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Dedicatoria

A mis padres, que me ensefaron el significado de trabajo duro y me inculcaron los

valores de un mexicano ejemplar.



Resumen

El calentamiento global y las practicas intensivas de los suelos han generado efectos
negativos en los ecosistemas y explotaciones agricolas, como la pérdida de
biodiversidad, la erosién del suelo, el aumento de su temperatura del suelo, pérdida de
nutrientes y problemas de salud, entre otros. En Mendoza, la viticultura es una de las
principales actividades econdémicas y es especialmente vulnerable a los cambios que
pueden producirse en los suelos y el clima. Los suelos son componentes clave del
concepto de terroir, ya que aportan caracteristicas especificas al vino, influyendo tanto
en su calidad de la uva como en la sanidad del vinedo. Ademas los suelos actuan como
reservorio de macro y microorganismos, esenciales para el equilibrio de los ecosistemas
y los agrosistemas. En general, estos microorganismos son sensibles a los cambios en
las condiciones climaticas y a los efectos de las practicas agricolas, lo que puede afectar
la biodiversidad, estructura de suelo y disponibilidad de nutrientes. Por ello, los
productores buscan practicas mas sostenibles que promuevan el equilibrio de los
agrosistemas. El uso de técnicas de metabarcoding del ADN ambiental (ADNa) ha
aumentado en los Uultimos afios, permitiendo estudiar los vinculos entre los
microorganismos de distintas regiones y evaluar el impcato de las practicas a una escala
local. El objetivo de este estudio fue describir las comunidades de hongos presentes en
la Indicacion Geografica (1.G.) de Los Chacayes, ubicada a 80 km del sur de Mendoza,
Argentina, a través del metabarcoding del ADNa de los suelos y evaluar el impacto de
las practicas representadas en esta |.G. y su interaccién con los factores fisico-quimicos

del suelo y climaticos.

Se identificaron taxondmicamente filos de hongos, su abundancia en la region y algunos
roles ecolégicos. Los resultados de este estudio muestran una alta variabilidad local e
inter-anual, un efecto de la fisico-quimica del suelo y del clima y poca diferencia entre
los tipos de manejo a la escala de la I.G. de los Chacayes. Ademas se observo una
diversidad alta de hongos endomicorrizicos en los suelos. Estos resultados pueden
ayudar a los productores de la region a conocer la biodiversidad de los suelos y sus
funciones. También evidencian la necesidad de conservar los suelos e invitan a una

reflexion de los mismos.
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1. Introduccién

1.1. El aumento de la viticultura organica en Argentina
La vitivinicultura es una de las principales practicas agroindustriales tanto a nivel mundial
como nacional (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, 2017). Actualmente,
existen alrededor de 7.3 millones de hectareas de vifiedos plantadas en el mundo.
Argentina es el quinto mayor productor de vino y el primer exportador de mosto a nivel
mundial. Mendoza con 158.585 ha plantadas, es la principal provincia viticola del pais
(Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable , 2017). Frente al cambio climatico
principalmente y la demanda de productos mas sostenibles e inocuos, el sector vinicola
ha adoptado mas practicas organicas (Viers et al., 2013). La produccion organica es un
sistema sustentable basado en el manejo racional de recursos naturales sin el uso de
productos de sintesis quimica (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Alimentaria,
1991). La viticultura organica incluyen practicas tales como el control de malezas, plagas
y enfermedades a través de interacciones bioldgicas dependientes, la reutilizacion de
residuos vegetales y animales, la rotacion de cultivos, el manejo del agua y practicas
adecuadas de labranza (Organizacion Mundial de la Salud, 2007). Argentina crecié un
38% entre 2019 y 2022. En 2022, el 3,5% del total de la cosecha correspondié a uva
organica (690.228 qq), ingresada a 142 establecimientos (Instituto Nacional de
Vitivinicultura, 2022). Ademas varias certificaciones permiten identificar los vifiedos
organicos, y una parte menor de estos llevan a cabo practicas biodinamicas.
La viticultura biodinamica se refiere a un conjunto de practicas basadas en las teorias
de Rudolf Steiner, fundador de la antroposofia. Estas practicas consideran a las fincas
como organismos vivos y complejos. Hace incapié en el equilibrio de su desarrollo
integral y la interrelacion de los suelos, plantas y animales como un sistema de
autonutricién sin intervencion externa en medida de lo posible (Lorand, 1996). Estas
practicas ponen énfasis en la integracion de cultivos de apoyo y ganado, reciclado de
nutrientes, mantenimiento de los suelos y la salud y bienestar de los cultivos y el ganado
(Diver, 1999). Este tipo de agricultura se caracteriza por la elaboracién de compost,
preparados biodinamicos y el uso de un calendario lunar para determinar intervenciones
en el campo, tales como; aplicacion del compost, preparados biodinamicos, poda,
cosecha, entre otras practicas (Podolinsky, 1999).
Finalmente, una agricultura convencional es aquella que esta autorizada a usar
productos de sintesis quimica y donde una diversidad de practicas se puede observar,
las cuales son: labranza, control de malezas, manejo de plagas con pesticidas,
fertilizacion, despampanado, deshoje, raleo y cosecha, ya sea manual o mecanica
(Alvarez de la Paz et al., 2005) En particular en Mendoza, la Cordillera de los Andes y

los desiertos que rodean la region actuan como barreras bioldgicas frente a plagas y
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enfermedades, reduciendo asi la necesidad de usar productos de sintesis quimica en la
vitivinicultura (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable , 2017). Considerando
esta diversidad de practicas, evaluar el impacto de la viticultura organica necesita tanto
una evaluacion de su contexto ambiental, como una comparacion a otras practicas en

la misma zona geografica.

1.2 Biodiversidad: del suelo al terroir

La biodiversidad del suelo, segun la OIV comprende la variabilidad de organismos de
todas sus fuentes y constituye un elemento esencial para la sostenibilidad de los
ecosistemas agricolas, al favorecer los procesos ecoldgicos, reducir la dependencia a
productos de origen sintético y minimizar el impacto ambiental (OIV, 2012). En particular,
la biodiversidad del suelo se asocia positivamente con la estabilidad, funcionalidad y
resiliencia del ecosistema, ademas de mejorar los ciclos de nutrientes (Awasthi et al.,
2014), desintoxicacion de los suelos y control biolégico de plagas (Pulleman et al.,
2012). El suelo también funciona como un reservorio de multiples organismos, tales
como bacterias, hongos o plantas tanto vivos o que murieron recientemente (Drummond
et al., 2015).

Los microorganismos del suelo, formando la microbiota del suelo cumplen importantes
funciones en los ecosistemas agricolas, tales como la mineralizacion de materia
organica (M.O.), cumplimiento de los ciclos de nutrientes, mejoramiento de la estructura
del suelo, retencion de agua y nutrientes, la promocion del crecimiento vegetal y control
de flora espontanea y plagas. (Giffard et al., 2022). Asimismo se ha evidenciado que la
microbiota influye directamente en la sanidad del vifiedo y en las propiedades del vino
(Pinto et al., 2014), al influir en la respuesta de la vid ante factores bioticos y abioticos
de estrés, contribuyendo asi al terroir de la regiéon (Zarraonaindia et al., 2015) ya que
estudios globales han confirmado la importancia de los factores geograficos sobre la
diversidad microbiolégica (Gobbi, et al., 2022).

1.3El papel de los hongos en los suelos viticolas
Los hongos son organismos eucariotas que se reproducen por esporas, carecen de
clorofila y presentan estructuras somaticas filamentosas rodeadas por una pared celular
compuesta por celulosa, quitiha o ambas (Alexopoulos, 1952). Evolutivamente,
desempefaron un papel crucial, ya que permitieron que las plantas pudieran
establecerse en tierra firme mediante la formacion de micorrizas, simbiosis que
actualmente ocurre en el 95% de las plantas vasculares (Ruiz Herrera, 2001). Las
micorrizas constituyen asociaciones simbidticas entre raices vegetales y hongos del

suelo donde los hongos obtienen carbohidratos de las plantas y a cambio facilitan la
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abosrcion de nutrientes como el Fésforo (P) y agua (Aguilera Gomez et al., 2007). Esta
simbiosis a su ves fortalece los mecanismos de defensa contra fitopatégenos (Johnson
& Jansa, 2017), promueven el crecimiento vegetal, mejoran la asimilacion de nutrientes,
aumentan la resistencia ante factores de estrés biéticos y abidticos (Simmard et al.,
1997), mejoran el estado de agregacion del suelo, la retencién de agua, promueven
incremento de la diversidad microbiana vy fitorremediacion (Gianinazzi et al., 2010),
promueven la generacion de vinculos con cultivos de cobertura de diferente especie,
favoreciendo el intercambio de nutrientes (Cheng & Baumgartner, 2005).

