UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

FACULTAD DE CIENCIAS BIOQUIMICAS Y FARMACEUTICAS

Yo 52 .7
T Uj%@

Centro de Referencia de Micologia. CEREMIC.
R Scé&

F S 44. 99 |

DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA DE
SUELOS AGRICOLAS CON EL AGREGADO DE FERTILIZANTES Y

RESIDUOS DE COSECHA.

Bioquimica Alicia Graciela Luque.

Director de Tesis: Dra. Delia P. Alvarez.

1999

v




AGRADECIMIENTOS:

Al CEREMIC (Centro de Referencia de Micologia) de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, por permitirme
realizar mi trabajo de Tesis en sus dependencias.

Al Instituto de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Oliveros, provincia de
Santa Fe.

| A la Ing. Agrénoma Rosanna Pioli, de la catedra de Fitopatologia, y a las
catedras de Manejo de Tierras y Climatologia Agricola de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario (Zavalla provincia de Santa Fe).

A mis compafieros del CEREMIC, especialmente a las sefioras Liliana Giraudo

y Monica De Luca por su asistencia técnica.

A mi familia por su respaldo y comprension.

Alicia Graciela Luque



TRABAJOS COMUNICADOS:

Parte de los resultados de esta tesis fueron presentados en reuniones cientificas

segun se detalla a continuacion:

- "Efecto de rotaciones de cultivos y aplicacion de urea sobre la micota de los
suelos" Luque, A.G.; Bodrero, M.; Botai, HM.; Alvarez, D.P.. Presentado en el VII

Congreso y XVII Jornadas Argentinas de Micologia. Rosario, 1995.

- "Efecto del manejo de suelos de cultivo sobre la frecuencia de hongos
celuloliticos y fitopatogenos en rastrojo de trigo". A Luque; R.N.Pioli; R.Sianca;
B.Bonel; D.P.Alvarez. Presentado en el VIII Congreso y X VIII Jornadas Argentinas de

Micologia. San Miguel de Tucuman, 1998.

- “Primer informe de hongos saprofitos asociados al rastrojo de trigo en tres
sistemas de labranza en Argentina”. Luque, A. G.; Pioli, R.; Toresani, S.; Gomez, E.;
Borghi, A. Presentado en el III Congreso Rosarino y XVIII Reunién Anual de la

Sociedad de Biologia de Rosario. Rosario 17 y 18 de noviembre de 1998.



INDICE:

FFINTRODUCCION.......ccootiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee oo 1
I-1-EL SUELO COMO HABITAT DE LOS MICROORGANISMOS.........ooooooo. 1
[-1-1-Definicion Y OTIZEN.........oooiiiieiiieeeeeeeeeeeeee oo 1
TF1-2Pfil el SUEIO ..o 3
I-1-3-Propiedades de 105 SUGIOS.............ocoocooiiiiiiiiice e 4
I-1-4-Los microorganismos del SUlO....................o.cooveiieeieeeroeeeeoeeee oo 9
I-1-5-HOngos del SUBLO0.........coo..iiiii oo 10
I-1-6-Actividad microbiana en el SU€lO.............c.c..coooiieiiiiiiiiieeee e 12
I-2-FERTILIDAD EDAFICA ........cooooiiiiiiiitiiieeeee e 17
L-2-1-DefINiCION. ..ot 17
1-2-2-La fertilidad y su relacion con el mangjo..................cccooooeovovoooooooooeo 18
I-3-HONGOS CELULOLITICOS........oooiiiieeceeeeeeeeeee oo e 28
I-3-1-CelUlOSA. ...t et 28
1-3-2-Hidrolisis enzimatica de 1a celulosa............cc..co.cooooovoivivoiieeeoeee oo 29
1-3-3-Caracteristicas del complejo Celulasa................oooovvioeeoooeoooee e 30
1-3-4-Celulolisis en 1a naturaleza....................oo.coooooviiviieieioieocoeoeoeeeeeeeeeeee s 33
1-3-5-Factores que influyen en la celulOlisis...................o..coovrimmmeroeeeeoee oo 35
I-3-6-Microorganismos CelUlOlItiICOS. ................o.oo.ooiuiiiieiereeee oo 35
I-4-HONGOS QUERATINOLITICOS.............oooviiiiiiieeieeee oo eeees oo 38
T-4-1-QUETALINGS. ...ttt ee e 38
1-4-2-Degradacion de 1as qUeratings.............c..ccocoouivoioiicieiis oo 39
I-4-3-Especies de hongos queratinoliticos................ccco.voiveioevieee o) 41
I-S-OBUETIVOS ...ttt s s s ee e eee s oo 43
Abreviaturas ¥ SIMDOLOS...........ocoooiiiiee e 45

Ar



LOS SUELODS ...ttt bt a et e s tseeteesessts s besebes b et satesaesstseresonsantesnes 47
II-1-1-Suelo, disefio experimental y MUESLIEO.............c.ocooviiiveiiiiiriieie e et 47

" 1I-1-2-Estudio de hongos del SUEIO....................cvviioioooee e 48
I1-1-3-Determinaciones QUIMICAS. ...............cocoovuevieeieereceiee et 49
I1-1-4-Analisis eStadiStiCO..........cooviieiiiiiict et 50

II-2-DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA EN

RESIDUOS DE COSECHA Y SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE LABRANZA:....... 51
11-2-1-Suelo, disefio eXPerimental..................ccovevvevieiiiiveeisiiies et 51
TI-2-2-MUESLTEO. . .....ooveeeeriiss e ss st e st bt es s 52
I1-2-3-Procesamiento de muestras de SUELO..........c.ocoeoiiivririici e et 52
I1-2-4- Procesamiento de muestras de FastrofO.............coocvvrveriereremeoinos oo, 53
11-2-5-Clasificacion de cepas celuloliticas y queratinoliticas...............c.occeoevevveieceveivieirece e, 55
I1-2-6-Medicion temperatura y humedad edaficas y variables ambientales............................. 56
I1-2-7-Determinacion de materia organica y pH.............cccoocovviviiiiieiieceeeeeeeee e 57
T1-2-8-RENAIMIEHLO. ..ottt 59
I1-2-9-ANAliSiS €StAAISHICO. ..............oveeieeeeieceeeceees et 59

H1-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS..............ccccoevvrnne 63
II-3-1-Determinacion del poder celulolitico de hongos filamentosos con el uso del colorante

ROJO CONZO.......oovoeee et e e st ns s 63
11-3-2-Estudio de la capacidad celulolitica de cepas fingicas en sobrenadantes de cultivo.......65

TI-RESULTADOS.. ... .ottt as e sttt aee et enne e 70

II-1- -EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA MICOTA

DE LOS SUELOS: ...ttt ettt sttt et et etae st et e st s ssessseserssensneseesaeeneean 70
III-1-1-Recuento de la micota total y micota celuloliticas.................ccocoviciiinineniinececc, 70
I1I-1-2-Aislamientos de hongos celulolOtiCos. .............co.ov.vvevrieooiceeieeeeceee et 72
III-1-3-Aislamientos de hongos queratinoliticos............ccoveeieiiiicieeriiiiecee e 74
III-1-4-Caracteristicas quimicas de 108 SUEIOS................c.cocoviiviioceeciececece e 75

)4



IIE-2-DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA EN

IMI-2-1-Distribucién del rastrojo en el SUelo................ccocoovieir i, 76
III-2-2-Recuento de la micota celulolitica en suelo..................c.cooooiiiiiiiooioieecee 81
III-2-3-Recuento de la micota celulolitica asociada a residuos de cosecha..................cocooueee... 83
I1I-2-4-Aislamientos de hongos queratinoliticos en SUelo....................cococcoooiiiiiioieieee e 89

III-2-5-Aislamientos de hongos celuloliticos en suelo y residuos de cosecha.por la técnica de

dilucidon en placas..............ccococoeo..... et e e ettt er et 90

- III-2-6-Aislamientos de hongos celuloliticos en residuos de cosecha por la técnica de lavado..99

I11-2-7-Anélisis multivariado de distribucion de especies filngicas...................ccccoevnrvrrnan. 100
I1I-2-8-Temperatura y humedad edéficas y variables ambientales...................ccocoeovieri.., 107
II1-2-9-Materia OrgAnica ¥ PH...........c..cocooiiiiriieieiiies oo er oot e s enons 114
IHT-2-10-RENAIMIGNTO. ..ot e 119
II-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS:.......c..cocoveno.. 120
I1-3-1-Poder celulolitico de hongos filamentosos con el uso del colorante Rojo Congo.......... 120
11-3-2-Capacidad celulolitica de cepas fingicas en sobrenadantesde cultivo.......................... 132
IV-DISCUSTON: ...ttt e e 137

