fueron los que se emplearon
posteriormente para los correspondientes andlisis de diversidad a y 3, como asi también
para las comparaciones de abundancia relativa (filo, clase, orden, familia, OTUS) entre
métodos de finalizacion. La rarefaccion se llevo a cabo en base a la muestra con el menor

namero de secuencias, en este caso C2.26D (1766 secuencias) (Figura 31).
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Figura 31. Curvas de rarefaccién para las distintas muestras analizadas mediante
barcoded amplicon-sequencing. Se indica el nUmero de unidades operativas taxonémicas
(OTUs) bacterianas (“Species”) esperables para un namero creciente de secuencias en
cada muestra (“Sample size” o esfuerzo de muestreo). La identidad de las muestras se
indica en recuadros. La letra C indica el método de corte y la letra G el método con glifosato.
El numero luego de las letra indica la réplica, mientras que el nUmero después del punto
indica la fecha de muestreo (.4D: 4 dias; .26D: 26 dias).

5.2.1.1 Analisis de diversidad a

La riqueza de especies (S’ e indice de Chao-1) resulté muy similar en todos los casos
(Tablas 30 y 31) al igual que los dos indices de diversidad o heterogeneidad evaluados
(Tabla 32) y que los indices de equitatividad (Tabla 33). Dado que se trabajé con datos
rarefaccionados, es decir, bajo un mismo esfuerzo de muestreo para todas las muestras, se
realizaron comparaciones estadisticas mediante un ANOVA de dos factores, tal como se
indica en la Tabla 34. No se observé un efecto significativo del método de finalizacién ni de

la fecha de muestreo como asi tampoco de la interaccion (Tabla 34).

Tabla 30. Niumero de OTUs observados para cada una de las muestras. C.4D=corte/4
dias; G.4D= glifosato/4 dias; C.26D=corte/26 dias; G.26D=glifosato/26 dias.

Numero de OTUs observados (S’)

4 dias
C1.4D C2.4D C3.4D G1.4D G3.4D G4.4D
632 536 557 523 602 602
26 dias
C1l.26D c2.26D C3.26D G1.26D G3.26D G4.26D
646 590 493 602 577 649
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Tabla 31. indice de Chao-1. El valor entre paréntesis corresponde al error estandar de la
media (n=3).

indice de Chao-1

4 dias 26 dias
Glifosato 1005,71 (67,59) 1065,17 (53,37)
Corte 992,32 (28,30) 986,87 (60,39)

Tabla 32. indices de heterogeneidad para cada tratamiento. Se indican los valores
correspondientes al indice de Shannon-Weaver (H’) y el reciproco del indice de Simpson
(1/N). El valor entre paréntesis corresponde al error estandar de la media (n=3).

H’ 1/A
4 dias 26 dias 4 dias 26 dias
Glifosato 5,59 (0,072) 5,81 (0,08) 104,38 (24) 163,44 (18,82)
Corte 5,61 (0,10) 5,66 (0,19) 104,65 (2,59) 137,27 (32,87)

Tabla 33. indices de equitatividad para cada tratamiento. Se indican los valores
correspondientes al indice de equitatividad de Shannon (Ey) y el cociente de Hill (R;.;) El
valor entre paréntesis corresponde al error estandar de la media (n=3).

Eq Ri»
4 dias 26 dias 4 dias 26 dias
Glifosato 0,88 (0,012) 0,91 (0,008) 2,77 (0,43) 2,08 (0,07)
Corte 0,88 (0,005) 0,89 (0,02) 2,62 (0,22) 2,25 (0,17)

Tabla 34. Analisis de la variancia (ANOVA) para los indices de diversidad alfa. Se
indican los valores de probabilidad asociada para los efectos principales (M=método de
finalizacion y S=fecha de muestreo) como asi también para la interaccion entre ambos
factores (MxS). gl: grados de libertad. Chao-1: indice de Chao-1 (riqueza estimada); S”
riqueza observada (OTUs observados); 1/A: reciproco de Simpson; H’: indice de Shannon-
Weaver; Ri.,: cociente de Hill; Ey: indice de equitatividad de Shannon. Valores de P<0,05
indican significancia estadistica.

Diversidad alfa

ANOVA Chao-1 S’ 1/A H’ Ri:2 En

M (gl=1) P=0,42 P=0,61 P=0,58 P=0,58 P=0,96 P=0,59

S (gl=1) P=0,63 P=0,59 P=0,076 P=0,30 P=0,073 P=0,20
MxS (gl=1) P=0,57 P=0,62 P=0,57 P=0,52 P=0,54 P=0,49

gl error 8 8 8 8 8 8

5.2.1.2 Anadlisis de diversidad 8

En la Figura 32 se observa el ordenamiento mediante NMDS del ranking de disimilitudes
(Bray-Curtis) calculadas a partir de los valores de abundancia de los diferentes OTUs. El

valor de estrés del analisis (menor a 0,1) indicd una representacion adecuada en el espacio
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bidimensional. Las muestras correspondientes a las dos fechas de muestreo analizadas
muestran un cierto grado de separacion en el ordenamiento (4D y 26D). En cambio, no se
detecta una separacion obvia de muestras correspondientes a los dos métodos de
finalizacion, observandose un solapamiento de las elipses correspondientes al método de
corte (negro) y al método con glifosato (rojo) (Figura 32). Si se comparan las muestras del
método de corte y del método con glifosato a los 26 dias, puede apreciarse que estas
dltimas (G.26D) muestran una mayor proximidad a las muestras de ambos métodos
obtenidas a los 4 dias (C.4D y G4.D). Esta ultima tendencia es importante de remarcar ya

que también se observé en el ordenamiento de perfiles fisiologicos (Figura 25).
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Figura 32. Andlisis multivariado del conjunto de datos metagendmicos (abundancia de
OTUs) mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS). La letra C indica el
método de corte y la letra G el método con glifosato. EI nUmero luego de las letra indica la
réplica, mientras que el numero después del punto indica la fecha de muestreo (.4D: 4 dias;
26D: 26 dias). Los centroides se encuentran indicados con recuadros. Las elipses
corresponden al error estandar (rojo=glifosato; negro=corte). El andlisis se llevd a cabo
utilizando la medida de disimilitud Bray-Curtis. Stress-value=0,083.

En la Tabla 35 se muestran los resultados del NMDS, ajustado para los factores método
de finalizacion y fecha de muestreo. Solamente se observo significancia estadistica para el
factor fecha de muestreo.

Tabla 35. Significancia de los factores estudiados en el escalamiento

multidimensional no métrico (NMDS). Se indican los valores correspondientes a cada
factor (999 permutaciones). Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

Bondad de ajuste

Factor R? P-value
Método de finalizacion 0,066 0,47
Fecha de muestreo 0,47 0,004
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El dendrograma de la Figura 33 muestra el resultado del analisis de conglomerados
(agrupamiento jerarquico, UPGMA) obtenido a partir de la matriz de disimilitudes de Bray-
Curtis, en la cual se baso también el analisis anterior (NMDS). En él se aprecia claramente
una tendencia similar a la mencionada previamente en la Figura 32: las muestras
correspondientes a las dos fechas de muestreo (4 y 26 dias) forman grupos separados.
Asimismo, a diferencia de lo observado para dos de las muestras del método de corte
(C1.26D y C3.26D), las tres muestras del método con glifosato a los 26 dias (G.26D)
presentan mayor similitud con las muestras correspondientes a 4 dias. Dentro de cada fecha

de muestreo en particular, no se observa una separacion clara entre métodos.

W
0
o

C1.26D
C3.26D

Height
G34D

G14D

045
L
C2.26D
G4.26D

C1.4D
G2.4D
G1.26D
33.26D

040

1
C24D
C34D

BCD
hclust (*, "average")

Figura 33. Analisis de agrupamientos del conjunto de datos metagendmicos
(abundancia de OTUs). La letra C indica el método de corte y la letra G el método con
glifosato. El numero luego de las letra indica la réplica, mientras que el nimero después del
punto indica la fecha de muestreo (.4D: 4 dias; 26D: 26 dias). El eje vertical indica la medida
de disimilitud (Bray-Curtis). Se utilizé el algoritmo de agrupamiento jerarquico UPGMA.

El analisis del conjunto de total de datos mediante NPMANOVA (ADONIS) indicé un
efecto estadisticamente significativo sélo de la fecha de muestreo, pero se tuvo en cuenta la
interaccion (P=0,10; Tabla 36), por lo tanto se realizaron comparaciones entre métodos

dentro de cada fecha de muestreo (Tabla 37).

Tabla 36. Andlisis multivariado de la variancia no paramétrico (NPMANOVA) para el
conjunto total de datos metagendémicos (abundancia de OTUSs). gl: grados de libertad.
Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

NPMANOVA (ADONIS)

M (gl=1) P=0,24 (F=2,09)
S (gl=1) P<0,001(F=1,12)

MxS (gl=1) P=0,10 (F=1,27)
gl error 8
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El efecto del método de finalizacién no resultd significativo ni al inicio (4 dias) ni al final
del ensayo (26 dias), tal como lo indicaron las comparaciones de a pares mediante ANOSIM
(Tabla 37). Los valores del estadistico R, inferiores a 0,5 en ambas fechas, indican que no
existe una separacion clara entre las muestras del método de corte y con glifosato.

Tabla 37. Comparacion de datos metagendémicos entre métodos de finalizacion dentro

cada fecha de muestreo. Se utilizo el test multivariado de analisis de similitudes (ANOSIM,
999 permutaciones) para analizar las diferencias entre grupos.

- ANOSIM
Comparacion I S .
R-statistic Significancia
Corte vs Glifosato (4 dias) -0,07 0,8
Corte vs Glifosato (26 dias) 0,3 0,1

5.2.1.3 Composicion de la comunidad bacteriana de larizosfera

En términos generales, no se observaron diferencias mayores en la distribucién de
valores de abundancia relativa a nivel de filo entre los métodos de finalizacién dentro de

cada fecha de muestreo, ni tampoco entre fechas (Figura 34).
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Figura 34. Representacion grafica de la abundancia relativa de los distintos fila
bacterianos. Los valores indicados para cada tratamiento corresponden a la media de tres
réplicas biolégicas (n=3). C.4D: Corte/4 dias; G.4D: Glifosato/4 dias; C.26D: Corte/26 dias;
G.26D: Glifosato/ 26 dias.
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Se observé una notable dominancia de Proteobacteria en relacion a los demas fila,
seguido de Bacteroidetes. La abundancia relativa promedio de cada filo para cada
tratamiento se encuentra indicada en la Tabla 38. La abundancia de Nitrospirae, un filo
normalmente poco abundante en la rizosfera, mostré una representatividad similar a la de
Actinobacteria y Acidobacteria (Figura 34, Tabla 38).

Tabla 38. Abundancia relativa de los distintos fila bacterianos. Los valores indicados

para cada tratamiento (%) corresponden a la media de tres réplicas (n=3). C.4D: Corte/4
dias; G.4D: Glifosato/4 dias; C.26D: Corte/26 dias; G.26D: Glifosato/ 26 dias.

Filo C.4D G.4D C.26D G.26D
Acidobacteria 6,61 6,70 4,83 6,70
Actinobacteria 5,93 5,38 7,38 6,47
Bacteroidetes 15,04 14,93 9,89 11,85

Chloroflexi 1,23 1,23 1,45 1,34
Firmicutes 4,68 5,61 9,27 8,61
Nitrospinae 0,30 0,25 0,30 0,28
Nitrospirae 6,72 6,13 6,81 5,19
Planctomycetes 2,28 2,38 1,76 1,81
Proteobacteria 53,98 53,78 54,06 54,95
Sin clasificar 3,10 3,34 3,25 2,68
Verrucomicrobia 0,13 0,28 1,00 0,11
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

En la Figura 35 se observan los resultados comparativos a nivel de filo. Para ninguno de
los fila bacterianos se observaron diferencias significativas (P>0,05) como asi tampoco
diferencias potencialmente relevantes a nivel biolégico (es decir, con DP>1,5% o RP>1,5;
Anexo IV, Tablas 58 y 59). Sin embargo, como se describirda a continuacién, al analizar
niveles taxonémicos inferiores se observan diferencias marginalmente significativas y que
podrian ser importantes a nivel biologico. El significado de estos resultados en relacién al
tipo de estudio realizado se discutird en la Seccion 6.

La comparacion entre fechas de muestreo dentro de cada método indicé que tanto para
el método de corte como para el método con glifosato, la abundancia de Firmicutes se
incrementa significativamente (P<0,05) (Anexo IV, Figura 55). Dado que el incremento se
observa en ambos métodos, la diferencia entre métodos a los 26 dias no resulta significativa
(Figura 35). El resto de los fila no mostraron modificaciones significativas entre fechas
(Anexo IV, Figura 55).

Como se observa en la Figura 36, el agrupamiento basado en la abundancia relativa de
los distinta fila indica que no existe una separacion clara entre ambos métodos de
finalizacion a los 4 dias ni a los 26 dias, al igual que lo observado previamente en la Figura

33 para el andlisis de agrupamiento basado en la abundancia relativa de los distintos OTUs.
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Figura 35. Andlisis comparativo de los distintos fila bacterianos entre métodos de
finalizacion a los 4 (A) y 26 dias (B). El analisis se realiz6 mediante el software STAMP
utilizando un test-t no paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignacion taxonomica.
Los valores de probabilidad asociada se encuentran indicados como g-value. Se indican
también los intervalos de confianza en cada comparacion.
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Figura 36. Agrupamientos de comunidades bacterianas considerando la abundancia
relativas de los distintos fila. La abundancia relativa (%) se indica en gradiente de color.
El andlisis se realiz6 mediante el software STAMP utilizando el algoritmo de agrupamiento
UPGMA. EIl panel de la izquierda corresponde a la fecha inicial de muestreo (4 dias)
mientras que el panel de la derecha corresponde a la fecha final (26 dias).
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A nivel de clase, se observd una diferencia marginalmente significativa (P=0,076) y de
posible relevancia biolégica (DP=5,66; RP=1,68) en Betaproteobacteria a los 4 dias (Figura
37A), no observable a los 26 dias (Figura 37B). La mayor abundancia de este grupo
microbiano en el método con glifosato podria guardar relacion con diferencias en la
estructura de la comunidad observadas mediante PCR-DGGE (véase Seccién 5.2.3 y
Seccion 6). Por su parte, Bacilli mostré una abundancia relativa significativamente mayor en
el método con glifosato a los 26 dias (P=0,041), diferencia de posible relevancia biolégica
(DP=-2,4; RP=1,55) (Figura 37B), no observada a los 4 dias (Figura 37A). Los valores de
abundancia relativa y el tamafio del efecto (DP y RP) para cada método a los 4 y 26 dias se
detallan en las Tablas 60-61 y 62-63 del Anexo IV, respectivamente. Considerando la
abundancia relativa promediada para ambos métodos, Alphaproteobacteria present6 la
mayor abundancia a los 4 dias (16,53%), seguido de Gammaproteobacteria (13,74%),
Flavobacteriia (11,68%) y luego el resto de las clases del filo Proteobacteria:
Betaproteobacteria (11,10%) y Deltaproteobacteria (9,93%) (Anexo IV, Tabla 60). En
cambio, para 26 dias Gammaproteobacteria mostré la mayor abundancia (14,99%), seguido
de Betaproteobacteria y Alphaproteobacteria en proporciones similares (13,07% y 12,6%,
respectivamente). La abundancia de Flavobacteriia se ubico por debajo de las clases de
Proteobacteria (8,94%), excepto de Deltaproteobacteria (8,10%) (Anexo IV, Tabla 62). El
porcentaje de secuencias sin asignacion (Unclassified) fue similar en ambas fechas y de
magnitud mayor a las clases de mayor representatividad mencionadas anteriormente
(23,17% y 23,79% para 4 y 26 dias, respectivamente). Al comparar entre fechas dentro de
cada método, se observd una disminucién en la abundancia de Alphaproteobacteria
Gnicamente en el método de finalizacion de corte (Anexo 1V, Figura 56A). En cambio, para
Bacilli la abundancia se incrementé significativamente (P<0,05) a los 26 dias respecto de 4
dias, s6lo en el método con glifosato (Anexo IV, Figura 56B).

En forma consistente con la diferencia significativa observada para Bacilli a los 26 dias
(Figura 37B), al analizar un nivel taxonomico inferior se detectdé un incremento
marginalmente significativo en el orden Bacillales (P=0,061, Figura 38B), el mas importante
dentro de Bacilli. La relevancia biologica de esta mayor abundancia en el método con
glifosato se discutira en la Seccién 6. En tal seccién también se haréa referencia a la mayor
abundancia de Burkholderiales en el método con glifosato, observada s6lo a los 4 dias
(Figura 38A). Si bien esta diferencia (DP=-3,34; RP=2,11) no es estadisticamente
significativa (P>0,05), podria tener importancia biol6gica segun estudios previos. Los valores
de abundancia relativa y el tamafio del efecto (DP y RP) para cada método a los 4 y 26 dias

se detallan en las Tablas 64-65 y 66-67 del Anexo IV, respectivamente.
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Figura 37. Andlisis comparativo de las distintas clases bacterianas entre métodos de
finalizacion a los 4 dias (A) y 26 dias (B). El analisis se realiz6 mediante el software
STAMP utilizando un test-t no paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%.
So6lo se consideraron las categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el
panel superior corresponde a los resultados sin filtro de tamarfio del efecto y el inferior a
aquellos con filtro, de posible relevancia biolégica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria
“Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica. Los valores
de probabilidad asociada se encuentran indicados como g-value. Se indican también los
intervalos de confianza en cada comparacion.
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Figura 38. Andlisis comparativo de los distintos érdenes bacterianos entre métodos
de finalizacion a los 4 dias (A) y 26 dias (B). El andlisis se realizé mediante el software
STAMP utilizando un test-t no paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%.
Solo se consideraron las categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el
panel superior corresponde a los resultados sin filtro de tamafio de efecto y el inferior a
aquellos con filtro, de posible relevancia biolégica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria
“Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica. Los valores
de probabilidad asociada se encuentran indicados como g-value. Se indican también los
intervalos de confianza en cada comparacion.
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El orden que mostré la mayor abundancia a los 4 dias fue Rhizobiales (14,61%), seguido
de Flavobacteriales (11,68%), Desulfovibrionales (6,63%), Nitrospirales (5,18%) vy
Burkholderiales (4,67%) (Anexo IV, Tabla 64). A los 26 dias, Rhizobiales y Flavobacteriales
continuaron mostrando la mayor abundancia (9,99 y 8,94%, respectivamente), seguido de
Chromatiales (6,01%), Nitrospirales (5,74%) y Bacillales (5,6%) (Anexo IV, Tabla 66). La
comparacion entre fechas dentro de cada método indic6 una disminucién significativa de
Rhizobiales (P<0,05) en el método de corte hacia los 26 dias post-tratamiento (Anexo 1V,
Figura 57A) y un incremento de Bacillales en el método de con glifosato (P<0,05; Anexo IV,
Figura 57B).

El analisis a nivel de familia indic6 una mayor abundancia de la familia Comamonadaceae
a los 4 dias (Figura 39) en el método con glifosato (DP=-1,85; RP=2,44). Si bien la diferencia
no fue significativa (P=0,11), sigue la misma tendencia que resultados anteriores: la familia
Comamonadaceae pertenece al orden Burkholderiales, el cual mostr6 también una
diferencia (en la misma fecha de muestreo) que podria ser biolégicamente relevante segln
el tamafio del efecto y segun investigaciones relacionadas, tal como se menciond
anteriormente. El resto de las familias no mostraron diferencias significativas o un tamafio
del efecto mayor al minimo establecido. Los valores de abundancia relativa y el tamafio del
efecto (DP y RP) para cada método a los 4 y 26 dias se detallan en las Tablas 68-69 y 70-71
del Anexo 1V, respectivamente. Si bien la familia Brucellaceae presenté una diferencia
significativa (P<0,05) a los 4 dias, la diferencia no superd el filtro de tamafio del efecto. Lo
mismo ocurrié con la familia Bradyrhizobiaceae, a los 26 dias. En esta ultima fecha de
muestreo, sélo se observaron diferencias que podrian ser bioldgicamente relevantes para
Bacillaceae (DP=-1,57; RP=2,73) y Rhodobacteraceae (DP=-1,72; RP=3,07) (Figura 39). La
familia Bacillaceae corresponde al orden Bacillales, el cual mostré6 también una tendencia
similar a los 26 dias, con una abundancia mayor en el método con glifosato, tal como se
indic6 anteriormente (Figura 38). Un alto porcentaje de secuencias (alrededor de un 73%) no
pudieron ser asignadas a ninguna familia.

La comparacion entre fechas dentro de cada método indicé un incremento marginalmente
significativo en la abundancia de Comamonadaceae en el método de corte (P=0,079; Anexo:
Figura 58) desde 4 dias a 26 dias, mientras que la abundancia de la familia Brucellaceae se
redujo significativamente entre ambas fechas en el método de corte (P=0,020) pero no con
glifosato.

Al realizar el andlisis comparativo entre ambos métodos para los diferentes OTUs, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas a los 4 dias (Figura 40A) pero si a los

26 dias (Figura 40B). No obstante, algunas de las diferencias observadas a los 4 dias
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podrian ser biolégicamente relevantes, tal como se observé para el OTU 1 (RP=4,34), OTU
27 (RP=2,05) y OTU 15 (RP=3,08), y como se discutird mas adelante en la Seccion 6.

A
[ Corte [ Glifosato 95% confidence intervals
I
f_brucellaccae BFVFvFF=—t— I —0— 0.046
f_comamonadaceae F—oeg t O { | 0.110
f_bacillaceae Begy —0o— 0.184
f_gallionellaceee By } il 0.324
f__nitrosomonadaceae Fieey —o— 0.516
f_bradyrhizobiaceae Fm—m/—eri—— f : | 06393
f__flavobacteriaceae Pty } O I i 0.645 g_
f_pseudomonadaceae FiFFte0e— e | 0.675
f_rhizobiaceae B2 —0r— 0.747
f_rhodobacteraceae FP=2— —i0— 0.864
f_cellulomonadaceae Py ——0— 0.889
f__xanthomonadaceae o= f O { 0.929
L I I I | I 1
0.0 40 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
3 Corte [ Glifosato 95% confidence intervals )
| =]
f_comamonadaceae I | —O ‘ { , 0.110 E
0.0 31 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -05 0.0 =
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
B
[ Corte [ Glifosato 95% confidence intervals
f__bradyrhizobiaceae FPD—r—rtq Ol | 0.039
f_bacillaccae Pty p—o—-— 0.239
f_rhodobacteraceae P01 } L 0.323
f_brucellaccae FPFFtg I—O—:{ 0.359
f_nitrosomonadaceae Pty 00— 0.543 o
3
f__comamonadaceae Pt — [ T { 0.711 §
f_cellulomonadaceae P 10— 0.719 &
f_flavobacteriaceae BPg— —0— 0.787
f_pseudomonadaceae FHF=~ } + { 0.881
f_rhizobiaceae FPFg— —0— 0.940
f_xanthomonadaceae I ‘o { 0.942
I I |
0.0 3.7 -4 -2 0 2 4
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
3 Corte [ Glifosato 95% confidence intervals
I o
f__bacillaceae Pt I O | { 0.233 =2
f_rhodobacteraceae e I O | | 0.319 g
L | L | o
0.0 25 -5 -4 -3 -2 -1 0 1
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 39. Andlisis comparativo de las distintas familias bacterianas entre métodos de
finalizacion a los 4 dias (A) y 26 dias (B). El andlisis se realizO mediante el software
STAMP utilizando un test-t no paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%.
Solo se consideraron las categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el
panel superior corresponde a los resultados sin filtro de tamafio de efecto y el inferior a
aquellos con filtro, de posible relevancia biolégica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria
“Unclassified”, no se muestra para mejorar la visualizacion de las demas categorias. Se
indican también los intervalos de confianza en cada comparacion.
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Figura 40. Andlisis comparativo de los distintos OTUs bacterianos entre métodos de
finalizacion a los 4 dias (A) y 26 dias (B). El andlisis se realiz6 mediante el software
STAMP utilizando un test-t no paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%.
So6lo se consideraron las categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el
panel superior corresponde a los resultados sin filtro de tamafio de efecto y el inferior a
aquellos con filtro, de posible relevancia biologica (RP>1,9). Se indican también los
intervalos de confianza en cada comparacion.

170



CAPITULO 4

A los 26 dias, el OTU 35 mostr6 una mayor abundancia (P<0,05; RP=1,95) en el método
con glifosato al igual que el OTU 7, aunque para este Ultimo no se observé significancia
estadistica (Figura 40B). La diferencia observada entre ambos métodos para el OTU 29
también fue significativa (P<0,05) observdndose una mayor abundancia en el método de
corte (RP=2,29) (Figura 40B). Unicamente pudieron identificarse a nivel de género mediante
BLASTnN en Greengenes los siguientes OTUs: OTU 35 (Tabla 39), OTU 1 (Tabla 40) y OTU
15 (Tabla 41). De los tres restantes, dos no pudieron ser identificados (OTU 27 y OTU 7)
mientras que el tercero (OTU 29) corresponde al filo Verrucomicrobia.

El OTU 35 corresponde a una especie del género Mesorhizobium (99% de identidad),
segun indico la busqueda con BLASTn en la base de datos Greengenes (Tabla 39). El
género Mesorhizobium pertenece al orden Rhizobiales dentro de Alphaproteobacteria. Como
se indic6 anteriormente, este orden bacteriano también presenté una mayor abundancia
relativa en el método con glifosato a los 26 dias, aunque la diferencia en dicho caso fue

marginalmente significativa y el tamafio del efecto no superé el valor de corte (Figura 38B).

Tabla 39. Resultado del alineamiento (BLASTNn) para el OTU 35 en la base de datos
Greengenes. Se indican las secuencias (hits) que produjeron los cinco alineamientos mas
significativos.

Numero de Numero de Score Identidad
Hit acceso acceso (bits) E-value (%)
(Greengenes) (GenBank)
Mesorhizoblum sp. 330608 EU999231.1 420 e-116 99,26
str. RP1
Mesorhizobium loti
str. NGTS14 795096 AB289614.1 416 e-115 99,26
Mesorhizobium
amorphae str. 782763 EU849579.1 416 e-116 99,26
CCNWYC116
Mesorhizobium sp. 775741 FNS63443.1 416 e-117 99,26
str. LVC3
Mesorhizobium sp.
sir. DC2b-3 769132 AB552863.1 416 e-118 99,26

En el caso del OTU 1, la basqueda indicé un 99% de identidad con especies del género
Hydrogenophaga (Tabla 40). Este género pertenece a la familia Comamonadaceae y al
orden Burkholderiales, los cuales mostraron también una mayor abundancia en el método
con glifosato en la misma fecha de muestreo (4 dias) (Figuras 38A y 39A). A diferencia del
OTU 35, para el OTU 1 no se observo significancia estadistica pero el resultado podria ser

relevante a nivel biol6gico, tal como se discutira en la Seccién 6.
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Tabla 40. Resultado del alineamiento (BLASTn) para el OTU 1 en la base de datos
Greengenes. Se indican las secuencias (hits) que produjeron los cinco alineamientos mas
significativos.