En los suelos viticolas, los hongos endomicorrizicos favorecen el crecimiento de la
planta y mejora el rendimiento y la calidad de la uva (Almaliotis et al., 2008). Ademas
confieren proteccion, mejoran la asimilacion de nutrientes y hace la planta mas tolerante
a enfermedades (Tsvetkov et al., 2014). En la Figura 1 se muestra un esquema
comparativo de la actividad biolégica generada por la relacién simbidtica entre los

hongos y las raices de la vid formando micorrizas.
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Figura 1 Simbiosis entre los hongos y las raices de la vid. Fuente:

https://biologicalslatam.com/el-potencial-de-las-micorrizas-para-ayudar-a-los-vinedos-a-

enfrentar-el-cambio-climatico/

1.4 Respuesta de la microbiota al manejo organico
En el contexto de la viticultura organica, esta tiende a incrementar la actividad
microbiana y cambios en la composicion comunitaria del suelo (Crowder et al., 2010).
Como consecuencia incrementa la respiracion del suelo y la biomasa microbiana
(Meissner et al., 2019) traduciendose en una mayor actividad enzimatica y
concentracion de carbono organico (Schmid et al.,, 2011). No obstante, el uso de

herbicidas puede reducir la biodiversidad del suelo al afectar la disponibilidad de agua y


https://biologicalslatam.com/el-potencial-de-las-micorrizas-para-ayudar-a-los-vinedos-a-enfrentar-el-cambio-climatico/
https://biologicalslatam.com/el-potencial-de-las-micorrizas-para-ayudar-a-los-vinedos-a-enfrentar-el-cambio-climatico/

nutrientes debido a la erosion y pérdida de biomasa (Kazakou et al., 2016). El uso
excesivo de pesticidas puede reducir la diversidad de micorrizas, microorganismos del
suelo y nutrientes en los vifedos de manera significativa (Zaller et al., 2018) e
incrementa la resistencia de hongos patégenos (Rivas et al., 2022). Por el contrario, la
presencia y correcta seleccion de cultivos de cobertura pueden influenciar de manera
significativa la extencion y caracterirticas de desarrollo de las hongos endomicorrizicos
(Radic et al., 2012). Tal como menciona Giffard et al. (2022) la labranza del suelo es
otro factor que impacta de manera negativa las comunidades de hongos en el suelo.
Presencia de metales pesados como Cobre (Cu) aparentemente afectan el desarrollo
de los hongos del suelo (Probst et al., 2007).

El crecimiento y el metabolismo de los microorganismos presentes en los suelos,
incluidos los hongos, esta fuertemente condicionado por factores como la temperatura
y las precipitaciones (Tedersoo et al., 2014). Un aumento de la temperatura incrementa
la respiracion microbiana, liberando mayor cantidad de CO; al ambiente, contribuyendo
al calentamiento global (Bond Lamberty et al., 2018). Asimismo se acelera la
mineralizacion de la M.O. por parte de microorganismos descomponedores
(Schindlbacher et al., 2011) acelerando la liberacion de N, lo que acelera el crecimiento
de la planta y la captacion de carbono (Bai et al., 2013). Evaluar todos estos factores es

esencial para entender la diversidad de la microbiota del suelo.

1.5El metabarcoding y sus indicadores

El metabarcoding es una técnica que se emplea para caracterizar distintos codigos de
barras con técnicas de Secuenciacion de Nueva Generacion (SGN). El anadlisis de la
microbiota del suelo ha evolucionado significativamente debido al incremento de la
capacidad de procesar muestras simultaneamente (Taberlet et al., 2012). Desde 1993
Gardes y Burns recomendaron el uso de regiones ITS (Internal Transcriber Spacer) del
ARN como marcador molecular para hongos (Schoch et al., 2012) debido a su buen
rendimiento en reacciones de PCR y su capacidad para discriminar especies (Hebert et
al., 2003). En ese contexto, el metabarcoding del ITS se posiciona como una
herramienta potente para la rapida identificacion de especies de hongos, generando
nuevo conocimiento, de modo que funciona como una guia de estudios ecolégicos y de
biodiversidad (Xu, 2016) permitiendo estimar la diversidad fungica a partir de muestras
de ADNa en una pequefa escala facilitando comparaciones globales (Tedersoo et al.,
2022).

La secuenciacion de las comunidades permite el calculo de los indices alfa (a), beta (B)
y gamma (y), herramientas fundamentales para monitorear cambios ambientales y

evaluar la diversidad en comunidades naturales como modificadas (Whittaker, 1972).



Diversidad a: se refiere a la riqueza y abundancia relativa de especies dentro de una
comunidad especifica.

Diversidad B: mide la tasa de cambio en la composicion de especies entre comunidades
adyacentes, reflejando la heterogeneidad del paisaje con respecto a la diversidad de
especies entre ellas (Jimenez et al., 2017).

Diversidad y: representa la diversidad total del paisaje, integrando los componentes a y
B. Se calcula como el numero total de especies registradas en un conjunto de
comunidades (Magurran, 2021).

Estos indices permiten estimar la tasa de cambio en la biodiversidad entre comunidades
y su contribucion a nivel regional siendo esenciales para generar estrategias de
conservacion a escala local (Jimenez et al., 2017). La riqueza de especies esta
relacionada al numero de muestreos realizados, al tamafio del area explorado y de la
heterogeneidad ambiental incluido en el estudio (Martella et al., 2012). Para evaluar si
el muestreo es adecuado, se emplean curvas de acumulacion de especies que grafican
la cantidad de especies detectadas conforme aumenta el esfuerzo de muestreo de un
sitio hasta que llegue un momento en el cual el numero de especies se estabiliza
(Martella et al., 2012).

Hill (1973) propuso un enfoque unificado para los indices de diversidad, clasificandolos
segun su sensibilidad a la abundancia relativa de especies. Estos indices varian en su
énfasis entre especies raras o comunes, y permiten evaluar la equitatividad en la
distribucion de las especies a través de una formula basada en la proporcion relativa de
cada especie respecto al total de individuos, los principales valores del parametro “q” en
este enfoque son:

g=0 representa la riqueza total de especies (Numero de especies “S”) sin considerar
abundancia.

q=1 corresponde al indice de Shannon, que toma en cuenta la frecuencia relativa de
cada especie, ponderando equitativamente especies raras y comunes.

q=2 corresponde al indice de Simpson, el cual refleja la probabilidad de que dos
individuos sean seleccionados al azar de la comunidad pertenezcan a la misma especie
(Jimenez et al., 2017), dando mayor peso a las especies mas abundantes.

El uso de metabarcoding del ADNa tiene un impacto importante en la seleccion de los
indicadores de la diversidad. Estudios recientes han demostrado la existencia de sesgos
asociados a la capacidad de las técnicas de SNG para generar mutiples copias de la
region ITS, asi como la deteccion de ADN contaminante. En consecuencia se
recomiendan los numeros de Hill para describir la diversidad a partir de los datos
obtenidos mediante metabarcoding de ADNa, ya que permiten una interpretacion mas

robusta y comparable de la diversidad biologica.
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1.5.1 Indicaciones Geograficas (I.G.): Una escala local para estudiar las
interacciones entre practicas, suelo y manejo.

Laley 25.163/99 y su Decreto reglamentario No. 57/2004 establecen el marco legal para
el reconocimiento, proteccion y registro de los nombres geograficos argentinos
aplicables a vinos y bebidas espirituosas de naturaleza vinica A partir de este marco, se
definen tres categorias de designacion de origen: Indicacién de Procedencia (IP),
Indicacion Geografica (1.G.) y Denominacion de Origen Controlada (D.O.C.) (Belletti et
al., 2014). En la provincia de Mendoza las I.G. estan identificadas y delimitan territorios
0 regiones que comparten un contexto ambiental comun potencialmente ultil para
evaluar el impacto de las practicas y sus interacciones con el suelo y el clima sobre la
biodiversidad del suelo.

En el Valle de Uco se encuentra la I.G. de Los Chacayes, la cual, se ubica en la
depresién tectdnica correspondiente al graben de Tunuyan y presenta una
heterogeneidad natural en sus suelos. Desde el punto de vista geomorfoldgico, el Valle
de Uco se puede dividir en 2 macro unidades, por un lado; el piedemonte y las planicies.
El primero, se compone por una coalescencia de abanicos aluvionales con alta
pendiente, suelos predominantemente pedregosos y con una densa red de drenaje. En
cambio, las planicies representan la zona mas distal de estos abanicos,
caracterizandose por pendientes 5 veces menores y suelos profundos (Corona, 2020)

tal como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2 El Valle de Uco con los departamentos que la conforman y sus unidades geomorfolégicas,

rasgos edéaficos y geolégics (2021) Fuente: Lic. Guillermo Corona
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En esta regiéon se han identificado tres abanicos aluvionales cuyos sedimentos fueron
identificados y provienen de las nacientes ubicadas aguas arriba del Manzano Histérico
(Arroyo Grande y Pirca), los cuales han sido denominados Chacayes Norte, Chacayes
Sur y Chacayes Central por el Geofisico Guillermo Corona (Figura 3).

El Abanico Chacayes Sur es el mas antiguo de todos, debido a que tiene mayor
pendiente, caracteristica asociada con una mayor evolucion temporal en este tipo de
estructuras aluviales. El ultimo en formarse fue el Abanico Chacayes Central, el cual
corresponde al ultimo estadio del Arroyo Grande (Corona, 2020). De los tres abanicos,
el Abanico Chacayes Central es el que mayor superficie de vid tiene cultivada, esto se
debe a factores como la disponibilidad de agua, la profundidad de los suelos (Figura 3),
los servicios energéticos y la cercania con la Ruta Provincial 94 (Corona, 2020).

Los Artoles @)

% s 7 ,\\ .