IV-1- -EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA MICOTA

SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE LABRANZAG:............coocooooviieieeeeeeeeeeeeeeee, 140
IV-2-1-Distribucion del rastrojo en el SUEIO................co.ovoviveeceeieereeeeeceeeee e, 140
IV-2-2-Recuento de la micota celulolitica en suelo y asociada a resic\iuos de cosecha............. 141
IV-2-3-Aislamientos de hongos queratinoliticos en suelo..................ococoovveeeeoirivccrriereeee. 145
IV-2-4-Aislamientos de hongos celuloliticos en suelo y residuos de cosecha......................... 146
IV-2-5-Temperatura y humedad edaficas y variables ambientales.........................c...ccooee.no, 150
IV-2-6-Materia OrgAniCa ¥ PH...........c..covovviviiieieeieceeeeeee e et 151
IV=2-7-RENAIMIENLO. ..ot 153

1I-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS:...........cccceeen..... 154
II-3-1-Poder celulolitico de hongos filamentosos con el uso del colorante Rojo Congo.......... 154

Y



1I-3-2-Capacidad celulolitica de cepas fiingicas en sobrenadantesde cultivo.......................... 155

IV-4-ASPECTOS ECOLOGICOS DE LAS COMUNIDADES FUNGICAS:................. 157
VoCONCLUSIONES:. ...ttt ettt 163
VEERESUMEN: ...ttt 166
APENDICE I: MEDIOS DE CULTIVO...........ccooooiiiiiiiieeeeeeeeeeere 170
VIBIBLIOGRAFTA:. ..ottt 174



I-INTRODUCCION:

I-1-EL SUELO COMO HABITAT DE LOS MICROORGANISMOS:

I-1-1-DEFINICION Y ORIGEN:

El suelo es un sistema natural proveniente de distintos procesos fisicos,
quimicos y biologicos, llevados a cabo sobre el material originario o madre de la
superficie de la tierra, que le imprime rasgos caracteristicos. Es el resultado de la
interaccion de los factores edafogenéticos como son: el material originario, el clima, el
relieve, el factor bidtico y el tiempo. Dado que el hombre interviene alterando, directa o
indirectame'nte, la intensidad de los factores mencionados, perturbando los procesos
naturales, construyendo y destruyendo suelos, actualmente se lo incluye como el sexto
factor edafogenético (1).

El suelo es un medio dindmico, ya que adquiere progresivamente sus
propiedades por la acciéon combinada de los factores antes mencionados. El factor
bidtico esta integrado por los vegetales, animales y otros organismos que habitan un
lugar determinado. La vegetacion es uno de los factores bidticos mas importantes, si
bien no es una variable independiente, ya que estd condicionado en gran parte por el
clima y los factores formadores. Las propiedades del mismo mas afectadas por las
plaﬁtas son: el contenido de carbono orgénico y nitrégeno total, el pH y la densidad
aparente (1).

En ausencia de vida vegetal lo que mas se aproximaria a un suelo, seria la masa
de particulas resultantes de la meteorizacion y desgaste de las rocas que se acumula en

las depresiones. Esa masa constituye un sistema en el que no hay mecanismos y
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organismos que permitan la acumulacién de nutrientes utiles para las plantas. Esto
ultimo ocurre cuando el viento transporta fragmentos de liquenes (asociaciones
simbidticas de algas y hongos). Los hongos son capaces de extraer los nutrientes
minerales de la masa, no solo los que estin en forma soluble, sino que agreden a los
minefales contribuyendo a su alteracion; de este modo abastecen a la asociacion. Las
algas cumplen la funcién de fotosintesis y producen los compuestos organicos
necesarios para formar sus cuerpos y los de los hongos permitiendo su crecimiento.
Ahora se ha conformado un sistema que puede almacenar energia y nutrientes. La
energia almacenada en forma de materia organica puede ser utilizada por los insectos y
microorganismos que se alimentan de liquenes muertos. Cuando los tejidos mueren sus
restos se mezclan con los productos de desintegracion de las rocas, posibilitando que
los musgos reemplacen a los liquenes, y el espesor del suelo, asi formado continua
aumentando. Los musgos tienen aptitud para agredir y penetrar las rocas y contribuyen
a la formacién de fisuras.

Se alcanza asi un estado en el que el suelo permite sostener pastos y estos
reemplazan a los musgos. Los microorganismos (bacterias, hongos, algas) ya existian
sobre la roca desnuda, pero no proliferaban, la presencia de residuos orginicos que
ellos descomponen, permite que se multipliquen. Con la introduccién de los pastos, la
fauna se activa y comienza la formacién de agregados, con ello mejora atin mas el
habitat para los insectos y otros animales pequefios que se multiplican y contribuyen a
mejorar la condicion fisica del suelo (2).

Las condiciones son mas propicias para formas de vida vegetal mas elevada y
aparecen las plantas superiores como arbustos y arboles que con sus raices intervienen

en la fragmentacion de rocas y en el reciclado de nutrientes.
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A su vez la fauna y los microorganismos del suelo participan en la formacion
del humus y favorecen la union de éste con las particulas minerales, formando
complejos organominerales. Estos complejos contribuyen a entramar a todas las
particulas en una estructura porosa que facilita la penetracion de las raices, permite la
circulacion del agua y del aire, y le da capacidad para almacenar agua utilizable por las
plantas. Estos complejos organominerales, dotados de propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas bien definidas confieren al suelo su individualidad propia (1).

1-1-2-PERFIL DEL SUELO:

El perfil del suelo es la seccion que se extiende desde la superficie hacia abajo,
hasta los materiales originarios subyacentes, a través de sus diversas capas
constitutivas. Estas capas se denominan horizontes y para su caracterizacién, se tienen
en cuenta: espesor, textura, estructura, color, propiedades fisicas y quimicas, etc. Los
horizontes se denominan con las letras A, By C (2).

El horizonte A es el mas superficial, tiene la caracteristica de ser la zona de
méaximo lavado del perfil. Es un horizonte mineral, con acumulacién de materia
organica. En esta capa pueden diferenciarse subhorizontes que se designan partiendo
siempre del mas superficial, como A, A,, etc. Si sobre la superficie del suelo se halla
una capa de residuos vegetales parcialmente descompuestos, se fienomina Ao.

El horizonte B es la zona de maxima acumulacion de materiales como los
oxidos de hierro y aluminio, los carbonatos y sulfatos de calcio, y las arcillas. Los
subhorizontes que pueden diferenciarse se designan B, B,, etc.

Los horizontes A y B constituyen la porcidn del perfil afectado por los factores

de formacidn del suelo.
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El horizonte C o capa mineral estd poco afectado por los procesos
edafogenéticos. Estd formado por los materiales que dieron origen a los horizontes
superiores. Generalmente no se diferencian subhorizontes dentro de esta capa de suelo.

No en todos los perfiles se muestra esta sucesion completa de horizontes, en
algunos casos por tratarse de suelos inmaduros, en otros por estar erosionados, en otros
por accion de las labranzas, que mezclan o invierten los horizontes superficiales, en
algunos por accidentes topograficos, etc.

Se designa como Ap al horizonte superficial con acumulacién de materia

organica humificada perturbado por accion mecanica (arado) (1).

I-1-3-PROPIEDADES DE LOS SUELOS:

El suelo estd constituido por particulas minerales de varios tamatfios, formas y
caracteristicas quimicas; junto con las raices de las plantas, la poblacion de organismos
y un componente de materia organica en distintos estados de descomposicién. Los
gases, el agua y los minerales disueltos completan este habitat. Debido a esa
constitucion del suelo, en todo estudio relacionado al mismo deben tenerse en cuenta
las siguientes caracteristicas:

Estructura:

Para comprender la estructura del suelo, es necesario~conocer la disposicion
espacial de sus componentes, esto se relaciona con su tamafio y su forma. Las
dimensiones de los componentes de la matriz del suelo van desde 2 mm o mas para los
macroagregados a fracciones de micras para las bacterias y particulas coloidales.

En la mayoria de los suelos las caracteristicas estructurales dominantes son la

formacion de complejos arcilla-materia organica y la estabilizacion de particulas de

arcilla, arena y limo en agregados. Las particulas de arcilla son basicas para la



formacion de agregados, tienen menos de 2 micras de didmetro y se consideran
coloides.