NUmero de NUmero de

Hit acceso acceso ?t():i?;()e vaILEI;Je Ide?(f/:)?ad
(Greengenes) (GenBank)
Hydrogenophaga
palleroni str. CCUG 683257 NR_024936.1 424 e-118 99,62
20334
Hydrogenophaga 611508 FJ947058.1 424  e-118 99,62
pseudoflava str. Xb1
Hydrogenophaga sp. i
str. DDSb 630203 HQ113382.1 424 e-118 99,62
Hydrogenophaga
pseudoflava str. GA3 590859 NR_028717 416 e-118 99,62
ATCC 33668
AYEICYSET A 347693 EU8S17490.1 416  e-118 99,62
str. XJ-L58

Para el OTU 15 (Tabla 41), se obtuvo un 99% de identidad con Acidovorax delafieldii, una
especie perteneciente también a la familia Comamonadaceae y al orden Burkholderiales.
Tabla 41. Resultado del alineamiento (BLASTNn) para el OTU 15 en la base de datos

Greengenes. Se indican las secuencias (hits) que produjeron los cinco alineamientos mas
significativos.

NUmero de NUmero de
Hit acceso acceso
(Greengenes) (GenBank)

Score E-

(bits) value Identidad (%)

Acidovorax sp. str. KNA 777675 AB539974.1 424 e-118 99,26

Acidovorax delafieldii str.
THWCSN52
Acidovorax delafieldii str.
THWCSN5
Acidovorax delafieldii
str. TSWCSN28
Acidovorax delafieldii str.
PCWCS26

589846 GQ284424.1 424 e-118 99,26
589089 GQ284431.1 424 e-118 99,26
588724 GQ284418.1 424 e-118 99,26

586985 GQ284435.1 424 e-118 99,26

5.2.2 Abundancia de BOA, AOA, Actinobacteria y bacterias totales

Los efectos del método de finalizacion sobre la abundancia de los diferentes grupos
microbianos fueron evaluados mediante qPCR de los genes indicadores correspondientes.
La eficiencia de la qPCR fue de 82% para el gen amoAgo,; 79,46% para el gen amoAaoa;
96,29% para el amplicdn correspondiente al gen del ARNr 16Sactinobacteria Y 86,96% para el
gen del ARNr 16S de Eubacteria. Las ecuaciones obtenidas del ajuste lineal de las curvas
estandar, que describen la relacion entre los valores de Ct y el nimero de copias de cada
gen indicador, fueron las siguientes:
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Ct = 36,74 — 3,85 logyp (n° copias) para el gen amoAgoa (R2=0,99);

Ct = 38,63 — 3,94 log, (n° copias) para el gen amoAaoa (R?=0,99);

Ct = 38,02 — 3,41 log, (n° copias) para el gen del ARNr 16Sacinobacteria (R*=0,99);

Ct = 41,84 — 3,68 logy, (n° copias) para el gen del ARNr 16S de Eubacteria (R* = 0,99);

En la Tabla 42 se indican los resultados del analisis estadistico para los diferentes grupos
microbianos al comparar el nUmero de copias de los genes indicadores utilizados en cada

caso.

Tabla 42. Andlisis de la variancia (ANOVA) para el numero de copias de genes
indicadores de cada grupo microbiano. Se indican los valores de probabilidad asociada
para los efectos principales (M=método de finalizacién y S=fecha de muestreo) como asi
también para la interaccion entre ambos factores (MxS). gl: grados de libertad. Valores de
P<0,05 indican significancia estadistica.

ANOVA BOA AOA Actinobacteria Bacterias totales

M (gl=1) P=0,0052 P=0,16 P=0,52 P=0,11

S (gl=3) P=0,56 P=0,069 P<0,001 P<0,0001
MxS (gl=3) P=0,78 P=0,14 P=0,69 P=0,65

gl error 24 24 24 24

El ANOVA de los datos correspondientes a BOA (log,, copias amoA pg™ de ADN) indico
una interaccién no significativa (P=0,78) entre los dos factores involucrados: método de
finalizacion (M) y fecha de muestreo (S). En base a ello, se consideraron los efectos
principales de ambos factores. Solo resultd significativo el efecto correspondiente al método
de finalizacién (Tabla 42) (P<0,05). En este caso, el nimero de copias del gen amoAgoa fue
1,68 veces mayor en la rizosfera de plantas sometidas al método de corte respecto del
método con glifosato (Tabla 43). EI nUmero de copias del gen amoAgoa Y del resto de los
genes indicadores, promediando ambos métodos en cada fecha de muestreo, se indican en
la Tabla 44.

Tabla 43. Numero de copias de genes indicadores para cada grupo microbiano en los
dos métodos de finalizacion (corte vs glifosato). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de ambos métodos de finalizacion. Los valores entre

paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=16). Se muestran sélo los grupos
microbianos en los que se observo ausencia de interaccion entre los factores estudiados.

Numero de copias del gen indicador ug™ ADN

BOA
Corte  1,61.10°(1,66.10%) "
Glifosato 9,56.10* (1,85.10%) ?

Actinobacteria
2,85.107 (3,26.10°) 2
2,97.107 (2,66.10° 2

Bacterias totales
2,38.10° (2,16.10%) @
2,89.10° (2,95.10°%) @
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Tabla 44. Numero de copias de los genes indicadores para cada grupo microbiano en
las distintas fechas de muestreo (4, 10, 17 y 26 dias). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre fechas. Los valores entre paréntesis corresponden al error
estandar de la media (n=8). Se muestran sélo los grupos microbianos en los que se observo
ausencia de interaccion entre los factores estudiados.

Numero de copias del gen indicador pg™* ADN

BOA Actinobacteria Bacterias totales
4 dias  1,17.10° (2,3.10% @ 2,75.107 (2,32.10°) 2 3,83.10° (3,05.10%) °
10 dias  1,66.10° (3,31.10% 2 2,03.107 (1,3.10% 2 3,03.10°(1,09.10%) °
17 dias  1,21.10° (3,06.10% 2 2,67.107 (3,57.10°) 2 2,05.10° (1,99.10%) @
26 dias  1,09.10° (2,02.10% 2 4,19.10" (4,55.10°%) ° 1,62.10° (2,04.10%) 2

Para AOA, se consideré la interaccion entre ambos factores (P=0,14; Tabla 42). En base
a ello, se realizaron comparaciones entre los dos métodos dentro de cada fecha de
muestreo mediante pruebas-t, tal como se indica en la Tabla 45. S6lo se observé una
diferencia significativa (P<0,05) en la dltima fecha: el nimero de copias en el método de
corte fue 2,4 veces mayor respecto del método con glifosato. Las comparaciones multiples
(Tukey) entre las diferentes fechas de muestreo dentro del mismo método de finalizacion
indicaron que, tanto para el método con glifosato como para el método de corte, la
abundancia no difiere significativamente a lo largo de las cuatro fechas de muestreo
(P>0,05; Figura 41).

Tabla 45. Comparacion de métodos de finalizacién dentro de cada fecha de muestreo.
Se indican las medias correspondientes a cada método como asi también los valores de
probabilidad asociada para cada comparacion. Los nimeros entre paréntesis indican el error
estandar de la media (n=4). Los valores de probabilidad asociada corresponden a la
comparacion mediante el test-t para muestras independientes. Valores de P<0,05 indican
diferencias estadisticamente significativas entre métodos de finalizacion.

Namero de copias del gen amoAxoa (copias amoA ug™ ADN)

4 dias 10 dias 17 dias 26 dias

Corte 2,04.10° 3,95.10° 5,87.10° 3,57.10°
(3,82.10% (7,71.10° (1,96.10° (8,69.10°)

. 3,51.10° 2,65.10° 4,34.10° 1,49.10°
Elifpeaiz (9.49.10%) (6.9.10%) (8.10°) (3.42.10%)
P-value P=0,29 P=0,31 P=0,74 P=0,037
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Figura 41. Naomero de copias (logio) del gen amoA de arqueas oxidantes del amoniaco
(AOA) para ambos métodos de finalizacion en las cuatro fechas de muestreo. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los dos métodos de finalizacion
dentro de cada fecha de muestreo (P<0,05, test-t para muestras independientes). Letras
minasculas diferentes indican diferencias entre fechas de muestreo dentro de un mismo
método de finalizacion (P<0,05; Test de Tukey HSD).

Log1g copias amoA pg™ ADN

Al realizar el andlisis para bacterias totales y Actinobacteria, se observaron resultados
diferentes a los obtenidos para AOA. En el primer caso, no se detecté interaccion
significativa (P>0,05, Tabla 42), evaludndose entonces los efectos principales. El efecto
principal del método de finalizacién no resulté significativo (P>0,05, Tablas 42 y 43) pero si
lo fue el efecto correspondiente a la fecha de muestreo (P<0,0001, Tablas 42 y 44). El
namero de copias (promediado para los dos niveles del factor método) a los 17 y 26 dias se
redujo significativamente en relacion a la fecha inicial (1,9 y 3,4 veces, respectivamente,
Tabla 44).

Para Actinobacteria, se obtuvieron resultados similares a bacterias totales: el efecto
principal del método de finalizacion no resulté significativo (P>0,05, Tablas 42 y 43) mientras
que si lo fue el efecto correspondiente a la fecha de muestreo (P<0,001, Tablas 42 y 44). El
nuimero de copias (promediado para los dos niveles del factor método) se incremento
significativamente en relacion a la fecha inicial s6lo a los 26 dias post-tratamiento (Tabla 44).

Para AOB y Actinobacteria se analizaron también los valores de abundancia relativa
(AR), es decir, el niumero de copias de cada gen relativo al nimero de copias del gen que
codifica para el ARNr 16S de Eubacteria. Los resultados del ANOVA de dos factores para

los valores de abundancia relativa se indican a continuacién en la Tabla 46.
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Tabla 46. Analisis de la variancia (ANOVA) para la abundancia relativa (AR) de
distintos grupos microbianos. Se indican los valores de probabilidad asociada para los
efectos principales (M y S) como asi también para la interacciébn entre ambos factores
(MxS). gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

ANOVA AREon) AR (actinobacteria) AOA:BOA
M (gl=1) P=0,0008 P=0,38 P=0,17
S (gl=3) P=0,072 P<0,0001 P=0,25

MxS (gl=24) P=0,59 P=0,58 P=0,47
gl error 24 24 24

Los resultados para AR de BOA y de Actinobacteria fueron similares a los obtenidos con
la abundancia absoluta: en el primer caso s6lo fue significativo el efecto del método de
finalizacion (P<0,05; Tablas 46 y 47) mientras que en el segundo caso sélo fue significativo
el efecto de la fecha de muestreo (P<0,05; Tablas 46 y 48).

Tabla 47. Abundancia relativa (AR) de genes indicadores para cada método de
finalizacion. Los valores corresponden a la relacion entre el nimero de copia del gen
indicador de cada grupo (BOA, Actinobacteria) y el gen del ARNr 16S de Eubacteria.
También se indica la relacién entre el gen amoAaca Y €l gen amoAgoa (AOA:BOA). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre métodos (P<0,05). Los valores entre
paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=16).

Abundancia relativa de genes indicadores

Método de .
fi naI i zacién AR(BOA) AR(Actinobacteria) AOA:BOA
Glifosato 3,61.10° (6,28.10°) @ 1,34.10% (2,64.10%) 2 50,89 (11,19) ?
Corte 7,54.10° (9,23.10°) ° 1,46.107 (2,52.10) @ 28,12 (5,05) *®

Tabla 48. Abundancia relativa (AR) de genes indicadores para cada fecha de
muestreo. Los valores corresponden a la relacion entre el nUmero de copia del gen
indicador de cada grupo (BOA, Actinobacteria) y el gen del ARNr 16S de Eubacteria.
También se indica la relacion entre el gen amoAxoa Y €l gen amoAgos (AOA:BOA). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre fechas (P<0,05). Los valores entre
paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=8).

Abundancia relativa de genes indicadores

Fecha de

muestreo AREon) AR (actinobacteria) AOA:BOA
4 dias 3,25.10° (6,80.10°) 2 7,37.103(7,32.10%) 2 37,68 (16,05)
10 dias 5,61.10° (1,19.10°) 2 6,73.10° (4,14.10%) @ 29,60 (7,30) ®
17 dias 6,58.10" (1,86.10°) 2 1,41.10%(2,21.10%) ° 65 (15,68) 2
26 dias 6,85.10° (1,03.10™) 2 2,78.10% (3,24.10%) © 25,75 (5,39) *°
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La ARgoa resulté 2,1 veces mayor en el método de corte respecto del método con
glifosato (Tabla 47). Por su parte, la ARactinobacteria S€ incrementd 3,8 veces al comparar la
fecha inicial y final (Tabla 48). En cuanto a la abundancia de AOA relativa a BOA, no se
observo un efecto significativo para ninguno de los dos factores analizados (P>0,05; Tabla
46). Tal como lo indica la magnitud de este cociente, las AOA se encuentran presentes en
mayor abundancia en la rizosfera que las BOA, para ambos métodos de finalizacion (Tabla

47) y para todas las fechas de muestreo (Tabla 48).
5.2.3 Estructura de la comunidad (betaproteobacteria) mediante PCR-DGGE

En la Figura 42 se observan los perfiles correspondientes a cada una de las muestras
analizadas. Para algunos casos en particular, sélo pudieron amplificarse en la PCR inicial
dos o tres de las cuatro réplicas del tratamiento. Si bien se probaron diluciones de las
muestras para evitar la inhibicion, no fue posible amplificarlas. La siembra de un volumen
mayor del producto de PCR (12 pl) en el gel, sugerida en estos casos, tampoco fue

suficiente para visualizar perfiles de estas muestras (calles 1, 2, 13y 17).

M 1 2 3456 78910111213141516 17181920212223242526 272829 30 3132 M

i

Figura 42. Perfiles electroforéticos de Betaproteobacteria para los distintos
tratamientos evaluados. Los perfiles se obtuvieron mediante electroforesis en gradiente de
desnaturalizante (DGGE). Se utilizé un gel de poliacrilamida 9% con un gradiente de urea-
formamida (46,5-65%) para la separacion. Las calles indicadas como M corresponden al
marcador utilizado. Los numeros de las muestras sembradas en cada calle se corresponden
con las identidades indicadas en la Tabla 1. Las calles vacias (1, 2, 13 y 17) corresponden a
muestras que no pudieron ser amplificadas. Descripcién de las calles: 1-4: Corte/4 dias; 5-8:
Glifosato/4 dias; 9-12: Corte/10 dias; 13-16: Glifosato/10 dias; 17-20: Corte/17 dias; 21-24:
Glifosato/17 dias; 25-28: Corte/26 dias; 29-32: Glifosato/26 dias.

El andlisis Pearson-UPGMA de perfiles correspondientes a Betaproteobacteria indica una
cierta variabilidad entre réplicas del mismo tratamiento (mismo color, Figura 43)
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observdndose que algunas de ellas presentan mayor similitud con muestras de diferente
tratamiento. Asimismo, el conjunto de muestras correspondientes al método de corte (C.4D,
C.10D, C.17D, C.26D) y el conjunto de muestras del método con glifosato (G.4D, G.10D,
G.17D, G.26D) no forman dos clusters separados que reflejen un efecto principal del método
de finalizacion. Esta observacion en el dendrograma se refleja en el test estadistico de
permutacion que indica un efecto no significativo del factor método (P>0,05, Tabla 49).
Contrariamente, los perfiles correspondientes a una misma fecha de muestreo tienden a
agrupar separadamente en el dendrograma, esto se observa mas claramente al comparar
17 dias (C.17, G.17D) contra 26 dias (C.26D, G.26D). El test de permutacién confirmé esta
tendencia arrojando un efecto significativo de la fecha de muestreo (P<0,05, Tabla 49). Dado
que el andlisis anterior no brinda informacion sobre una posible interaccion entre ambos
factores, se realiz6 una comparacion entre los dos métodos de finalizacion para cada fecha
de muestreo por separado, de modo de evitar la influencia de la fecha de muestreo en caso
de existir una interaccién significativa. Como se indica en la Tabla 50, sélo se detect6 una
diferencia significativa a los 10 dias (P<0,05). En cambio, a los 4 dias la diferencia resultd
marginalmente significativa (P=0,067, Tabla 50) mientras que para 17 y 26 dias no se
observaron diferencias (P>0,05).

Tabla 49. Efectos del método de finalizacion (M) y de la fecha de muestreo (S) en el

analisis de perfiles de Betaproteobacteria. Los resultados corresponden al test de
permutacion (10* permutaciones). Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

Test de permutacion d P-value
Efecto del método de finalizacion (M) 0,078 0,09
Efecto de la fecha de muestreo (S) 18,49 0

Tabla 50. Comparacion de perfiles de Betaproteobacteria entre métodos de
finalizacion en las diferentes fechas de muestreo. Los resultados corresponden al test de
permutacion (10* permutaciones). Valores de P<0,05 indican significancia estadistica.

4 dias 10 dias 17 dias 26 dias

Glifosato d P-value d P-value d P-value d P-value

vs Corte | 24,62 0,067 16,03 0,027 0,22 0,42 0,51 0,43

En forma complementaria, se realizd6 un segundo andlisis basado en la comparacion de
agrupamientos definidos a un nivel de similitud (cut-off) del 60% (en lugar de evaluar
clusters definidos segun el tratamiento de las muestras, como se realiz6 anteriormente). En
este caso, a un nivel de similitud del 60% pueden diferenciarse claramente cuatro
agrupamientos que se encuentran indicados en lineas de color gris claro en las ramas del

dendrograma de la Figura 43. El test de permutacion indicé significancia estadistica de los

178



CAPITULO 4

agrupamientos formados (d=25,82; P=0) al igual que el método de re-muestreo Jackknife
gue indico un 100% de estabilidad de los clusters. Si se observan individualmente cada uno
de ellos, puede apreciarse que para la primera fecha de muestreo (4 dias) las réplicas
correspondientes a ambos métodos de finalizacion se ubican en clusters separados. Lo
mismo ocurre a los 10 dias. En cambio, esta tendencia no se observa para las ultimas
fechas (17 y 26 dias). Los resultados de este andlisis son consistentes con los mencionados
anteriormente para cada fecha por separado (Tabla 50), donde los valores de probabilidad
asociada para el test de permutacion fueron significativos o marginalmente significativos (a
los 10 dias y 4 dias, respectivamente).

Pearson correlation (Opt:0.25%) [0.0%-100.0%)]

40
45
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Figura 43. Analisis de agrupamientos de perfiles de Betaproteobacteria. Los perfiles se
obtuvieron mediante electroforesis en gradiente de desnaturalizante (DGGE). Se utilizé el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) como coeficiente de similitud y el algoritmo de
agrupamiento jerarquico UPGMA. Las ramas en color gris claro sefialan los agrupamientos
con estabilidad interna (100%) segun el método Jackknife, definidos a un 60% de similitud
(cut-off). Para cada perfil, la letra C indica el método de corte y la letra G el método con
glifosato. El numero luego de las letras indica la réplica, mientras que el nUumero después del
punto indica la fecha de muestreo (4D: 4 dias; 10D: 10 dias; 17D: 17 dias; 26D: 26 dias). El
nimero a la derecha de cada nodo indica el coeficiente de correlacion cofenética y el
namero de la izquierda el porcentaje de similitud (r x 100).
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5.2.4 Andlisis molecular de elementos genéticos mdviles

En esta Ultima seccién se presentan los resultados obtenidos a partir de la deteccion y
cuantificacion de dos clases de EGMs muy importantes para la adaptacion y diversificacion
en comunidades microbianas: los plasmidos IncP-1 y los integrones. Como se mencioné en
la Introduccion General, estos EGMs han comenzado a ser estudiados frente a diferentes
pesticidas debido a que se ha observado que en muchos casos existe un enriquecimiento en
ambientes expuestos. En la Seccién 6 se discutira este tema en particular.

En primer lugar se hara referencia a los intentos iniciales de cuantificacion de plasmidos
IncP-1 mediante protocolos de gPCR ya optimizados en estudios previos, para luego
presentar los resultados de la deteccion mediante PCR-Southern Blot, una metodologia
alternativa que ha encontrado una amplia aplicacion en el estudio de EGMs de muestras

ambientales.
5.2.4.1 Cuantificacién de plasmidos IncP-1

Los resultados obtenidos mediante qPCR indicaron que existe una baja abundancia de
plasmidos IncP-1 en la rizosfera de plantas tratadas y no tratadas con glifosato. Los valores
del parametro Ct en todos los casos fueron altos y muy similares al control negativo. En
algunos casos directamente no se reportaron valores de Ct (Anexo IV, Tabla 72). Los
estandares usados para la construccion de la curva de calibrado amplificaron correctamente

con una eficiencia apropiada, tal como lo indic6 la ecuacion de la curva luego del ajuste:
Ct = 48,33 — 3,16 logy, (copias korB) (R?*=0,99; Eficiencia=107,14%)

Estos resultados fueron observados tanto para muestras del ADN diluidas como sin diluir,
indicando que no existieron problemas de inhibicién. Considerando que la amplificacion
mediante gPCR no fue posible, se recurri6 a un método basado en hibridacién (PCR-
Southern blot) de manera tal de incrementar la sensibilidad de la deteccion, tal como se
describe en la siguiente seccion. Se trata de un método semicuantitativo pero altamente
especifico y sensible en la deteccidn (presencia/ausencia) de plasmidos IncP-1 en muestras
de ADN de suelo.

5.2.4.2 Deteccion de pladsmidos IncP-1 mediante PCR-Southern blot

La metodologia PCR-Southern blot mostré ser mas sensible en la deteccién de plasmidos
IncP-1 que la gPCR. Se observo la presencia de plasmidos IncP-1 (subgrupos a, By €, sin
diferenciar entre ellos) en ambos métodos y a las distintas fechas de muestreo (Figura 44).
No obstante, para la tltima fecha de muestreo se observo una diferencia en la intensidad de

la sefial de hibridacién entre ambos métodos de finalizacibn que no se observé en las
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demas fechas. Si bien el método es semicuantitativo y no es posible determinar
cuantitativamente la magnitud de esta diferencia, el resultado constituyé un primer indicio de
diferencias en la abundancia de plasmidos IncP-1 entre el método de corte y el método con
glifosato. La fecha de muestreo para la cual se observo la diferencia coincide con la fecha
en la cual se observaron multiples diferencias en los analisis anteriores (26 dias). Ello se
discutira en la Seccion 6.

Asimismo, se observé una menor intensidad en la sefial de hibridacion para el método de
finalizacion de corte en la ultima fecha de muestreo comparada con las fechas anteriores.
Asi, por ejemplo, al comparar 4 y 26 dias se observa que la abundancia no parece
modificarse en el método con glifosato, y en cambio, se reduce notablemente en el método
de corte al alcanzar los 26 dias. Es decir, para el método de corte la abundancia al final del
ensayo tiende a diferenciarse de la fecha inicial (4 dias). Esto es similar a lo observado en el
analisis multivariado de los perfiles fisiol6gicos (Figura 25) donde en el método con glifosato
se observd una mayor similitud entre 26 dias y 4 dias en comparacién con lo que ocurre en

el método de corte.

4 dias 10 dias . ‘
e

—
- -
| T—

C G C G + -

17 dias 26 dias ‘
=

9.““-5. sas B

C G C G + -

Figura 44. PCR-Southern blot utilizando un mix de sondas especificas para los
subgrupo a, B y € de plasmidos IncP-1. Las letras por debajo de los recuadros indican el
método de finalizacion (C=corte; G=glifosato). Las calles en los extremos corresponden al
marcador (DIGVII). El control positivo (+) corresponde al producto de PCR amplificado de un
plasmido IncP-1 B (plasmido R751). En el control negativo (-) no se detectd ninguna sefal.
El tiempo de exposicion fue de 30 min. Para mayores tiempos de exposicion no se
observaron bandas adicionales y la saturacion impidi6 la correcta visualizacién de las
muestras.
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Cuando se utilizé una sonda especifica para el subgrupo B de plasmidos IncP-1, los
resultaron fueron diferentes a los anteriores. En este caso, sOlo se detectaron plasmidos a
partir de la segunda fecha de muestreo (10, 17 y 26 dias) y la mayor diferencia entre los dos
métodos de finalizacién se observo a los 10 dias. Para esta fecha, s6lo se detectaron
plasmidos IncP1-f en el método de finalizacion con glifosato (Figura 45). Esta
presencia/ausencia se observa en la misma fecha de muestreo en la cual se observé un
efecto significativo del método de finalizacion en la estructura de la comunidad de
Betaproteobacteria. La deteccion de plasmidos IncP-1 registrada a los 10 dias (sefial de
hibridacion intensa) parece revertirse hacia los 26 dias post-tratamiento (baja o nula sefal
de hibridacion) en el caso del método con glifosato. En cambio, ello no ocurre en el método
de corte, donde estos plasmidos no se detectan inicialmente pero si en las ultimas fechas
(17 y 26 dias).

Figura 45. PCR-Southern blot utilizando una sonda especifica para el subgrupo B de
plasmidos IncP-1. Las letras por debajo de los recuadros indican el método de finalizacion
(C=corte; G=con glifosato). Las calles en los extremos corresponden al marcador (DIGVII).
El control positivo (+) corresponde al producto de PCR amplificado de un plasmido IncP-1
(plasmido R751). En el control negativo (-) no se detectd ninguna sefial. El tiempo de
exposicion fue de 30 min. Para mayores tiempos de exposicidn no se observaron bandas
adicionales y la saturacion impidi6 la correcta visualizacion de las muestras.
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En el caso del subgrupo ¢ (Figura 46), al igual que para el subgrupo B, se observa
nuevamente un caso de presencia/ausencia de plasmidos en una de las fechas de muestreo
al comparar los dos métodos finalizacion. Sin embargo, no se presenta a los 10 dias sino en
la ultima fecha (26 dias). A diferencia del subgrupo anterior, este subgrupo de plasmidos
IncP-1 se detecta en las muestras provenientes de ambos métodos desde el inicio (4 dias).
Al comparar la primera y la ultima fecha se evidencia aqui también, claramente, la tendencia
observada en las hibridaciones anteriores: s6lo las muestras provenientes del método con
glifosato se asemejan a su condicion inicial luego de 26 dias. En cambio, las muestras
provenientes del método de corte a los 26 dias (ausencia de plasmidos) se diferencian de

las mas tempranas (4 dias, presencia de plasmidos).

4 dias 10 dias
- — >
L |
C G C G + =
17 dias 26 dias
« = ,
C G C G + o

Figura 46. PCR-Southern blot utilizando una sonda especifica para el subgrupo € de
plasmidos IncP-1 €. Las letras por debajo de los recuadros indican el método de
finalizacion (C=corte; G=glifosato). Las calles en los extremos corresponden al marcador
(DIGVII). El control positivo (+) corresponde al producto de PCR amplificado de un plasmido
IncP-1 ¢ (plasmido pKJKS5). En el control negativo (-) no se detectd ninguna sefial. El tiempo
de exposicion de la membrana fue de 30 min. Para mayores tiempos de exposicion no se
observaron bandas adicionales y la saturacion impidié la correcta visualizacién de las
muestras.