. ~ ; -
ABANICOSUR, e
== S

LOS CHACAYES 0 N 6km Departamento Tunuyén
Satelita e —

Valle de Uco, Mendoza

Figura 3 izquierda: Mapa Satelital del area de estudio I.G. de Los Chacayes (2020)Fuente: Guillermo
Corona derecha perfil de suelo tipico de la I.G. de Los Chacayes con alta presencia de piedra y arena
(2020): Fuente: Coleccion propia

De acuerdo con los datos histéricos registrados en la estacion meteorolégica dentro de
la I.G. de Los Chacayes, la suma térmica para el periodo de octubre a abril (2018) era
de 1920 °C, ubicando a la zona en el indice lll de la clasificacién Wrinkler (Figura 4). La
graduacion Wrinkler-Amerine se basa en un indice Térmico de grados-dia, funcién de
las temperaturas eficaces durante el periodo efectivo de vegetacion el cual corresponde
desde la primavera hasta finales del otofio y la I.G de los Chacayes incluye 4 zonas
distintas. Las precipitaciones son en promedio 250 mm anuales concentradas en
tormentas de verano intensas y breves, ilustrando un clima arido tipico de la provincia

de Mendoza.
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LOS CHACAYES 0 3Km 6km DepartamentoTunuyén
Winkler Vendimia 2018 e — Valle de Uco, Mendoza

Figura 4 I.G. de Los Chacayes con Escala Winkler (2018) Fuente: Guillermo Corona
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1. Hipétesis

1.

2.2

El uso de metabarcoding del ADNa permite caracterizar la diversidad fungica y
conocer las funciones de la microbiota del suelo, asi como evaluar el efecto de
las practicas organicas y su impacto en en la biodiversidad en un sistema
productivo.

El manejo organico en la viticultura favorece la diversidad alfa de la microbiota a
escala del vifiedo en la I.G. de los Chacayes y su estabilidad entre afios

Las variaciones interanuales de diversidad alfa y beta de la microbiota fungica
estan influenciadas por las practicas de manejo, las propiedades del suelo y las

variables climaticas en la |.G. de los Chacayes durante los dos ciclos de estudio.

Objetivos
2.2.1 Objetivo General

Caracterizar la microbiota fungica presente en los suelos de vifiedos de la IG de Los

Chacayes mediante metabarcoding del DNAa y analizar su relacién con las practicas de

manejo en el vifiedo, las propiedades del suelo suelo y las variables climaticas

2.2.2 Objetivos Particulares

Describir la diversidad y abundancia de las comunidades fungicas presentes en
los suelos de la I.G. de los Chacayes.

Analizar la relacién entre la diversidad de la microbiota fungica, las
caracteristicas fisicoquimica del suelo, las variables climaticas y el tipo de
manejo agricola.

Comparar la variacién interanual de la diversidad alfa y beta, composicién y
estructura de las comunidades fungicas entre los dos ciclos de estudio, a fin de
identificar la influencia de las practicas de manejo, las propiedades del suelo y

las variables climaticas en la I.G. de Los Chacayes.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Sitio de Estudio

Los puntos de muestreo se eligieron en el marco del Proyecto SAELVA (Proyecto Suelo,
Clima y Diversidad: Resiliencia de los vifiedos Frente al Cambio Climatico). Proyecto
que comenzo en el 2021 y convocd a viticultores e investigadores con el objetivo de
estudiar la biodiversidad de los vifiedos y su sensibilidad climatica a través de la
extraccion de ADNa y el metabarcoding de las comunidades fungicas. El proyecto
involucrd 45 bodegas y 163 parcelas entre el 2021 y el 2022, representando distintos
manejos de suelo y microclima del Valle de Uco, primera zona y Este de Mendoza (Roy,
2021), donde, 23 corresponden a parcelas de la I.G. de Los Chacayes para este estudio.
El muestreo de la I.G. de Los Chacayes representa la diversidad de clima, suelo y
practicas agricolas, donde, 3 de las 8 bodegas participantes tenian un manejo
convencional y se consideré este desequilibrio a posteriori en el analisis estadistico. La

Tabla 1 muestra las 8 bodegas de la I.G. de los Chacayes ubicadas en el suroeste de

Mendoza (33°36'06"S 69°23'03"W) entre 1.000 y 1.700 (msnm).

Tabla 1 Resumen de los Puntos de Muestreo en la I.G. de Los Chacayes derivado del Proyecto SAELVA

No. De Punto de
Bodega Muestreo

Tipo de Practicas

llevado a cabo por Melanie Roy.

msnm

Agricolas
1 S12P1 Biodinamico -33.60332 -69.22792 1091
1 S12P2 Biodinamico -33.60376 -69.22896 1090
2 S13P1 Biodinamico -33.61035 -69.2085 1029
2 S13P2 Organico -33.61285 -69.20025 1009
2 S13P3 Organico -33.61075 -69.19879 1014
2 S13P4 Organico -33.60451 -69.20863 1044
2 S13P5 Organico -33.60561 -69.20527 1035
2 S13P6 Biodinamico -33.60678 -69.20687 1036
2 S13P7 Organico -33.60744 -69.19403 1005
2 S13P8 Organico -33.60802 -69.19287 999
3 S14P1 Convencional -33.60362 -69.22722 1086
3 S14P2 Convencional -33.60413 -69.22666 1082
3 S14P3 Convencional -33.60293 -69.22614 1083
4 S67P1 Organico -33.59795 -69.28297 1270
4 S67P2 Organico -33.59969 -69.28375 1270
4 S67P3 Organico -33.59517 -69.27759 1244
5 S84P1 Convencional -33.59539 -69.28324 1267
5 S84P2 Convencional -33.59634 -69.28141 1250
6 S85P1 Organico -33.63251 -69.23697 1094
6 S85P2 Organico -33.63868 -69.22967 1068
7 S86P1 Convencional -33.60188 -69.22852 1092
8 S89P1 Organico -33.61138 -69.27573 1241
8 S89P2 Organico -33.61308 -69.28287 1267
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El analisis se realizo a lo largo de 2 afios. En 2021 se llevaron a cabo 23 muestreos para
la Secuenciacion de ADN ambiental (ADNa) y la caracterizacion fisicoquimica del suelo.
En 2022, se llevd a cabo una segunda ronda en los mismos puntos de muestreo,
enfocada Unicamente en la Secuenciacion de ADNa (n=46).

Los puntos de muestreo fueron clasificados segun su tipo de manejo agricola: Organico,
Biodinamico y Convencional. El analisis descriptivo se efectud con el Software JAMOVI,
utilizando la base de datos de los muestreos realizados en los afios 2021 y 2022 en el
marco del Proyecto SAELVA.

3.2 Caracterizacion de los Factores Climaticos
Para evaluar la influencia de las condiciones climaticas y la geografia del area en la
biodiversidad fungica, se utilizaron datos obtenidos mediante GPS en el campo,
midiendo la altitud, longitud y elevacion. Las Variables Bioclimaticas fueron obtenidas

con los datos climaticos de WorldClim (https://www.worldclim.org/data/bioclim.html) las

cuales se presentan en la Tabla 2 donde reflejan tendencias anuales (ej: temperatura
media anual, precipitacion anual), estacionalidad (ej: rango anual de temperatura y
precipitacion) y factores ambientales limitantes o extremos (ej: temperatura del mes mas
frio y mas calido, precipitacion del trimestre mas humedo y el mas seco). Estos
parametros se derivan de los datos mensuales de temperatura y precipitacion para

generar variables biolégicamente mas relevantes (WorldClim, 2023).

Las variables estan codificadas con el esquema de ANUCLIM, un software utilizado para
generar variables bioclimaticas a partir de datos mensuales de temperatura y
precipitacion. Para la estacionalidad de la temperatura, se utilizé la desviacion estandar
en lugar de un coeficiente de variacion, ya que este ultimo no es adecuado para

temperaturas que oscilan entre -1y 1 °C.
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Tabla 2 Variables Bioclimaticas Fuente: Base de Datos Worldclim 2023

Caodigo Variable

BIO1 Temperatura Media Anual

BI02 Rango Medio Diurno (Media Mensual( °T max- °T min)
BIO3 Isotermalidad ((BIO2/BIO07)x100)

BIO4 Estacionalidad de la Temperatura (desviacion estandar x 100)
BIO5S Temperatura Maxima del Mes mas calido

BIO6 Temperatura Minima del Mes mas frio

BIO7 Rango Anual de Temperatura (BIO5-BIO6)

BIO8 Temperatura media del cuarto mas humedo

BIO9 Temperatura Media del cuarto mas seco

BIO10 Temperatura Media del Cuarto mas Calido
BIO11 Temperatura media del Cuarto mas Frio

BIO12 Precipitacion Anual

BIO13 Precipitacién del Mes mas Humedo

BIO14 Precipitacion del mes Mas Seco

BIO15 Estacionalidad de la Precipitacion (desviacion estandar)
BIO16 Precipitacion del Cuarto mas humedo

BIO17 Precipitacion del Cuarto mas Seco

BIO18 Precipitacion del Cuarto mas Calido

BIO19 Precipitacion del Cuarto mas Frio

3.3 Muestreos en la l.G. Los Chacayes
Durante los afios 2021 y 2022 se llevaron a cabo 23 muestreos de suelo en diferentes
puntos de la |.G. de Los Chacayes durante el mes de agosto de cada afio (n=46). Los
muestreos se definieron con base en el conocimiento empirico de la Finca, sabiendo el
tipo de suelo, la variedad plantada, el tipo de practicas culturales (Convencional a
Organica, Organica, Organica con practicas Biodinamicas o Biodinamica tal como se
muestra en la Tabla 1) y las labranzas llevadas a cabo en la finca siguiendo el protocolo
de GRAPEVINE MICROBIOME PROJECT

https://www.globalsustainableagriculture.org/vine-microbiome/ (Ochoa-Hueso, 2018).