La mayoria de las arcillas, como los microorganismos a pH neutro y los
constituyentes de la materia orgdnica tienen cargas negativas. El acoplamiento entre
unidades cargadas negativamente es posible por enlaces idnicos via cationes
multivalentes. Uno de los enlaces se une a un microorganismo y el otro a la arcilla.

El estado de agregacion del suelo es uno de los factores mas importantes que
controla la actividad microbiana y el movimiento de la materia orgnica. La materia
organica en los agregados no puede ser mineralizada si esta fisicamente separada de los
microorganismos y sus enzimas. La mayoria de los organismos residen en el exterior de
los agregados y en los pequefios espacios de poros entre ellos; relativamente pocos se
encuentran-en el interior de los agregados.

Las observaciones realizadas indican que los microorganismos ocupan menos
del 1 % del espacio total de poros disponible. La accesibilidad de los organismos
depende de su tamafio. Los hongos invaden algo los poros de mayor tamafio. Los
microagregados (50-250 p) son subunidades de macroagregados (mayores a 2 mm),
cuyos intersticios forman macroporos (4).

Atmosfera:

En suelos bien aireados el contenido de oxigeno es del 18 al 20 % y el de
didxido de carbono del 1 %. Sin embargo, dada una textura arcillosa, con alto
contenido de humedad y mucha actividad microbiana el contenido de diéxido de
carbono puede aumentar hasta el 10 %,

Asi pues, la respiracion del suelo, caracteristica de su actividad bioldgica,

determina la concentracion en didxido de carbono de una atmosfera. El fendmeno de



difusion tiende a unificar la composicion de esta atmosfera con la de la atmodsfera
terrestre (3).

Agua:

El agua del suelo no solo afecta la humedad disponible a los organismos sino
también el estado de aireacion del suelo, la naturaleza y cantidad de materiales
solubles, la presién osmética y el pH de la solucion del suelo. El exceso de agua
restringe a los microorganismos y sus actividades por impedir el movimiento de
oxigeno a través del suelo en la magnitud en que los microorganismos lo demandan.

Comunmente se considera que el agua del suelo existe en tres formas:
gravitatoria, capilar e higroscdpica. El agua gravitatoria drena a través del suelo por
fuerzas gravitatorias. Esto puede ocurrir después de irrigacion o fuertes lluvias.
Inmediatamente después de que el agua gravitatoria fue drenada, el agua del suelo esta
a capacidad de campo. Los microporos o capilares, sin embargo, atin estin ocupados
por el agua que estd disponible para el crecimiento de las plantas y los
microorganismos. Se define como capacidad de campo (CC), a la cantidad de agua que
permanece en el suelo una vez que el flujo gravitacional a cesado.

Si el agua se pierde a partir del suelo ya sea por evaporacién o transpiracion, las
plantas no son capaces de obtener bastante para seguir siendo turgentes noche y dia, y
se marchitaran. La cantidad de agua que un suelo contiene después que las plantas se
han marchitado se denomina punto de marchitez permanente (PMP).

El agua que esta efectivamente disponible para las plantas es la que se encuentra
entre las dos constantes hidricas CC y PMP, y se define como agua til o disponible.

El agua higroscdpica se define como el agua absorbida por un suelo seco a partir

de una atmdsfera de alta humedad relativa, como la que permanece en el suelo después



del secado del aire, o como la que retiene el suelo cuando estd en equilibrio con una
humedad relativa (HR) y una temperatura especificadas, usualmente 98% HR y 25°C.

El agua influye tanto en los microorganismos como en las plantas superiores, a
través de efectos de difusion, flujos de masa y concentracion de nutrientes. A estrés de
agua éltos pero no limitantes, la difusion de nutrientes puede ser suficientemente lenta
como para hacerse limitante (4).

PH:

Muchos de los suelos del mundo estan afectados por un exceso de acidez, un
problema exacerbado por la fertilizacion con ciertos nutrientes y por la lluvia acida.

La medicion del pH es un criterio importante para predecir la capacidad del
suelo para permitir las reacciones microbianas y la posibilidad de desarrollo de
determinados cultivos.

Temperatura:

La temperatura no solo afecta la velocidad de las reacciones fisioldgicas de las
células, sino también las caracteristicas fisicoquimicas del ambiente, como por ejemplo:
volumen del suelo, presion, potencial de oxidorreduccion, difusidn, movimiento
browniano, viscosidad y tension superficial.

Por lo tanto no sorprende que cambios en la temperatura del suelo tengan un
marcado efecto sobre la actividad microbiana.

Muy pocos suelos mantienen la temperatura uniforme en las capas superiores.
Las variaciones pueden ser estacionales o diurnas (4).

Materia organica:

La materia organica (MO) estad compuesta por residuos en descomposicion, los
productos formados por los microorganismos responsables de dicho proceso, por los

mismos microorganismos y por los humatos mas resistentes (4).
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La principal fraccion del carbono organico total que penetra al suelo, es provista
por los residuos vegetales. Los constituyentes organicos de las plantas se dividen
comunmente en seis categorias:

1. El compuesto quimico més abundante, la celulosa, varia desde 15 a 60 % de

peso seco.

2. Hemicelulosas constituyen del 10 al 30 % del peso.

3.- Lignina, la cual forma del S al 30 % de la planta.

4. La fraccion soluble en agua, en la cual se incluyen: azicares simples,
aminod4cidos y 4cidos alifaticos, que contribuyen con 5 a 30 % del peso del
tejido.

5. La fraccion soluble en éter y alcohol contiene aceites, resinas, grasas, ceras
y pigmentos.

6. Proteinas que tienen en su estructura la mayor parte del nitrégeno y el azufre
de la planta, constituyen del 2 al 15 % de la misma.

Con la edad de la planta, disminuye el contenido de constituyentes solubles en

agua, proteinas y minerales, en tanto que el porcentaje de celulosa, hemicelulosas y
lignina aumenta (5).

La MO tiene efectos sobre las propiedades fisicas del suelo:

e Favorece la formacion de agregados estables que condiciona la
estructura, el drenaje y la aireacion.

e Aumenta la infiltracién y la capacidad de retencion del agua de lluvia en
el suelo.

e Mejora la friabilidad del suelo.

¢ Disminuye las pérdidas del suelo por erosion.



Ademas la MO es el deposito de nutrientes principales, tales como nitrogeno,
azufre y fosforo, y de muchos micronutrientes. También da el color al suelo y lo provee
de capacidad de absorcion de cationes. Por lo tanto no es sorprendente que la
productividad de suelos cultivados y no cultivados esté influenciada por la cantidad y
profuﬁdidad de la MO en el perfil.

La cantidad de MO depende del balance entre productividad primaria y
velocidad de descomposicion. La presencia de limo y arcilla generalmente aumenta la
MO, para un conjunto de condiciones ambientales determinadas (4).

El contenido de MO de los suelos es muy variable, desde casi el 100 % en la
turba a menos del 1 % en suelos poco provistos. Valores entre 2 y 8 % deberian ser los

tipicos en la mayoria de los suelos ttiles para la agricultura (6).
I-1-4-LOS MICROORGANISMOS DEL SUELO:

Mientras el numero y eficiencia de los microorganismos del suelo son muy
altos, usualmente ocupan menos del 1 % del volumen del mismo (7).

La microbiota del suelo estd compuesta por distintos grupos de organismos
como: bacterias, hongos, algas y protozoarios. Una de las funciones mas importantes de
los mismos es la degradacidn de material vegetal y animal.

La capacidad de crecer en un habitat, estd determinada por la habilidad de un
organismo para utilizar los nutrientes que lo rodean. Al mismo tiempo se encuentra en
un ambiente muy complejo, y sus caracteristicas nutricionales y fisiologicas
determinaran en gran medida su hébilidad de convivir con sus vecinos (5).

La mayoria de ios miembros de la microbiota son organotrdficos, por lo tanto el
numero y los patrones de distribucion de los microorganismos del suelo estin

determinados principalmente por la disponibilidad de carbono organico, por eso los
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encontramos colonizando la materia organica. Ellos convierten el carbono de los
materiales organicos en CO,, y por lo tanto completan el ciclo biolégico del carbono
iniciado durante la fotosintesis.

El recuento microbiano decrece rapidamente con la profundidad del suelo,
debidb al empobrecimiento del sustrato.

El namero y la actividad de los microorganismos del suelo dependen de: 1-
crecimiento vegetal (composicién de especies, cubierta del suelo, penetracién de las
raices, mantillo, residuos, etc.), 2-tipo de suelo, 3-tratamiento del suelo, 4-cultivo del
suelo, 5-macro y microclima de cada lugar y 6-presencia de la microbiota acompafiante.