Para el subgrupo & de plasmidos IncP-1, se detecté una sefial de hibridacion sélo en dos

muestras: una réplica correspondiente al método de corte a los 4 dias, y una réplica del

183



CAPITULO 4

método con glifosato a los 26 dias (Figura 47). Esta observacion indica que el subgrupo &
presenta una muy baja abundancia en la rizosfera en comparacion con los otros subgrupos

presentados anteriormente.

10 dias

G C G + -

!

17 dias

1.

- -
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- .
-
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Figura 47. PCR-Southern blot utilizando una sonda especifica para el subgrupo & de
plasmidos IncP-1. Las letras por debajo de los recuadros indican el método de finalizacion
(C=corte; G=glifosato). Las calles en los extremos corresponden al marcador (DIGVII). El
control positivo (+) corresponde al producto de PCR amplificado de un plasmido IncP-1 &
(plasmido pEST 4011). En el control negativo (-) no se detecté ninguna sefial. El tiempo de
exposicion de la membrana fue de 30 min. Para mayores tiempos de exposicidon no se
observaron bandas adicionales y la saturacion impidié la correcta visualizacién de las
muestras.

5.2.4.3 Cuantificacién de integrones de clase |

La determinacion de la abundancia relativa del gen intll (intll / ARNr 16S) indic6 que el
namero de copias de dicho gen se encuentra por debajo del limite de deteccion de la qPCR
para las dos primeras fechas de muestreo (4 y 10 dias), detectandose sélo a los 17 y 26
dias (Figura 48). Para ninguna de las dos fechas se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos métodos de finalizacién (P>0,05).

Las ecuaciones correspondientes a las curvas estandar y a las eficiencias de

amplificacion para los genes intll y el gen del ARNr 16S fueron las siguientes:
intll Ct =37,55 - 3,23 [N° copias] (Rz2=0,99) Eficiencia = 108,1%

ARNr 16S Ct =44,99 - 3,34 [N° copias] (R?=10,99) Eficiencia = 99,3%
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Figura 48. Cuantificacién de integrones de clase | mediante PCR cuantitativa (QPCR).
Se indica la media del nimero de copias del gen intl1l expresado en forma relativa al gen del
ARNr 16S (logy). Las barras de error corresponden al error estandar de la media (n=4).
Valores inferiores a -5 se consideran por debajo del limite de deteccion, tal como ocurrio
para 4 y 10 dias (no se muestran). Los valores de probabilidad asociada corresponden a la
comparacion mediante el test-t para muestras independientes. Valores de P<0,05 indican
diferencias estadisticamente significativas entre métodos de finalizacion.

6. Discusiodn

El trabajo presentado abordd por primera vez los efectos de la desecacién quimica de A.
sativa con glifosato, a nivel de la microbiota rizosférica, en relacion a un método de
finalizacion sin herbicida (corte). Para ello se utilizaron diversas herramientas de estudio de
comunidades microbianas independientes de cultivo, tanto fisiolégicas como moleculares.
Asimismo, se analizaron por primera vez los efectos diferenciales de ambos métodos de
finalizacion sobre la presencia/ausencia de plasmidos IncP-1 de diferentes subgrupos y
sobre la abundancia de integrones de clase |. Los resultados obtenidos indicaron que las
comunidades microbianas son influenciadas diferencialmente por el método de finalizacion
aplicado, observandose estas diferencias a nivel fisiol6gico, en la abundancia de grupos
especificos de microorganismos (entre ellos, BOA y AOA) y en la presencia/ausencia de
plasmidos IncP-1 B y €. En esta seccion se discutirdn detalladamente los resultados de las
diferentes metodologias de andlisis de comunidades microbianas. Asimismo, se
estableceran relaciones entre ellos y con diversas publicaciones al respecto, incluyendo

aquellas mas recientes.

6.1  Andlisis de perfiles fisiologicos de las comunidades

El andlisis de los perfiles obtenidos (Figura 27) indicé similitudes con los resultados
reportados por Mijangos et al. (2009) en triticale, tanto en lo referido a la fecha particular en
la cual se detect6 el mayor numero de diferencias entre ambos métodos (26 dias), como asi

también en la proporcion de sustratos que mostraron diferencias en su nivel de utilizacién
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CAPITULO 4

por parte de la comunidad microbiana. En el presente trabajo se detectaron incrementos
significativos en los nueve compuestos evaluados a los 26 dias (Figura 27, Tabla 26); de
manera similar Mijangos et al. (2009), utilizando el sistema Biolog, reportaron diferencias en
16 de los 31 sustratos analizados a los 30 dias en rizosfera de plantas de triticale tratadas
con glifosato respecto de plantas sometidas a corte. Cuatro de aquellos 16 sustratos (L-
asparagina, L-fenilalanina, D-celobiosa y D-xilosa) son los mismos sustratos para los cuales
se encontraron diferencias en este estudio a los 26 dias (Figura 27, Tabla 26), y dos de ellos
(4cido 4-hidroxibenzoico y el metil-éster del acido pirdvico) estdn quimicamente relacionados
con dos de los sustratos aqui analizados (acido p-cumarico y &cido piravico,
respectivamente). No obstante estas similitudes, la principal diferencia radica en que en el
presente trabajo se observd una respuesta incrementada en las muestras provenientes del
método con glifosato respecto del método de corte, mientras que Mijangos et al. (2009)
reportaron un comportamiento opuesto con el sistema Biolog (menores valores en el método
con glifosato). Dado que las mediciones en el sistema Biolog no corresponden a medidas de
SIR, no es esperable la misma tendencia en los resultados observados para cada sustrato
en relacién al sistema BDOBS. Si se tiene en cuenta que el glifosato puede modificar la
cantidad y calidad de los exudados radicales incrementando el contenido de carbohidratos y
aminoacidos (Kremer et al., 2005) y posiblemente de otros compuestos (entre ellos,
compuestos fendlicos, como se discutira mas adelante), es esperable entonces una mayor
actividad de las comunidades microbianas de la rizosfera de plantas tratadas con el
herbicida, reflejandose en la respuesta respiratoria inducida (SIR). Asimismo, la estimulacion
de la SIR para todos los sustratos evaluados es consistente con resultados de un analisis
metatranscriptomico publicados recientemente por Newman et al. (2016b), quienes
reportaron que un amplio porcentaje de los genes regulados positivamente frente a glifosato
en rizosfera de maiz estan directamente involucrados en la respiracion celular. La respuesta
respiratoria incrementada para todos los sustratos en el método con glifosato refleja una
mayor actividad microbiana que podria explicarse también por la contribucion a los
rizodepdsitos del C derivado de la muerte progresiva del tejido radicular senescente. De
acuerdo con Imparato et al. (2016), la muerte progresiva de las raices en plantas tratadas
con el herbicida provoca la liberacion de sustratos carbonados que son rapidamente
utilizados por la comunidad microbiana. Por lo tanto, los resultados obtenidos son
consistentes también con las conclusiones de Imparato et al. (2016).

La respuesta respiratoria incrementada con Tween 20 en muestras provenientes del
método con glifosato respecto del método de corte constituye otro resultado relevante

(Figura 27). Este compuesto pertenece a una clase de reconocidos surfactantes no iénicos
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CAPITULO 4

gue ya han sido considerados en otro estudio vinculado a los efectos de FC de glifosato en
comunidades microbianas de la rizosfera (Mijangos et al., 2009). Tween 20 es el Unico
compuesto de origen antrépico evaluado y el Unico que mostré diferencias en tres de las
cuatro fechas de muestreo. Por lo tanto, el incremento observado en la SIR estaria
relacionado con una mayor abundancia de microorganismos capaces de la utilizacién rapida
de Tween 20 en la rizosfera de plantas tratadas con glifosato. Este resultado debera
estudiarse més detalladamente en futuros estudios para determinar qué grado de relacion
existe con la posible presencia de este tipo de compuestos entre los aditivos del formulado.

En lo que respecta a la diversidad catabdlica, evaluada mediante la equitatividad de uso
de sustratos (E) (Degens et al., 2001) y mediante el indice de Shannon-Weaver (H’), los
resultados indicaron valores significativamente mayores en la Gltima fecha de muestreo en el
método con glifosato en relacién al método de corte (Figura 28). La diferencia en la
diversidad catabdlica entre ambos métodos se present6 aqui solo a los 26 dias, de manera
similar a lo reportado en triticale por Mijangos et al. (2009), quienes detectaron diferencias a
los 30 dias pero no a los 15 dias en rizosfera de triticale. Asimismo, el resultado observado
para los dos indices mencionados en la Ultima fecha de muestreo coincide con lo observado
en el ordenamiento multivariado donde se detect6 una separacion a los 26 dias (Figura 25y
26). Si bien se observa una similitud con Mijangos et al. (2009) respecto del periodo de
tiempo post-tratamiento luego del cual se presentan estas diferencias, la tendencia de la
respuesta es diferente: en triticale reportaron una disminucién de la diversidad catabdlica al
aplicar glifosato, mientras que en este trabajo se observé un incremento. Esto podria
deberse a las diferentes metodologias y parametros de medicion empleados (como se
comentd anteriormente), pero también a diferencias en las especies vegetales estudiadas y
a diferencias en la diversidad microbiana de las comunidades presentes en los suelos
utilizados en cada ensayo.

Como se comentd en la Seccién 5.1.2, la riqueza no present6 diferencias en el analisis
fisiolégico ya que todos los sustratos fueron utilizados en todos los tratamientos. Por lo
tanto, la observacion de una tendencia similar para la equitatividad y para el indice de
diversidad catabolica es esperable si se tiene en cuenta que este Ultimo se compone tanto
de la equitatividad como de la riqueza (Kennedy y Smith, 1995).

Es importante destacar la tendencia observada a lo largo de tiempo: los parametros de
diversidad funcional evaluados disminuyen significativamente a los 10 dias en ambos
métodos de finalizacion respecto de la fecha inicial de muestreo (4 dias). Sin embargo, en el
método con glifosato vuelven a aumentar y a los 26 dias la diferencia respecto de 4 dias no

es significativa (Figura 28). En cambio, en el método de corte, contintan adquiriendo valores
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CAPITULO 4

significativamente menores a los 26 dias. Esta tendencia es igual a la observada en el
ordenamiento de los perfiles, tal como se discutira a continuacion.

Las disminuciones en el parametro E se observan normalmente frente a diversos eventos
desfavorables a los que se enfrentan las comunidades microbianas, particularmente cuando
la intensidad del estrés o la perturbacion es alta (Degens et al.,, 2001). Dado que la
disminucion se observa para ambos métodos de finalizacion a los 10 dias, es posible
suponer que, transcurrido ese tiempo, las comunidades microbianas enfrentan una situaciéon
desfavorable transitoria post-tratamiento que reduce la diversidad catabdlica. En otras
palabras, a los 10 dias se detecta la primera manifestacion significativa de la perturbacion (a
nivel fisioldgico de las comunidades) ocasionada tanto por el corte de la planta como por la
aplicacion de glifosato.

El ACP (Figuras 25 y 26) indic6 la mayor separacién entre los perfiles correspondientes a
ambos métodos de finalizacion en la Ultima fecha de muestreo (26 dias). La misma
tendencia fue observada por Mijangos et al. (2009) en un ACP de perfiles fisioldgicos Biolog,
a una dosis mayor (5 kg IA ha) a la evaluada en esta Tesis. En el trabajo mencionado, las
muestras correspondientes al método de corte se ordenaron separadamente respecto de las
muestras provenientes del tratamiento con glifosato a los 30 dias pero no en una fecha
anterior (15 dias). Mas aun, en un estudio de comunidades microbianas de la rizosfera de
soja RR (Arango et al., 2014) a una dosis menor (1 kg ha™), se observé también una
tendencia similar al realizar un ACP de los datos obtenidos mediante T-RFLP (estructura de
la comunidad), comparando tratamientos con y sin glifosato en diferentes fechas de
muestreo. Por otro lado, un aspecto interesante de destacar es que los sustratos
contribuyen a la CP1 en porcentajes similares (Anexo IV, Tabla 56). En otras palabras, los
perfiles que se separan en el ordenamiento lo hacen en base a las respuestas de los
multiples sustratos evaluados y no por la contribucién principal de unos pocos sustratos
diferencialmente utilizados. En el ACP también se observa que las muestras del método con
glifosato a los 4 y 26 dias presentan claramente una mayor respuesta respiratoria para todos
los sustratos en comparacion con las provenientes del método de corte. En particular, para
estas muestras se observa una respuesta mas elevada con sarcosina, el producto de la
degradacion de glifosato en el suelo por medio de la actividad C-P liasa. La via de la
sarcosina se encuentra presente en muchos aislamientos de bacterias y hongos del suelo
capaces de degradar glifosato (Dick y Quinn, 1995). Por lo tanto, el resultado observado
podria reflejar una mayor abundancia de bacterias y hongos capaces de degradar el
glifosato exudado en el método de finalizacion con el herbicida, adaptados a la utilizacion

rapida de la sarcosina resultante de la actividad C-P liasa.
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La respuesta respiratoria de las comunidades microbianas a los exudados radicales
obtenidos de plantas sometidas a corte (Exc) o0 a desecacion con glifosato (Exg) mostré una
tendencia claramente diferente a los 26 dias dependiendo del método de finalizacion (Figura
30). Mientras que en el método de corte la respuesta se incrementd significativamente en
presencia del Exs (Figura 30A) en el método con glifosato (Figura 30B) la respuesta
disminuy6. Zabaloy et al. (2012) observaron la misma tendencia en microcosmos de un
suelo no rizosférico con larga historia de exposicion a glifosato respecto de un suelo pristino,
con glifosato como sustrato. La mayor respuesta respiratoria frente al Exg en comunidades
microbianas no expuestas previamente a glifosato (en este caso las del método de corte,
Figura 30A, 26 dias) indicaria una condicibn de estrés metabdlico. En cambio, la
disminucién en comunidades expuestas al herbicida (Figura 30B, 26 dias) indicaria una
comunidad adaptada a la asimilacién de los productos de la degradacion cometabdlica del
glifosato, mas que a su respiracion, tal como propusieron originalmente Zabaloy et al.
(2012). Esta tendencia (disminucién) en plantas tratadas con glifosato se observa luego de 4
dias y luego de 26 dias, posiblemente debido a que durante estos periodos de tiempo las
comunidades han estado expuestas a las mayores concentraciones de glifosato en los
rizodepésitos, aunque el origen de dicha exposicion seria diferente en cada caso. Mientras
gue a los 4 dias se explicaria por una tasa de exudacién mayor que para el resto de las
fechas (Kremer et al., 2005), a los 26 dias se explicaria principalmente por la liberacion de
glifosato de raices senescentes (en decaimiento progresivo por necrosis) hacia los
rizodepdsitos. En fechas intermedias, el incremento en la respuesta respiratoria con Exg
respecto de Exc se observa tanto para el método de corte (Figura 30A) como para el método
con glifosato (Figura 30B). Esto indicaria una perturbacion (introducida por el Exg) comun
para las comunidades microbianas rizosféricas de plantas finalizadas con uno y otro método,
posiblemente no relacionada con glifosato. Este Gltimo resultado seria consistente con los
resultados observados para el parametro E (Figura 28), donde para ambos métodos se
observan menores valores a los 10 y 17 dias respecto de 4 dias. Una menor equitatividad a
los 10 y 17 dias podria resultar en comunidades temporalmente menos resistentes a
perturbaciones (Degens et al., 2001), por ejemplo, a perturbaciones resultantes de
determinados compuestos quimicos presentes en el Exg cuya exudacion ha sido estimulada
por glifosato. Entre ellos podrian encontrarse ciertos compuestos fendlicos. La reconocida
estimulacion de la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) por parte del glifosato en las
raices de plantas de maiz y soja tratadas con el herbicida (Duke y Hoagland, 1978) podria
indicar una exudacion incrementada de compuestos fendlicos inhibitorios con efectos

biol6égicos importantes como los fenilpropanoides. Si bien esta estimulacion de la actividad
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PAL ha sido estudiada previamente (Duke y Hoagland, 1978; Duke et al., 1980), y se ha
determinado que ciertos compuestos como el cinamato inducen un estrés en las
comunidades microbianas (Wu et al., 2009), no se ha propuesto ni investigado aun un
posible mecanismo indirecto de impacto de glifosato en comunidades microbianas de la
rizosfera de plantas sensibles basado en la exudacion incrementada de compuestos
fendlicos. En esta Tesis se propone por primera vez que la exudacion de compuestos
fendlicos resultante de la actividad PAL, incrementada en plantas tratadas con glifosato,
ocasiona un estrés en las comunidades microbianas rizosféricas, hipétesis que debera
demostrarse en proximos estudios. Mas adelante en esta discusion se hara referencia a ello,
al igual que en la discusion final.

Finalmente, en lo que respecta al parametro RQ j4cido p-cumarico, NO S€ Observaron diferencias
entre ambos métodos de finalizacion (Figura 29). Se decidié analizar comparativamente este
indicador dado que se observé un incremento en el mismo tipo de suelo (del mismo sitio)
frente a aplicaciones repetidas del herbicida (tanto IA como FC) (Seccion 5.1 del Capitulo 2).
La diferencia en la tendencia observada aqui, respecto de lo expuesto en el Capitulo 2,
sugiere que el RQAcido p-cumarico POdria ser sensible en suelo no rizosférico (bulk soil) y frente a
aplicaciones acumulativas mientras que no pareceria mostrar la misma sensibilidad como
indicador en suelo rizosférico. Este comportamiento podria deberse a la gran diferencia que
existe, en multiples aspectos, entre el suelo rizosférico y no rizosférico. Asi por ejemplo,
tanto la diversidad microbiana como su actividad es notablemente diferente debido a lo que
se conoce como “efecto rizosférico” (rhizosphere effect) y por ende, no deberian esperarse
las mismas respuestas en ciertos indicadores. Las comunidades microbianas de la rizosfera
suelen ser menos diversas, mas abundantes y de mayor actividad que las del suelo no
rizosférico (Berendsen et al., 2014). Por otra parte, las concentraciones de glifosato a las
gue se encuentran expuestas las comunidades microbianas en uno y otro caso podrian ser
muy diferentes, sobre todo si se tiene en cuenta que en este estudio no existe una
aplicacion directa a la superficie del suelo desnudo, como si ocurrié en microcosmos en el
Capitulo 2 y 3. En cambio, tiene lugar la exposicion mediada por los exudados, ausentes en

microcosmos.

6.2 Consideraciones adicionales sobre el andlisis fisioldgico

Un componente importante de la microbiota rizosférica que no ha sido abordado
especificamente en este estudio pero que se encuentra representado en los perfiles
fisiologicos presentados en la Seccién 5.1.1 son las levaduras de la rizosfera (tanto dentro

de Ascomycota como de Basidiomycota). Al menos 7 de los 9 sustratos evaluados (L-
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fenilalanina, L-asparagina, D-xilosa, D-celobiosa, acido piravico, acido fumarico y acido p-
cumarico) han sido reconocidos como sustratos presentes en los exudados radicales
ampliamente utilizados por levaduras (Botha, 2006; Botha 2011). Por lo tanto, la exudacion
incrementada de aminoacidos y carbohidratos en la rizosfera de plantas tratadas con
glifosato podria estimular la actividad de levaduras. De hecho, el mismo glifosato presente
en los exudados podria ser utilizado como fuente de C y energia ya que se ha observado
esta capacidad en especies como Yarrowia lipolytica y Candida krusei (Romero et al., 2004).
La exudacion incrementada de carbohidratos frente al tratamiento con glifosato podria ser
particularmente relevante para levaduras rizosféricas dado que muchas de ellas poseen la
capacidad de fermentar diversos compuestos de este tipo (Botha, 2010). Se ha observado
que en la rizosfera pueden desarrollarse zonas de muy baja presion parcial de oxigeno
debido al consumo del mismo no solo por las raices sino también por la alta actividad
microbiana producto de los diversos compuestos carbonados presentes en los rizodepdsitos
(Hgjberg y Sorensen, 1993). Estas condiciones serian favorables para levaduras
fermentadoras. Las modificaciones en la abundancia y diversidad de levaduras podrian
impactar en las comunidades microbianas rizosféricas debido a su importante influencia en
diversos niveles tréficos (Botha, 2010). El andlisis molecular de las mismas representa un
estudio pendiente en CC finalizados con glifosato.

6.3  Andlisis de betaproteobacterias mediante PCR-DGGE

De acuerdo con el andlisis realizado mediante PCR-DGGE, la estructura de la comunidad
de Betaproteobacteria presentd diferencias significativas entre métodos de finalizacion, pero
s6lo a los 10 dias (Tabla 50). Este resultado difiere de la fecha en la cual se observaron
diferencias en los perfiles catabdlicos y en los pardmetros de diversidad funcional (26 dias).
Sin embargo, coincide con la fecha para la cual ambos métodos de finalizacion tuvieron los
valores mas bajos de los parametros de diversidad funcional (en relacion a las demas
fechas) (Figura 28). Proximos estudios deberan explorar con mayor profundidad esta
coincidencia. Ello permitiria determinar, por ejemplo, si la reduccion en la diversidad
funcional que se observa para ambos métodos a los 10 dias podria estar relacionada, en
parte, con la comunidad de betaproteobacterias presente en ese momento en particular,
considerando ademas la alta abundancia relativa de Betaproteobacteria en relacién a otras
clases bacterianas (Figura 37). Asimismo, la fecha de muestreo correspondiente a los 10
dias post-tratamiento se destaca también teniendo en cuenta otras dos observaciones: la
presencia de plasmidos IncP-1 3 en el método con glifosato y la ausencia de los mismos en

el método de corte (Figura 45) a los 10 dias, y los resultados de Kremer et al. (2005) que
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indican que a los 10 dias (dentro de un periodo de observacion de 16 dias) se alcanza un
nivel acumulado de glifosato cercano al valor maximo en exudados radicales de plantas
sensibles tratadas con el herbicida. Estas observaciones, sumadas al hecho de que muchos
plasmidos IncP-1 B portan casetes de genes degradativos para determinados compuestos
(Martinez et al., 2001; Adamczyk et al., 2003) incluyendo herbicidas (Top et al., 1995;
Trefault et al., 2004) y hasta vias catabdlicas (Sen et al., 2011), despierta el interrogante de
si la presencia de plasmidos IncP-1 3, unicamente en el método con glifosato, podria
responder a la presencia de glifosato exudado a la rizosfera, tal vez interviniendo en su
degradacién o en la de ciertos compuestos provenientes del tejido radicular de la planta
cuya exudacion sea estimulada por glifosato. Al respecto, cabe destacar que se han
identificado varios plasmidos IncP-1 que portan genes para la degradacién de pesticidas
como el 2,4-D (plasmidos IncP-1 B y &; Top et al., 1995; Trefault et al., 2004; Vedler et al.,
2004), atrazina (plasmido IncP-1 B; Martinez et al., 2001), cloroanilina (plasmido IncP-1 B;
Krél et al., 2012) y compuestos aromaticos clorados (plasmidos IncP-1 3; Sen et al., 2011).
Asimismo, en un ensayo en condiciones similares a las de este estudio pero de menor
duracién (28 dias), se han capturado tres plasmidos IncP-1 B en suelo rizosférico de plantas
de A. sativa tratadas con glifosato mediante conjugacion triparental (metodologia
implementada en Julius-Kihn Institut, Braunschweig, Alemania) cada uno de ellos con la
secuencia de insercion 1S1070 que se caracteriza por flanquear genes degradativos y con
un gen codificante para una enzima lacasa bacteriana (datos no presentados en la Tesis).
Por otro lado, continuando con las observaciones registradas a los 10 dias, también
resulta interesante la observacion de diferencias significativas en la estructura de
Betaproteobacteria a los 10 dias, en simultaneo con la presencia/ausencia de plasmidos
IncP-1 B, sobre todo teniendo en cuenta que las betaproteobacterias se encuentran bien
representadas (Figura 37) y que los plasmidos IncP-1 pueden replicarse y mantenerse de
manera estable en casi todas las bacterias gram-negativas, que incluyen a los miembros de
Betaproteobacteria (Adamczyk et al., 2003). Aqui también debera determinarse, en préximos
estudios, qué relacion podria existir entre las diferencias observadas en la comunidad de
betaproteobacterias y la diferencia en abundancia de plasmidos IncP-1 . La deteccién de
diferencias en la estructura de la comunidad de Betaproteobacteria entre ambos métodos a
los 10 dias pero no a los 26 dias indica una diferencia de corta duracion o transitoria. El
cardcter transitorio de estas diferencias en la estructura de la comunidad es consistente con
ciertos estudios en los que se observaron respuestas de este tipo utilizando indicadores
basados en métodos independientes de cultivo como PLFA, aun cuando dichos estudios

fueron realizados en suelo no rizosférico (Ratcliff et al., 2006; Weaver et al., 2007).
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6.4  Abundancia de grupos microbianos mediante gPCR

En lo respectivo al andlisis de abundancia de BOA, el ndmero de copias
significativamente menor del gen amoAgoa en el método con glifosato respecto del método
de corte (efecto principal promediado para todas las fechas de muestreo) (Tablas 42 y 43)
es consistente con la reconocida sensibilidad de este grupo microbiano a diversos
contaminantes incluyendo herbicidas (Deni y Penninckx, 1999; Mertens et al., 2006;
Hernandez et al., 2011; Puglisi et al., 2012; Rousidou et al., 2013; Corbel et al., 2015; Feld et
al., 2015). En estudios en microcosmos, Feld et al. (2015) también encontraron una
reduccion significativa en la abundancia de microorganismos oxidantes del amoniaco (tanto
BOA como AOA) con el herbicida dazomet.

La menor abundancia de BOA podria responder a su sensibilidad al IA y/o a los
adyuvantes presentes en el formulado. Entre estos adyuvantes, los mas utilizados en
formulaciones de pesticidas son las POEAs. A diferencia del glifosato, cuya exudacién ha
sido reportada en diversos estudios (Coupland y Caseley, 1975; Rodrigues et al., 1982;
Kremer et al., 2005) en el caso de POEAs no se han encontrado estudios donde se analice
la exudacion de POEAs. Por lo tanto se desconoce si la misma podria tener lugar. En caso
de producirse, los efectos inhibitorios podrian estar relacionados con la propia toxicidad de
los mismos o bien con la interaccidon con el IA. A altas concentraciones, ciertos surfactantes
no iénicos han demostrado incrementar la movilidad de pesticidas previamente adsorbidos
(Krogh et al., 2003).