Cada muestra fue obtenida de 5 nucleos de suelo en un area de 30 x 30 my a 0 — 20
cm de profundidad de cada parcela (Figura 5) y su georreferenciacién donde se disefid

un mapa para visualizar su ubicacion.
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Fuente: Grapevine Microbiome Survey
Parcela

1 muestra/0-20 cm
| o + 100g para analisis de suelo (fisico-quimico)
* 10gparaanalisis de ADNa

= Hilera
B Entra-hilera
7m

Limite de la Parcela

Figura 5: Izquierda: Esquema de Muestreo para Proyecto SAELVA para la obtencién de muestras de
suelo en los vifiedos de la I.G. de Los Chacayes. Derecha: Geolocalizacion GPS de los puntos de
muestreo en la I.G. de Los Chacayes

Con una pala previamente desinfectada, se extrajo una muestra de suelo,
posteriormente se almacend en bolsas de polietileno y se identificaron, esto se realizo
para cada parcela, entre cada muestreo se desinfectaron los instrumentos con una
solucion de hipoclorito de sodio al 2% para evitar contaminacion cruzada. Se realizé en

cada afno de muestreo tal como se muestra en la Figura 6.

Figura 6: Muestreo en IG de Los Chacayes (Izquierda: Herramienta de Muestreo Centro: Equipo

muestreando suelo en vifiedo. Derecha: Paisaje de la I.G. de Los Chacayes.) (2020) Fuente: Coleccion
Propia.

Del punto de muestreo se tomaron muestras de 10 g, se conservaron a una temperatura
de -20 °C previo al analisis de biologia molecular y se tomo otra muestra de 100 g que

fue destinada a analisis fisicoquimico y secado a temperatura ambiente.
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3.4  Amplificacion y Secuenciacion de las muestras de ADNa

3.4.1 Extraccion de ADNa
A partir de las muestras de suelo obtenidas se llevé a cabo la extraccion de ADNa
siguiendo el protocolo de Donald et al. (2021). El cual se llevdo a cabo con el Kit
NucleoSpin Power Soil, en donde previo a la manipulacién de las muestras se preparo
un buffer de fosfato, posteriormente, a las 48 horas se mezclaron de 20 g de suelo con
30 mL de la solucion de fosfato. Posteriormente el sobrenadante se transfirio a tubos
eppendorf de 2 mL y se centrifugé a 13.000 rpm. Se llevé a cabo la purificacion del
ADNa a través del kit utilizado con el sobrenadante de cada muestra de suelo
centrifugada en el paso anterior. Una vez purificado el ADN se llevé a cabo la elucion
del ADNa, en este paso se eliminaron las fases liquidas de los tampones agregados en
el paso anterior y las columnas de coleccién, posteriormente se agregé el tampén para

la elusion, se incubd a temperatura ambiente y se almacend a -20 °C (Roy, 2021).

3.4.2 Amplificacion del ADN
Posteriormente se llevé a cabo la amplificacién a través de PCR con marcadores
moleculares de ADN fungico (Donald et al, 2021). Los marcadores utilizados fueron;
ITS1 (Fung02) fue amplificado con la técnica de PCR usando dos primers: ITS5 forward
5 CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTK 3" (Epp et a.l, 2012); y Rev:5.8S_Fungi 5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’ (Taberlet et al., 2018). De manera simultanea se
amplificaron testigos y control positivo (ADN de trufa y morilla) para confirmar el PCR
por duplicado. Para identificar las diferentes secuencias de ADN durante el analisis

bioinformatico se siguié con una estrategia de doble indexacion (Donald et al., 2021).

3.4.3 Secuenciacion del ADN
La secuenciacion del ADN se llevé a cabo en la plataforma lllumina (San Diego, CA,
USA) de Get-Plage, Toulouse, usando tecnologia de Segunda Generaciéon (MiSeq, V3,
2*250 bp).

3.4.4 Analisis bioinformatico
El analisis bioinformatico se llevd a cabo a través de la plataforma bioinformatica
GenoToul (Toulouse, Francia) con el paquete OBITOOLS (Boyer et al., 2016). Las
lecturas emparejadas al final fueron ensambladas. Primers, tags y errores de
secuenciacion en cada lectura fueron removidas antes de que se asignaran a sus
respectivas muestras (Zinger et al., 2019). Se llevo a cabo una desreplicacion, aquellas
secuencias de baja calidad o representadas por una sola lectura fueron removidas,

antes de conformar los Unidades Taxonémicas Operativas (OTUs) usando el algoritmo
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de agrupamiento “sumaclust” (Mercier, 2013) en un umbral de aceptacion establecido
del 97% de los hongos. Finalmente, los datos fueron transformados en una matriz lista
para ser analizada, la cual, incluyd; una secuencia corta, porcentaje de identidad de
matcheo, cddigo Genbank y su asignacion taxondmica potencial. Esta asignacion se
realiz6 mediante la comparacién de las secuencias obtenidas con bases de datos a
través de la herramienta bioinformatica Genbank de la plataforma del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI), identificando especies, genes, familia o nivel

taxondémico superior.

3.5 Caracterizacion del suelo
Se analizaron 23 muestras de suelo correspondientes Unicamente a los muestreos del
2021 y corresponden a los muestreos usados por el ADNa en 2021. Este analisis se
realizd una vez, principalmente porque los factores evaluados tienden a ser mas
estables y permiten realizarse en periodos mas prolongados (cada 2 a 5 afios). El costo
del analisis fue otro factor a considerar para limitar su repeticion.
Las muestras de suelo fueron enviadas al Laboratorio AGQ Labs en Mendoza, donde
se realizaron las determinaciones fisicoquimicas. El pH y la conductividad eléctrica (CE)
se midieron realizando una dilucion suelo:agua 1:2.5 a 25 °C.
La Materia Organica (M.O) se determindé mediante combustién seca, mientras que el
Nitrégeno Total fue cuantificado por el Método de Dumas. El fésforo disponible se estimo
mediante extraccion con solucién alcalina segun el método de Olsen.
La Caliza Caélcica se determind mediante extraccion con oxalato de amonio. Los
cationes intercambiables (K*, Mg®*, Ca®* y Na*) fueron extraidos con solucién de acetato
de amonio 1M (pH: 7,0) y determinados posteriormente por espectrometria de emision
Optica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES).
La textura del suelo se determind por dispersion con hexametafosfato de sodio y lectura

densimétrica mediante el método de Bouyoucos.

3.6  Analisis Estadistico
El analisis estadistico se llevé a cabo con Rstudio version 4.0.5 donde se analizaron las
23 muestras del afo 2021 y las 23 muestras del 2022 (n=46). Se determind la cobertura
global del muestreo de las especies, verificando la curva de refraccion obtenida con el
paquete iNext (Hill number q=0, 1y 2) (Donald et al., 2021) para describir el conjunto de
datos y la diversidad gamma, la cual se refiere al numero de especies cuyas
distribuciones geograficas superponen un punto en un rango en el mapa que incluye
multiples comunidades o habitats (Stevens & Willing, 2002), a diferencia de la diversidad

alfa que mide la diversidad dentro de un solo habitat y la beta que mide la diferencia de
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especies entre habitats. Se representd la distribucion taxondémica y las curvas de
acumulacion de especies, diferenciando también las practicas agricolas. Para medir el
numero de especies y tomar en cuenta la abundancia a nivel de cada parcela, se
calcularon dos indicadores de diversidad alfa: la riqueza y el indicador de Shannon
utilizando el paquete “vegan” (Oksanen et al., 2015). Para evaluar si las variables
mostraban una distribucion normal, se llevé a cabo la prueba de Shappiro. Se optd por
transformar logaritmicamente la riqueza de las especies para los analisis adicionales.
Para evaluar el efecto de las practicas agricolas y el afo con respecto a la riqueza y
diversidad de especies se llevd a cabo la prueba Kruskal-Wallis esto debido a que las
muestras no presentan una distribucién normal y son claramente asimetricas.