La rizosfera es de especial interés, ya que las condiciones ecoldgicas en el suelo

también son influenciadas por los exudados de las raices.

I-1-5-HONGOS DEL SUELO:

En la mayoria de los suelos cultivados, bien aireados los hongos constituyen una
gran parte del protoplasma microbiano total. Aunque los procedimientos de recuento
empleados tienden a sugerir que otros grupos microbianos son mas abundantes que los
hongos, a ellos les corresponde una parte muy significativa de la biomasa por el gran
diametro y extension de sus filamentos. Los hongos son dominantes especialmente en
las capas organicas de bosques, pero en los ambientes acidos en general son los
principales agentes de descomposicion.

Las influencias externas mas importantes sobre la comunidad fingica incluyen:
la materia organica, concentracion de iones hidrégeno, fertilizantes organicos e
inorganicos, régimen de humedad, aireacion, temperatura, posicion en el perfil,

estacion del afio y composicion de la vegetacion.

/A
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En general el nimero de hongos filamentosos en el suelo se relaciona
directamente con el contenido de MO utilizable, pero este grupo microbiano también
estd presente en 4reas con bajo contenido de MO. La disponibilidad de nutrientes dada
por la incorporacion de residuos de cosecha, abonos verdes, u otros materiales
carboﬁéceos en el suelo tiene el efecto de aumentar el tamafio de la comunidad fungica
y a la vez produce una alteracion en la composicion de la micota. La estimulacion de la
accién fungica por el suplemento de MO es mayor durante el periodo de
descomposicion inicial. Ciertas especies son abundantes inmediatamente después de la
adicion de la fuente carbonada, pero su niimero declina rapidamente luego del aumento
inicial. Otras especies, sin embargo, mantienen altos niveles de poblacién por periodos
relativamente largos después de la incorporacion de los residuos. La respuesta varia con
la composicion quimica del sustrato y con ciertas caracteristicas ambientales, los
hongos usualmente son dominantes luego de la adicién del material carbonado en
ambientes 4cidos con adecuada suplementacién de nitrégeno.

Los hongos filamentosos son aerobios estrictos. Esta dependencia del oxigeno,
probablemente explica la gran concentracion de hongos en las capas mas superficiales
del perfil.

La mayoria de las especies son mesofilicas en su relacion con la temperatura, y
el crecimiento termofilico es poco comun. Aunque en verano la temperatura de la
superficie, puede hacerse lo suficientemente alta como para favorecer el desarrollo de
especies termdfilas.

En los suelos cultivados, los hongos son mdas numerosos en las capas
superficiales. A su vez hay una mayor diversidad de especies en la superficie que en la
profundidad del perfil. La concentracién de organismos en las capas superiores,

depende en gran medida de la abundancia de MO disponible.
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La dominancia de los distintos grupos fangicos est4 relacionada frecuentemente
al tipo de cobertura vegetal. Ciertos microorganismos estan asociados con determinadas
comunidades de plantas, mientras que otros no parecen estar afectados por la
vegetacion. La accion selectiva de la planta puede ser el resultado de una respuesta
microbiana, ya sea a las excreciones de las raices o a los constituyentes quimicos de los

tejidos disponibles a la descomposicion (5).

I-1-6-ACTIVIDAD MICROBIANA EN EL SUELO:

Enzimas del suelo:

Los microorganismos como las bacterias y los hongos no pueden absorber
sustratos de elevado peso molecular, por lo que necesitan degradar su alimento en el
ambiente extracelular. Para ello producen enzimas que son liberados al medio. Por todo
esto los enzimas del suelo son principalmente de origen bacteriano y fungico, sélo una
pequefia fraccion es excretada por plantas y animales.

La riqueza enzimatica del suelo es una de sus caracteristicas, por eso se habla
del potencial enzimatico del suelo, como expresion de la actividad de los
microorganismos. Cuanto mayor es ese potencial tanto mas facil es la nutricién vegetal
porque asi se solubilizan muchas sustancias, que también la planta puede aprovechar
directamente antes de que el microorganismo las absorba.

A menudo en el suelo se encuentra actividad de: deshidrogenasa, catalasa,
fosfatasa, amilasa, celulasa, xilanasa, pectinasa, proteasa y ureasa, cada uno de ellos
difiere por su especificidad de sustrato y pH éptimo (7). En la practica, las técnicas
enzimaticas son empleadas en tres escalas de resolucion. A gran escala, los ensayos
para determinar enzimas ubicuas tales como fosfatasa, esterasa y deshidrogenasa se

usan como una medida general de actividad microbiana. A una escala intermedia, la



13

especificidad enzimatica es empleada para el monitoreo de actividades relacionadas a
aspectos especificos del ciclado de macronutrientes. A menor escala se estudian los
mecanismos enzimaticos por los cuales los microorganismos interactian con su
ambiente (8).

| Existe un equilibrio delicado entre los enzimas y la fase coloidal del suelo
(coloides minerales, arcillas y coloides organicos: humus). El coloide puede adsorber el
enzima actividndolo o inactivandolo a través de los iones presentes en su superficie (9).

Por lo tanto la descomposicion y el ciclado de nutrientes son consecuencias

emergentes de las actividades de enzimas extracelulares, que son reguladas
directamente por factores tales como temperatura, humedad y disponibilidad de
nutrientes, y en forma secundaria por la quimica de los residuos a través de procesos de
adsorcion, inhibicion y estabilizacion (8).

Descomposicion de 1a materia organica:

Las dos principales poblaciones microbianas en los sistemas descomponedores
son las bacterias y los microhongos. Las bacterias juegan un papel secundario después
de los hongos dado su elevado numero, y tienen una funcién particular en la
mineralizacion de compuestos nitrogenados (10).

La MO fresca, con estructura todavia organizada es transformada
paulatinamente, formando compuestos minerales solubles o gaseosos (mineralizacion)
y compuestos de naturaleza hiimica (humificacion) (3). )

A su vez la mineralizacidn afecta tanto a los materiales organicos aportados al
suelo (mineralizacion primaria), como al humus (mineralizacion secundaria), pero las
velocidades de descomposicion son diferentes. Mientras que para los primeros la tasa

de mineralizacién puede llegar al 75% en un afio, en el mismo periodo se mineraliza de

1 al 4% de humus.
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La humificacién conduce a la formacion de sustancias policondensadas, de
naturaleza aromatica. Las sustancias humicas constituyen mas del 50% de la MO de los
suelos minerales (3).

La descomposicion de la materia organica tiene dos funciones para los
microorganismos: provee de energia para el crecimiento y aporta carbono para la
formacion de nuevo material celular.

Los hongos generalmente liberan menos CO, por cada unidad de carbono
transformada aerobicamente, con respecto a otros grupos microbianos, porque son mas
eficientes en su metabolismo.

Durante la descomposicioén por los hongos, cerca del 30 al 40 % del carbono
metabolizado se usa para formar nuevo micelio.

Las' condiciones ambientales gobiernan la eficiencia de la sintesis celular, y
pueden variar en rangos considerables. Bajo un conjunto de circunstancias, los
organismos pueden liberar un producto final que no es producido en otra situaciéon. Con
los bajos niveles de nutrientes generalmente disponibles en el suelo, se podria esperar
que un microorganismo sea eficiente si es un buen competidor, particularmente si
presenta crecimiento lento. Entre las especies de crecimiento rapido, la ineficiencia
puede no ser un serio obstaculo para su desarrollo.

El numero y diversidad de sustancias disponibles para la descomposicion por
los microorganismos son enormes. Cualquier compuesto sintetizado bioldgicamente
esta sujeto a destruccion por los habitantes del suelo, de lo contrario esos compuestos
estarian acumulados en grandes cantidades en la superficie de la tierra. Ademas de los
productos biologicos, muchos de los compuestos sintetizados por los quimicos

organicos son facilmente descompuestos en el suelo.
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La mineralizacion de la MO es afectada por una serie de factores como:
temperatura, O,, humedad, pH, nutrientes inorganicos, la relacion C:N del residuo
vegetal, la edad de la planta, su contenido en lignina y el grado de desintegraciéon del
sustrato. Por lo tanto la rapidez con la cual un sustrato dado es oxidado dependera de su
compbsicién quimica y de las condiciones fisicas y quimicas del ambiente que lo rodea.

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes, que
determina la velocidad con que los materiales naturales son metabolizados. Un cambio
en la temperatura alterard la composicion de especies de la microbiota activa y al
mismo tiempo tiene una influencia directa sobre cada organismo dentro de la
comunidad.