Anteriormente se mencion6é que uno de los mecanismos de accion del glifosato en la
planta se basa en la estimulacion de la actividad de la enzima PAL en ciertos tejidos, entre
ellos en la raiz (Duke y Hoagland, 1978; Duke et al., 1980). La enzima PAL conduce a la
produccion de amonio y de cinamato, del cual derivan diversos compuestos fendlicos.
Algunos de ellos, como ciertos fenilpropanoides, pueden actuar como inhibidores de la
nitrificacion afectando a BOA y AOA (Subbarao et al., 2015), razén por la cual se conocen
como inhibidores biol6gicos de la nitrificacion (IBNs). Esta inhibicion de la nitrificacion
explicaria entonces la menor abundancia de BOA en el método con glifosato, considerando
gue la actividad nitrificante ha sido recientemente correlacionada con la abundancia de BOA
(Zabaloy et al., 2017). La estimulacion de la actividad PAL explicaria también,
consistentemente, los niveles de amonio aumentados en la rizosfera de plantas sensibles
tratadas con glifosato respecto de plantas sometidas a corte reportados por Mijangos et al.
(2009) en la rizosfera de triticale y de arveja (Pisum sativum L. cv. Cartouche). A su vez,
esta mayor concentracion de amonio podria estimular la liberacion de IBNs, considerando

que esta liberacion se encuentra altamente regulada por la planta y se produce sélo en
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presencia de concentraciones altas de amonio en la rizosfera (Subbarao et al., 2015). Los
compuestos fenilpropanoides sintetizados a partir de la estimulacién de la actividad PAL
podrian alcanzar la rizosfera y afectar a microorganismos sensibles, ente ellos, BOA y AOA.
Si bien este mecanismo indirecto de perturbacion de comunidades microbianas nitrificantes
rizosféricas por parte del glifosato no ha sido propuesto en la literatura hasta el momento,
deberé abordarse en investigaciones futuras. Damin et al. (2010) también sugirieron que la
exudacion de amonio detectada seria consecuencia de la estimulacion de la actividad PAL
en tratamientos con glifosato, aunque no evaluaron el impacto en microorganismos de la
rizosfera. Otros resultados de investigaciones en rizosfera también podrian relacionarse con
una exudacién incrementada de compuestos fendlicos hacia la rizosfera. Por ejemplo, en
evaluaciones reiteradas durante 10 afios, Kremer y Means (2009) reportaron mayores
frecuencias de colonizacion de raices por Fusarium spp. en cultivares GR de soja y maiz
tratados con glifosato respecto de los no tratados. Dado que ciertos compuestos fendlicos
son capaces de estimular la germinacién de esporas flungicas (ej.: acido cinamico, el
producto de la reaccién catalizada por la enzima PAL, Yang et al., 2015) los niveles
aumentados en la rizosfera podrian explicar adecuadamente dicha colonizacién. Este
aspecto sera retomado en la discusion final de la Tesis.

Como se comento en el Capitulo 2, la utilizacion de BOA como potencial biomarcador de
impacto de glifosato no habia sido considerada hasta el afio 2016 cuando se publicé el
primer estudio en condiciones de campo incluyendo a este grupo microbiano de gran
relevancia en el ciclo del N. En dicho trabajo, no se reportaron efectos de la aplicacién de
glifosato s6lo o combinado con 2,4-D sobre la abundancia de BOA (Zabaloy et al., 2016) en
suelo no rizosférico. A nivel de rizosfera de A. sativa, no existen reportes del posible impacto
de glifosato sobre estos grupos microbianos. Recientemente se han estudiado mediante
NGS las modificaciones en la composicion de la comunidad bacteriana de la rizosfera de
soja y maiz frente a glifosato. Las diferencias mas importantes en la abundancia se
encontraron a nivel de Acidobacteria (disminucién) y de Proteobacteria (incremento) pero no
se analizaron en particular niveles taxonémicos inferiores que incluyan a BOA (Newman et
al., 2016a). No obstante, en un estudio similar, Newman et al. (2016b) reportaron una
regulacion negativa de genes involucrados en el metabolismo del nitrégeno mediante una
aproximacion metagenomica (RNAseq) en rizosfera de maiz. En concordancia con todas las
consideraciones mencionadas anteriormente y con este ultimo estudio, los resultados aqui
obtenidos resultan novedosos y sugieren la importancia de considerar a los

microorganismos oxidantes del amoniaco tanto en suelo rizosférico como no rizosférico.
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El analisis de AOA mediante gPCR indic6 una abundancia significativamente menor en el
método con glifosato a los 26 dias (Figura 41). Este resultado es consistente con la
reconocida sensibilidad de AOA a pesticidas (Feld et al., 2015). Asimismo, la deteccién de
una diferencia en la ultima fecha de muestreo coincide con otros resultados que también
mostraron ese patrén temporal. Asi por ejemplo, la diversidad catabodlica difiere
significativamente entre ambos métodos Unicamente a los 26 dias. El ordenamiento de los
perfiles fisiolégicos también mostré una separacion entre corte y glifosato a los 26 dias. La
abundancia del gen amoA,oa fue mayor, en alrededor de dos 6rdenes de magnitud respecto
del gen amoAgo,, resultado consistente con otros estudios que indicaron también una mayor
abundancia de AOA tanto en suelo rizosférico (Thion et al., 2016; Zhang et al., 2016) como
no rizosférico (Zabaloy et al., 2017). Una posible explicacién de ello podria ser el consumo
de N por parte de la planta durante el periodo de crecimiento, lo cual favoreceria a las AOA
(Thion et al., 2016) que tienen mayor afinidad que las BOA por el amoniaco y son mas
sensibles a la inhibicién por altas concentraciones del mismo (Prosser y Nicol, 2012). Luego
de aplicado el método de finalizacién, el incremento en los niveles de amonio en la rizosfera
de plantas sensibles tratadas con glifosato respecto del método de corte (Mijangos et al.,
2009) podria explicar por qué la diferencia de abundancia entre métodos es mayor en el
caso de AOA que en el caso de BOA.

En lo que respecta a Actinobacteria y bacterias totales, la ausencia de diferencias
significativas en la abundancia entre ambos métodos de finalizacion (Tabla 42) es
consistente con los resultados obtenidos mediante el analisis metagenémico, donde no se
observaron diferencias significativas en ningun filo bacteriano (entre ellos Actinobacteria)
(Figura 36). En un estudio realizado en tres afos diferentes, Barriuso et al. (2011) tampoco
encontraron modificaciones en la abundancia de Actinobacteria en la rizosfera de maiz
luego de siete dias de haberse aplicado glifosato. Lo mismo observaron para Acidobacteria

y Proteobacteria, en concordancia con los resultados de la Figura 36.
6.5  Secuenciacion de amplicones del gen del ARNr 16S

Al explorar niveles taxondémicos inferiores a filo como clase y orden mediante NGS,
pudieron evidenciarse diferencias, resaltando nuevamente la importancia de direccionar los
andlisis también hacia grupos especificos de microorganismos (Anderson, 2003) y no
considerar Unicamente parametros integradores de la comunidad como respiracion, biomasa
microbiana o actividad enzimatica. Por ejemplo, a nivel de clase, la mayor abundancia
relativa de Betaproteobacteria a los 4 dias en la rizosfera de plantas tratadas con glifosato

respecto de las sometidas a corte (Figura 37) resulta particularmente interesante dado que

195



CAPITULO 4

también se detectaron diferencias significativas y marginalmente significativas en este grupo
microbiano mediante PCR-DGGE a los 10 y 4 dias respectivamente (no asi a los 17 y 26
dias) (Tabla 50).

Uno de los resultados méas destacados que se deprenden de este andlisis es la
abundancia significativamente mayor del OTU 35 en el método con glifosato (Figura 40B).
Este OTU ha sido identificado en bases de datos del ARNr 16S como una especie del
género Mesorhizobium, y podria tratarse especificamente de Mesorhizobium loti (Tabla 39).
M. loti es una especie de rizobacteria que posee una notable redundancia de genes
codificantes para el catabolismo de fosfonatos, con tres loci phn involucrados en este
metabolismo a través de la accion de una C-P liasa. Uno de estos loci es de codificacion
cromosémica mientras que los otros dos residen en el plasmido pMLa (Hove-Jensen et al.,
2014). Si bien hasta el momento se desconoce la capacidad de M. loti de degradar glifosato
por medio de la via de la sarcosina (C-P liasa), el resultado observado sumado a la conocida
exudacion radical de glifosato hacia la rizosfera (Rodrigues et al., 1982; Kremer et al., 2005)
mas la redundancia génica para degradar alquil y aminoalquil fosfonatos pareceria apoyar
dicha capacidad metabdlica. Diferentes estudios en plantas sensibles indican que hasta un
15% del glifosato aplicado puede ser translocado a las raices (Laitinen et al., 2007; Doublet
et al., 2009) y que es exudado en diferentes especies de plantas sensibles (Coupland y
Caseley, 1975; Rodrigues et al., 1982; Neumann et al., 2006). Por lo tanto, podria esperarse
una cantidad significativa de glifosato acumulado en la rizosfera a los 26 dias post-
tratamiento, tal como fue demostrado en el cultivar sensible de soja W82 (Kremer et al.,
2005). Futuros estudios deberan determinar si la especie M. loti efectivamente es capaz de
degradar glifosato y bajo qué condiciones especificas puede hacerlo. Alternativamente, en
caso de no disponer de una C-P liasa capaz de actuar sobre el enlace C-P del glifosato, la
potencial participacion de M. loti en la degradacion del glifosato exudado podria ocurrir a
nivel de la degradacion del AMPA proveniente de la actividad enzimatica glifosato oxidasa
presente en otras especies de la comunidad. Diferentes cepas bacterianas pueden utilizar el
AMPA derivado del glifosato, como fuente de P, a través de C-P liasas que actian sobre
aminoalquilfosfonatos (Hove-Jensen et al., 2014). Como se menciond antes, la especie M.
loti posee un set completo de genes suficientes para el catabolismo de alquil- y aminoalquil-
fosfonatos, con lo cual el AMPA podria ser potencialmente degradado (Hove-Jensen et al.,
2014).

En caso de confirmarse el rol de M. loti en la degradacion de glifosato, y teniendo en
cuenta la abundancia incrementada en la rizosfera de plantas tratadas con el herbicida, sera

importante determinar si esta capacidad podria ser conferida especificamente por los dos
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loci phn presentes en plasmidos pMLa. Hasta el momento no existen evidencias de genes
del catabolismo de glifosato codificados de manera extracromosomal. De esta manera, el
resultado observado plantea la necesidad de continuar las investigaciones sobre el tema y
determinar si la codificacién de parte de las enzimas involucradas en la degradacién podria
transferirse horizontalmente. Por otra parte, en futuros estudios seréd importante determinar
mediante qPCR si existe una mayor abundancia de genes de rizobacterias implicados en la
degradacion de fosfonatos, entre ellos genes del operdén phn que codifica para C-P liasas.
Como se menciono6 en la Introduccion General de esta Tesis, las C-P liasas son claves en
una de las via degradativas de glifosato (via de la sarcosina). En caso de confirmarse un
mayor nimero de copias de estos genes en el método con glifosato respecto del método de
corte, se obtendrian mas evidencias a favor de un posible enriquecimiento de la rizosfera de
A. sativa en bacterias degradadoras de glifosato luego del tratamiento con este herbicida.

Otro de los resultados biolégicamente relevantes (aunque no significativo
estadisticamente), posiblemente relacionado con la exudacién de compuestos fendlicos
estimulada por el glifosato (propuesta en la seccién anterior), fue la mayor abundancia del
OTU 15 para el método de finalizacién con glifosato a los 4 dias (Figura 40A). Como indica
la Tabla 41, corresponde a Acidovorax delafieldii, una especie dentro de la cual se han
aislado cepas que poseen la capacidad de degradar una amplia variedad de compuestos del
tipo de los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) (Samanta et al., 1999; Golubev et
al., 2009). La cepa Ph3, por ejemplo, es capaz de utilizar naftaleno, fluoreno, antraceno y
fenantreno como Unica fuente de C y energia, y fue aislada de la rizosfera de Sorghum
bicolor (Golubev et al., 2009). Por lo tanto, la rizosfera de A. sativa podria ser también un
habitat importante de esta especie. De hecho, otra especie del género relacionada,
Acidovorax avenae, refiere en su nombre al género de plantas del cual ha sido originalmente
aislada y descripta esta bacteria fitopatdgena (Song et al., 2004). Dado que ciertas enzimas
que intervienen en la degradacion de HAPs actlan también sobre una amplia gama de
compuestos fendlicos, como las enzimas del tipo lacasas (Sharma et al., 2007; Zeng et al.,
2011), la mayor abundancia de esta especie podria responder a la utilizacion de dichos
fenoles presentes en los exudados. Ello seria consistente, entonces, con el posible
mecanismo indirecto de impacto de glifosato sugerido anteriormente (estimulacion de la
exudacion de fenoles por parte del glifosato).

De la misma manera que el OTU 15, el OTU 1 también mostré6 una abundancia
incrementada en el método con glifosato, a los 4 dias (Figura 40A). Para ambos OTUs no se
observé significancia estadistica pero el tamafio del efecto podria indicar cierta relevancia

biol6gica en relacién al estudio en cuestiéon. La identidad del OTU 1 indica que corresponde
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a una especie de Hydrogenophaga (Tabla 40), género de la familia Comamonadaceae y del
orden Burkholderiales al igual que Acidovorax. Una de las especies candidatas indicadas es
Hydrogenophaga palleroni, capaz de degradar 4-aminobenzenosulfonato, una amina
aromética recalcitrante ampliamente utilizada en la fabricacion de pesticidas (Singh et al.,
2006). Si bien no hay informacion disponible sobre su posible presencia en el FC utilizado ni
sobre la posible exudacion hacia la rizosfera, podria guardar relacion con ello y debera
considerarse en fututos estudios. De la misma manera, sera importante investigar también si
el FC podria contener compuestos fenolicos que puedan acceder a la rizosfera mediante
exudacion y que expliqguen la mayor abundancia de la especie A. delafieldii capaz de
degradar compuestos relacionados (HAPS).

Al igual que los reportes de DeAngelis et al. (2009) en Avena fatua L., el filo
Proteobacteria, reconocido como ampliamente competente en la rizosfera (Philippot et al.,
2013), mostrd una abundancia relativa notablemente superior a los demas fila en la rizosfera
de A. sativa. Este resultado es esperable considerando que los principales receptores de los
exudados radicales que utilizan los sustratos carbonados alli presentes son miembros del
filo Proteobacteria tal como ha sido reportado en un estudio con diéxido de carbono
marcado con *C (**C-CO,) para marcar los exudados (Vandenkoornhuyse et al., 2007). En
particular, Alphaproteobacteria se encuentra muy bien representado normalmente en la
rizosfera de diversas especies tal como A. fatua, en la cual se ha estudiado en profundidad
el microbioma rizosférico en respuesta al crecimiento de las raices (DeAngelis et al., 2008;
DeAngelis et al., 2009). Por lo tanto, la alta abundancia relativa de Alphaproteobacteria
observada en este estudio en la rizosfera de A. sativa es consistente con reportes previos.
Al mismo tiempo, sefiala la importancia de la metagendémica en la caracterizacion de la
rizosfera para especies microbianas dificiles de detectar en medios de cultivo como son
algunas de las pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria (DeAngelis et al., 2008). Los
fila microbianos que mostraron la mayor abundancia relativa luego de 67 dias de crecimiento
(Proteobacteria y Bacteroidetes) se corresponden con los resultados de un estudio
metagenomico en la rizosfera de A. fatua donde se ha determinado que la abundancia
relativa de Proteobacteria y Bacteroidetes es estimulada progresivamente a lo largo del
crecimiento en relacion a otros fila como Firmicutes, Acidobacteria y Actinobacteria cuya
abundancia disminuye (Shi et al., 2015).

A diferencia de Proteobacteria, los miembros del filo Actinobacteria junto con
Acidobacteria han demostrado una menor participacion en la utilizacion de sustratos
carbonados presentes en los exudados radicales. Por lo tanto, ello podria explicar por qué

su abundancia en la rizosfera result6 mas baja que la de Proteobacteria (Vandenkoornhuyse
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et al., 2007). El filo Nitrospirae present6 una abundancia similar a la de otro filo de
reconocida competencia en la rizosfera como Acidobacteria. Esta observacion es
consistente con los resultados obtenidos en A. fatua, una de las especies de plantas donde
se ha reportado una buena competencia de Nitrospirae en rizosfera (DeAngelis et al., 2009).
Por su parte, el filo Verrucomicrobia se observé en una muy baja abundancia, aun cuando
los cebadores utilizados han sido disefiados para evitar sesgos que excluyan y conduzcan a
la subestimacién de este filo (Bergmann et al.,, 2011). La escasa representatividad de
Verrucomicrobia en el metagenoma de la rizosfera de A. sativa es consistente con otros
trabajos en donde ha sido observado en baja abundancia en la rizosfera (Li et al., 2016).

Las diferencias no significativas en la abundancia del filo Acidobacteria (Figura 35)
constituyen un resultado atipico en la rizosfera de A. sativa si se tiene en cuenta que en
estudios recientes realizados en rizosfera de soja RR y de maiz mediante NGS, se han
reportado consistentemente disminuciones en la abundancia respecto de plantas control sin
glifosato (Newman et al., 2016a) como asi también en suelo no rizosférico al comparar una
linea GR contra una casi isogénica sensible a glifosato (Babujia et al., 2016). Las
acidobacterias constituyen un grupo importante en suelo rizosférico (Lee et al., 2008) y
estan ampliamente involucradas en procesos biogeoquimicos como la degradacién de la
celulosa (Newman et al., 2016a).

A nivel de clases bacterianas, la mayor abundancia de Bacilli y del orden Bacillales en la
rizosfera de plantas tratadas con glifosato se explicaria por un incremento de la abundancia
de estos grupos bacterianos hacia los 26 dias, mas que por una reduccion de su abundancia
en la rizosfera de plantas cortadas durante ese periodo de tiempo. Esto se aprecia
claramente al realizar la comparacién entre ambas fechas dentro de cada método de
finalizacion (Anexo 1V, Figuras 56B y 57B).

La mayor abundancia del orden Burkholderiales en el método con glifosato a los 4 dias
(Figura 37A) es consistente con la mayor abundancia de Betaproteobacteria en esa misma
fecha (Figura 38A), indicando que la diferencia observada para esta clase bacteriana dentro
de Proteobacteria podria resultar posiblemente del orden Burkholderiales (perteneciente a
Betaproteobacteria). Si bien la diferencia de abundancia del orden Burkholderiales no es
significativa entre ambos métodos de finalizacion, podria ser biolégicamente relevante. En
otros estudios se han observado modificaciones similares en la abundancia de los grupos
mencionados. Por ejemplo, en estudios en microcosmos, Lancaster et al. (2010) reportaron
un incremento en la abundancia de Proteobacteria frente a aplicaciones repetidas de un
formulado comercial de glifosato. El incremento se observé tanto para una como para cinco

aplicaciones respecto del control. Al estudiar detalladamente estos cambios en la
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abundancia a niveles taxonomicos inferiores, se determind que los incrementos se
correspondian con Betaproteobacteria y mas especificamente con el orden Burkholderiales.
La mayor abundancia de este grupo microbiano frente a glifosato podria estar relacionada
con la misma tendencia observada para especies de Pseudomonas de estudios anteriores
(Quinn et al., 1988; Gimsing et al., 2004; Ratcliff et al., 2006), dado que la taxonomia del
género ha sido revisada y se ha determinado que ciertas especies que fueron previamente
identificadas como Pseudomonas pertenecen en la actualidad a Burkholderia (Anzai et al.,
2000; Estrada-de los Santos et al., 2015).

El orden Burkholderiales comprende especies bacterianas con diversas capacidades,
entre ellas el control biol6gico de patdégenos, la degradacion de xenobibticos y la promocion
del crecimiento (Estrada-de los Santos et al.,, 2015) incluyendo dentro de esta dltima la
fijacion del nitrégeno (Estrada-de los Santos et al., 2001). Las diferencias entre métodos
fueron mayores a los 4 dias que a los 26 dias, segun lo indicaron las estadisticas de tamafio
del efecto. Es decir, se evidencia un caracter transitorio de estas diferencias. Por lo tanto, si
bien la abundancia incrementada de Burkholderiales en el método con glifosato podria ser
una caracteristica ecol6gicamente relevante en funcién de sus capacidades metabdlicas, la
naturaleza transitoria de esta diferencia respecto del método de corte limita su relevancia
biol6gica en la rizosfera (al menos en lo que refiere a los posibles beneficios para la planta).
En cambio, la tendencia observada para el orden Bacillales, y para la familia Bacillaceae en
particular, podria ser biolégicamente mas importante que el caso anterior dado que la
diferencia no se presenta al inicio (4 dias) pero si al final (26 dias). Debera determinarse si
la abundancia incrementada del orden Bacillales en el método con glifosato podria estar
relacionada con la capacidad de degradar el glifosato presente en los exudados. En ciertas
especies de este grupo se ha reportado la degradacién de enlaces C-P presentes en
fosfonatos no sélo por medio de la via de la C-P liasa (Quinn et al., 1989), sino también por
medio de una fosfonatasa (2-fosfonoactealdehido hidrolasa) (Kononova y Nesmeyanova,
2002). En el primer caso, la via se estudié en Bacillus megaterium (capaz de degradar 15
fosfonatos diferentes incluyendo glifosato), mientras que en el segundo caso se estudio en
Bacillus cereus (Kononova y Nesmeyanova, 2002). Asimismo, las especies del género
Bacillus junto con otros géneros como Rhizobium, Azotobacter, Burkholderia y
Pseudomonas se encuentran dentro los microorganismos mas importantes capaces de
solubilizar el P (Phosphate Solubilizing Bacteria o PSB), lo cual constituye uno de los
multiples mecanismos de promocion del crecimiento en plantas (Ahemat y Kibret, 2014).

Futuras investigaciones deberan determinar si existe un enriquecimiento en determinadas

200



CAPITULO 4

rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) en la rizosfera de plantas tratadas con
glifosato.

En el caso de Bradyrhizobiaceae se observo una diferencia estadisticamente significativa
entre ambos métodos (abundancia incrementada en el método con glifosato) a los 26 dias.
Si bien el tamafo del efecto no super6é el minimo establecido (Figura 39B), debera
estudiarse este resultado dada la importancia que tienen las especies de esta familia a nivel
de la rizosfera como asi también debido a la redundancia génica para degradar fosfonatos
de Bradyrhizobium japonicum (similar a M. loti; Hove-Jensen et al., 2014), la especie mas
estudiada de esta familia. B. japonicum posee dos loci phn, donde cada uno de ellos
codifica un set completo de polipéptidos requeridos para la via C-P liasa de degradacién de
fosfonatos. Los resultados aqui observados contrastan con trabajos que indican una
inhibicién parcial o completa de B. japonicum por glifosato en medios de cultivo (Zablotowicz
y Reddy, 2004) pero son consistentes con Arango et al. (2014) quienes no observaron tal
inhibicién a nivel de la rizosfera en soja GR para la dosis recomendada mediante un método
independiente de cultivo (analisis de T-RFs). Estudios de metagendmica recientes mediante
la estrategia MWAS (Metagenomic Wide Association Studies) indican que la productividad
de los suelos explica la mayor parte de la variacién taxonémica en el microbioma de los
mismos, y determinaron que Bradyrhizobium y Gammaproteobacteria presentaban valores
de abundancia significativamente mayores en suelos de alta productividad (asociaciéon
estadisticamente significativa) (Chang et al., 2017). Por lo tanto, la mayor abundancia de
Bradyrhizobiaceae en el método con glifosato podria ser biolégicamente relevante en vistas
de su contribucién a la productividad de los suelos. De la misma manera, el hecho de que
Gammaproteobacteria sea la clase bacteriana mas abundante a los 26 dias y que su
abundancia no sea menor que la que se observa en el método de corte (Figura 37B) puede
ser considerado como otro resultado interesante e cuanto a su implicancia para la
productividad.

Contrariamente a la diversidad funcional, donde se observaron diferencias entre corte y
glifosato a los 26 dias, para la diversidad alfa de las comunidades bacterianas no se
observaron diferencias: la riqueza y la equitatividad no mostraron diferencias entre los
métodos de finalizacion en ninguna de las dos fechas analizadas (Tabla 34). Incluso los dos
indices de heterogeneidad analizados (de tipo | y Il), con diferente sensibilidad a las
especies mas y menos abundantes, tampoco mostraron un efecto significativo del método
de finalizacion (Tabla 34). En relacién a ello, es importante destacar que el andlisis
fisiolégico mediante medidas de respiracion no sélo involucra a comunidades bacterianas

sino también a otros componentes de la microbiota (levaduras, hongos filamentosos y
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protozoos, por ejemplo). En cambio, la diversidad estudiada mediante secuenciacion de
amplicones del gen del ARNr 16S corresponde a la diversidad bacteriana Unicamente. Los
perfiles fisiolégicos obtenidos no son especificos para bacterias y por lo tanto no se espera
necesariamente la misma tendencia para la diversidad catabodlica y para la diversidad
bacteriana (OTUSs). Las diferencias no significativas en la diversidad alfa son consistentes
con los resultados de secuenciacion de amplicones del ARNr 16S reportados recientemente
por Newman et al. (2016a) en soja y maiz resistentes a glifosato luego del tratamiento con el
herbicida. En dicho trabajo no se observaron diferencias tampoco en el indice H’, en el
namero de OTUs observados en la rizosfera de plantas tratadas con glifosato y de plantas
control como asi tampoco en el indice de Chao-1. Arango et al. (2014), en cambio,
reportaron un incremento en la diversidad determinada mediante analisis de T-RFs en soja
RR respecto de un control sin glifosato.

Los valores del indice de equitatividad Ey cercanos a 1 (aproximadamente 0,9) en las 12
muestras indican una alta equitatividad, es decir, una abundancia relativa similar para los
distintos OTUs.

De la misma manera que para la diversidad alfa, para la diversidad beta tampoco se
observo un efecto significativo del factor método. En términos generales, la variacion de la
comunidad bacteriana estuvo mas relacionada con la dindmica temporal (fecha de
muestreo) que con el método de finalizacion. A esta misma conclusion arribaron Arango et
al. (2014) al analizar los perfiles multivariados de fragmentos terminales de restriccion en la
rizosfera de plantas de soja GR con y sin aplicacion de glifosato. De manera similar, en
plantas resistentes a glifosato, Newman et al. (2016a) tampoco observaron efectos del
tratamiento al comparar la rizosfera de plantas control y tratadas con glifosato. En cambio,
sélo la especie vegetal (soja/maiz) tuvo un efecto significativo. Considerando la deteccion de
diferencias en grupos especificos pero no a nivel de diversidad de toda la comunidad
bacteriana, Newman et al. (2016a) concluyeron que es necesario analizar la respuesta de la
comunidad a niveles mas bajos taxondmicamente y a nivel funcional. La misma conclusién
puede establecerse a partir de los resultados del presente trabajo donde no se observaron
diferencias en la diversidad alfa y beta pero si en grupos taxonémicos especificos y también
en la diversidad funcional (perfiles catabolicos), tal como se ha discutido en parrafos
anteriores.