Para evaluar como el clima y el suelo influyen en la diversidad alfa, realizamos primero
un Analisis de Componentes Principales (PCA) utilizando los paquetes “FactoMiner” y
“factoextra” (F Husson, S Le y J. Pages, 2017). Representamos la contribucion de cada
factor a los primeros dos ejes del PCA, evaluando la contribucion de cada factor
mediante la medicién “cos 2” (el cuadrante del coseno). Se realizé un segundo PCA
para los factores del suelo y factores del clima. Este analisis permitié reducir el nimero
de variables climatica en dos ejes. Los dos primeros ejes de las dos diferentes PCA
fueron incluidos en un Unico modelo lineal, para evaluar su efecto comun sobre la
diversidad del suelo, incluyendo todas las interacciones. Posteriormente se selecciono
el mejor modelo, y se recuperd el eje y la interaccion que no probo haber tenido un
efecto significante. Se midio la influencia geografica o dependencia espacial usando la
prueba moran con el paquete SPDEP (Bivand, 2022). Posteriormente se evaluaron los
residuos del modelo de regresion lineal de clima con la riqueza de especies como
variable de respuesta y los dos ejes de clima, con Im.morantest, para constatar la
dependencia espacial o influencia del vecino mas cercano. Se utilizaron las funciones
cor y cor.mtest para calcular la correlacién entre todas las variables con la correccién de
Bonferroni de un largo numero de variables para guiar nuestra interpretacion.
Finalmente, para el analisis de la proporcion de especies se utilizé Excel, donde se
procesé la matriz de datos obtenida posterior a los andlisis de Secuenciacion de ADNa
donde se calculd el porcentaje de aparicion de las especies identificada en los puntos
de muestreo del 2021 y 2022, utilizando la funcién de conteo y célculo de frecuencias
relativas. Se descartaron secuencias de las cuales no se determind una especie con
respecto a la Base de Datos de Genbank de la NCBI, asi como aquellas secuencias
clasificadas como fungi sp., ya que no proporcionaron ninguna informacién relevante ni
taxonomicamente precisa. Bajo éste criterio nos centramos en las secuencias con una

identificacion mas confiable, asegurando de ésta forma la validez de los resultados.
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4. Resultados

4.1 Analisis Descriptivo del Tipo de Suelo
A partir los resultados obtenidos de los analisis de suelos realizados por el Laboratorio
externo AGQ, los puntos de muestreo se caracterizaron por ser predominantemente
arenosos (=60%) con una baja proporcion de arcilla y limo tal como se puede observar
en la Figura 7 éstas caracteristicas estan asociadas a suelos con baja retencion de
humedad y bajo intercambio catiénico. Este patron de textura de suelo es consistente

en la I.G. de Los Chacayes.

Tipo de Suelo Indicacion Geografica de Los Chacayes
120
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Figura 7: Composicion del suelo de los puntos de muestreo de la Indicacion Geogréfica de Los Chacayes

A nivel fisicoquimico en la Tabla 3 la mayoria de los suelos presenté un pH alcalino (7.5
—8.4), conductividad eléctrica baja (<400 uS/cm) y valores de M.O. bajos (<1.5%). Esto
sugiere una fertilidad acotada y condiciones de baja capacidad de retencion y provision
de nutrientes de forma disponible. De acuerdo con los resultados obtenidos de los
analisis fisicoquimicos el suelo en la |1.G. de Los Chacayes describe un suelo
quimicamente pobre y texturalmente ligero. Estos resultados obtenidos constituyen un
punto de partida para los analisis multivariados presentados posteriormente (PCA /Cos
2), donde se evalud la relacion de las variables fisicoquimicas del suelo con la diversidad

fungica del suelo en la I.G. de Los Chacayes.
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Tabla 3 Variables fisicoquimicas del Suelo para los puntos de muestreo en la I.G. de Los Chacayes obtenidas durante los muestreos del 2021

Cond. P Disp.

e N Total K*
Eléctrica (Olsen)

4.74 82 <9.80 0.77 0.61 350 0.48 10.1 0.07 8.12
7.47 114 23.8 1.02 1.77 1014 0.73 10.1 0.07 7.50
5.82 108 18.9 0.60 1.42 718 0.56 11.4 <0.05 7.80
5.76 125 13.1 0.91 0.87 512 0.65 9.90 0.07 8.04
5.07 83.5 16.5 0.63 0.90 543 0.68 9.57 <0.05 7.91
3.56 135 30.1 0.62 1.58 836 0.60 10.9 <0.05 7.93
7.28 182 9.88 0.40 1.63 538 0.46 17.6 <0.05 8.07
5.31 141 11.5 0.60 1.28 689 0.58 10.8 <0.05 8.15
4.13 86.6 <9.80 0.43 0.82 446 0.28 10.6 <0.05 7.66
8.53 266 11.4 0.81 1.47 709 0.76 12.0 0.11 8.15
8.42 134 9.95 0.99 0.96 467 0.67 12.0 0.07 8.13
6.04 974 24.0 0.93 1.01 531 0.91 11.0 <0.05 7.59
6.98 158 12.8 0.61 2.27 934 0.48 14.1 0.07 7.81
9.71 199 <9.80 0.34 0.80 480 0.62 9.68 <0.05 8.08
8.80 125 <9.80 0.31 0.53 369 0.33 8.34 <0.05 8.24
6.84 96.6 <9.80 0.58 0.87 460 0.65 11.0 <0.05 8.35
8.74 117 <9.80 0.25 0.83 346 0.38 14.0 <0.05 8.36
11.2 108 <9.80 0.29 0.41 235 0.27 10.2 <0.05 8.40
7.33 94.9 <9.80 0.72 0.95 489 0.81 11.3 <0.05 8.28
14.2 692 13.6 0.25 1.01 456 0.65 12.9 <0.05 7.69
3.58 <70.0 19.0 0.62 0.93 478 0.42 11.3 <0.05 7.72
11.7 122 10.8 0.39 0.67 436 0.56 8.85 <0.05 8.44

18 1444 <9.80 0.43 0.86 561 0.78 8.85 0.07 7.60
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4.2  Analisis Descriptivo del Clima
Las variables climaticas obtenidas de la Base de Datos de WorldClim se presentan en
la Tabla 4, junto con sus respectivas referencias descritas en dicha tabla. Las variables
bioclimaticas (BIO1 a BIO19) proporcionan una representacion completa de las
condiciones climaticas que afectan a los puntos de muestreo dentro de la I.G. de los

Chacayes.
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Tabla 4 Variables Bioclimdticas (BIO1 - BIO19) para los puntos de muestreo en la I.G. de Los Chacayes Fuente: Worldclim

S12P1 13.0 16.9 5171 29.2 -22 314 187 19.6 . 333 68
S12P2 13.0 16.9 53 5171 29.2 -22 314 187 9.1 196 6.3 333 33 21 16 99 68
S13P1 132 17.0 53 5206 294 -22 316 189 93 198 65 329 34 20 18 102 63
S13P2 133 17.0 53 5241 295 -23 318 190 93 198 65 329 35 20 19 103 63
S13P3 134 17.0 53 5234 29.7 -22 319 192 94 200 66 329 35 19 20 105 61
S13P4 132 17.0 53 5195 294 -22 316 189 93 197 64 329 34 20 18 102 64
S13P5 133 17.0 53 5251 295 -22 317 190 93 199 65 328 35 20 19 103 63
S13P6 13.3 17.0 53 5251 295 -22 317 190 93 199 65 328 35 20 19 103 63
S13P7 134 17.0 53 5246 29.7 -22 319 192 94 200 66 324 35 19 20 103 61
S13P8 134 17.0 53 5246 29.7 -22 319 192 94 200 66 324 35 19 20 103 61
S14P1 13.0 169 53 5171 292 -22 314 187 91 196 63 333 33 21 16 99 68
S14P2 13.0 169 53 5171 292 -22 314 187 91 196 6.3 333 33 21 16 99 68
S14P3 13.0 169 53 5171 292 -22 314 187 91 196 63 333 33 21 16 99 68
S67P1 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79
S67P2 123 16.6 53 5072 283 -25 30.8 640 86 187 57 343 36 22 13 94 80
S67P3 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79
S84P1 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79
S84P2 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79
S85P1 129 16.9 53 5170 291 -23 314 186 9.0 195 6.2 339 33 21 14 99 70
S85P2 13.0 17.0 53 5197 293 -23 316 188 91 196 6.3 337 34 21 15 100 68
S86P1 13.0 169 53 5171 292 -22 314 187 91 196 63 333 33 21 16 99 68
S89P1 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79
S89P2 124 16.7 54 5075 284 -25 309 640 86 188 58 342 35 22 12 92 79

92
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96
96
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BIO BIO BIO BIO BIO BIO BIO BIO BIO | BIO BIO BIO | BIO | BIO | BIO
10 11 14 16 17 18 ()

°C °C °C °C °C °C °C °C °C mm mm) | (mm) | (mm) | (mm
6.3 21 16 99 92 77
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4.3 Analisis de la diversidad taxonémica

Se realizé un analisis detallado de la proporcion de especies fungicas presentes en las
muestras de suelo obtenidas en la I.G. de Los Chacayes con el objetivo de determinar
la composicidn especifica de la comunidad microbiana. Para éste analisis, se utilizaron
las secuencias obtenidas mediante SNG, curadas y procesadas con el Software
OBITOOLs. En total se generaron 17.046.163 secuencias crudas en el proyecto
SAELVA. Tras aplicar filtros de calidad, se identificaron 9.924.730 secuencias
correspondientes a hongos, de las cuales 8.142.064 fueron atribuidas a los muestreos
(excluyendo controles de PCR y extraccion) incluyendo la I.G. de Los Chacayes. Para
éste estudio, se trabajo con una base de datos correspondiente a 23 parcelas
muestreadas durante 2 afos consecutivos, lo que representé un total de 715.104
secuencias. Los datos fueron procesados con el Software Microsoft Excel para calcular
el porcentaje relativo de cada especie en relacion al total de secuencias.

En la Figura 8 se presenta la distribucion de los grupos funcionales fungicos. Del total
de 715.104 secuencias analizadas el 46% corresponde a hongos formadores de
Micorrizas Arbusculares y el 51% de las secuencias no poseen una asignacion funcional

conocida en las bases de datos publicas consultadas.