Cada especie individual y las capacidades bioquimicas de la comunidad como
un todo tiene temperaturas Optimas, que varian de una localidad a otra. En el rango
cercano a la temperatura Optima, entre los 30 y 40°C, las fluctuaciones de esta variable
tienen pocos efectos sobre la descomposicion. En un rango anterior a la temperatura
optima, de 5 a 30°C el aumento de temperatura acelera la destruccion de los residuos de
plantas. Por encima de los 40°C, en general la velocidad de descomposicion declina.

La disponibilidad de aire igualmente es muy importante, como consecuencia del
rol del O, en el metabolismo microbiano. La humedad, también debe ser adecuada para
que la descomposicion transcurra. Otro factor que determina la velocidad de
mqvimiento del carbono es el pH. Cada bacteria, hongo y actinomicetal tienen un pH
optimo para crecer. Asi mismo los enzimas elaborados por los microorganismos son
afectados por el pH.

El nitrégeno es un nutriente clave para el crecimiento microbiano y por lo tanto
en la descomposicion de la MO. Los tejidos vegetales y animales contienen nitrégeno,

pero su disponibilidad y cantidad son muy variables. Si el contenido de nitrogeno del

Y4
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sustrato es alto, la microflora satisface sus necesidades, pero si el sustrato es pobre en
dicho elemento, la descomposicion es lenta, y la mineralizacion del carbono es
estimulada por el agregado de nitrégeno. Los materiales ricos en nitrogeno como los
tejidos de legumbres, son metabolizados muy rapidamente, y la microbiota responde
poco ba la suplementacion con nitrégeno, mientras que la adicién de amonio o nitrato a
la paja u otro sustrato deficiente en nitrogeno, produce un notable incremento en la
descomposicion. Asi, un bajo contenido en nitrégeno con una alta relacion C:N del
sustrato esta asociado con una descomposicion lenta.

Los materiales naturales ricos en sustancias complejas como la lignina son
utilizados mas lentamente. Los tejidos jovenes son metabolizados mas rapidamente que
los residuos de plantas maduras. Probablemente una gran parte de la resistencia
asoctada a la edad sea una consecuencia de la abundancia de lignina. La tasa de
descomposicion también estd gobernada por el tamafio de las particulas organicas
sujetas a ataque. Las particulas pequefias son degradadas mas rapidamente que las
grandes.

La cantidad, tipo y disponibilidad de MO determinara el tamafio y composicion
de la comunidad heterotréfica que contiene un suelo. La naturaleza de la poblacion
microbiana presente variara con la composicion quimica del sustrato agregado, ciertos
grupos microbianos predominan por unos pocos dias, otros mantienen altos niveles

.

poblacionales por largos periodos de tiempo (5).
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I-2-FERTILIDAD EDAFICA:

1-2-1-DEFINICION:

- Fertilidad edafica es la capacidad que tiene el suelo de proporcionar al vegetal
los nutrientes necesarios para su desarrollo en forma equilibrada. Para ello el suelo debe
tener condiciones satisfactorias de retencion hidrica, aireacion y temperatura, estar libre
de sustancias fitotdxicas y no tener limitaciones mecanicas que impidan el desarrollo de
las raices. Cuando se consideran en conjunto los factores edaficos y extraedaficos, se
tiene el concepto de productividad de un suelo que es de mayor alcance que el término
fertilidad, incluyendo factores tan importantes como abastecimiento de agua, radiacion
eféctiva, etc. (11).

Hay dos parametros basicos que constituyen la fertilidad edafica: la condicion
de dotacidn de nutrientes y la condicion de abastecimiento de nutrientes.

La dotacion representa la cantidad de nutrientes disponibles que presenta el
suelo para el vegetal, ya sea en forma inmediata o en un futuro préximo.

En tanto que el pardmetro abastecimiento se refiere al conjunto de factores que
permite que los nutrientes teéricamente disponibles puedan ser tomados efectivamente
por las raices del vegetal.

En funcién del uso que ha hecho el hombre de los, suelos, se clasifica la
fertilidad edafica en “fertilidad natural” y “fertilidad adquirida”. Un suelo virgen que se
incorpora al aprovechamiento del hombre mediante el uso agricola o ganadero, presenta
un determinado nivel de fertilidad natural. Después de varios afios de utilizacion liega a
un nuevo nivel que constituye la fertilidad adquirida de ese suelo.

Otra forma de clasificar la fertilidad edafica es distinguiendo las denominadas

“fertilidad actual” y “fertilidad potencial”. La fertilidad actual se refiere a la capacidad

yA
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que posee el suelo de proporcionar nutrientes en un momento dado, mientras que la
fertilidad potencial, se define por la capacidad de proporcionar nutrientes en el futuro.

- La fertilidad actual se expresa fundamentalmente por las medidas de intensidad de
nutrientes, a diferencia de la fertilidad potencial que lo hace a través de la medida de
cagacidad de nutrientes.

En los ultimos afios hay un gran interés en investigar acerca de los procesos de
descomposicion y ciclado de nutrientes, en el contexto de la productividad de los
agroecosistemas. En este sentido los trabajos se desarrollan en la interfase entre
ecosistemas influenciados por el hombre y otros mas naturales, por ello ha aumentado
la necesidad de obtener informaciéon mas cuantitativa sobre conceptos cualitativos
como “calidad del suelo” (10).

La calidad del suelo ha sido definida como el grado en el cual el suelo puede:
promover la actividad bioldgica (plantas, animales y microorganismos); ser mediador
del flyjo de agua a través del ambiente y mantener la calidad ambiental actuando como
un tampdn que asimila los residuos organicos y atenua los efectos de los contaminantes.

En los ultimos afios se han hecho algunos intentos para usar bioindicadores con
el fin de evaluar la calidad del suelo. Se han estudiado desde organismos individuales
hasta comunidades biol6gicas y procesos tales como descomposicién y movimiento de

nutrientes.

I-2-2-LA FERTILIDAD Y SU RELACION CON EL MANEJO:

Cuando a los factores formadores naturales del suelo, se suma la accién del
hombre, que actiia sobre el sistema tratando de sacar un provecho del mismo, hablamos
de manejo. Si las practicas de manejo no estan adaptadas al funcionalismo del sistema,

pueden producir el deterioro de alguna o todas las propiedades del sistema suelo. A su
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vez si el hombre conoce el funcionalismo del sistema, puede implementar practicas de
manejo adecuadas que le permitan conservar y ain mejorar esas propiedades,
exfrayendo al mismo tiempo la maxima utilidad posible. Esto implica la explotacion o
uso racional del recurso (11).

| Cualquier practica de manejo que cambie las propiedades del suelo o de la
cobertura de plantas afectara la biota del suelo, como asi también el contenido de agua
del suelo, la temperatura, la aireacion, el pH y los niveles de carbono organico y

nitrégeno (4). Entre esas practicas cabe destacar las siguientes:

A. LABRANZAS:

La labranza se ha definido como el disturbio del suelo mediante el uso de

maquinaria, con el objetivo de implantar un cultivo.

Hay tres procedimientos de labranza comtinmente utilizados:

1. Labranza convencional: emplea arado de rejas y vertedera, seguido
generalmente por disco.

2. Labranza reducida, minima o de rastrojo en superficie o semiincorporado:
causa sOlo una ligera incorporacion de los residuos de superficie y poco
disturbio del suelo, involucra el control de las malezas por maquinaria
(discos, cincel).

3. Practica de siembra directa: el unico disturbio que se realiza esta asociado a
la colocacion de las semillas y el control de las malezas se realiza por el uso
de herbicidas (4).

Las labranzas convencionales producen una modificacion drastica en el

ambiente edafico. Desde el punto de vista fisico, aumentan el espacio aéreo total de la

capa removida, estableciendo un limite entre ésta y la que se encuentra inmediatamente
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mas abajo, no perturbada por la labor. En la medida que las labores se repitan se ird
manifestando un marcado deterioro de la estructura del suelo y una progresiva
acidificacién (11).

Se ha comprobado que la estabilidad de los agregados es significativamente
mayof en parcelas bajo labranza reducida y rotacién de cultivos, que en sistemas con
labranza convencional (12).

Beare y col. encontraron que en suelos bajo siembra directa los macroagregados
proveen un importante mecanismo de proteccion de la materia organica del suelo, que
es mineralizada en forma diferente bajo practicas de labranza convencionales, por la
frecuente ruptura de los agregados (10).

Estudiando los efectos sobre el carbono y nitrégeno total en el perfil del suelo,
de tres sistemas de labranza (siembra directa, labranza minima y labranza
convencional), Grant y col. hallaron que de 0-5 cm de profundidad el carbono y el
nitrogeno fueron mayores en los sistemas de labranza reducida que en labranza
convencional, pero a profundidades de 5-15 cm no se encontraron diferencias
significativas (13).