Si bien hasta el momento se han comparado los resultados de este estudio con
resultados observados en tratamientos con y sin glifosato de investigaciones previas, se ha
evitado sobre-interpretar y extrapolar conclusiones en relacion a la microbiota rizosfeérica,

aun cuando existan similitudes, debido fundamentalmente a que se trata de especies de
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plantas diferentes. Como se menciond en la Introduccién General de la Tesis, las plantas
pueden modular la composicion y la actividad de las comunidades microbianas de la
rizosfera (Smalla et al., 2001; Kowalchuk et al., 2002; Costa et al., 2006; Haichar et al.,
2008; Hartmann et al., 2009). Las diferencias en la cantidad y tipo de rizodepésitos, como
asi también las diferencias en la morfologia de la raiz entre diferentes especies vegetales
contribuyen a los efectos rizosféricos especie-especificos. A ello se suman las diferencias
inherentes al tipo de suelo utilizado en cada experimento y a la historia de cada uno de ellos.
Todos estos factores modulan la estructura y funcion de las comunidades microbianas de la
rizosfera (Berg y Smalla, 2006; Philipott et al., 2013). Las observacién de diferentes
resultados debido a diferencias en el tipo de suelo, incluyendo la textura, mineralogia, pH y
materia organica, ya ha sido planteada también en estudios previos como un aspecto
importante a considerar (Newman et al., 2016a; Rascovan et al., 2016; Chang et al., 2017),
reconociéndose el caracter especifico de cada tipo de suelo en particular al momento de
establecer comparaciones. Especificamente, como ya se ha mencionado en capitulos
anteriores, la adsorcion y la degradacién bidtica del glifosato juegan un rol central en la
biodisponibilidad del herbicida en cada suelo (Zabaloy et al., 2011). Ambas propiedades
pueden variar dependiendo del tipo de suelo (Duke et al., 2012). Por otro parte, debe
tenerse en cuenta que muchos de los estudios sobre impacto de glifosato se han llevado a
cabo en cultivos GR y no en cultivos sensibles como A. sativa. Desde el punto de vista
bioquimico, podrian existir diferencias en las cantidades de glifosato en los exudados si se
tiene en cuenta que la mayor parte del glifosato aplicado a cultivos GR sera translocado y no
actuara sobre la enzima EPSPS. Dado que muy poco glifosato se degrada en la planta
(Kremer et al., 2005), seria esperable encontrar mayores cantidades en los exudados de
plantas GR que en los de plantas sensibles para una misma dosis.

Por ultimo, cabe destacar que sélo se consideraron en el analisis metagenémico los
datos correspondientes al dominio Bacteria. Tal como se indicé en la Seccion 5.2.1, los
cebadores universales para procariotas, entre ellos el par utilizado (515F-806R), no son los
més apropiados para el estudio de arqueas dada su limitada capacidad de capturar la
diversidad de estos microorganismos. Para estudiar adecuadamente su diversidad se
requieren pares de cebadores especificos en lugar de cebadores universales (Raymann et
al., 2017). La omision de secuencias de Arquea al utilizar el par de cebadores 515F-806R
también ha sido recientemente reportada por Eloe-Fadrosh et al. (2016). Otros estudios de
secuenciacion de amplicones del gen del ARNr 16S con el par 515F-806R tampoco han
considerado el andlisis de secuencias de arqueas en muestras de suelo (Fierer et al. 2012;

Newman et al. 2016a).
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6.6  Anadlisis molecular de elementos genéticos méviles

La transferencia horizontal de genes (THG) por medio EGMs posee un rol clave en la
adaptacion y robustez de las comunidades microbianas a ambientes cambiantes o a nuevos
desafios y oportunidades ambientales (Heuer y Smalla, 2012). Como se comentd en la
Introduccién General de esta Tesis, la evolucién rdpida es una de las caracteristicas de las
poblaciones microbianas que contribuyen a la resistencia y a la resiliencia frente a distintos
tipos de perturbaciones, por ejemplo, frente a pesticidas. Los estreses pueden proveer una
presion de seleccion que conduzca a la diversificacion (Cohan, 2002). Esto es posible
debido a que los microorganismos se caracterizan por su rapido crecimiento, altas
densidades poblacionales, altas tasas de mutacién y son capaces de recombinacion a
travées de la THG. La THG podria ser particularmente importante en ambientes
contaminados en donde se ha observado un enriquecimiento en determinados plasmidos
que confieren resistencia a dichos contaminantes (Dunon et al. 2013; Jechalke et al., 2013;
Dealtry et al., 2014). Al mismo tiempo, no debe perderse de vista que la THG, ademas de
influenciar la estructura y funcion de las comunidades microbianas en ambientes naturales
como el suelo, tiene una influencia importante para la salud humana (Wright, 2010). Por
ejemplo, permitiendo que microorganismos potencialmente patégenos de origen edéfico
desarrollen resistencia a antibiéticos por medio de EGMs, como los plasmidos promiscuos
IncP-1. De hecho, estos fueron aislados originalmente de cepas hospitalarias y se los asoci6
al ambiente clinico, pero luego se determind que son ubicuos en el suelo, lodos activados y
enmiendas (Smalla et al., 2000; 2006; Heuer et al., 2002; Bahl et al., 2009). Actualmente se
ha determinado que la microbiota ambiental, incluso en ambientes no expuestos a
antibiéticos, posee un gran numero y diversidad de genes de resistencia a los mismos, en
muchos casos muy similares a los encontrados en bacterias patdgenas (Aminov et al.,
2009). En particular, la rizosfera constituye un hot spot para la THG (Heuer y Smalla, 2012),
contribuyendo a la diseminacion de determinantes génicos de resistencia a antibidticos
(Nesme y Simonet, 2015).

Como se mencioné anteriormente, ademas de sus implicancias en la salud, el impacto de
ciertas practicas sobre EGMs podria tener efectos sobre las propias comunidades
microbianas en donde desempefian un rol adaptativo importante. En particular, se ha
propuesto que, a las concentraciones sub-inhibitorias hormalmente encontradas en el suelo,
los antibidticos tendrian un rol modulador de la expresion génica y de sefalizaciéon (Aminov
et al., 2009; Heuer y Smalla, 2012). Por lo tanto, el impacto sobre ciertos pladsmidos que

portan genes de resistencia a antibidticos, como el observado en este estudio sobre
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plasmidos IncP-1, podria influir indirectamente en el funcionamiento de las comunidades
microbianas.

La deteccion de plasmidos IncP-1 € unicamente en la rizosfera de plantas tratadas con
glifosato a los 26 dias posee una particular importancia debido a que los plasmidos de este
subgrupo constituyen importantes vectores para la transferencia horizontal de genes de
resistencia en agroecosistemas (Heuer et al., 2012). En el estudio realizado por Heuer et al.
(2012) se encontré una mayor abundancia de plasmidos IncP-1 € en microcosmos de un
suelo agricola tratado con enmienda que contenia el antibiético sulfadiazina respecto del
control tratado s6lo con agua. Esto indicé un enriquecimiento de bacterias con resistencia al
antibidtico en dicho suelo. Al mismo tiempo, se caracterizaron 50 plasmidos IncP-1 € que
habian sido capturados en experimentos previos tanto en microcosmos y mesocosmos
como asi también en estudios a campo (suelos agricolas). Todos estos plasmidos contenian
diversos genes de resistencia a antibioticos. Considerando la notable diversidad de casetes
con genes de resistencia a antibiéticos detectados en estos plasmidos IncP-1 €, como asi
también la capacidad de transferirse de manera eficiente bajo condiciones naturales del
suelo y el amplio rango de hospedador, se propuso que los plasmidos IncP-1 € serian
importantes vectores de dispersién de genes de resistencia en agroecosistemas (Heuer et
al., 2012).

Por su parte, los plasmidos IncP-1 B también fueron detectados Unicamente en la
rizosfera de plantas tratadas con glifosato, aunque en este caso, a diferencia de los
plasmidos IncP-1 €, la observacion se registré a los 10 dias y no a los 26 dias. Es decir, la
tendencia es la misma pero la fecha en la cual se observa es diferente. Estas diferencias
temporales podrian estar relacionadas con las diferentes funciones aportadas por cada
subgrupo a los hospedadores. Particularmente, para los plasmidos IncP-1 , se han
descripto muchos genes catabdlicos en contraste con los plasmidos IncP-1 € que portan
casetes de resistencia a antibiéticos (Heuer et al., 2012).

La deteccion de plasmidos IncP-1 € a los 26 dias en la rizosfera de plantas tratadas con
glifosato respecto de plantas finalizadas por corte podria responder a una mayor
rizodeposicion luego de ese periodo, tanto por la exudacion incrementada de carbohidratos
y aminoacidos (Kremer et al., 2005) como por la deposiciébn de materia organica resultante
de la necrosis del tejido radicular senescente. Esta rizodeposicion incrementada conduciria
a una mayor disponibilidad de sustratos generando una condicion favorable para la
conjugacion bacteriana. La THG por conjugacion requiere de una alta densidad celular (para
incrementar la probabilidad de contacto y formacion de la estructura de apareamiento) como

asi también de una alta actividad metabdlica de los miembros involucrados dado que es un
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proceso energéticamente demandante (van Elsas et al., 2003). Estas dos condiciones serian
favorecidas por una rizodeposicion incrementada. Asimismo, una mayor disponibilidad de
nutrientes favorece la proliferacién de los transconjugantes (Heuer y Smalla, 2012). Mglbak
et al. (2007) demostraron que una mayor exudacion (influyendo sobre la densidad celular) y
una menor tasa de crecimiento de la raiz (influyendo sobre la distribucion de las células) son
los dos factores que promueven las frecuencias de transferencia de pladsmidos en la
rizosfera. Dado que el glifosato puede estimular la exudacion (Kremer et al., 2005) y al
mismo tiempo inhibir el crecimiento de la raiz (Imparato et al., 2016), podria incrementar las
frecuencias de transferencia en la rizosfera. Sin embargo, seran necesarios mas estudios
para determinar si existen mayores frecuencias de transferencia o si se explica por una
mayor abundancia de dadores de estos plasmidos.

En lo que respecta a integrones de clase |, no se observaron diferencias entre ambos
métodos de finalizaciéon y solo fueron detectados a partir de los 17 dias (Figura 48). Esto
indica que el método de finalizacion no ejerce efectos diferenciales sobre este tipo de EGMs
en la rizosfera y que tanto la rizodeposicién de plantas cortadas como de plantas secadas
con glifosato conducen a un incremento de la abundancia hacia fechas mas tardias. Debera
determinarse en proximos estudios qué modificaciones puntuales de los rizodepdsitos
ocurren a partir de los 17 dias que puedan explicar esta observacion. Los integrones de
clase | pueden considerarse indicadores indirectos de impacto de pesticidas teniendo en
cuenta que estan asociados a una gran diversidad de genes de resistencia a antibiéticos.
Dado que la resistencia a antibiéticos en comunidades microbianas implica una ventaja
competitiva para las células que portan los genes accesorios responsables, las diferencias
en la abundancia de integrones de clase | frente a ciertos contaminantes podrian reflejar
diferentes presiones de selecciéon en la comunidad (Gillings et al., 2014). Desde este punto
de vista, las diferencias no significativas en la abundancia de Actinobacteria, que incluye a
prolificos productores de antibidticos, seria consistente con las diferencias no significativas
en la abundancia relativa de integrones de clase | (Figura 48).

Como se mencion6 anteriormente, no existen reportes previos donde se hayan evaluado
los efectos de un tratamiento con glifosato sobre plasmidos de amplio rango de hospedador
(ej.: plasmidos IncP-1) o sobre integrones de clase I, aun cuando se ha determinado que la
exposicion prolongada a ciertos pesticidas conduce a un enriquecimiento en estos EGMs
(Dealtry et al., 2014). Debe tenerse en cuenta que hasta el momento el impacto del
herbicida (IA o FC) en pldsmidos de amplio rango de hospedador y en integrones no habia
sido considerado en ningun estudio y menos aun a nivel de la rizosfera. En un estudio

anterior se abordaron los efectos de la fertilizacion fosforada y de glifosato sobre las
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frecuencias de transformacién bacteriana en Acinetobacter baylyi pero no sobre la deteccion
de plasmidos de amplio rango de hospedador o de integrones (Watson y Carter, 2008). Si
bien se ha determinado mediante andlisis metagenémico una abundancia incrementada de
secuencias génicas de fagos, profagos, elementos transponibles y plasmidos en la rizosfera
de un cultivar de soja RR respecto de una linea casi isogénica (Babujia et al., 2016), no se
han hallado reportes sobre efectos de glifosato en plasmidos IncP-1 y en integrones de
clase |I. Teniendo en cuenta la importancia para la adaptacibn de las comunidades
microbianas como asi también su implicancia a nivel de salud humana, y considerando que
estos EGMs ya han sido propuestos como indicadores frente a diversos xenobioticos, los
resultados aqui presentados revisten una especial relevancia, y se plantea la necesidad de
continuar profundizando el conocimiento sobre el tema. Asimismo, los resultados ponen de
manifiesto la necesidad de comenzar a considerar a estos indicadores moleculares en las
evaluaciones de impacto de glifosato en diversos ambientes. Las evaluaciones de impacto
deben hacerse cada vez mas rigurosas incluyendo indicadores que brinden informacion
sobre posibles efectos a largo plazo en el ecosistema. En este sentido, y teniendo en cuenta
el rol del hombre en los agroecosistemas, los indicadores que se relacionen tanto con la
adaptacion y diversificacion de las comunidades microbianas del suelo como asi también
con las implicancias a nivel de salud humana despiertan un interés particular a largo plazo.
Sin duda, los EGMs del suelo, un ambiente donde residen muchos microorganismos
potencialmente patégenos para el humano, se presentan como claves en evaluaciones de

impacto.

6.7 Comparacion de resultados obtenidos en diferentes fechas de muestreo

mediante multiples metodologias de estudio

La comparacion de los resultados obtenidos mediante CLPP, metabarcoding (diversidad
beta) y PCR-Southern blot (deteccién de plasmidos IncP-1) sefiala una clara tendencia en
comun para todos ellos que ya fue mencionada anteriormente: sélo las muestras
provenientes de plantas tratadas con glifosato parecen asemejarse a su condicibn mas
temprana post-tratamiento (4 dias) luego de 26 dias. Ello no ocurre en el método de corte. El
ordenamiento de los perfiles fisiolégicos (Figura 25), refleja mas claramente esa tendencia:
las muestras del tratamiento con glifosato a los 26 dias (G.26D) no sélo se ordenan mas
proximas a las muestras con glifosato a los 4 dias (G.4D) sino también a las muestras del
método de corte de esa fecha inicial (C.4D). Si se observa el ordenamiento de los perfiles en
fechas intermedias (10 y 17 dias) se aprecia una separacion respecto de la fecha inicial. No
obstante, a los 26 dias las muestras del método con glifosato (G.26D) se encuentran muy

cercanas a G.4D y menos a C.4D, mientras que las del método de corte (C.26D)
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permanecen completamente separadas. Si se considera como referencia al tratamiento
corte a los 4 dias (la fecha mas cercana al momento pre-tratamiento), los resultados
indicarian entonces un caracter transitorio de las modificaciones en respuesta a la aplicacion
de glifosato, pero no en respuesta al método de corte. En otras palabras, las modificaciones
que se observan frente a glifosato en fechas intermedias (respecto de 4 dias) tienden a
disiparse a los 26 dias, mientras que con el método de corte continGan presentandose a los
26 dias de aplicado el tratamiento. No obstante, no es posible referirse estrictamente a ello
en términos de resiliencia de la comunidad dado que no se realizaron mediciones
exactamente en el tiempo cero, justo antes de la aplicacion del método de finalizacion. A
nivel de presencia/ausencia de plasmidos IncP-1, la tendencia mencionada se refleja
claramente en los resultados de la Figura 46: los plasmidos IncP-1 ¢ se detectan tanto al
inicio como al final en el método con glifosato; en cambio, para el método de corte la
deteccién de plasmidos difiere al inicio y al final, detectandose a los 4 dias pero no a los 26
dias. En los parametros de diversidad catabdlica (Figura 28) se observa también esta
tendencia: en el método con glifosato disminuyen respecto de la fecha inicial pero se
restablecen a los 26 dias (no se observan diferencias significativas entre 4 y 26 dias),
mientras que en el método de corte no recuperan el valor observado inicialmente.
Finalmente, en el ordenamiento de la Figura 32 (diversidad beta) y en el andlisis de
agrupamientos de la Figura 33 se repite la tendencia: las muestras del método con glifosato
a los 26 dias (G.26D) se encuentran mas proximas a las correspondientes a 4 dias, en
comparacion con las muestras del método de corte (C.26D).

Otra tendencia que se desprende de la comparacién de los resultados de diversas
metodologias de estudio de comunidades microbianas y de plasmidos IncP-1 es la
deteccion de multiples diferencias entre métodos de finalizacion a los 26 dias. En esta fecha
de muestreo se observa: 1) separacion de perfiles fisiol6gicos en el ordenamiento mediante
ACP confirmada en el test ANOSIM (Figura 25; Tabla 25); 2) mayor diversidad catabodlica en
el método con glifosato respecto del método de corte (Figura 28); 3) disminucion en la
abundancia de AOA (Figura 41) 4) mayor intensidad de la sefial de hibridacién de plasmidos
IncP-1 en muestras del método con glifosato (Figura 44); 5) presencia de plasmidos IncP-1 ¢
en el método con glifosato y ausencia en el método de corte (Figura 46). Como ya se ha
mencionado anteriormente, las diferencias en esta fecha en particular respecto de fechas
anteriores podrian responder a mayores cantidades de glifosato acumulado en la rizosfera
como consecuencia de la exudacion durante ese periodo de tiempo. Si bien esto no ha sido
estudiado en A. sativa, se ha determinado que en el cultivar de soja W82 sensible al

herbicida la cantidad acumulada en el exudado por planta a los 16 dias es 4,6 veces mayor
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a la detectada inicialmente a los dos dias (Kremer et al., 2005). Si la exudacion fuera similar
en A. sativa, las observaciones enumeradas previamente serian entonces consistentes con
una acumulacion progresiva en la rizosfera. En virtud de los diferentes resultados obtenidos
en este estudio, el andlisis quimico cuantitativo de glifosato y de ciertos compuestos
quimicos (entre ellos, compuestos fendlicos, como se mencioné en la Seccion 6.3) en los
exudados brindara informacion importante al respecto.

Tomando en consideracion las tendencias temporales mencionadas anteriormente al
comparar ambos métodos de finalizacién, podria esperarse una mayor probabilidad de
encontrar efectos diferenciales sobre el cultivo de cosecha sucesor sembrado a los 26 dias
de aplicado el tratamiento que inmediatamente después del mismo (4 dias). No obstante,
también podrian observarse efectos diferenciales para periodos mas cortos como 10 dias,
donde se observé, por ejemplo, una diferencia en la estructura de la comunidad de
betaproteobacterias y en la presencia/ausencia de plasmidos IncP-1 B. De hecho, no se
estudio la diversidad microbiana ni diferencias en la abundancia de grupos taxonémicos
especificos a los 10 y 17 dias. Por lo tanto, podrian existir diferencias entre ambos métodos
en dichos momentos que influyan diferencialmente en el cultivo de cosecha sembrado.
Como se menciondé en la introduccién de este capitulo, los estudios relacionados con
posibles efectos de tratamientos con glifosato sobre cultivos sembrados con posterioridad al
CC son escasos. Es necesario continuar con ellos dadas las implicancias agronémicas
asociadas a estas practicas. Tesfamariam et al. (2009), por ejemplo, reportaron efectos de
inhibicion del crecimiento en plantas de girasol sembradas inmediatamente después de
aplicado un formulado comercial de glifosato sobre L. perenne crecida en el mismo suelo. La
comparacion se llevo a cabo frente a controles de L. perenne donde se aplicé un corte de la
parte aérea en lugar de secado con glifosato.

En el caso particular de este estudio con A. sativa, la menor abundancia de AOA
observada a los 26 dias en el método de finalizaciébn con glifosato podria implicar una
actividad nitrificante reducida y menores concentraciones de nitrato para el cultivo sucesor.
Deberén realizarse estudios a nivel funcional para demostrarlo (ej.: potencial de nitrificacion
y dindmica de N-NO; extractable, Zabaloy et al., 2017). Las implicancias de una reduccion
en los niveles de nitrato como consecuencia de una inhibicidbn de la nitrificacion (por
modificacion de los exudados) podrian ser particularmente importantes en suelos agricolas
como el utilizado en este estudio. De acuerdo con Subbarao et al. (2015), reducir la
actividad nitrificante mediante inhibidores biol6gicos de la nitrificacion (IBNs) mejoraria la
eficiencia de uso de nitrdgeno en plantas al mejorar la captacion y retencién del N,

reduciendo las pérdidas asociadas a los procesos de nitrificacion-denitrificacion. Esto se
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explica considerando que tanto el amonio como nitrato pueden ser utilizados como fuentes
inorganicas de nitrégeno por plantas y microorganismos, por lo tanto, inhibir la actividad
nitrificante del suelo no necesariamente limitaria la disponibilidad de N para el crecimiento
vegetal o la actividad microbiana. Desde este punto de vista, un posible impacto sobre el
proceso de nitrificacion (inhibicion) en raices remanentes de A. sativa luego de su secado de
con glifosato, podria no implicar necesariamente efectos negativos en plantas sucesoras,
sino méas bien, una mayor disponibilidad de N. Debe tenerse en cuenta que una de las
principales diferencias entre los ecosistemas no disturbados y los sistemas de intensificacion
agricola actuales radica en que estos Ultimos se caracterizan por ser extremadamente
sensibles a pérdidas de N e inherentemente ineficientes en el ciclo del N. El nitrato producto
de la alta actividad nitrificante es propenso a la lixiviacién y a la denitrificacion en suelos bajo

agricultura intensiva.
6.8  Aspectos pendientes de estudio y consideraciones finales

Una aspecto importante que debera estudiarse y que ya ha sido propuesto por otros
investigadores (Bott et al., 2011) son las alteraciones quimicas inducidas por las raices en la
rizosfera (por ejemplo para la adquisicion de formas solubles de P o Fe), las cuales podrian
contribuir a la re-movilizacion del glifosato adsorbido en el suelo, para aquellos suelos con
una larga historia de exposicion al herbicida. Como se indic6 en la Introduccion de la Tesis,
existe la posibilidad de desorcién y movilidad del glifosato en el suelo ante diferentes
condiciones (Vereecken, 2005). En este estudio en particular con A. sativa, el suelo utilizado
fue un suelo expuesto durante varios afios al herbicida como se indicé en el Capitulo 1. Por
lo tanto, si el glifosato puede modificar la cantidad y la composicién quimica de los exudados
(Duke et al., 2012), podria existir una diferencia en capacidad de re-movilizacion de glifosato
entre plantas cortadas o secadas con glifosato. En dltima instancia, en caso de que los
exudados de plantas tratadas con glifosato re-movilizaran el glifosato naturalmente
adsorbido en el suelo, méas el propio glifosato que es directamente exudado (Kremer et al.,
2005), podrian tener una influencia importante en la microbiota de la rizosfera.

Los resultados presentados previamente permitieron cumplir con el objetivo propuesto:
determinar si las comunidades microbianas de la rizosfera de plantas sometidas al método
de finalizacién con glifosato difieren del método de corte y en qué medida, de manera de
predecir como podrian influir estas comunidades en las propiedades del suelo y en cultivos
sucesores. Asimismo, permitieron confirmar la hip6tesis propuesta originalmente acerca de
la existencia de diferencias en las comunidades microbianas. Muchas de esas diferencias

observadas serian atribuibles a diferencias en los exudados radicales de plantas sometidas
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a uno u otro método, debido a la reconocida influencia de los compuestos quimicos
presentes en ellos sobre la estructura de las comunidades microbianas (Philipott et al., 2013;
Badri y Vivanco, 2009). La exudacion directa de glifosato (Kremer et al., 2005) y la
modificacion de la calidad y cantidad de los exudados inducida por este compuesto
(exudacion incrementada de aminoécidos y carbohidratos, Kremer et al., 2005) jugarian un
rol central en las diferencias de los rizodepdsitos entre ambos métodos de finalizacion,
aunque estrictamente las diferencias en los mismos podrian explicarse no so6lo por la
presencia/ausencia del herbicida en uno y otro método de finalizacién. La composicion de
los rizodepdésitos podria diferir también producto de la eliminacion de la parte aérea de la
planta. Por lo tanto, es necesaria cierta cautela al establecer conclusiones sobre causalidad
del herbicida en este estudio: las evidencias provistas no son suficientes para asignar
causalidad unicamente al glifosato y/o a los adyuvantes contenidos en el formulado
comercial, aun cuando sugieren una contribucion consistente a las diferencias observadas.

Méas alla de esta udltima aclaracion, los resultados de otros estudios indican que la
defoliacion o el corte de la planta no tienen efectos sobre comunidades microbianas
rizosféricas respecto de plantas sin ningln tipo de tratamiento, apoyando una contribucién
importante del herbicida a las diferencias observadas entre corte y secado con glifosato. Por
ejemplo, no se encontraron modificaciones en la respiracion microbiana en Phleum pratense
L. (lmarinen et al., 2008) ni en la estructura de la comunidad bacteriana en Trifolium repens
L. y en Lolium perenne L. (Clayton et al., 2005). Imparato et al. (2016) tampoco encontraron
diferencias significativas en la estructura de la comunidad bacteriana rizosférica de cebada
entre plantas cortadas o sin tratamiento al realizar un ACP considerando diferentes variables
microbioldgicas (recuento de bacterias de crecimiento rapido y lento, nimero mas probable
de protistas, nimero de copias del gen del ARNr 16S y nimero de bandas en perfiles de
DGGE de bacterias totales). Es importante destacar también, ante todo, que un tratamiento
control sin corte no representa de ningin modo una situacién real en lo referido a un CC (el
cultivo debe ser finalizado) y por ello mismo tampoco fue considerado.

Finalmente, es importante realizar dos aclaraciones. Por un lado debe tenerse en cuenta
que hasta aqui se han considerado a los exudados radicales de plantas tratadas con el
herbicida como la Unica fuente de glifosato a la que se ven expuestas directamente las
comunidades microbianas de la rizosfera. Esto se debe a que el glifosato puede ser
exudado a la rizosfera y la exposicion resultante seria mayor por este medio en relacién a
otros mecanismos. En el tiempo del ensayo seria esperable una mayor exposicion de las
comunidades por exudacion directa que por movilizacién del glifosato desde la superficie o

bien a partir del desprendimiento de tejidos vegetales en descomposicién. Sin embargo,
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debe tenerse en cuenta siempre que los residuos vegetales pueden constituir también un
reservorio de glifosato, donde la proteccién que brinda el tejido vegetal puede aumentar
notablemente la persistencia del glifosato respecto de aquella fraccion que accede a la
superficie del suelo cuando éste se encuentra desnudo (Mamy et al., 2016; Cassigneul et
al., 2016).