Grupos Funcionales Fungicos
NA

Arbuscular Mycorrhizal

m Plant Pathogen

m Dung Saprotroph-Endophyte-Wood

Saprotroph
Lichen Parasite

Animal Pathogen-Endophyte-Plant

Pathogen-Wood Saprotroph
Plant Pathogen-Wood Saprotroph

Figura 8 Resumen de la Descripcion de los Grupos Funcinales Fungicos identificados en las muestras de

suelo obtenidas en la I.G. de Los Chacayes.

La Tabla 5 presenta los 5 principales taxones fungicos mas abundantes, ordenados de
mayor a menor proporcion relativa. En conjunto representan el 25.68% del total de las
secuencias obtenidas, lo que permite dimensionar su relevancia dentro de la comunidad

fungica del suelo de la I.G. de los Chacayes.
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Este analisis nos aporta informacién sobre la riqueza y dominancia, permitiéndonos
también inferir posibles funciones ecoldgicas relevantes, especialmente aquellas

vinculadas a procesos de nutricion vegetal, tolerancia a estrés y sanidad del vifiedo.

Tabla 5 Principales Taxones Fungicos detectados en los suelos de la I.G. de Los Chacayes mediante

SNG, su abundancia relativa y funcionalidad ecolégica reportada en la literatura.

Familia de hongos micorricicos
arbusculares que colonizan raices de las
plantas, incrementando la tolerancia
frente a patdgenos y condiciones de
sequia (Yang et al., 2017). Participan
activamente en la captacion y
transferencia de P hacia el hospedero
vegetal (Maherali & Klironomos, 2007).
Genero de micorrizas arbusculares
asociado a una mayor asimilacion de
nutrientes, favoreciendo el crecimiento
vegetal, el rendimiento y la calidad de la
uva (Almaliotis et al., 2008). Tamibién
contribuyen a aumentar la tolerancia de
la plantafrente a enfermedades
(Tsvetkov et al., 2014).

Taxén vinculado al incrementovegetativo
y a la movilizacién de P, particularmente

Rhizoglomus sp. 4.80% en interaccion con bacterias
solubilizadoras de fosfato (Artusson,
Finlay, & Jansson, 2006).
Levadura patdgena asociada al tracto
digestivo de aves domésticas y silvestres
que coloniza el estémago de las mismas
4.80% (Tomaszewski et al., 2003) como el
perico australiano, canario y loro/cata
que causan cuadros severos e incluso la
muerte (Phalen, 2005).
es un hongo micorricico arbuscular que
ha sido reportado en ambientes con
Dominikia 4.80% altas temperaturas, alta salinidad y baja
disticha : fertilidad, por primera vez fue reportado
en dunas maritimas de Sudafrica en el
afno 2015 (Blaszkowski et al., 2014),

Glomeraceae sp. 5.76%

Glomus sp. 5.52%

Macrorhabdus
ornithogaster

Este analisis muestra que las érdenes de hongos micorrizicos, como las Glomeraceae
dominan la comunidad microbiana del suelo, lo que es consistente con la ecologia de
suelos agricolas. La Figura 9 muestra la diversidad de especies encontradas dentro de

los muestreos realizados durante el 2020 y 2021 en la I.G. de Los Chacayes:
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Proporcion de Especies

Glomeraceae sp.

Glomus sp.

Rhizoglomus sp.
Macrorhabdus ornithogaster
Dominikia disticha
Pestalotiopsis biciliata

Spumella bureschii

Figura 9: Proporcion de Especies Identificadas en las muestras de suelo obtenidas en la I.G. de Los

Chacayes

44  Acumulacion (Diversidad Gama) y Diversidad de Especies (Diversidad
Alfa)
El analisis de datos incluyd Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs)
correspondientes a hongos, con base en 46 muestras de suelo analizadas en la |.G.
de Los Chacayes. El estudio también evalud la diversidad alfa a través del numero
de Hill (Figura 10), donde se observa a la izquierda arriba la curva de acumulacion
de especies, que muestra la riqueza total de especies se incrementa con cada nuevo
sitio de muestreo. La pendiente sugiere que con mas sitios, el descubrimiento de
nuevas especies se estabiliza. A la derecha superior, izquierda abajo y derecha

abajo, las tres curvas correspondientes a q=0, g=1y q=2.
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Figura 10 Izquierda Arriba: Curva de Acumulacién de Especies de los Sitios Muestreados en la I.G. de

Los Chacayes obtenida con la funcién Speccacum. Derecha Arriba: Curva de diversidad de Especies pa

ra

g=0 obtenida con la funcién iNext. Izquierda Abajo: Curva de diversidad de Especies para q=1 obtenida

con la funcion iNext. Derecha Abajo: Curva de diversidad de Especies para q=2 obtenida con la funcion

iNext.

De los 46 muestreos se identificaron 1995 especies diferentes, el estimador de
riqueza Chao arrojé un valor de 2788.622, lo que sugiere la presencia de especies
no detectadas en la comunidad. El estimador Jacknife 1 (Jack 1) arrojoé un valor de
2679.783, proporcionando una segunda proyeccion robusta de la riqueza total de

especies.

4.5 Analisis de la Varianza (Kruskal-Wallis) de las Practicas Agricolas y su

Relacién con la Diversidad Alpha y Beta
El analisis de varianza Kruskal-Wallis permitio evaluar la influencia de las practicas
agricolas (organico, convencional y biodinamico) sobre la riqueza y diversidad de
especies de hongos en la I.G. de Los Chacayes para los afios 2021 y 2022. Los
resultados obtenidos del analisis Kruskal-Wallis para evaluar la riqueza con relacion
en las practicas agricolas arrojaron un p-value= 0.2073 el cual indica que no existen
diferencias significativas entre la riqueza de especies con respecto a los tipos de

manejo, tal como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11 Influencia del Tipo de Manejo Agricola en la Riqueza de Especies

También se llevd a cabo el analisis Kruskall-Wallis para evaluar la riqueza de
especies con respecto al Afio, arrojé un p-value= 0.03688 el cual indica que existen
diferencias significativas entre la riqueza de especies con respecto al Afio. Tal como

se muestra en la Figura 12:
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Figura 12 Influencia del Afio en la Riqueza de Especies.

El indice de Shannon para evaluar la diversidad con respecto al Tipo de Manejo Agricola
mostré un promedio de 3.5 y un p-valor=0.9138 (Figura 13). Los resultados mostraron
que el Tipo de Manejo Agricola no tuvo impacto significativo en la diversidad de especies
de hongos en las fincas por su Tipo de Manejo Agricola.
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Figura 13 Influencia del Tipo de Manejo Agricola sobre la Diversidad de Especies

Por otro lado, el indice de Shannon para evaluar la diversidad con respecto Afio arrojé
un p-valor=0.034. Tal como se muestra en la Figura 14 los resultados mostraron que el
ARo si tuvo impacto significativo en la diversidad de especies de hongos en las fincas

con manejo organico, convencional y biodinamico.
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Figura 14 Influencia del Afio en la Diversidad de Especies

La Tabla 6 presenta los resultados del Analisis Kruskall-Wallis aplicado a la riqueza y a
la diversidad de especies, los cuales indican que no se observan diferencias
significativas entre los tipos de manejo en cuanto a la riqueza de especies (p-value=
0.2073). Sin embargo, el afio si mostrd una diferencia significativa (p-value= 0.03688) lo
que sugiere que las variaciones interanuales podrian tener un impacto mas relevante en

la riqueza de especies que el tipo de manejo en si. Para el indice de Shannon, el Tipo

31



de Manejo no tuvo un impacto significativo (p-value= 0.9138), a diferencia del Afio que
present6 un p-value= 0.034, lo cual indica que los cambios interanuales influyen en la

Diversidad de Especies.

Tabla 6 Resultados del test Kruskall-Wallis aplicado sobre los residuos de una regresion lineal para
ambos indicadores de diversidad, considerando como variable respuesta la Riqueza y Diversidad de
Especies segun el tipo de manejo agricola y afio de muestreos (2021 y 2022)

~ Tipo de Manejo Agricola  0.18039 df 2  p-value 0.2073
Ao 44945 df 1  p-value 0.03688

4.3561 df 2 p-value 0.9138

I ARe T 44045 df 1 p-value 0.034

4.6 Impacto del clima y Suelo en la Diversidad Beta
Se realiz6 un PCA para identificar como las variables climaticas y edaficas influyen en
la diversidad Beta. El analisis permiti6 reducir la dimensionalidad de los datos,
describiendo la mayor cantidad de variabilidad posible con un numero reducido de
componentes. La Dimensidon 1 explica el 64.1% de la variacién total de los datos,
mientras que la Dimensién 2 contribuye con el 13.1% de la variacién. La Dimensién 1
esta fuertemente asociada a factores climaticos como las variables de temperatura y la
precipitacion, lo que sugiere que las diferencias en el clima son los principales
impulsores de la variabilidad observada en la diversidad beta entre las parcelas. Por otro
lado, la Dimensién 2 se encuentra vinculada a propiedad del suelo, como el contenido
de arcilla, limo, P. Disponible y Magnesio intercambiable (Mg®*). Este analisis refuerza
la importancia de considerar tanto el clima como el suelo al evaluar las diferencias en la
diversidad beta entre los diferentes tipos de manejo agricola en la |.G. de Los Chacayes.
Para la evaluacion de las relaciones con la diversidad fungica separamos las PCA por
clima y suelo tal como se muestra en la Figura 15, donde se observa como factores
como la elevacion y temperatura son factores determinantes en la variabilidad de la