Desde el punto de vista bioldgico, en la labranza convencional, el aumento en el
espacio aéreo total, provoca un marcado incremento en la poblacién y en la actividad
microbiana aerobica. Como consecuencia de ello, se activa la descomposicion de la
materia orgénica, por lo cual ésta ultima disminuiria, y también se veria afectada la
reserva potencial de los nutrientes bioldgicos. Varios estudios han permitido comprobar
que en sistemas de labranza con poco grado de perturbacion del suelo, como siembra
directa, el contenido de MO del suelo es superior al que se encuentra en labranza

convencional, fundamentalmente de 0 a 5 cm de profundidad (14) (15).
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La labranza convencional al invertir y fragmentar los residuos superficiales,
favorece una zona de intensa actividad microbiana a la profundidad en que el pan de
tierra se invierte. En contraste la labranza reducida y la siembra directa favorecen la
actividad microbiana en la zona superficial del suelo (4). En un estudio en EEUU, se
compéraron recuentos microbianos a dos profundidades para suelo bajo siembra directa
y arado. Para la profundidad de O a 7,5 cm, los recuentos para aerobios totales,
anaerobios facultativos y hongos fueron mayores en siembra directa que en suelo arado.
Para la profundidad de 7,5 a 15 cm todos los recuentos fueron significativamente
menores en siembra directa (16). En nuestro pais, en la provincia de Coérdoba,
Constantini y col. estudiaron la influencia de varios sistemas de labranza sobre
propiedades biologicas del suelo; observando que tanto el carbono orgéanico total como
la biomasa microbiana fueron mayores en siembra directa comparados con labranza
convencional, a una profundidad de 0-5 cm, después de 6 afios de cultivo de maiz

continuo (17).

B. ROTACIONES:

Una rotacion es una alternancia regular y ordenada de diferentes usos del suelo
en una secuencia temporal. En contraposicion la monocultura es la repeticion de un
mismo tipo de uso del suelo, durante un periodo determinado (18).

Algunas de las ventajas que poseen las rotaciones son:

e Recuperacion y conservacion de propiedades edaficas

¢ Disminucion de riesgos de erosion hidrica y eolica.

¢ Optimizacién del control de malezas, insectos y enfermedades.

e Aprovechamiento de la oferta hidrica climatica.

¢ Mejora del balance de la materia organica y de los otros nutrientes.
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Las rotaciones se clasifican segun el tipo de actividad que representan, asi se
pueden encontrar: rotaciones agricolas, rotaciones mixtas agricolas-ganaderas,
rotaciones horticolas, rotaciones fruticolas, etc.

Dado el rol fundamental que poseen las rotaciones dentro de los sistemas de
produccion, por su influencia sobre las otras practicas agronémicas de manejo, es
posible considerarla como un subsistema que imprime rasgos distintivos en los recursos
naturales, tecnologicos y socioecondémicos.

En el caso de rotaciones agricolas, las técnicas acompafiantes como labranzas,
fertilizacién y manejo de rastrojos, adquieren gran relevancia. En este sentido, son dos
ias practicas agronomicas que principalmente se conjugan: rotacién y sistema de
labranza. Ambos sistemas interactuando modifican las condiciones fisicas, quimicas y
bioldégicas del suelo (18).

El cultivo de los suelos, ademas de afectar la quimica y estructura del suelo,
reduce la actividad bioldgica debido a la reduccién de los macroagregados que proveen
un importante microhabitat para la actividad microbiana. Hay evidencia indirecta que
sugiere que las enmiendas tales como los abonos animales y verdes, y la diversidad de
plantas (rotaciones de cultivos) pueden ser mas importantes en el mantenimiento de la
actividad y diversidad microbiana que las labranzas conservacionistas en sistemas
monoculturales. Ha aumentado la evidencia de que las rotaciones de cultivos
promueven la productividad de los cultivos por supresién de microorganismos

deletéreos que proliferan bajo monocultivos (19).



23

C. RESIDUOS DE COSECHA:

Una vez realizada la cosecha de un cultivo agricola, quedan sobre la superficie
del terreno los restos (tallos, hojas, partes de los frutos) que no han sido exportados
durante la operacion.

Por muchos afios se ha realizado la practica de quemar los rastrojos, esto
sumado a un excesivo laboreo, ha producido, en diversas regiones del mundo, una
pérdida importante de la materia organica del suelo. La retencion de los residuos de
cosecha y las labranzas reducidas pueden revertir esa tendencia (20). Estos restos
suman generalmente cifras importantes de nutrientes que deberan ser reciclados en el
suelo. Asimismo la posicion de los rastrojos afecta, en diferente magnitud, la dindmica
del agua y la temperatura de los suelos, y consecuentemente, puede afectar la
implantacién de los cultivos (21). Por lo tanto, es necesario conocer las tasas de
descomposicion de los residuos para evaluar el impacto de los mismos sobre el suelo.

Un adecuado manejo de los residuos de cosecha es fundamental para reducir la
erosion producida por las lluvias. Los rastrojos o residuos en superficie reciben
directamente el impacto de la gota de lluvia y proveen resistencia mecénica al flujo de
agua, reduciendo asi la erosidn de las precipitaciones. Con respecto a este tema Brown
y col. comprobaron a través de experiencias realizadas a campo, que para reducir la
erosion es necesario mantener por lo menos una cobertura del 30 % de la superficie, y
que la cantidad de cobertura con rastrojo varia con el tipo de suelo, contenido de
humedad, cultivo empleado y profundidad de la labranza. Por lo tanto es importante la
evaluacion de todos esos factores para proponer programar el manejo de residuos (22).

El efecto de los residuos tiene dos componentes, uno inmediato y otro a largo
plazo. Inmediatamente después de la incorporacidn, el efecto mecéanico del residuo de

cosecha tiene su valor maximo. A partir de este punto comienza el proceso de

s
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descomposicion, que depende fundamentalmente de las condiciones de temperatura y
humedad del suelo. Después de un perfiodo de descomposicion, el material aun puede
ofrecer alguna resistencia mecanica, pero los efectos benéficos de este proceso pueden
producir un aumento de la agregacion del suelo como resultado de la actividad
biolégica (23).

La profundidad de incorporacion de los rastrojos es un aspecto fundamental,
particularmente por su marcada relacion con la actividad bioldgica. Si los restos
vegetales no toman contacto con el suelo no podran ser descompuestos. En diversas
experiencias se ha demostrado que los residuos superficiales se descomponen mas
lentamente que los incorporados al suelo (21) (24). Este efecto podria deberse al mayor
desecamiento y al menor contacto con el suelo de los residuos superficiales. La
incorporacion del rastrojo a menos de 10 cm de profundidad coloca a los restos
vegetales en un medio parcialmente aerobio. En este medio se ve favorecida la
actividad de bacterias y hongos celuloliticos, tendiendo a formarse importantes
cantidades relativas de 4cidos urdnicos, polisacaridos, poliurénidos y quinonas (la
condensacion y polimerizacion de éstas ultimas conduce a la formacién de estructufas
humicas estables). Por lo tanto, un semienterrado parcial facilitara el intercambio
gaseoso, infiltracion del agua y la descomposicion de los restos por la actividad
microbiana. La colocacion de los residuos a mayor profundidad implica su
descomposicién en un medio mas pobre en microorganismos y oxigeno, por lo que el
movimiento de la MO es mas lentq (25).

En general, puede afirmarse que la aerobiosis, junto a una humedad adecuada y
a temperaturas no extremas, favorecen tanto la mineralizaciéon como la humificacion.

Una elevada aireacion y condiciones térmicas y de humedad moderadamente altas

/s
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predisponen a la oxidacion y a la actividad bacteriana aerobia, muy eficaz en la
mineralizacion.
Es también conocido que el picado de rastrojos, al aumentar la superficie de
contacto, permite acelerar los procesos de descomposicion.
| El reciclado de los nutrientes contenidos en los restos es fundamental para la
disponibilidad de los llamados elementos bioldgicos como nitrogeno y azufre. Para que
estos restos puedan ser facilmente descompuestos deben tener una relacion C/N cercana

a la de los microorganismos (11).

D. ENMIENDAS ORGANICAS:

Dentro de esta practica se incluyen por ejemplo, la aplicacion de residuos
vegetales (aserrines y cortezas de plantas lefiosas, mantillo de bosques, hojarascas),
derivados agroindustriales, estiércol, compostes (de residuos domiciliarios, de barros
cloacales) y la incorporacion de abonos verdes.