Por otro lado, la segunda aclaracibn que es importante mencionar se encuentra
relacionada con el alcance del estudio realizado en términos de practicas agronémicas que
emplean formulados comerciales de glifosato como herbicida, mas all4 del empleo como
desecante de CC. El desarrollo original del herbicida para combatir un gran namero de
malezas debido a su amplio espectro plantea el interrogante de qué ocurre especificamente
en la rizosfera de aquellas malezas mas cominmente encontradas en la region Pampeana y
gque en muchos casos requieren altas dosis de glifosato para su eliminacién debido a la
resistencia desarrollada. Sin duda, existen muchos aspectos a investigar al respecto y que
deberan abordarse especificamente para cada maleza en particular y en cada tipo de suelo
en el que se desarrollan dichas malezas. Numerosos estudios han demostrado que existen
efectos del tipo “especie especificos” de las plantas sobre la composicion y la abundancia
relativa de poblaciones microbianas de la rizosfera (tanto de cultivos como de especies de
plantas nativas) (Smalla et al., 2001; Costa et al., 2006; Garbeva et al., 2008; Dias et al.,
2012). Se ha determinado que tanto la especie vegetal en cuestion como el tipo de suelo
actlan cooperativamente determinando la estructura y funcion de las comunidades
microbianas de la rizosfera (Berg y Smalla, 2009). Por lo tanto, si bien los resultados aqui
obtenidos podrian sugerir un comportamiento similar en las comunidades microbianas de
otras especies vegetales sensibles a glifosato (ej. malezas), debera estudiarse cada caso en
particular para determinar las modificaciones que ocurren en la rizosfera y sus implicancias
en el largo plazo sobre los cultivos sembrados en los mismos suelos. La mencionada
especificidad de la microbiota rizosférica para cada especie vegetal impide extrapolar en
forma directa los resultados hacia otros cultivos o malezas, abriendo el camino hacia un
gran numero de estudios pendientes acerca del impacto de glifosato en la rizosfera de

plantas sensibles de relevancia agronémica.
7. Conclusiones

Los resultados de este estudio confirman la hipotesis planteada originalmente: las
comunidades microbianas de la rizosfera de Avena sativa L. son influenciadas
diferencialmente por el método de finalizacion aplicado al CC. Las diferencias se presentan

tanto a nivel fisiolégico como asi también en la abundancia de grupos especificos de
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microorganismos (entre ellos, BOA y AOA), e incluso a nivel de EGMs y estarian
relacionadas con diferencias en los exudados radicales. A través de la reconocida
modificacion de la calidad y cantidad de los exudados, como asi también mediante su propia
exudacion, el glifosato contribuiria en gran medida a las diferencias observadas aunque las
evidencias del estudio resultan aun insuficientes para poder concluir ello y asignar
causalidad unicamente al herbicida. No obstante, diferentes resultados, muchos de ellos
observados a los 26 dias, sugieren esta contribucién del herbicida. La abundancia
significativamente menor de los genes amoAgoa Y amoAaoa, UN grupo de microorganismos
de reconocida sensibilidad a pesticidas, podria explicarse por la exudacién directa de
glifosato a la rizosfera y de compuestos fenélicos inhibitorios o bien por la rizodeposicién de
estos compuestos liberados del tejido radicular senescente. De la misma manera, la mayor
abundancia de un OTU identificado con una especie que presenta redundancia génica para
degradar fosfonatos (M. loti) también podria explicarse por la presencia del ingrediente
activo en el exudado de plantas tratadas con el herbicida. La observacion de una menor
respuesta respiratoria a los 26 dias en el método con glifosato en presencia del exudado
Exe respecto del exudado Exc, apoya la existencia de un proceso de aclimatacion o
adaptacion de las comunidades microbianas rizosféricas, no observado en el método de
corte. En este Ultimo, el incremento de la respuesta respiratoria frente a Exc sugiere una
condicion de estrés metabdlico, posiblemente relacionada con la presencia del IA o de
compuestos fendlicos inhibitorios derivados de la reconocida estimulacion de la actividad
PAL en la raiz por parte del glifosato.

El ordenamiento multivariado de los perfiles fisiologicos indicé una menor similitud entre
comunidades de la rizosfera de plantas con y sin glifosato a los 26 dias que a los 4 dias.
Asimismo, a los 26 dias se observaron diferencias significativas en la diversidad catabdlica y
una mayor utilizacién de todos los sustratos carbonados. La exudacion incrementada de
aminoacidos y carbohidratos frente al herbicida, reportada en estudios previos, y
posiblemente de otros compuestos carbonados, podria explicar estas observaciones. De la
misma manera, la senescencia progresiva del tejido radicular contribuiria a niveles
aumentados de sustratos en los rizodepdsitos a los 26 dias y explicaria también las
diferencias observadas.

El estudio abordd por primera vez el andlisis de EGMs comparando tratamientos con y
sin glifosato. Los resultados indicaron claramente que a los 10 y 26 dias post-tratamiento los
plasmidos IncP-1 B e IncP-1 €, respectivamente, sélo son detectables en el método de
finalizacion con el herbicida, sugiriendo nuevamente una posible influencia del glifosato

presente en los exudados o bien una mayor exudacion de compuestos que estimulen la
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actividad microbiana y por lo tanto, la conjugacion bacteriana. Asimismo, la estructura de
Betaproteobacteria, grupo bacteriano hospedador de pladsmidos IncP-1, present6 diferencias
entre ambos métodos de finalizacion también a los 10 dias.

Finalmente, de acuerdo a los resultados del ordenamiento de perfiles fisiologicos y
metagenomicos como asi también de la deteccién de pladsmidos IncP-1 se evidencia una
clara tendencia en la dinamica de la respuesta: luego de 26 dias post-tratamiento, solo las
comunidades microbianas rizosféricas de plantas tratadas con glifosato se asemejan a las
comunidades presentes mas tempranamente (4 dias-glifosato y 4 dias-corte). Por lo tanto,
existe un caracter transitorio en la respuesta de las comunidades microbianas de la rizosfera
de plantas tratadas con glifosato respecto de aquellas sometidas a corte.

El analisis metabolémico de los exudados mediante cromatografia gaseosa (GC)
acoplada a un detector de espectrometria de masas (GC-MS) permitira realizar una
determinacion cuantitativa comparativa tanto de glifosato como de diversos compuestos que
podrian ver modificadas sus concentraciones en los exudados en respuesta a glifosato y

gque podrian explicar algunas de las observaciones mencionadas en este estudio.
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DISCUSION FINAL
1. Discusion general de los diferentes capitulos

Como se comenté en la Introduccién General, el estudio del impacto de glifosato en
comunidades del suelo ha sido extensamente estudiado debido al creciente interés en
determinar los posibles efectos sobre organismos no blanco. Los microorganismos,
especificamente bacterias, arqueas y hongos, se caracterizan por su capacidad de
responder rapidamente a cambios ambientales, propiedad que los convierte en indicadores
mas sensibles respecto de los parametros fisicos y quimicos en evaluaciones de impacto de
herbicidas (Zabaloy et al., 2011). Al mismo tiempo, la presencia de la enzima EPSPS los
convierte en blancos potenciales del herbicida. Mas aln, si bien se ha determinado la
sensibilidad de determinadas especies, el rango completo de sensibilidad en comunidades
microbianas no se conoce actualmente (Duke et al., 2012), en parte debido a la diversidad
que caracteriza a las comunidades microbianas. Estas consideraciones destacan la
necesidad de profundizar los estudios de comunidades microbianas del suelo frente a
glifosato, el objetivo central de esta Tesis. Asimismo, sefialan la importancia de considerar a
los microorganismos por sobre otros organismos del suelo en evaluaciones de impacto
ambiental del herbicida. Las evaluaciones deben considerar no solo al IA sino también al
FC, deben ser lo mas abarcativas posible incluyendo ambientes especificos y de gran
relevancia ecologica como la rizosfera y deben considerar la inclusion de nuevos
indicadores no evaluados previamente, que permitan determinar posibles impactos en el
largo plazo sobre los servicios ecosistémicos. Entre estos indicadores se destacan, por
ejemplo, los MOA, relacionados con el ciclo del N, y los EGMs relacionados con la
dispersién de genes de resistencia en agroecosistemas. El estudio de los MOA y de EGMs
en relacion al herbicida glifosato constituye unos los aspectos mas importantes de la Tesis y
sera discutido nuevamente en esta Ultima seccion.

Los resultados del ensayo PICT (Capitulo 1) indicaron que no existe una tolerancia
incrementada a glifosato (tanto IA como FC) al comparar suelos con larga historia (H) y sin
historia (NH) de exposicion al herbicida. De acuerdo con la teoria PICT, una tolerancia
incrementada en el sitio expuesto es un indicador de que han existido cambios en la
comunidad, los cuales pueden incluir tanto 1) la muerte de las especies menos tolerantes de
la comunidad y el reemplazo por las mas tolerantes 2) la adaptacion fisiol6gica de los
individuos 3) la seleccion de los genotipos mas tolerantes en una poblacion. La observacion
de una mayor tolerancia es considerada entonces una fuerte evidencia de que el

contaminante ha ejercido un efecto sobre la comunidad (Demoling y Baath, 2008). La légica
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de esta teoria es de tipo popperiana dado que solo la ausencia de una respuesta PICT es
considerada una evidencia concluyente de que no ha existido una presion de seleccién en
ninguno de los miembros de la comunidad que conduzca a un cambio en la misma (Blanck,
2002). En el caso de glifosato, este cambio podria estar relacionado con un efecto gradual
sobre las eficiencias relativas de crecimiento en lugar de un efecto de toxicidad directo
(muerte rapida de especies sensibles), particularmente teniendo en cuenta la gran
adaptabilidad y versatilidad que caracteriza a las comunidades microbianas frente a
condiciones cambiantes (Allison y Martiny, 2008), lo cual relativiza el concepto del efecto
“toxico” de ciertos compuestos quimicos. Es decir, podria reducirse lentamente la
abundancia de especies sensibles que derrochan energia en respuesta al estrés, y estimular
la abundancia de aquellas adaptadas al uso rapido de los productos resultantes del
cometabolismo (Zabaloy et al., 2012). La ausencia de una respuesta PICT, reportada en el
Capitulo 1 de esta Tesis, y la légica popperiana de esta herramienta ecotoxicologica
sugieren que este tipo de modificaciones no han ocurrido luego de varios afios de historia de
glifosato. Sin embargo, en base a los conceptos de estabilidad, resistencia y resiliencia de
las comunidades microbianas presentados en la Introduccién General de la Tesis (Allison y
Martiny, 2008; Shade et al., 2012), resulta pertinente plantear los tres escenarios posibles

que podrian explicar los resultados del ensayo PICT:

1. El largo periodo de exposiciébn a campo condujo a verdaderas modificaciones en la
comunidad. Sin embargo, la fase de deteccion de la estrategia PICT utilizada no fue
lo suficientemente sensible como para poner en evidencia estos cambios. El estrés
asociado a la exposicién cronica resulto insuficiente como para ejercer una presion
de seleccion lo suficientemente intensa que conduzca a modificaciones detectables
mediante la estrategia PICT utilizada (es decir, que se manifiesten en mayores
valores del parametro IC50).

2. Ocurrieron modificaciones, sin embargo, la resiliencia de las comunidades
microbianas permitié la recuperacion y por ello no se detecta un valor incrementado
de IC50 en los suelos con historia del herbicida. En este caso, las aplicaciones
reiteradas anualmente se podrian haber comportado como disturbios en lugar de
suponer un estrés, es decir, los periodos de recuperacion fueron de menor duracion
gue el tiempo entre eventos (Borics et al., 2012) permitiendo la recuperacion. Como
se menciond en la Introduccién General de la Tesis, existen diferentes caracteristicas
de los microorganismos, en especial de Bacteria y Arquea, que indican que la
resiliencia podria ser un fendmeno comun en las comunidades de las que forman

parte. Alternativa o simultdneamente, la redundancia funcional podria estar
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contribuyendo a que no se detecte una tolerancia incrementada en sitios con historia
(Allison y Martiny, 2008), considerando especialmente que el pardmetro utilizado en
la fase de deteccion consistio en un pardmetro de tipo funcional y no relacionado con

la estructura de la comunidad.

3. No ocurrieron modificaciones debido a que la resistencia de las comunidades
microbianas es suficientemente alta frente a las concentraciones reales de
exposicion al IA y a los aditivos del FC en condiciones de campo, durante el largo

periodo de exposicion.

La fuerte adsorcion del glifosato en el suelo (Okada et al., 2016) favoreceria cualquiera
de estas tres posibilidades. Asimismo, en el primer caso, la modificacion del parametro
utilizado en la fase de deteccién permitiria determinar si realmente este parametro ha sido lo
suficientemente sensible. En relacion a ello, es importante destacar que la l6gica popperiana
del ensayo PICT, mencionada anteriormente, sélo aplica en aquellos casos donde los
parametros de detecciodn utilizados muestran una adecuada sensibilidad, sobre todo cuando
la presion de seleccién del contaminante no ha sido lo suficientemente intensa (Blanck,
2002).

Los resultados del ensayo PICT permiten concluir que no existe una tolerancia
incrementada de las comunidades microbianas al herbicida (IA o FC) a pesar de la
exposicion crénica, resultado particularmente novedoso teniendo en cuenta la larga historia
de exposicion y que hasta el momento no se ha utilizado la estrategia PICT con glifosato. No
obstante, los tres escenarios previamente mencionados indican que las causas del resultado
PICT negativo son inciertas y por lo tanto, no es posible concluir la ausencia de
modificaciones en las comunidades a partir de la observacion de una tolerancia no
incrementada. En este sentido, los resultados del Capitulo 1 pusieron en evidencia la
necesidad de profundizar los estudios en comunidades microbianas para determinar la
existencia de cambios en las comunidades frente a aplicaciones de glifosato que no
estuvieran siendo detectados con la estrategia PICT. Mas aun, la utilizacion de un parametro
relacionado con la actividad microbiana (respiracion inducida con &cido p-cumarico), en la
fase de deteccion, podria verse influida por la redundancia funcional, propiedad
ampliamente reconocida en comunidades microbianas del suelo (Allison y Martiny, 2008), tal
como se comentd anteriormente. Esto implica que, aun cuando hubiesen existido cambios
puntuales en la estructura de la comunidad, ello podria no verse reflejado en los valores de
IC50, debido a la presencia de ciertos grupos microbianos que han compensado
funcionalmente a aquellos afectados. En base a estas consideraciones, la estrategia PICT

utilizada en este estudio en particular se corresponde con los indicadores a nivel de
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comunidad de amplio rango o integrativos, descriptos en la Introduccion General (Seccién
4.1). Estos indicadores pueden ofrecer informacién importante sobre cambios mayores que
afecten a la comunidad entera, pero podrian no ser lo suficientemente sensibles como para
detectar cambios en poblaciones especificas o en la actividad de pequefias subpoblaciones
(Duke et al.,, 2012). Debido a la enorme diversidad de las comunidades microbianas
edéficas, los cambios en funciones o grupos clave pueden resultar indetectables si se
evallan sélo propiedades generales de la comunidad. Por lo tanto, una evaluacion precisa y
abarcativa del impacto sobre la microbiota requiere orientar también el estudio a grupos
funcionales especificos que sean potencialmente afectados frente a una determinada
situacion y utilizar métodos que permitan analizar la estructura de la comunidad. Muchos
autores sugieren que las medidas de estructura y actividad de grupos especificos de
microorganismos que intervienen en procesos biolégicos importantes del suelo, tienen la
capacidad de proveer una forma rapida y sensible de caracterizar cambios en comunidades
microbianas del suelo (Waldrop et al. 2000; Anderson, 2003; Bending et al., 2004; Enwall et
al., 2005; Bressan et al., 2008). Al respecto, cabe mencionar que, recientemente, paneles de
expertos han recomendado la evaluacion de los posibles efectos adversos de agroquimicos
sobre la microbiota mediante estudios tanto a campo como a nivel de laboratorio, incluyendo
nuevas herramientas de analisis que permitan determinar el impacto sobre grupos sensibles
y ecolégicamente relevantes (EFSA Panel on Plant Protection Products and their Residues,
2016; Karpouzas et al., 2016).

Sobre estas consideraciones basadas en los resultados del ensayo PICT, se desarroll6 el

Capitulo 2 de la Tesis, abordando:

= El efecto de aplicaciones repetidas de glifosato en microcosmos. Este aspecto ha sido
notablemente menos estudiado en relacion a los efectos de aplicaciones Unicas. Sin
embargo adquiere una gran importancia considerando que la acumulacion de mdltiples
aplicaciones en el tiempo puede ser la responsable de la presion de seleccién capaz de
conducir a un incremento de tolerancia. De esta manera, los resultados podrian indicar

posibles cambios esperables a largo plazo.

= El andlisis de la estructura de la comunidad de bacterias oxidantes del amoniaco como
un grupo funcional especifico y ecolégicamente relevante, reconocido como un
indicador adecuado para la evaluacion del riesgo ambiental de pesticidas (Karpouzas et
al., 2016; Wessen y Hallin, 2011) y sensible a un amplio espectro de quimicos (Mertens
et al., 2006; Hernandez et al., 2011; Puglisi et al., 2012; Rousidou et al., 2013; Feld et
al., 2015).
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Los resultados obtenidos en este segundo capitulo confirmaron la hipétesis inicial del
estudio para una de las dos localidades evaluadas (Mayor Buratovich): la estructura de la
comunidad de BOA se modifico luego de tres aplicaciones del FC en relacion al control. Es
decir, tanto los perfiles basados en ADN de este grupo de microorganismos (PCR-DGGE)
como asi también su abundancia relativa (qPCR) resultaron indicadores sensibles a
aplicaciones repetidas. Estas diferencias observadas mediante métodos moleculares
resultaron significativas unicamente con el FC, apoyando los resultados de estudios previos
en microorganismos que reportan efectos diferenciales de formulados comerciales del
herbicida respecto de los correspondientes ingredientes activos (Qiu et al., 2013; Sihtmae et
al., 2013). Por su parte, el andlisis fisiolégico indic6 un mayor nimero de diferencias para el
IA que para el FC. En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la importancia de
considerar diferentes indicadores de estudio de comunidades microbianas, especialmente
cuando se incluyen herbicidas en sus diferentes formas (IA y FC). El analisis basado
Unicamente en métodos moleculares hubiese permitido concluir que sélo el FC induce
cambios, omitiéndose el impacto producido por el IA a nivel fisiolégico. Por su parte, la
utilizacion del RQA4cido p-cumarico COMO Unico indicador hubiese indicado que en el sitio H de
BUR existen efectos del IA pero no del FC (Figura 14), omitiéndose el impacto de este
ualtimo sobre la abundancia relativa y la composicion de BOA (Figura 18).

En base a los resultados del Capitulo 2, se llevé a cabo un tercer estudio utilizando los
mismos indicadores que mostraron ser sensibles en la deteccion de modificaciones tanto en
la funcion (RQAacido p-cumarico) COMO en la estructura de la comunidad (abundancia relativa y
estructura de la comunidad de BOA) en microcosmos. No obstante, en este nuevo ensayo,
en lugar de analizar el impacto de glifosato como Unico factor en estudio, se considero
simultdneamente un segundo factor potencialmente capaz de producir un disturbio en la
comunidad: la exposiciébn a un ciclo de desecacién-humedecimiento. Al igual que en el
estudio de aplicaciones repetidas, este experimento en microcosmos también se
fundamentd, en parte, en los resultados del Capitulo 1. De acuerdo con la teoria PICT y el
concepto de “costo de tolerancia” (Clements y Rohr, 2009), una forma de complementar y
apoyar los resultados del estudio PICT consiste en analizar si la aplicaciéon de glifosato
influye o no en la sensibilidad de las comunidades ante un factor de disturbio. Si en el
ensayo PICT se hubiese detectado una tolerancia incrementada al FC o al IA en el sitio H
respecto del NH, como resultado de la exposicion cronica, entonces podria esperarse lo que
se conoce como “costo de tolerancia” (Clements y Rohr, 2009), es decir, una sensibilidad a
otros disturbios/estreses secundarios, por ejemplo, desecacion-humedecimiento. La

ausencia de efectos significativos de un ciclo de desecacién-humedecimiento en los RQ de
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ambos sitios (H y NH) resulté entonces consistente con la ausencia de una respuesta PICT.
En este ensayo de corta duracién, una Unica aplicaciéon del FC a microcosmos tampoco
mostré efectos que condicionen la respuesta de la comunidad microbiana frente al disturbio
de desecacion-humedecimiento: la interaccién no resultd significativa para ninguno de los
genes indicadores de los distintos grupos microbianos analizados.

Como se mencioné anteriormente, los resultados del segundo estudio de esta Tesis
(Capitulo 2) demostraron, por primera vez, que el RQ en presencia de &cido p-cumarico
como sustrato es un indicador sensible, modificandose frente a aplicaciones repetidas. En
base a ello, en esta Tesis se propone la utilizacién del mismo para futuros estudios de
impacto de glifosato en suelo no rizosférico (como se indicé en el Capitulo 4, este indicador
no mostrd la misma sensibilidad en suelo rizosférico). Teniendo en cuenta que el acido p-
cumarico se trata de uno de los productos de la degradacién microbiana de la lignina en el
suelo (Bugg et al., 2011), debera investigarse a futuro si la estructura de las comunidades
microbianas involucradas en este proceso de gran relevancia ecoldgica podria ser afectada
también por la exposicién a aplicaciones repetidas de glifosato, de la misma manera que el
RQ4cido p-cumarico- ASIMismo, debera investigarse si las modificaciones en el catabolismo del
acido p-cumaérico y de otros compuestos fendlicos similares, como consecuencia del impacto
de aplicaciones repetidas, podrian afectar los niveles en el suelo de estos compuestos
derivados de la descomposicion de restos vegetales, muchos de los cuales han demostrado
efectos alelopaticos. Guenzi y Mc Calla (1962), por ejemplo, reportaron inhibicion del
crecimiento de plantulas de trigo por parte de extractos acuosos de residuos de A. sativa,
demostrando la presencia de &cido ferulico, acido p-hidroxibenzoico y vanilico. De manera
similar, Schumacher et al. (1983) reportaron la presencia de acido p-cumarico y vanilico en
los exudados radicales de plantas de A. fatua, capaces de inhibir el crecimiento en trigo.

Por otra parte, como se mencioné en el Capitulo 2, la estimulacién de la actividad de la
enzima PAL reportada frente a glifosato podria impactar en el metabolismo del acido p-
cumarico y de compuestos relacionados que derivan de esta enzima. Si bien la estimulacion
de la actividad PAL frente a glifosato ha sido observada en plantas (Duke y Hoagland, 1978;
Duke et al.,, 1980) no se ha estudiado en bacterias y arqueas, a pesar de encontrarse
presente en ellas (Emiliani et al., 2009). Este aspecto fisiolégico del impacto de glifosato
debera profundizarse en comunidades microbianas, de manera analoga a su estudio en
plantas, considerando las posibles implicancias bioldgicas. La estimulacion de la actividad
PAL frente a glifosato adquiere todavia mas relevancia a nivel de la rizosfera, si se tiene en
cuenta que originalmente ha sido observada en raices de plantulas de maiz y soja (Duke y

Hoagland, 1978; Duke et al., 1980), conduciendo a la produccién de diversos compuestos
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fendlicos. Una de las consecuencias indirectas podria ser el impacto sobre la abundancia de
BOA y el proceso de nitrificacion en la rizosfera, dado que ciertos compuestos
fenilpropanoides relacionados (como el acido metil-p-cumarico) son inhibidores biologicos de
la nitrificacién (Subbarao et al., 2015). Esto explicaria entonces lo observado en el Capitulo
4: los genes amoAgoa Y amoApoa Presentaron una menor abundancia en la rizosfera de
plantas sensibles (A. sativa) tratadas con glifosato respecto del tratamiento sin herbicida
(corte).

Otra de las consecuencias del impacto en el metabolismo de fenilpropanoides sobre
comunidades microbianas podrian ser los efectos en la germinacion de esporas fungicas. Se
ha determinado que en plantas sensibles a glifosato, el tratamiento con este herbicida
conduce a una densa colonizacion de las raices por hongos patégenos de los géneros
Fusarium y Phytophthora (Johal y Rahe, 1984). De la misma manera, Lévesque et al. (1987)
observaron tanto un incremento en la colonizacion de Fusarium oxysporum sobre raices de
malezas susceptibles, como asi también un incremento en la densidad de propagulos
fungicos en el suelo. Originalmente se atribuyeron estas observaciones a una deplecion de
compuestos antifingicos en la planta del tipo de las fitoalexinas que derivan de la via
inhibida por el glifosato, favoreciendo la infeccién y el crecimiento del hongo. Sin embargo,
algo similar se ha observado en el caso de soja GR, donde no seria esperable esta
deficiencia, detectdndose una colonizacién incrementada de la raiz por parte de Fusarium
spp. en estudios de corta (Zobiole et al., 2010) y larga duracién (Kremer y Means, 2009),
como asi también un incremento en la densidad de propagulos fungicos en el suelo. En
relacion a ello, Kremer et al. (2005) sugirieron, por primera vez, tres mecanismos que
explicarian la estimulacion selectiva de ciertas cepas de Fusarium spp. en la rizosfera de
plantas tratadas con glifosato: 1) el propio glifosato presente en los exudados podria ser
utiizado como nutriente 2) podria estimular la germinacion de propagulos 3) ciertas
moléculas especificas capaces de activar y estimular la germinacién de propagulos podrian
encontrarse en mayores cantidades en los exudados de plantas tratadas con glifosato. Para
este tercer mecanismo, sin embargo, no se determind qué compuestos especificamente
podrian explicarlo, como asi tampoco de qué manera el glifosato podria conducir a mayores
niveles de los mismos en los exudados. La exudacion incrementada de compuestos
fendlicos derivados de la estimulacion de la enzima PAL por glifosato en la raiz podria
explicar la germinacién de esporas fungicas. Ciertos compuestos fendlicos pueden actuar
como disparadores de la germinacion de esporas fungicas en la rizosfera (Philipott et al.,

2013), entre ellos el &cido cindmico, el &cido ferulico y el &cido benzoico (Yang et al., 2015).
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De acuerdo con la revision de la literatura, los mecanismos mencionados anteriormente
(inhibicion de la nitrificacion y germinacion de esporas fungicas por exudacion incrementada
de compuestos fendlicos) no han sido postulados hasta el momento como mecanismos
indirectos de impacto de glifosato en comunidades microbianas de la rizosfera. Por ende, se
proponen por primera vez como mecanismos posibles que deberan ser abordados en
futuras investigaciones. Se trata de un modelo de impacto basado en la revision de la
literatura existente, ya que no se ha investigado en esta Tesis si efectivamente existe una
exudacion incrementada de compuestos fendlicos producto de la estimulacién de la enzima
PAL. Sin embargo, podria explicar adecuadamente las observaciones citadas previamente
como asi también diferentes resultados presentados en el Capitulo 4. Este Ultimo capitulo de
la Tesis abordd un aspecto de central importancia para un analisis abarcativo del impacto de
un herbicida: los efectos sobre las comunidades microbianas de la rizosfera de un cultivo
sensible. Si bien la revisién de la literatura indica que la mayor parte de los estudios de
impacto de glifosato se han centrado en suelo no rizosférico (Introduccion general, Seccién
5), debe tenerse en cuenta que las diferentes practicas agronémicas podrian tener una
influencia importante en las comunidades microbianas en estrecha relacion con la planta.
Los efectos de herbicidas sobre interacciones planta-microorganismo deben ser incluidos en
las evaluaciones de riesgo ambiental. Las comunidades microbianas de la rizosfera, en
particular, se encuentran en intimo contacto con la planta y han sido designadas como su
“segundo genoma” (Mendes et al., 2013), por lo tanto, conocer sus modificaciones frente a
diferentes practicas agronémicas (ej.: métodos de finalizaciéon de cultivos de cobertura) es
un aspecto fundamental en el que se debe profundizar. Las interacciones planta-
microorganismo en la rizosfera tienen un rol central en los ciclos biogeoquimicos y en el
mantenimiento de la salud y productividad vegetal. Mas aun, la reconocida exudacion del
glifosato hacia la rizosfera en plantas sensibles y resistentes al herbicida y la modificacion
de la composicion quimica de los exudados plantea un cambio importante en el paradigma
de estudio de impacto de glifosato, considerando que se trata de un mecanismo de
exposicion de las comunidades microbianas completamente diferente a los mecanismos
tradicionalmente estudiados (intercepcion directa y lixiviacion del herbicida). De hecho, los
estudios de exudacion de glifosato de Laitinen et al. (2007) demostraron que un cultivo
sensible podia exudar cantidades significativas en un corto periodo de tiempo (entre un 4y
un 10% del glifosato aplicado, en 8 dias), reconociendo la necesidad de considerar este
mecanismo de ingreso del herbicida al suelo en las evaluaciones de impacto ambiental. Si
se tiene en cuenta ademas la notable cantidad de procesos bioguimicos que ocurren en la

rizosfera y de los cuales depende la planta, como asi también la presencia de hot spots que
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favorecen la THG, las modificaciones a nivel de la rizosfera podrian impactar tanto a nivel de
productividad como de salud vegetal, animal e incluso en la salud humana en el largo plazo,
tal como se discutio en el Capitulo 4.