Diversidad 3 con respecto a los diferentes Manejos Agricolas en la |.G. de los Chacayes.
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PCA graph of variables PCA graph of variables
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Figura 15 Izquierda: PCA para Factores Climdticos Derecha: PCA para Factores del Suelo en los puntos de muestreo

durante el 2020y 2021

La Figura 16 muestra la contribucion de cada factor en el analisis mediante los valores
de la Cos 2. Este indicador expresa la calidad de representacion de cada variable en
los Componentes Principales. Valores de Cos2 proximos a 1 sefialan que la variable

aporta significativamente a la construccion de esos componentes y se encuentran bien
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Figura 16 Cos 2 Resultados para la Dim-1 del PCA de clima con la variable que contribuye mayormente
en los Ejes (0.75— 1.0).
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4.7 Impacto de las Practicas sobre la Beta diversidad
Para evaluar el impacto de las diferentes practicas agricolas en la Diversidad B, se
realizé el Analisis de la Varianza Multivariado Permutacional (PERMANOVA) lo que
permitié determinar si existen diferencias significativas en las comunidades bioldgicas
entre los tipos de manejo agricola, utilizando permutaciones para calcular la significancia

estadistica. Los resultados del analisis se presentan en la Tabla 7:

Tabla 7 PERMANOVA resultados del Andlisis de la Varianza entre grupos de Agricultura en la .G de Los Chacayes
para los muestreos del 2021 y 2022 Diversidad Beta

2 0.050497 0.0252487 16.423 5.02E-06™**

" Residuales 43 0.066107  0.0015374

El analisis de la Diversidad Beta en los diferentes sistemas agricolas de la I.G. de Los
Chacayes para los afos 2021 y 2022 arrojo diferencias significativas entre las
comunidades, sugiriendo que la composicion de especies de hongos varia de entre los

diferentes tipos de manejo agricola, tal como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17 Cajas y Bigotes (PERMANOVA) por tipo de agricultura para los muestreos realizados durante el
2021y 2022 y su influencia en la Diversidad 3

Los resultados del PERMANOVA mostraron un Valor de F=16.423 con una significancia
estadistica Pr(<F)= 5.02E-06, lo que indica una diferencia significativa en la Diversidad
Beta entre los tres sistemas de manejo agricola evaluados. Este resultado sugiere que

existen diferencias significativas entre los sistemas de manejo.
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Es importante destacar que, a pesar de la Diversidad Biolégica a (riqueza de especies
e indice de Shannon) no mostré diferencias significativas entre los sistemas, la
Diversidad (8 si lo hizo. De los sistemas evaluados, el manejo organico mostré mayor
diferenciaciéon en la composicion de especies en comparacion con los manejos
biodindmico y convencional. Esta heterogeneidad en las parcelas manejadas
organicamente podria estar relacionada con las variaciones en las practicas de manejo
y las condiciones edaficas particulares de cada finca.

El analisis de ordenacién mediante escalado multidimensional no métrico (NMDS)
mostré una estructuracion de la comunidad microbiana en funcién de los sistemas
agricolas (organico, biodinamico y convencional), y su relacién con las variables
ambientales durante el afio 2021, sin embargo, en el analisis del afio 2022 se logro
observar que estas diferencias son generadas por el P disponible en el suelo y el afio,
lo cual puede ser interpretado en las practicas aplicadas en la finca de una temporada
a otra.

La Figura 18 muestra los datos del afio 2021 (izquierda), y los datos combinados de
2021 y 2022 (derecha). En ambas graficas se observa una separacion notable en la
composicion de las comunidades microbianas entre los tipos de agricultura, destacando

que los factores ambientales juegan un rol clave en dicha diferenciacion.
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Figura 18 Izquierda: Estructuracion de la comunidad microbiana y su relacién con los factores
ambientales analizados durante el 2021 Derecha: Estructuracion de la comunidad microbiana y su

relacién con los factores p disp y afio, analizados durante los muestreos del 2021 y 2022

La Tabla 8 muestra la influencia del P disp. en la estructura de la comunidad de
especies, con un Valor de p de 0.003 y del Afio con un Valor de p de 0.001, lo cual es
estadisticamente significativo a un nivel del 5%, esto indica que existe un efecto
significativo entre la estructura de las comunidades microbianas con respecto al Afio y

el P disponible en los distintos tipos de manejo agricola en la I.G. de Los Chacayes.

35



Tabla 8 Influencia del Pdisp en la composicion de la comunidad de especies en los muestreos obtenidos
en la I.G. de los Chacayes para el Afio y el p disp.

~ NMDS1  NMDS2  Factor  pval
ARSI 0.74431725 -0.1455615 Afio 0.001
PPdiSp  -0.07718711 -0.4177499 Pdisp 0.003
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5. Discusion
5.1 Una diversidad flingica poco conocida presente en los suelos de los
vifedos

El primer objetivo de este proyecto fue caracterizar la diversidad fungica de los suelos
de la I.G de Los Chacayes mediante el metabarcoding de la region ITS. Este estudio
permitié obtener una vision integral de la composicidon de las comunidades a escala de
parcela y del conjunto de la |.G.
El analisis revel6 la presencia de 1995 OTUs a partir de 46 muestreos, los cuales
corresponden al 40% de total de OTUs tomada de 115 muestras analizadas en la
Provincia de Mendoza (Caors & Roy , 2023) y corresponde al 70% de la diversidad
esperada con un muestreo mas completo.
Una proporcion importante de las secuencias correspondié a hongos endomicorricicos
(46%), mientras que mas de la mitad de los taxones detectados (51%) no pudieron
asociarse a una funcién ecoldgica precisa en las bases de datos publicas disponibles.
Esta limitacion refleja la baja resolucion taxonémica que aun caracteriza a numerosos
estudios basados en SNG, donde una parte considerable de la diversidad permanece
insuficientemente descrita. Ademas la falta de conocimiento sobre una parte importante
de las especies fungicas es importante en Sudamerica donde la historia biogeografica
de los hongos es unica y distinta de otras zonas biogeograficas (Tedersoo et al., 2014).
Las OTUS dominantes, definidas a un 97% de similitud, fueron identificadas a niveles
taxonémicos superiores, como familia (Glomaraceae) o del género (Glomus,
Rhizoglomus), lo que refuerza la necesidad de interpretar los resultados desde una
perspectiva funcional mas estrictamente especifica. En ese sentido, el uso de
indicadores a escala de comunidad permite superar parcialmente las limitaciones

actuales del conocimiento taxondmico.

5.2 Una diversidad gamma alta y dominada por hongos endomicorricicos
Comparando con otros estudios hechos en Argentina, confirmamos una alta diversidad
de OTUS fungicas a pesar de ser una zona desértica con suelos pobres y climas
extremos. Los estudios realizados en los vifiedos de Argentina también detectaron entre
1000 y 3000 OTUs de hongos en 15 hasta 35 parcelas (Paolinelli et al., 2022) sin
embargo, existia una amplia diversidad en la composicion taxonomica de las
comunidades con base en los filos mas dominantes y factores ambientales. En
particular, los Glomeromycetos (hongos endomicorrizicos) estaban siempre presentes
pero en menor proporcion. (Aguilar Oyuela et al., 2020). El estudio de Paolinelli et al.
(2022) identificé alrededor de 2820 OTUs fungicos. Dentro de los hongos que se

lograron identificar destacan; Ascomycota, Basidiomycota en ambos suelos. En Santa
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Rosa; Zygomycota y por otro lado, en Gualtallary se encontraron Chytridiomycota y
Glomeromycota. El estudio determind que la presencia de especies fungicas en los
suelos de Santa Rosa estaban dominadas por sapréfitos, mientras que en Gualtallary
existian mayor diversidad de roles ecolégicos, enfatizando en la presencia de hongos
con capacidad de formar liquenes. Estas diferencias mayores en terminos funcionales
pueden reflejar diferencias en la metodologia, tiempo o de locacién. Los estudios de
terroir microbioldgicos ya mostraron la alta variabilidad geografica de las comunidades
fungicas (Gobbi et al., 2022) y ahora surge la necesidad de compararlos a una escala
local.