Desde hace afios, en muchos paises, los residuos organicos acumulados en areas
urbanas se aplican a suelos agricolas, con el objetivo de aumentar la materia organica
de los mismos. La aplicacion de aguas residuales introduce un gran nimero de
microorganismos. Sin embargo, la poblacidn natural del suelo permanece estable; asi
los microorganismos extrafios introducidos al suelo mueren rapidamente. La muerte de
los mismos aumenta el nivel de materia organica asi como el contenido enzimatico.
Numerosos trabajos corroboran el importante rol de los microorganismos y sus enzimas
o productos metabdlicos en la sintesis del humus (26).

La practica de incorporacion de abono verde produce, desde el punto de vista
fisico, un notable beneficio por el aumento de la porosidad del suelo, disminuciéon de

los riesgos de erosion e incremento del ingreso y retencion de agua. La prolongacion de

A
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estos efectos en el tiempo, sin embargo, dependera de si se consigue o no un aumento
en el contenido de materia organica. Una combinacién de graminea-leguminosa seria lo
mds apropiado para ser utilizado como abono verde, ya que permitiria mejorar
simultaneamente las condiciones fisicas y quimicas del suelo.

Luego del agregado de abonos verdes se verifica un incremento en la poblacién
microbiana, coincidente con cambios en el nitrogeno mineral, que alcanza el maximo
una o dos semanas luego de la incorporacién. Se han empleado varios parametros como
indices de la actividad bioldgica del suelo, segin Frioni (27) los que mejor ponen en
evidencia la respuesta de la microbiota ante los distintos tratamientos organicos, fueron
los que reflejaron actividades globales como actividad deshidrogenasa vy

desprendimiento de COs.

E. FERTILIZACION:

La aplicacion de un fertilizante quimico tiene por finalidad corregir el déficit de
uno o mas nutrientes en el suelo, a los fines de asegurar una adecuada nutricion a las
plantas.

Casi cualquier fertilizante puede causar inhibicion local de la actividad
microbiana por estrés osmoético. Inyecciones de amonio anhidro o acuoso producen
concentraciones biocidas de amonio en el centro de la zona de inyeccion. La aplicacion
de urea también puede producir concentraciones de amonio que son biocidas para los
organismos del suelo (16). Amebrant y col. comprobaron una disminuciéon en la
actividad y biomasa microbianas en bosques de coniferas ante la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados (28).

A largo plazo la adicion de fertilizantes inorganicos puede aumentar la actividad

bioldgica del suelo, a causa de un incremento de la produccién de biomasa de la planta,

Y4
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cuya incorporacion estimula la actividad bioldgica del suelo. A la inversa, se sugiere
que repetidas aplicaciones de fertilizantes inorganicos, en lapsos cortos pueden
suprimir la produccién de ciertos enzimas del suelo que estan involucrados en el

ciclado de un nutriente dado (11).

F. BIOCIDAS:

Los herbicidas e insecticidas foliares aplicados a campo que alcanzan en el
suelo una concentracion suficiente, causan una injuria directa a los organismos del
suelo.

El mayor disturbio a la biota del suelo es producido por los fungicidas,
fumigantes y otros tipos de quimicos para erradicar organismos determinados. Posterior
a su aplicacion hay cominmente una depresion en la tasa de respiracion del suelo por
una o varias semanas (16).

Se ha estudiado la poblacion fingica de suelos cultivados orgdnicamente
(definidos como sistemas de produccion en los cuales se evita el uso de fertilizantes,
pesticidas y otros aditivos quimicos) comparandola con la micota de sistemas de cultivo
convencionales. El resultado de esos estudios indica la presencia de mas propagulos
fingicos en suelos cultivados organicamente que en los sistemas convencionales. Los
resultados también sugieren que los suelos cultivados organicamente tienen mayor
diversidad fingica y mayor potencial para la descomposicién de la materia orgénica,

como la celulosa (29) (30) (31).
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I-3-HONGOS CELULOLITICOS:

I-3-1-CELULOSA:

- La celulosa comprende cerca del 40-50 % de la pared celular de las plantas
maduras y es asi el polisacarido simple mas importante, disponible a los hongos en un
amplio rango de ambientes. Como la mayor parte de la vegetacion agregada al suelo es
celulosa, la descomposiciéon de este carbohidrato tiene un significado especial en el
ciclo biolégico del carbono. El contenido de celulosa de las plantas superiores es
variado, y su concentracion cambia con la edad y tipo de planta. Este carbohidrato es
especialmente abundante en sustancias lefiosas, paja, rastrojo y hojarasca.

La celulosa es un polimero lineal compuesto de hasta 14000 unidades de
anhidroglucosa en la configuracion silla, interconectadas por enlaces glucosidicos f-
1,4. Ya que las moléculas de glucosa adyacentes se alternan por 180° en su orientacion,
la unidad repetitiva basica es la celobiosa. Los enlaces de H soportan cada unién
glucosidica, manteniendo la rigidez de la molécula de celulosa. Si se rompen los
enlaces glucosidicos, los enlaces de H pueden mantener la configuraciéon espacial lo
suficiente, como para que el enlace glucosidico se restablezca (32).

La estructura de la celulosa nativa es compleja, ya que regiones altamente
cristalinas estin conectadas por regiones amorfas menos organizadas. Las fibrillas se
unen entre si para formar microfibrillas con dimensiones transversales de 5-30 nm, que
constituyen la celulosa cristalina. Las cadenas se mantienen juntas por enlaces de H y
fuerzas de Van der Waals, las cuales tienen el efecto de excluir el acceso de los
enzimas celulasas a las regiones centrales de las cadenas de celulosa (33). En general se
acepta que alrededor del 85% de la celulosa estd dispuesta en estructuras cristalinas y el

15% restante en configuraciones mas amorfas. Las microfibrillas estdn embebidas en

It
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una matriz de otros polisacaridos y lignina, constituyendo asi la rigida e inerte pared

celular de las plantas (32).

1-3-2-HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA CELULOSA:

La hidrolisis enzimatica de la celulosa es un proceso complejo que requiere la
participacion de diversas proteinas enzimaticas secretadas por microorganismos.

Hay tres grupos principales de enzimas celuloliticos producidos por los hongos:

1)-Endoglucanasas (1,4-B-Dglucan 4-glucanohidrolasas), que actian al azar
sobre la cadena celuldsica y producen una disminucion del grado de polimerizacion.
Actuan principalmente sobre la celulosa amorfa.

2)-Exoglucanasas,  representadas por dos  grupos: 1,4-B-D-glucan
celobiohidrolasas y 1,4-B-D-glucan glucohidrolasas, que liberan respectivamente
celobiosa y glucosa, algunas clases de exoglucanasas a partir de extremos no reductores
y otras a partir de extremos reductores (34). Actian sobre las regiones tanto amorfa
como cristalina de la celulosa (35).

3)-Celobiasas (B-D-glucosido glucohidrolasas), pertenecientes al grupo mas
amplio de las beta-glucosidasas, que clivan al dimero celobiosa en dos moléculas de

glucosas.

En la figura N°1 se presenta una representacion esquematica del modo de accion

de celulasas fuingicas sobre celulosa propuesta por Sharrock (33).

yis
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En conjunto estos enzimas se denominan “celulasa” o mdas precisamente

“complejo celulasa”.

Las exoglucanasas se presentan en forma mas restringida, porque varios hongos

pueden producir endoenzimas y celobiasas, pero muchos menos pueden producir

exoenzimas y degradar las formas altamente cristalinas de la celulosa; entre estos

hongos se incluye por ejemplo: Trichoderma spp y Chaetomium spp. (36).

Como vemos un polimero simple como la celulosa, que consiste de un solo tipo

de unidades, con un solo tipo de enlace, requiere la accion de un complejo enzimatico

para su completa degradacion y utilizacioén por los hongos.

1-3-3-CARACTERISTICAS DEL COMPLEJO CELULASA:

Los enzimas del complejo celulasa presentan ciertas caracteristicas importantes:

1. Todas las celulasas flngicas estudiadas pueden

existir en una

multiplicidad de isoenzimas (37) (38). El nimero real de componentes varia con la

cepa y la forma en que ¢sta ha sido cultivada (37) (39). Las celulasas son

glicoproteinas, las glucan celobiohidrolasas presentan la

misma fraccion

polipeptidica y difieren solo en su porcion carbohidrato (sus pesos moleculares
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varian entre.50000 y 65000). En contraste las endoglucanasas difieren tanto en la
porcion polipeptidica como en la de carbohidrato de la molécula (sus pesos
moleculares varian entre 11000 y 65000) (33). Al presentar los isoenzimas distintos
pesos moleculares, esto puede variar su movilidad en la pared celular de la planta.