Las evidencias obtenidas indicaron que las comunidades microbianas de la rizosfera de
A. sativa son influenciadas diferencialmente por el método de finalizacién aplicado al CC.
Por lo tanto, fue posible confirmar la hipétesis propuesta y cumplir con el objetivo planteado
originalmente, un aspecto particularmente novedoso considerando que la microbiota
rizosférica en A. sativa no habia sido estudiada previamente comparando ambos métodos
de finalizacién. Mas aln, de acuerdo con las busquedas realizadas en la base de datos
SCOPUS, no se encontraron reportes sobre el metagenoma de la rizosfera de A. sativa. En
cambio, se han estudiado otras especies de este género relacionadas como A. fatua
(DeAngelis et al., 2009) y A. strigosa (Turner et al., 2013). Tampoco se encontraron reportes
relacionados con el analisis de plasmidos BHR o de integrones en tratamientos con
glifosato, o de los efectos de estos tratamientos sobre la conjugacién bacteriana, si bien se
han estudiados efectos sobre la frecuencia de transformacion bacteriana (Watson y Carter,
2008).

Los diversos resultados presentados en el Capitulo 4 podrian ser explicados
consistentemente en base a estudios previos sobre los efectos de glifosato en otras
especies, de acuerdo al modelo presentado en la siguiente seccién, apoyando de esta

manera la contribucion del herbicida a las diferencias observadas.
2. Modelo integrador del impacto de glifosato en larizosfera

La integracion de los mdltiples resultados obtenidos en el Capitulo 4 junto con reportes
previos de la literatura (1978-actualidad) (Figura 49), sugieren que las diferencias entre
ambos métodos de finalizacion podrian ser explicadas en base a diferencias en los
rizodepositos inducidas por glifosato, particularmente a los 26 dias post-tratamiento, donde
se observé el mayor numero de diferencias. Mientras que la exudacion de aminoacidos y
carbohidratos estimulada por glifosato (Kremer et al., 2005), explicaria la mayor utilizacién
de sustratos carbonados y el incremento en la diversidad catabdlica, la estimulacion de la
actividad PAL en la raiz (Duke y Hoagland, 1978; Duke et al., 1980) con la consecuente
produccion de ciertos compuestos fendlicos inhibitorios podria explicar la menor abundancia
observada para microorganismos sensibles a estos compuestos como BOA y AOA (Figura
49). Mas aun, el amonio producido en la reaccion catalizada por la enzima PAL en la raiz
podria generar zonas de concentracion local alta de amonio en la rizosfera, una condicién

que estimula la liberacién de IBNs (Subbarao et al., 2015). Asimismo, la translocacion y
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exudacién directa de glifosato explicaria consistentemente la mayor abundancia de una
especie bacteriana (M. loti) con un potencial metabdlico redundante para degradar

fosfonatos mediante C-P liasas y la mayor utilizacion del sustrato sarcosina (Figura 49).

r Abundancia incrementada de
Mesorhizobium sp. (Mesorhizobium loti?)

Exudacion de
glifosato
{Kremer et al.,

GLIFOSATO

Mayor utilizacion de sarcosina
(producto de la degradacion de

2005 Laitinen glifosato via C-P liasa)

etal., 2007)
Exudacion incrementada de
Estimulacion de actividad aminoacidos y carbohidratos

(Duke y Hoagland, 1978; Duke (Kremer et al., 2005)

Mayor utilizacion de
Exudacion o _ todos los sustratos
liberacion de sles de amonio carbonados
compuestos incfémentados en la evaluados y mayor
fendlicos rizosfera diversidad catabélica
) r-n{"?‘rtorrf::s? ) if@hgos et al., 2009)
(inhibicion biologica
de la nitrificacién)
{(Subbarao et al..
2015) Deteccidn de plasmidos IncP-1 &
(estado nutricional favorable para
Menor abundancia de BOA y AQA conjugacion bacteriana)
(grupos sensibles a pesticicdas)

Figura 49. Modelo integrador propuesto para explicar las diferencias observadas en
comunidades microbianas rizosféricas de A. sativa. Los recuadros amarillos
corresponden a los resultados obtenidos en la rizosfera de plantas finalizadas con glifosato
respecto de plantas sometidas a corte. Todos los resultados, excepto la menor abundancia
de BOA, corresponden a la ultima fecha de muestreo (26 dias). Los recuadros blancos
indican observaciones de estudios previos en la rizosfera de otras especies sensibles
tratadas con glifosato.

Todas estas diferencias revisten importancia a nivel agronémico para cultivos de cosecha
sucesores sembrados luego de un periodo de 26 dias. Si bien los residuos de glifosato
exudados a la rizosfera podrian tener efectos indeseados en plantas sensibles sembradas
en el mismo suelo, tal como se ha demostrado en otros estudios (Rodrigues et al., 1982;
Neumann et al., 2006; Tesfamariam et al., 2009), el enriquecimiento en microorganismos
degradadores de fosfonatos (ej. M. loti) en la rizosfera podria atenuar estos efectos.
Mediante la utilizacion de glifosato marcado con **C, Ricordi et al. (2007) demostraron que
puede producirse la translocacion de glifosato desde plantas blanco hacia aquellas no

blanco por medio de la exudacion pero sin llegar a niveles suficientes como para detectar
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efectos significativos de inhibicion en su crecimiento. Tanto la adsorcion como la presencia
de microorganismos degradadores en la rizosfera podrian contribuir a reducir los niveles
biodisponibles de glifosato y sus efectos en plantas sucesoras. Asimismo, debe tenerse en
cuenta que la degradacion de glifosato por la via de la sarcosina impediria la formacion de
AMPA, el cual se degrada mas lentamente y posee una demostrada fitotoxicidad (Duke et
al., 2012). Por lo tanto, un enriqguecimiento en microorganismos degradadores mediante la
actividad C-P liasa podria contribuir también a la degradacién del glifosato acumulado en el
suelo como resultado de la exposicion crénica, evitando productos de degradacion téxicos
como el AMPA. Este aspecto debera abordarse en futuros estudios. De la misma manera,
sera importante determinar si existe una posible condiciéon de deficiencia de fésforo en la
rizosfera que pueda relacionarse con las observaciones mencionadas ya que esta
deficiencia no soélo estimula la degradacion de glifosato por C-P liasas bacterianas
(generando sarcosina) (Sviridov et al., 2012) sino también la exudacion radical de
compuestos fendlicos (Chishaki y Horiguchi, 1997).

Por otra parte, una menor tasa de nitrificaciébn en la rizosfera de plantas tratadas con
glifosato (como consecuencia de una menor abundancia de BOA y AOA) podria conducir a
una mayor disponibilidad de N en forma de amonio, reduciéndose las pérdidas por lixiviacién
de nitratos o por desnitrificacion. Los resultados observados para BOA y AOA remarcan la
importancia de continuar estudiando las comunidades de microorganismos oxidantes del
amoniaco de la rizosfera para determinar como podria afectarse la nitrificacién, proceso
clave en el ciclo del nitrogeno. Particularmente, deberd analizarse el poder de inhibicion
biol6gica de la nitrificacion de los exudados radicales de plantas sensibles tratadas con el
herbicida (analisis funcional), mediante ensayos high-throughput recientemente reportados
(O’ Sullivan et al., 2017), como asi también las modificaciones en la diversidad de las
comunidades de BOA y AOA mediante secuenciacion de amplicones del gen amoA.

Por ultimo, dada la particular propiedad de la rizosfera de ser un hot spot para la THG,
otros manejos dependientes del uso de pesticidas que al igual que glifosato modifiquen el
patron de rizodeposicion incrementando el contenido de nutrientes en los exudados, podrian
favorecer la dispersion de genes de resistencia mediante la estimulacion de la conjugacion
bacteriana resultante de dicho enriquecimiento (Heuer y Smalla, 2012; Mglbak et al., 2007)
(Figura 49). La diferencia observada en plasmidos del subgrupo IncP-1 € a los 26 dias es
particularmente relevante a nivel de salud humana y animal dado que una mayor
abundancia de este subgrupo de pldsmidos en la rizosfera de plantas tratadas con glifosato
podria contribuir a una mayor dispersion de genes de resistencia presentes en el resistoma

del suelo (Heuer et al., 2012). Existe un cuerpo de evidencias cada vez mayor que
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demuestra que los microorganismos ambientales pueden ser resistentes a diferentes
antibioticos. Los genes que constituyen el “resistoma” ambiental tienen el potencial de ser
transferidos a patdgenos y diferentes evidencias demuestran que ciertos genes de
resistencia clinicamente relevantes provienen de microorganismos ambientales (Wright et
al., 2010).

3. Consideraciones finales

El analisis de impacto de glifosato en comunidades microbianas realizado en esta Tesis
incluyé estudios observacionales a campo (PICT: Capitulo 1) y manipulativos (en
microcosmos: Capitulo 2 y 3; en invernaculo: Capitulo 4), y también se consideraron
diferentes comunidades microbianas del suelo (rizosféricas y no rizosféricas), como asi
también diferentes formas del herbicida (IA y FC). En conjunto los resultados indican que
las BOA constituyen un grupo indicador que es sensible a formulados comerciales de
glifosato tanto en suelo rizosférico (Capitulo 4) como no rizosférico (Capitulo 2), como asi
también frente a aplicaciones repetidas (Capitulo 2) o bajo una Unica aplicacién (Capitulo 4).
Otro indicador, el RQ4cido p-cumarico, MOStro sensibilidad tanto al IA como al FC, pero sélo para
comunidades microbianas no rizosféricas y frente a aplicaciones repetidas (Capitulo 2)
mientras que en la rizosfera (Capitulo 4) no resulté afectado. Las AOA, a diferencia de las
BOA, fueron sensibles s6lo en suelo rizosférico (Capitulo 4), en comparacién con la
ausencia de modificaciones de este grupo en suelo no rizosférico (Capitulo 3). Sin embargo,
las AOA no fueron analizadas frente a aplicaciones repetidas, por lo tanto, se desconoce si
la abundancia relativa o la estructura de la comunidad de AOA podrian modificarse de igual
modo que las BOA (Capitulo 2). De esta manera, mas all4d de la relevancia biolégica
intrinseca que revisten estos indicadores por su relacion con procesos claves en el ciclo del
C y del N, guardan también un interés aplicado para el monitoreo de comunidades
microbianas en diferentes condiciones y bajo diferentes tratamientos basados en la
utilizacion del herbicida. Su sensibilidad y relevancia ecol6gica permite proponerlos
entonces como candidatos en futuros analisis de impacto de glifosato. Por otra parte, es
importante resaltar también que no se trata de indicadores relacionados Unicamente con
comunidades bacterianas, como es el caso de BOA, sino que también involucran a arqueas
(AOA) y a hongos (RQ4cido p-cumarico)-

Otros indicadores, por el contrario, no resultaron afectados, entre ellos, bacterias totales y
Actinobacteria. Como se mencioné en la Introduccibn General de la Tesis, las
modificaciones en este Ultimo grupo de bacterias podrian tener importantes efectos sobre
las comunidades microbianas debido, entre otros aspectos, a su notable capacidad de

producir diversos antibioticos que poseen propiedades inhibitorias (rol de competencia)

226



DISCUSION FINAL

como asi también propiedades regulatorias a concentraciones sub-inhibitorias (Aminov,
2009). Por lo tanto, si bien en esta Tesis no se han observado efectos de tratamientos con
glifosato sobre la abundancia de Actinobacteria, seria importante continuar estudiando este
grupo en evaluaciones de impacto de otros pesticidas o de determinados manejos
agronémicos, particularmente en base a la reciente asignacion de diversos roles de los
antibi6ticos a concentraciones sub-inhibitorias ambientales. La sefalizacion a estas
concentraciones podria haber evolucionado como una forma de comunicacién interdominio
en varios ecosistemas, resultando en respuestas genotipicas y fenotipicas adaptativas de la
microbiota y de otros miembros de la comunidad (Aminov et al., 2009).

Dentro del objetivo general de la Tesis se plante6 la necesidad de contribuir al desarrollo
de bioindicadores apropiados para la evaluacién de la sustentabilidad ambiental de las
practicas agricolas en la region, que puedan ser aplicados en programas de monitoreo en el
largo plazo. Los resultados mencionados anteriormente para BOA, AOA Y RQ4cido p-cumarico
indican que este objetivo ha sido cumplido. Cada uno de estos indicadores no sélo es
sensible en una determinada condicién sino que ademas se relacionan con procesos
bioguimicos ecolégicamente relevantes. Mas aun, en el Capitulo 4 se propuso la utilizacién
de un indicador completamente diferente a estos indicadores a nivel rizosférico, los
plasmidos IncP-1. La particular promiscuidad de estos plasmidos, junto con su capacidad de
transferir genes horizontalmente involucrados en la adaptacion y el desempefio funcional de
las comunidades microbianas los convierte en importantes indicadores. La deteccion
(presencia/ausencia) frente a tratamientos con glifosato podria indicar, indirectamente,
cambios en las funciones de la comunidad. Sumado a este rol ecoldgico, los plasmidos
IncP-1 como indicadores revisten importancia también a nivel de salud humana. Los
plasmidos IncP-1 g, en particular, han sido reconocidos como importantes vectores de genes
de resistencia a antibiéticos en agroecosistemas. Este aspecto dual de vinculacién con las
funciones de la comunidad microbiana y con la salud humana los convierte en indicadores
anicos en relaciobn a otros indicadores clasicamente empleados. Las diferencias en la
deteccion de estos plasmidos en el método de finalizacién con glifosato respecto del método
de corte (evidenciada en el Capitulo 4) resalta la importancia de estudiar las modificaciones
gue pudieran ocurrir a largo plazo en la abundancia de plasmidos IncP-1 en el ambiente

edafico frente a la sostenida utilizacion del herbicida.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indicaron que la exposicion crénica a
glifosato en suelos agricolas de tres localidades de la Regidbn Pampeana no condujo a un
incremento en la tolerancia respecto de suelos de referencia sin historia del herbicida. La
ausencia de un fenédmeno de tolerancia de la comunidad inducida por el contaminante
(PICT), tanto para el IA como para el FC, fue apoyada por un resultado negativo de costo de
tolerancia frente a un disturbio secundario (desecacion-humedecimiento). Sin embargo, la
tolerancia no incrementada no fue considerada evidencia suficiente para concluir la ausencia
de cambios en las comunidades durante el largo periodo de exposicion a campo. Los
resultados de estudios posteriores de corta duracién, tanto en suelo rizosférico como no
rizosférico, indicaron diferencias en grupos especificos de microorganismos entre
tratamientos con y sin glifosato, sugiriendo un posible impacto de glifosato a largo plazo y la
necesidad de profundizar el estudio, aun cuando no sean detectables diferencias en la
tolerancia mediante la estrategia PICT.

En suelo no rizosférico, la acumulacién de tres aplicaciones de un FC modificd la
abundancia de BOA en relacién a bacterias totales (abundancia relativa) como asi también
la estructura de la comunidad de este grupo de microorganismos, en ambos sitios (H y NH).
Sin embargo, esto sélo se observé con el FC y no con el IA, reflejando un posible efecto de
los adyuvantes o de su interaccién con el IA. Las modificaciones en la abundancia relativa
fueron opuestas en suelos H y NH, indicando diferencias en las comunidades de ambos
sitios. Estas diferencias en la abundancia relativa y en la estructura de BOA, luego de tres
aplicaciones del FC, se observaron sélo en una de las dos localidades estudiadas (Mayor
Buratovich), en donde también se observaron diferencias a nivel fisiol6gico (RQ Acido p-cumarico)-
Contrariamente, en Zavalla no se observaron diferencias significativas con el FC, sélo se
detectaron incrementos en el RQ4cido p-cumarico frente al IA y Unicamente en el suelo con
historia de glifosato. Los incrementos observados en el RQ4cido p-cumarico UEQO de tres
aplicaciones del herbicida indican un estrés metabdlico en microorganismos capaces de
catabolizar este fenilpropanoide de relevancia ecolégica en el suelo.

La sensibilidad de las BOA como indicador frente a tres aplicaciones de un FC (en suelo
no rizosférico) fue consistente con la sensibilidad observada posteriormente en la rizosfera
de plantas de Avena sativa L. secadas con glifosato. Para este método de finalizacion, la
abundancia de BOA (absoluta y relativa) disminuy6 en relacion al tratamiento sin herbicida
(corte). Las AOA mostraron una abundancia significativamente menor luego de 26 dias. La
posible exudacion de compuestos fendlicos inhibitorios en cantidades incrementadas debido

a la estimulacion de la enzima PAL en la raiz, podria explicar estas observaciones. Los
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efectos diferenciales observados, mayoritariamente a los 26 dias post-tratamiento, estarian
relacionados con la reconocida modificacion de la cantidad y calidad de los exudados
inducida por glifosato, como asi también por la propia exudacion de este compuesto y por
diferencias en los rizodepésitos al producirse el decaimiento del tejido radicular. Asimismo,
los resultados indican la necesidad de evaluar si las comunidades microbianas asociadas a
las raices remanentes de plantas finalizadas por uno u otro método podrian influir
diferencialmente en el desarrollo del cultivo sucesor para una fecha post-finalizacion cercana
a los 26 dias. En esta fecha se observé el mayor nimero de diferencias entre comunidades
microbianas rizosféricas de plantas sometidas a ambos métodos de finalizacion, tanto en la
fisiologia de las comunidades microbianas (indices de diversidad catabdlica, ordenamiento
de los perfiles fisiol6gicos y respuesta respiratoria frente a un exudado radical de plantas
tratadas con glifosato) como asi también en la abundancia de microorganismos especificos.
Entre estos se encuentran tanto arqueas (AOA) como bacterias (Bacillales y una especie del
género Mesorhizobium, posiblemente M. loti, de particular potencial para degradar
fosfonatos). Mas audn, los plasmidos IncP-1 €, involucrados en la dispersién de genes de
resistencia en agroecosistemas, fueron detectados sélo en la rizosfera de plantas tratadas
con glifosato. El método de finalizacién, en cambio, no mostré efectos sobre indicadores
integradores como los indices de diversidad alfa ni tampoco en el ordenamiento de las
comunidades a través de los diferentes tratamientos (diversidad beta).

En conjunto, los resultados demuestran la importancia de evaluar el impacto del herbicida
considerando exposiciones de larga duracion a campo y de corta duracién en microcosmos,
la importancia de considerar aplicaciones repetidas e interacciones con disturbios
secundarios, de incluir al ingrediente activo y al formulado comercial, de considerar
indicadores multiples (fisiolégicos y moleculares) ecolégicamente relevantes y especificos
(incluyendo EGMs) y de comenzar a explorar en mayor profundidad los efectos sobre la
rizosfera de cultivos sensibles, especialmente sobre microorganismos oxidantes del
amoniaco. El impacto de la microbiota rizosférica asociada a las raices de plantas tratadas
con glifosato sobre cultivos sucesores plantea un nuevo escenario dentro de las
evaluaciones de riesgo ambiental del herbicida, siendo necesaria su consideracion para

lograr un abordaje abarcativo y riguroso de los efectos a largo plazo.
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ANEXO |

Ecuaciones de los modelos de ajuste no lineal utilizados para curvas dosis-respuesta con

hormesis

(drc package, R Statistical Software)

(Knezevic et al., 2007; Ritz y Streibig, 2012; Ritz y Streibig, 2013)

Modelo Brain-Cousens

Y=c+{d+fx-c/1l+exp[b(log x -log e)]}

Modelo Cedergreen-Ritz-Streibig

Y =0 +\frac {d — 0 + f\exp(-1/x){1 + \exp(b(Mog(x)- \log(e)))}

Donde:

¢ = limite inferior

d = limite superior

e = punto de inflexion

b = pendiente relativa en torno a e

f = término de hormesis

Modelo Gaussiano

Y =c + (d - ¢) exp(-0,5{(x - e)/b}")
Donde:
¢ = limite inferior
d = limite superior
e = punto de inflexion
b = pendiente relativa en torno a e

f = término de asimetria entre ambos lados del pico
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ANEXO I

A
= 12
2 mmmm Control BUR (IA)
H‘g 11 | Tres aplicaciones
8 P=0,14
— -—
s 10 4 P =0,095
% T
<
c
S 9 T
3
o
3 84
&
o
- 7
NH H
C
12
== Control ZAV (1A)
Tres aplicaciones
10 A
P=0,84 P =088

[oe]
L

(o2}
L

Log,, (copias gen ARNr 16S pg™ ADN)

NH H

Log,, (copias gen ARNr 16S pg™ ADN)

Log,, (copias gen ARNr 16S pg™ ADN)

=
N

=
[N
L

=
o
L

©
L

oo}
L

~

12

10 A

mmmm Control
Tres aplicaciones

P=033  p=013

T

BUR (FC)

NH H

= Control
Tres aplicaciones

P=0,59
P =0,68

ZAV (FC)

NH H

Figura 50. Cuantificacién de bacterias totales mediante PCR cuantitativa. Se indica el
ndmero de copias (copias pg”* de ADN) del gen que codifica para el ARNr 16S, en
microcosmos control y con tres aplicaciones acumuladas de glifosato, para sitios con (H) y
sin (NH) historia del herbicida en Mayor Buratovich (BUR, A-B) y Zavalla (ZAV, C-D). Las
figuras A-D corresponden al ingrediente activo (IA) y B-D al formulado comercial (FC). Las
barras de error corresponden al error estandar de la media (n=3). Los asteriscos indican
diferencias significativas (Test-t para muestras independientes, P<0,05). La ausencia de
asteriscos indica que no se detectaron diferencias significativas. Los valores de probabilidad
asociada se encuentran indicados para cada comparacion de medias.
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12 entries @ DGGEAMOABURATO (Pearson correlation [0.0%-100.0%]1)
0 20 40 60 a0 100

Key

*+ H (3 aplicaciones FC) A
* | H (3 aplicaciones FC) B

H (3 aplicaciones &) B
*+ | H (Control) A
H (3 aplicaciones &) A
H (Control) B
NH (3 aplicaciones L&) A
NH {Control) A
NH (3 aplicaciones |&) B
NH {Control) B
NH (3 aplicaciones FC) B

* %+ &+

NH (3 aplicaciones FC) A

Figura 51. Matriz de similitudes correspondiente a Mayor Buratovich. Se indican los
coeficientes de correlacibn de Pearson (0-100%) entre cada par de calles del gel en
diferentes colores de acuerdo al nivel de similitud. La matriz de similitud fue obtenida
mediante el software Gel Comprar I, recomendado para el analisis de perfiles de DGGE.

12 entries @ DGGEAMOAZANMALLA (Pearson correlation (Opt:1.04%) [0.0%-100.0%])

Key

* H (3 aplicaciones LA} A
H (3 aplicaciones |A) B

*

NH (3 aplicaciones L&) B
NH (Control) A

NH (3 aplicaciones FC} A
NH (3 aplicaciones FC) B

H (Control) A

NH (Control) B

H (3 aplicaciones FC} A
(3 aplicaciones FC) B

H (Control) B

NH (3 aplicaciones &) A

LAR AR AR I IR AR 2

Figura 52. Matriz de similitudes correspondiente a Zavalla. Se indican los coeficientes de
correlacion de Pearson (0-100%) entre cada par de calles del gel en diferentes colores de
acuerdo al nivel de similitud. La matriz de similitud fue obtenida mediante el software Gel
Comprar Il, recomendado para el andlisis de perfiles de DGGE.
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ANEXO 11l

Tabla 51. Numero de copias de genes indicadores para cada nivel del factor
desecacién-humedecimiento. Se indican las medias correspondientes a cada grupo
microbiano. Los valores entre paréntesis corresponden al error estdndar de la media (n=6).
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).

Numero de copias de genes indicadores pug™ ADN

Desecacién- Bacterias . )
humedecimiento totales Actinobacteria BOA AOA
Sin (SD) 1,21.10° 1,83.10’ 9,05.10° 2,58.10’
(1,6.10% * (2,83.10°% 2 (8,47.10% ® (2,66.10°% 2
Con (CD) 1,09.10° 2,56.10° 1,15.10° 3,29.10°
(5,58.10") 2 (3,23.10°% (3,16.10% ° (1,5.10°% @

Tabla 52. NUmero de copias de genes indicadores para cada nivel del factor glifosato.
Se indican las medias correspondientes a cada grupo microbiano. Los valores entre
paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=6). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05).

Numero de copias de genes indicadores pug™ ADN

Bacterias

Glifosato totales Actinobacteria BOA AOA

Sin (SG) 1,16.10° 2,29.10’ 1,06.10° 2,95.10’
(1,45.10%) @ (3,39.10°% @ (9,14.10% @ (2,46.10°% @

Con (CG) 1,14.10° 2,10.10° 9,94.10° 2,91.10°
(1,03.10°%) ? (3,44.10°% 2 (7,21.10% 2 (2,89.10° 2

Tabla 53. Abundancia relativa (AR) de los distintos grupos analizados para cada nivel
del factor glifosato. Los valores corresponden a la relacién entre el nUmero de copias del
gen indicador de cada grupo (BOA, Actinobacteria) y el gen del ARNr 16S de Eubacteria.
También se indica la relacién entre el gen amoAaoa Y €l gen amoAgon (AOA:BOA). Los
valores entre paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=6). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05).