Por lo tanto, afuera de Argentina, se menciond igualmente la abundancia de hongos
endomicorrizicos, ilustrando la mayor representacion de las Gromaraceae. Por ejemplo,
ésta familia represento el 88.94% de las secuencias obtenidas a partir del suelo en un
viiedo de Mallorca, Espana (Lopez Garcia et al., 2020). La abundancia de ésta familia
tiene un papel funcional importante en zonas desérticas como la provincia de Mendoza.
Los miembros de esta familia de hongos endomicorrizicos han sido identificados como
microorganismos que colonizan las raices de las plantas y confieren resistencia contra
patégenos y sequia (Yang et al., 2017), ademas pueden asimilar P y disponerlo para la
planta en menor medida comparado con otras AMF (Maherali & Klironomos, 2007). Bajo
condiciones de sequia Glomeraceae colonizan rapidamente las raices de la plantas,
activando genes responsables de la tolerancia a la sequia como aquaporinas, prolina y
acido abscisico (Ruiz Lozano et al., 2006). Otra OTU dominante en la I.G. de Los
Chacayes fue la Dominikia disticha. Esta especie es un hongo micorricico arbuscular
que ha sido reportado en ambientes con altas temperaturas, alta salinidad y baja
fertilidad, por primera vez fue reportado en dunas maritimas de Sudafrica en el afio 2015
(Blaszkowski et al., 2014) en el oasis del Sahara tunesino en 2020, en el Caucaso
septentrional en 2021 y en cultivos de cacao en Ecuador en el 2020 (Pacheco Flores de
Valgaz et al., 2020). No se cuenta con mucha informacién de esta especie de hongo
micorricico en Argentina, pero podemos intuir que a la planta hospedera le confiere
resistencia contra sequias y suelos salinos, ademas de que podrian mejorar la absorcion
de agua en suelos arenosos. Los resultados de metabarcoding invitan a evaluar las
consecuencias funcionales de esta alta abundancia de hongos endomicorrizicos, en

particular en plantas de vid.
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5.3 El impacto de las practicas organicas sobre la Diversidad Beta, mas que la
Alpha

En esta investigacion evaluamos diferentes manejos dentro de una misma |.G. para
evaluar el impacto de la viticultura organica en comparacién con los otros tipos de
manejo a una escala local. Contrario a nuestra segunda hipotesis no observamos
diferencias significativas de diversidad alpha entre los distintos manejos y reconocemos
el desequilibrio presente para estudiar este factor en la I.G. de Los Chacayes, donde
actualmente varias bodegas llevan a cabo el manejo organico. EI mismo resultado se
observo los dos afios y ademas se observo un efecto mas importante del afio que del
manejo.Por lo tanto, otros estudios a gran escala no detectaron un impacto mayor en la
biodiversidad alpha en relacion a las practicas organicas (Ortiz-Alvarez et al., 2021)
mostrando también el impacto de practicas mas finas como el trabajo del interfilar o la
vegetacion.
Las fincas con manejo organico se logra apreciar una mayor heterogeneidad (diversidad
beta) dentro de las comunidadeds fungicas secuenciadas, lo que puede contribuir de
manera postiva a la diversidad beta y gamma y destacando la importancia de las
practicas organicas a una escala regional. Este efecto no se observo en las parcelas
biodinamicas, pero reconocemos el muestreo limitado de este tipo de manejo. Al
contrario, en Espafia se observo una diversidad beta mayor en vifiedos biodinamicos
(Ortiz-Alvarez et al., 2021). De manera general, el cambio de diversidad beta asociado
con el manejo organico confirma la tendencia observada en otros vifiedos. A una escala
local y global (Ortiz-Alvarez et al., 2021)

5.4 Suelo y clima estructuran las comunidades y la diversidad beta
Siguiendo nuestra terecera hipotesis, observamos que las variaciones interanuales en
la diversidad B y la composicion de las comunidades fungicas estuvieron influenciadas
tanto por la quimica del suelo como por las variaciones climaticas. En particular, se
evidencié un impacto del contenido de P Disp. Del suelo sobre la diversidad B y la
composicion de las comunidades entre los dos ciclos de estudio. El P en los suelos
afecta la simbiosis entre las micorrizas y planta, asi como su biomasa. Estudios
recientes han mostrado como la disponibilidad de P reduce significativamente la
diversidad y abundancia de las comunidades AMF en los suelos (Umbrin et al., 2024).
Uno de los roles mas importantes de las micorrizas (AMF) es justamente su capacidad
de asistir a las plantas simbidticamente en la absorcion de agua y nutrientes,
particularmente P del suelo, en general las plantas tienen mas beneficios de la simbiosis
micorrizica en situacion de N y P bajo (Hoeksema et al.,2010). Ademas esta

ampliamente estudiado que la presencia de P soluble en los suelos es determinante
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para que especies como Rhizoglomus irregulare y micorrizobacterias generan biofilms
sobre superficies bidticas y abidticas, algunos reportes mencionan como se lleva a cabo
la movilizacién del P por los AMF en presencia de bacterias solubilizadoras de fosforo
(BSP) (Artursson et al., 2006) destacando la importancia de éstas interacciones en la
optimizacion del ciclo de nutrientes. En ese sentido podemos sugerir abrir el esquema
de estudio hacia otros reinos como las bacterias y las plantas para interpretar la
dinamica del P en los suelos de la |.G. y su impacto sobre la biodiversidad del suelo.
Ademas, en suelos arenosos donde el P es limitante, identificar las fuentes de P seria
un dato importante para futuros estudios. En los suelos de Gualtallary y Santa Rosa en
Mendoza, Argentina Paolinelli et al. (2022) mostraron la importancia de otros parametros
fisicoquimicos como la relacion C/N, y el contenido de N, P, K'y MO explicaba de mejor
manera las diferencias microbianas solo en los suelos de Santa Rosa. Estas diferencias

muestran la importancia del contexto local en la interpretacion de los resultados.

5.5 La escala de la |.G. de Los Chacayes, un terroir para hongos

A la escala de la I.G. de Los Chacayes los resultados evidencian que el suelo viticola
alberga comuidades fungicas altamente diversas y dinamicas, cuya estructura responde
tanto afactores ambientales como a las practicas de manejo. La marcada presencia de
hongos endomicorrizicos, junto con la influencia detectada del fosforo disponible y de
las variaciones climaticas interanuales, sugiere que estos microorganismos cumplen un
rol central en el funcionamiento ecoldgico del sistema. Esta variacion temporal coincide
con los resultados de investigaciones previas en Argentina (Aguilar Oyuela et al., 2020).
La variabilidad observada interanual coincide con estudios realizados en otras regiones
vitivinicolas, donde factores climaticos pueden superar el efecto directo del manejo
agricola. Este patron resalta la necesidad de considerar escalas temporales mas
amplias para comprender la estabilidad y resiliencia de las comunidades microbianas
del suelo. Muestreando dos afios también, se mostré6 una alta variabilidad en las
comunidades fungicas en cuanto a su abundancia y variabilidad de especies, asi como
la importancia de factores estocasticos (Larsen, y otros, 2022). Estudiando las
variaciones interanuales mostraron también un impacto mayor de la temperatura en
vinedos de Espafa, mas fuerte que el efecto del manejo. Al contrario Corneo et al.
(2013) no detectaron un efecto de la temporalidad en vifiedos de Italia.

Por otra parte, la ausencia de intervenciones mecanicas intensivas, asociada a las
caracteristicas pedregosas de los suelos y a decisiones productivas locales, podria
contribuir al mantenimiento de la biodiversidad. En este contexto, la |1.G. de Los
Chacayes se perfila como un sistema donde la conservacién ddel suelo y la actividad

vitivinicola coexisten, ofreciendo una oportunidad para valorizar el componente
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microbiano como parte del terroir, esto de acuerdo con las encuestas realizadas en el
marco del proyecto SAELVA en 2021 y mejorada en 2024 durante este estudio
https://docs.google.com/forms/d/1mcXGk4569R49LBOEKIGbW20V2LNf37z1tAEVLzZr
VF4/edit.

6 Conclusion

De acuerdo con los objetivos generales planteados, el presente estudio permitié
caracterizar la microbiota fungica de los suelos de vifiedos de la |I.G. de Los Chacayes
mediante metabarcoding de la region ITS, evidenciando una elevada diversidad
taxonémica y funcional de especies de hongos, con una marcada predominancia de
hongos endomicorrizicos, lo que resalta su papel en el funcionamiento ecoldgico del
sistema.

La abundancia de micorrizas y otros hongos asociados a servicios ecosistémicos
constituye un recurso biologico clave para la viticultura regional, al contribuir en los ciclos
de nutrientes, la absorcion de agua, el crecimiento vegetal y la tolerancia frente a
condiciones de estrés. En este sentido se confirmé la influencia de disponibilidad de
fésforo en el suelo como variable clave en la organizacion de las comunidades fungicas,
reforzando la importancia de las interacciones entre nutricion vegetal, simbiosis
micorricica y condiciones ambientales.

En relacion con el manejo agricola, las parcelas bajo practicas organicas no mostraron
valores superiores de diversidad alfa; sin embargo, si presentaron una mayor
heterogeneidad en la composicion de las comunidades fungicas en comparacion con
otros tipos de manejo, reflejada en la diversidad beta. Este patrén sugiere que dichas
practicas podrian favorecer la variabiliad espacial de los microorganismos a escala
regional.

El anadlisis interanual evidencié que el clima desempefa un rol determinante en la
estructuracion de las comunidades fungicas. Las diferencias observadas entre los dos
anos de estudio, particularmente en diversidad alfa y beta, estuvieron asociadas
principalmente a variaciones de temperatura y precipitacion, lo que resalta la naturaleza
dinamica del microbioma del suelo en ambientes vitivinicolas de altura.

En conjunto estos hallazgos posicionan a la 1.G.de Los Chacayes como un sistema
donde la biodiversidad microbiana forma parte integral del terroir, aportando informacion
relevante para la toma de decisiones orientadas a una produccion mas sustentable y a

la conservacion de los suelos.
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7 Perspectivas

Resulta necesario ampliar la escala espacial hacia otras indicaciones geograficas del
valle de Uco y profundizar el monitoreo temporal, a fin de determinar la estabilidad de
los patrones observados y evitar interpretaciones basadas en periodos limitados.
Asimismo, la integracion de otros componentes bioldgicos, como bacterias, plantas
autoctonas, permitira ademas comprender de manera mas integral la dinamica de los

nutrientes y los procesos ecoldgicos que sostienen la productividad del vifiedo.
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