AR genes indicadores

Glifosato AR (BOA) AR (Actinobacteria) AOA:AOB
. 9,5.10* 2,1.10° 28,22
Sin (SG) (1,1.10%) @ (3.86.107) ° (1,46) °

8,82.10™* 1,9.10° 29,31
e (B (7.12.10%) ° (3,61.107) ° 2.44) °
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Tabla 54. Abundancia relativa (AR) de los distintos grupos analizados para cada nivel
del factor desecacion-humedecimiento. Los valores corresponden a la relacion entre el
namero de copias del gen indicador de cada grupo (BOA, Actinobacteria) y el gen del ARNr
16S de Eubacteria. También se indica la relacion entre gen amoAaxca Y €l gen amoAgoa
(AOA:BOA). Los valores entre paréntesis corresponden al error estandar de la media (n=6).
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).

AR genes indicadores

Desecacion-
humedecimiento AR (BOA) AR (Actinobacteria) AOA:AOB
. 7,7.10* 1,61.10% 28,79
Sin (SD) (7,87.10°) @ (3,24.10®) @ (2,66) 2
1,06.10° 2,39.10° 28,74
Con(CD)  (537.10% °® (3.43.10%) ° (1,06) ®

Tabla 55. Contribucién de las variables a las componentes 1 (CP1) y 2 (CP2) del
andlisis de componentes principales integrando datos fisiol6gicos y moleculares. El
andlisis se realizo sobre los datos multivariados de los cuatro tratamientos evaluados en el
sitio con historia de glifosato (H). SD/SG: Sin desecacién-humedecimiento/Sin glifosato;
SD/CG: Sin desecacién-humedecimiento/Con glifosato; CD/SG: Con desecacion-
humedecimiento/Sin glifosato; CD/CG: Con desecacion-humedecimiento/Con glifosato.

Contribucién de las variables a las

Variables componentes principales (%)
Dim.1 (CP1) Dim.2 (CP2)
Log copias gen del ARNr 16S actinobacteria 70,06 26,85
Log copias gen amoAgoa 13,03 20,06
Log copias gen amoAaoa 14,64 52,91
RQAcido p-cumarico 2,27 0,17
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ANEXO IV

Tabla 56. Contribucién de las variables a las componentes principales 1 (CP1) y 2
(CP2) y correlacion con cada una de ellas.

Contribucion de las variables a Correlacion de las componentes

las componentes principales . .
con las variables originales

Variables (%)
Dim.1 (CP1)  Dim.2 (CP2) Dim.1 (CP1) Dim.2 (CP2)
L-Fenilalanina 11,21 1,17.10° 0,96 7,54.10°
L-Asparagina 7.69 4,14 0,94 1,69.10™
Sarcosina 14,09 14,84 0,96 -2,39.10*
D-Celobiosa 8,11 4,69 0,94 1,74.10*
D-Xilosa 10,22 5,26 0,93 1,63.10"
Acido piravico 12,88 4,04 0,97 1,33.10
Acido fumarico 13.03 0,271 0,97 3,41.1072
Acido p-

e 7,92 19,95 0,88 3,42.10*
Tween 20 14,83 46,81 0,91 -3,93.10"

Variables - PCA

Ac.p.cumarico

05-

contrib

00—--1
15.0

125

Dim2 (5.3%)

10.0

-05- 75

Dim1 (88.6%)

Figura 53. Contribucion de las variables a las componentes principales 1 (CP1) y 2
(CP2) expresadas en forma de gradiente.
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Figura 54. Correlacion de las variables entre si (matriz de correlaciones). Los valores
de correlacion se encuentran indicados en forma de gradiente de color.

Fen Asp Sar Cel Xil Pir Fum Cum Tween 20

Fen 1

Asp 0,94 1

Sar 0,93 0,87 1

Cel 0,88 09 0,89 1

Xil 089 087 08 092 1

Pir 091 092 09 09 0,91 1

Fum 0,9 089 089 09 089 0,95 1

Cum 083 1088 0,72 084 082 0,89 091 1
Tween20 0,85 0,78 094 0,77 0,77 082 089 0,71 1

Tabla 57. Matriz de correlacion de las variables fisiol6gicas. Fen= L-fenilalanina; Asp=
L-asparagina; Sar= sarcosina; Cel= D-celobiosa; Xil= D-xilosa; Pir= acido pirdvico; Fum=
acido fumarico; Cum= &cido p-cumarico.
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Tabla 58. Estadisticas de tamafio del efecto (DP y RP) de los distintos fila bacterianos
a los 4 dias post-tratamiento. La categoria “Unclassified” corresponde a secuencias
bacterianas sin asignacion taxondémica. La relacion de proporciones (RP) corresponde a la
relacion entre la abundancia de mayor y de menor magnitud. La diferencia de proporciones
(DP) corresponde a la abundancia relativa en el método de corte menos la abundancia
relativa en el método con glifosato.

Filo Diferencia de proporciones Relacion de proporciones
(DP) (%) (RP)
Proteobacteria 0,21 1,00
Bacteroidetes 0,11 1,01
Acidobacteria -0,09 1,01
Nitrospirae 0,59 1,10
Actinobacteria 0,55 1,10
Firmicutes -0,92 1,20
Unclassified -0,25 1,08
Planctomycetes -0,09 1,04
Chloroflexi 0,00 1,00
Nitrospinae 0,06 1,23
Verrucomicrobia -0,15 2,14

Tabla 59. Estadisticas de tamafio del efecto (DP y RP) de los distintos fila bacterianos
a los 26 dias post-tratamiento. La categoria “Unclassified” corresponde a secuencias
bacterianas sin asignacion taxonémica. La relacion de proporciones (RP) corresponde a la
relacién entre la abundancia de mayor y de menor magnitud. La diferencia de proporciones
(DP) corresponde a la abundancia relativa en el método de corte menos la abundancia en el
método con glifosato.

Filo Diferencia de proporciones Relacién de proporciones
(DP) (%) (RP)
Proteobacteria -0,89 1,02
Bacteroidetes -1,96 1,20
Firmicutes 0,66 1,08
Actinobacteria 0,91 1,14
Nitrospirae 1,62 1,31
Acidobacteria -1,87 1,39
Unclassified 0,57 1,21
Planctomycetes -0,06 1,03
Chloroflexi 0,11 1,08
Verrucomicrobia 0,89 8,83
Nitrospinae 0,02 1,07
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Figura 55. Andlisis comparativo de los distintos fila bacterianos entre 4 dias (4D,
naranja) y 26 dias (26D, azul) post-tratamiento para cada método de finalizacién: corte
(A) y glifosato (B). El andlisis se realizé mediante el software STAMP utilizando un test-t no
paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%. Sélo se consideraron las
categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el panel superior corresponde
a los resultados sin filtro de tamafio del efecto y el inferior a aquellos con filtro, de posible
relevancia bioldgica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica. Los valores de probabilidad asociada se
encuentran indicados como g-value. Se indican también los intervalos de confianza en cada
comparacion.
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Tabla 60. Abundancia relativa (%) de las distintas clases bacterianas a los 4 dias post-
tratamiento. Sodlo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La categoria
“Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignaciéon taxonémica.

Abundancia

Corte: Corte: Glifosato: Glifosato: relativa
. error . error :
Clase abundancia . abundancia . (promedio
: estandar . estandar
relativa (%) relativa (%) de ambos
(%) (%) .
métodos)
Unclassified 22,97 0,71 23,37 1,75 23,17
Alphaproteobacteria 18,08 2,00 14,99 1,54 16,53
Gammaproteobacteria 14,97 1,84 12,51 0,93 13,74
Flavobacteriia 11,66 1,30 11,70 2,23 11,68
Betaproteobacteria 8,27 0,39 13,93 1,71 11,10
Deltaproteobacteria 10,23 0,48 9,63 0,75 9,93
Nitrospira 521 0,55 5,15 0,91 5,18
Bacilli 3,19 0,52 4,19 0,18 3,69
Actinobacteria 3,21 0,26 2,74 0,55 2,97
Thermomicrobia 0,81 0,11 0,64 0,02 0,73
Clostridia 0,64 0,10 0,40 0,03 0,52
Planctomycetia 0,45 0,07 0,38 0,06 0,42

Tabla 61. Estadisticas de tamafio del efecto (DP y RP) de las distintas clases
bacterianas los 4 dias post-tratamiento. La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxondémica. La relacion de proporciones (RP)
corresponde a la relacién entre la abundancia de mayor y de menor magnitud. La diferencia
de proporciones (DP) corresponde a la abundancia en el método de corte menos la
abundancia en el método con glifosato.

Diferencia de

Clase Filo proporc(i(%les (DP) prolsglr?:(i:(l)?]r(]esd((eRP)
Unclassified Unclassified -0,40 1,02
Alphaproteobacteria Proteobacteria 3,10 1,21
Gammaproteobacteria  Proteobacteria 2,45 1,20
Flavobacteriia Bacteroidetes -0,04 1,00
Betaproteobacteria Proteobacteria -5,66 1,68
Deltaproteobacteria Proteobacteria 0,60 1,06
Nitrospira Nitrospirae 0,06 1,01
Bacilli Firmicutes -1,00 1,17
Actinobacteria Actinobacteria 0,47 1,31
Thermomicrobia Chloroflexi 0,17 1,26
Clostridia Firmicutes 0,25 1,62
Planctomycetia Planctomycetes 0,08 1,20
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Tabla 62. Abundancia relativa (%) de las distintas clases bacterianas a los 26 dias
post-tratamiento. Sélo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignaciéon taxondémica.

Abundancia

Corte: Cé?rr;[ﬁ: Glifosato: G“é?fo"?to: relativa
Clase abundancia . abundancia . (promedio de
. estandar ) estandar
relativa (%) relativa (%) ambos
(%) (%) ;
métodos)

Unclassified 26,18 0,41 21,40 1,59 23,79
Gammaproteobacteria 15,63 2,45 14,35 1,90 14,99
Betaproteobacteria 11,85 1,17 14,29 0,63 13,07
Alphaproteobacteria 10,97 0,60 14,23 1,48 12,60
Flavobacteriia 7,97 0,79 9,91 0,24 8,94
Deltaproteobacteria 8,44 0,66 7,76 0,35 8,10
Nitrospira 6,61 0,77 4,87 0,24 5,74
Bacilli 4,40 0,76 6,80 0,29 5,60
Actinobacteria 4,59 0,79 4,13 0,62 4,36
Thermomicrobia 1,04 0,13 0,89 0,04 0,96

Tabla 63. Estadisticas de tamafio del efecto (DP y RP) de las distintas clases
bacterianas los 26 dias post-tratamiento. La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxondémica. La relacion de proporciones (RP)
corresponde a la relacién entre la abundancia de mayor y de menor magnitud. La diferencia
de proporciones (DP) corresponde a la abundancia en el método de corte menos la
abundancia en el método con glifosato.

Diferencia de

Clase Filo proporc(i(;)r)]es (DP) prolsglr?:(i:(i)?lr;sd((eRP)
Unclassified Unclassified 4,78 1,22
Gammaproteobacteria Proteobacteria 1,28 1,09
Betaproteobacteria Proteobacteria -2,43 1,21
Alphaproteobacteria Proteobacteria -3,27 1,30
Flavobacteriia Bacteroidetes -1,94 1,24
Deltaproteobacteria Proteobacteria 0,68 1,09
Nitrospira Nitrospirae 1,74 1,36
Bacilli Firmicutes -2,40 1,55
Actinobacteria Actinobacteria 0,45 1,11
Thermomicrobia Chloroflexi 0,15 1,17
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Figura 56. Analisis comparativo de las distintas clases bacterianas entre 4 dias (4D,
naranja) y 26 dias (26D, azul) post-tratamiento para cada método de finalizacion: corte
(A) y glifosato (B). El andlisis se realiz6 mediante el software STAMP utilizando un test-t no
paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%. Soélo se consideraron las
categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el panel superior corresponde
a los resultados sin filtro de tamafio del efecto y el inferior a aquellos con filtro, de posible
relevancia bioloégica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonomica. Los valores de probabilidad asociada se
encuentran indicados como g-value. Se indican también los intervalos de confianza en cada
comparacion.

241



ANEXO

Tabla 64. Abundancia relativa (%) de los distintos 6rdenes bacterianos a los 4 dias
post-tratamiento. Sélo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignaciéon taxondémica.

Abundancia

Corte: Glifosato:

Corte: Glifosato: relativa

Orden abundancia Iror  abundancia &' (promedio

relativa (%) estandar relativa (%) estandar de ambos

(%) (%) métodos)
Unclassified 25,76 0,75 26,58 1,84 26,17
Rhizobiales 16,14 1,76 13,08 1,67 14,61
Flavobacteriales 11,66 1,30 11,70 2,23 11,68
Desulfovibrionales 6,93 0,72 6,34 0,36 6,63
Nitrospirales 5,21 0,55 5,15 0,91 5,18
Burkholderiales 3,00 0,46 6,34 1,28 4,67
Chromatiales 4,11 0,66 4,04 0,66 4,08
Xanthomonadales 4,06 0,93 3,91 1,02 3,98
Bacillales 3,19 0,52 4,19 0,18 3,69
Actinomycetales 3,21 0,26 2,74 0,55 2,97
Nitrosomonadales 2,55 0,05 2,96 0,66 2,76
Syntrophobacterales 2,83 0,32 2,57 0,46 2,70
Pseudomonadales 2,42 0,47 2,74 0,58 2,58
Rhodobacterales 1,94 0,30 1,91 0,56 1,93
Oceanospirillales 1,53 0,23 1,47 0,15 1,50
Gallionellales 0,36 0,02 1,62 0,91 0,99
Sphaerobacterales 0,81 0,11 0,64 0,02 0,73
Clostridiales 0,64 0,10 0,40 0,03 0,52
Planctomycetales 0,45 0,07 0,38 0,06 0,42
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Tabla 65. Estadisticas de tamafio del efecto (DP y RP) de los distintos 6rdenes
bacterianos los 4 dias post-tratamiento. La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxondémica. La relacion de proporciones (RP)
corresponde a la relacion entre la abundancia de mayor y de menor magnitud. La diferencia
de proporciones (DP) corresponde a la abundancia en el método de corte menos la
abundancia en el método con glifosato.

Diferencia de Relacion de

Orden Clase proporciones proporciones
(DP) (%) (RP)
Unclassified Unclassified -0,81 1,03
Rhizobiales Alphaproteobacteria 3,06 1,23
Flavobacteriales Flavobacteriia -0,04 1,00
Desulfovibrionales Deltaproteobacteria 0,59 1,09
Nitrospirales Nitrospirae 0,06 1,01
Burkholderiales Betaproteobacteria -3,34 2,11
Chromatiales Gammaproteobacteria 0,08 1,02
Xanthomonadales Gammaproteobacteria 0,15 1,04
Bacillales Bacilli -1,00 1,31
Actinomycetales Actinobacteria 0,47 1,17
Nitrosomonadales Betaproteobacteria -0,42 1,16
Syntrophobacterales Deltaproteobacteria 0,26 1,10
Pseudomonadales Gammaproteobacteria -0,32 1,13
Rhodobacterales Alphaproteobacteria 0,04 1,02
Oceanospirillales Gammaproteobacteria 0,06 1,04
Gallionellales Betaproteobacteria -1,26 4,53
Sphaerobacterales Thermomicrobia 0,17 1,26
Clostridiales Clostridia 0,25 1,62
Planctomycetales Planctomycetia 0,08 1,20
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Tabla 66. Abundancia relativa (%) de los distintos érdenes bacterianos a los 26 dias
post-tratamiento. Sélo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignacion taxondmica.

Abundancia

Corte: Corte: Glifosato: Glifosato: relativa

Orden abundancia error abundancia _ SO (promedio

relativa (%) estandar relativa (%) estandar de ambos

(%) (%) métodos)
Unclassified 29,99 0,68 26,22 1,98 28,10
Rhizobiales 8,89 0,64 11,10 0,33 9,99
Flavobacteriales 7,97 0,79 9,91 0,24 8,94
Chromatiales 6,66 0,54 5,36 0,44 6,01
Nitrospirales 6,61 0,77 4.87 0,24 5,74
Bacillales 4,40 0,76 6,80 0,29 5,60
Desulfovibrionales 5,64 0,45 5,06 0,12 5,35
Burkholderiales 5,12 0,69 4,93 0,81 5,02
Actinomycetales 4,59 0,79 4,13 0,62 4,36
Xanthomonadales 3,79 1,80 3,59 1,07 3,69
Nitrosomonadales 2,89 0,35 3,51 0,89 3,20
Pseudomonadales 3,15 0,39 3,10 1,04 3,12
Rhodobacterales 2,08 0,22 3,13 1,29 2,60
Syntrophobacterales 2,36 0,16 2,28 0,20 2,32
Oceanospirillales 0,92 0,20 1,19 0,14 1,06
Sphaerobacterales 1,04 0,13 0,89 0,04 0,96
Enterobacteriales 0,77 0,19 0,89 0,31 0,83
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Tabla 67. Estadisticas de tamafio del efecto (DP, RP) y abundancia relativa promedio
de los distintos 6rdenes bacterianos a los 26 dias post-tratamiento. Solo se indican las
categorias con un minimo de 5 secuencias. La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica.

Diferencia de Relacion de

Orden Clase proporciones proporciones
(DP) (RP)
Unclassified Unclassified 3,78 1,14
Rhizobiales Alphaproteobacteria -2,21 1,25
Flavobacteriales Flavobacteriia -1,94 1,24
Chromatiales Gammaproteobacteria 1,30 1,24
Nitrospirales Nitrospirae 1,74 1,36
Bacillales Bacilli -2,40 1,55
Desulfovibrionales Deltaproteobacteria 0,59 1,12
Burkholderiales Betaproteobacteria 0,19 1,04
Actinomycetales Actinobacteria 0,45 1,11
Xanthomonadales Gammaproteobacteria 0,21 1,06
Nitrosomonadales Betaproteobacteria -0,62 1,22
Pseudomonadales Gammaproteobacteria 0,06 1,02
Rhodobacterales Alphaproteobacteria -1,06 1,51
Syntrophobacterales Deltaproteobacteria 0,08 1,03
Oceanospirillales Gammaproteobacteria -0,26 1,29
Sphaerobacterales Thermomicrobia 0,15 1,17
Enterobacteriales Gammaproteobacteria -0,11 1,15
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Figura 57. Andlisis comparativo de los distintos érdenes bacterianos entre 4 dias (4D,
naranja) y 26 dias (26D, azul) post-tratamiento para cada método de finalizacién: corte
(A) y glifosato (B). El andlisis se realizé mediante el software STAMP utilizando un test-t no
paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%. Soélo se consideraron las
categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el panel superior corresponde
a los resultados sin filtro de tamafio del efecto y el inferior a aquellos con filtro, de posible
relevancia biolégica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica. Los valores de probabilidad asociada se
encuentran indicados como g-value. Se indican también los intervalos de confianza en cada
comparacion.
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Tabla 68. Abundancia relativa (%) de las distintas familias bacterianas a los 4 dias
post-tratamiento. Solo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignacién taxonoémica.
Se indica la media de cada método de finalizacion (corte, glifosato) y la abundancia
promedio de ambos métodos.

. . . Abundancia
Corte: Corte: Glifosato: Glifosato: relativa
ili i error ; error :
Familia abundancia . abundancia . (promedio
. estandar . estandar
relativa (%) relativa (%) de ambos
(%) (%) ;

métodos)
Unclassified 74,59 0,75 72,65 4,32 73,62
Xanthomonadaceae 3,96 0,96 3,83 1,03 3,90
Flavobacteriaceae 2,32 0,51 3,61 1,74 2,96
Bradyrhizobiaceae 2,98 0,91 2,25 0,41 2,61
Brucellaceae 3,17 0,25 2,02 0,25 2,60
Comamonadaceae 1,28 0,13 3,13 0,80 2,21
Pseudomonadaceae 1,59 0,51 2,15 0,68 1,87
Nitrosomonadaceae 1,60 0,11 2,02 0,39 1,81
Cellulomonadaceae 1,64 0,10 1,72 0,41 1,68
Rhizobiaceae 1,23 0,09 1,36 0,24 1,29
Rhodobacteraceae 1,26 0,28 1,13 0,40 1,20
Gallionellaceae 0,36 0,02 1,62 0,91 0,99
Bacillaceae 0,53 0,04 1,15 0,35 0,84

Tabla 69. Estadisticas de tamafio del efecto (DP, RP) de las distintas familias
bacterianas a los 4 dias post-tratamiento. Soélo se indican las categorias con un minimo
de 5 secuencias. La categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin
asignacion taxonémica.

Familia Orden Difergncia de Relac_:ién de

proporciones (DP) proporciones (RP)
Unclassified Unclassified 1,94 1,03
Xanthomonadaceae Xanthomonadales 0,13 1,03
Flavobacteriaceae Flavobacteriales -1,28 1,55
Bradyrhizobiaceae Rhizobiales 0,74 1,33
Brucellaceae Rhizobiales 1,15 1,57
Comamonadaceae Burkholderiales -1,85 2,44
Pseudomonadaceae Pseudomonadales -0,57 1,36
Nitrosomonadaceae Nitrosomonadales -0,42 1,26
Cellulomonadaceae Actinomycetales -0,08 1,05
Rhizobiaceae Rhizobiales -0,13 1,11
Rhodobacteraceae Rhodobacterales 0,13 1,12
Gallionellaceae Gallionellales -1,26 4,53
Bacillaceae Bacillales -0,62 2,18
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Tabla 70. Abundancia relativa (%) de las distintas familias bacterianas a los 26 dias
post-tratamiento. Sélo se indican las categorias con un minimo de 5 secuencias. La
categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas sin asignaciéon taxondémica.

Corte: Corte: Glifosato: Glifosato: . .
. ; Abundancia relativa
. abundancia error abundancia error .
.Familia ; . ; . (promedio de ambos
relativa estandar relativa estandar métodos) (%)
media (%) (%) media (%) (%)

Unclassified 74,52 1,90 70,27 4,60 72,40
Xanthomonadaceae 3,72 1,82 3,59 1,07 3,65
Comamonadaceae 2,89 0,63 3,47 0,81 3,18
Cellulomonadaceae 2,85 0,83 2,38 0,35 2,61
Bradyrhizobiaceae 2,06 0,13 2,45 0,02 2,26

Brucellaceae 1,93 0,20 2,43 0,36 2,18
Pseudomonadaceae 1,72 0,28 1,96 0,96 1,84
Nitrosomonadaceae 1,45 0,48 2,17 0,59 1,81
Flavobacteriaceae 1,79 0,43 1,60 0,10 1,70

Bacillaceae 0,91 0,21 2,47 0,90 1,69
Rhodobacteraceae 0,83 0,06 2,55 1,18 1,69

Rhizobiaceae 1,30 0,31 1,34 0,33 1,32

Tabla 71. Estadisticas de tamafio del efecto (DP, RP) y abundancia relativa promedio
de las distintas familias bacterianas a los 26 dias post-tratamiento. Soélo se indican las
categorias con un minimo de 5 secuencias. La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica.. Soélo se indican las categorias con un
minimo de 5 secuencias. La categoria “Unclassified” corresponde a secuencias bacterianas
sin asignaciéon taxondmica.

Diferencia de . .
Relacién de proporciones

Familia Orden proporciones (DP) (RP)

(%)
Unclassified Unclassified 4,25 1,06
Xanthomonadaceae Xanthomonadales 0,13 1,04
Comamonadaceae Burkholderiales -0,59 1,20
Cellulomonadaceae Actinomycetales 0,47 1,20
Bradyrhizobiaceae Rhizobiales -0,40 1,19
Brucellaceae Rhizobiales -0,51 1,26
Pseudomonadaceae Pseudomonadales -0,25 1,14
Nitrosomonadaceae Nitrosomonadales -0,72 1,49
Flavobacteriaceae Flavobacteriales 0,19 1,12
Bacillaceae Bacillales -1,57 2,73
Rhodobacteraceae Rhodobacterales -1,72 3,07
Rhizobiaceae Rhizobiales -0,04 1,03
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Figura 58. Andlisis comparativo de las distintas familias bacterianas entre 4 dias (4D,
naranja) y 26 dias (26D, azul) post-tratamiento para cada método de finalizacién: corte
(A) y glifosato (B). El andlisis se realizé mediante el software STAMP utilizando un test-t no
paramétrico (White’s t-test) a un nivel de significacion del 5%. Sélo se consideraron las
categorias con un minimo de cinco secuencias. En cada caso, el panel superior corresponde
a los resultados sin filtro de tamafio del efecto y el inferior a aquellos con filtro, de posible
relevancia bioldgica (DP>1,5%; RP>1,5). La categoria “Unclassified” corresponde a
secuencias bacterianas sin asignacion taxonémica. Los valores de probabilidad asociada se
encuentran indicados como g-value. Se indican también los intervalos de confianza en cada
comparacion.
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Tabla 72. Valores de Ct correspondientes a las distintas muestras analizadas
mediante PCR cuantitativa (QPCR) del gen korB. Los altos valores, similares al del control
negativo, o la ausencia de valores registrados en la PCR (-) indican resultados negativos
(cantidades por debajo del limite de deteccion).

Muestra | Método (M) Fecha (S) Trazarzlse)nto Parametro Ct
C1.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D -
C2.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D -
C3.4D Corte (C) 4 dias(4D) C.4D -
C4.4D Corte (C) 4 dias (4D) C.4D -
G1.4D | Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 33,02
G2.4D | Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D -
G3.4D | Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D -
G4.4D | Glifosato (G) 4 dias (4D) G.4D 38,05
C1.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D -
C2.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 37,50
C3.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D -
C4.10D Corte (C) 10 dias (10D) C.10D 38,83

G1.10D | Glifosato (G) | 10 dias (10D) G.10D -

G2.10D | Glifosato (G) | 10 dias (10D) G.10D -

G3.10D | Glifosato (G) | 10 dias (10D) G.10D -

G4.10D | Glifosato (G) | 10 dias (10D) G.10D -

C1.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D -

C2.17D Corte (C) 17 dias (17D) C.17D -

C3.17D | Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 34,48

C4.17D | Corte (C) 17 dias (17D) C.17D 34,27

G1.17D | Glifosato (G) | 17 dias (17D) G.17D -

G2.17D | Glifosato (G) | 17 dias (17D) G.17D -

G3.17D | Glifosato (G) | 17 dias (17D) G.17D -

G4.17D | Glifosato (G) | 17 dias (17D) G.17D -

C1.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D -

C2.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D -

C3.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D -

C4.26D Corte (C) 26 dias (26D) C.26D -

G1.26D | Glifosato (G) | 26 dias (26D) G.26D -

G2.26D | Glifosato (G) | 26 dias (26D) G.26D -

G3.26D | Glifosato (G) | 26 dias (26D) G.26D -

G4.26D | Glifosato (G) | 26 dias (26D) G.26D -

ntrol

ni%zaii\?o i i j 37,24
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