2. Celulasas son enzimas inducibles mas que constitutivos. Se forman
solamente en la presencia de su sustrato. Ahora bien, como un material insoluble
como la celulosa puede actuar como un inductor cuando no puede entrar a la célula.
Se considera que pequefias cantidades de celulasas (particularmente
celobiohidrolasas) son producidas constitutivamente, y cuando esos enzimas actuan
sobre celulosa ellos liberan moléculas pequefias como celobiosa que actuan como
inductores. En el sistema celulasa de Trichoderma reesei, Kubicek y col. estudiaron
el mecanismo de inicio de la sintesis del complejo enzimatico. Presentaron
evidencia de la presencia de una $-diglucésido permeasa con muy alta afinidad por
la celobiosa y que por lo tanto puede competir exitosamente con una B-glucosidasa

constitutiva extracelular. Debido a la baja actividad de la permeasa, la situacién se

‘revierte a altas concentraciones de celobiosa. Por lo tanto la entrada de celobiosa a

la célula es preferida a la hidrélisis cuando su concentracion es muy baja (40).

3. La sintesis de celulasa es reprimida por altos niveles de glucosa, u otros
azucares facilmente metabolizables. Este fenomeno se denomina represion por
catabolito. Por lo tanto las celulasas son producidas solo cuando las células
necesitan utilizar celulosa porque otros sustratos facilmente utilizables estan
exhaustos.

4. Celobiosa actia como inhibidor competitivo de endo y exoglucanasas

por union al sitio activo del enzima.
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5. Frecuentemente se ha informado acerca del sinergismo entre los enzimas
involucrados en la hidrolisis de la celulosa nativa (41) (42) (43). El sinergismo es
un efecto cooperativo, que hace que una reaccion catalizada por una combinacién
de enzimas, transcurra a una velocidad que excede la suma de las velocidades
iﬁdividuales de las reacciones catalizadas por los enzimas actuando aislados. El
sinergismo de celulasas se puede clasificar en dos grandes grupos: sinergismo entre
endocelulasas y exocelulasas (44) (45), y sinergismo entre diferentes exocelulasas
(46). La hipétesis mas ampliamente aceptada con respecto al sinergismo endo-exo,
es que las endoglucanasas inician el ataque por clivaje de las cadenas de celulosa al
azar, creando extremos de cadenas expuestos, a partir de los cuales las
exocelobiohidrolasas remueven sucesivas unidades de celobiosa (47). Con respecto

al sinergismo exo-exo, Barr y col. consideran que es causado por dos diferentes

clases de exocelulasas, que exponen nuevos sitios de hidrélisis para el otro enzima,

con un enzima atacando los extremos reductores y el otro actuando sobre los
extremos no reductores (34). También se ha demostrado sinergismo cruzado entre
celulasas de diferentes microorganismos (42) (47) (48). Esto sugiere que son
necesarias varias actividades distintas para degradar la celulosa eficientemente, y
que diferentes organismos producen celulasas que tienen algunas o todas esas
actividades (34) (49).

6. La mayoria de los organismos celuloliticos contienen varios genes de
celulasas, por lo cual es dificil aislar mutaciones en ellos. Muchos genes diferentes
de celulasas han sido clonados a partir de varias especies de bacterias y hongos.
Mas de 70 genes de celulasas se han secuenciado, y una comparacion de esas
secuencias muestra que las regiones que codifican para los dominios cataliticos se

pueden agrupar en 7 familias, dentro de cada una de ellas todos sus miembros



33

muestran similitudes. A su vez se ha comprobado que las estructuras
tridimensionales de todos los miembros de una familia de celulasas son bastante
‘similares en su patrén global de plegamiento polipeptidico, aunque hay
significativas diferencias en lo que se refiere a las propiedades especificas de cada
eﬁzima. A su vez las estructuras de enzimas de distintas familias muestran pocas
similitudes. Una propiedad que parece ser constante entre los miembros de una
dada familia es la estereoquimica del clivaje. Algunas celulasas invierten la
conformacion de la unién glucosidica durante el clivaje, mientras otras mantienen la
conformacion B en el producto (50).

7. Interesa conocer el rol del sitio de unién a la celulosa en la funcién
celulasa. Esos dominios estan presentes en muchas celulasas bacterianas y fingicas,
y puedén encontrarse ya sea en el extremo N-terminal o C-terminal del dominio
catalitico. Parece ser que el dominio de unién de una celulasa no solo une el enzima
a la celulosa, sino que también ayuda a romper interacciones entre moléculas de
celulosa, que la hacen resistente a la digestion (44). Esto probablemente explica por
qué las celulasas que no tienen dominio de unidn, tienen poca actividad sobre

celulosa cristalina (51).

I-3-4-CELULOLISIS EN LA NATURALEZA:

Hay otros factores que influyen en la celulolisis producida en la naturaleza.

En la mineralizacion de la celulosa existe una serie de dificultades, por ser un
material no soluble, es necesario considerar ciertos requerimientos previos a su
degradacion. Se ha sugerido que las regiones cristalinas de la celulosa son menos
susceptibles a la hidrélisis que las regiones amorfas (52), incluso varios autores

reportaron una correlacion lineal entre el grado de cristalinidad de la celulosa y la
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degradacién enzimética de varios sustratos pretratados. Sin embargo, otros autores
sugieren que el caricter amorfo de la celulosa no es en si la causa de su mayor
digestibilidad, y que el aumento de la superficie de la celulosa disponible a las
moléculas enzimaticas puede ser de mayor importancia (53). El curso de la
solubilizacién enzimatica de material celul6sico depende por lo tanto, de la superficie
de poros accesible a los enzimas en el sustrato. Ademas, solo pocos componentes de
celulasas tienen bajo peso molecular, como para difundir dentro de los pequefios poros
inaccesibles al complejo entero de enzimas, la velocidad de solubilizacién esta
disminuida a causa de la reduccion del movimiento molecular y de la accién sinérgica.
Sin embargo cuando la velocidad de solubilizacion es alta por el aumento de los
grandes poros accesibles, la probabilidad de accion catalitica enzimatica aumenta, y la
influencia de la difusion en los pequefios poros es insignificante (54).

Con celulosa nativa ha de tenerse en cuenta la dificultad degradativa surgida de
la existencia de polimeros asociados (lignina, hemicelulosa y peptina) (55) (56). Por lo
tanto los organismos necesitan adoptar las siguientes estrategias:

e Capacidad para producir, ademas de celulasas, peptinasas, hemicelulasas
y fenolasas.

e Acceder a las barreras fisicas impuestas por los constituyentes de la
pared vegetal.

o (Capacidad para resistir a la accion fungiéida ejercida por los
componentes fendlicos durante la degradacion de la lignina.

e Capacidad para cooperar dentro de una comunidad de microorganismos
actuando de forma sinérgica, es decir mediante los llamados “esfuerzos

combinados”.
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Algunos hongos pueden producir el sistema celulolitico completo, pero muchas
bacterias son incapaces de degradar celulosas nativas, aunque si sean activas frente a
celulosas solubles o pretratadas.

Hay especies que producen f-glucosidasas y no secretan exo o endoglucanasas,

por lo que no pueden considerarse como “celuloliticos” aunque sean proliferantes sobre

productos de celulolisis.

1-3-5-FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CELULOLISIS:

La velocidad a la cual la celulosa es metabolizada esta influenciada por una
serie de factores ambientales, y las variaciones de las caracteristicas fisicas y quimicas
del suelo produciran diferentes capacidades celuloliticas. Los principales factores
ambientales que afectan la transformacion de la celulosa son el nivel de nitrogeno
disponible, temperatura, aireacién, humedad, pH y la presencia de otros carbohidratos.
Las modificaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas del habitat pueden alterar

ya sea la composicion de la microflora o la actividad de los organismos individuales

(5).

1-3-6-MICROORGANISMOS CELULOLITICOS:

Entre las especies que utilizan celulosa hay Bacterias, microhongos
filamentosos, basidiomicetos y actinomicetos.

Rhee y col. (57) estimaron la contribucion relativa realizada por bacterias y
hongos a la actividad celulasa del suelo. Ellos midieron la actividad carboximetil-
celulasa total y encontraron que la proporcion entre este enzima de origen fungico y

bacteriano fue 6/1 en suelo de bosques de hojas caducas.
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Los hongos son los principales responsables de la descomposicion de materiales
vegetales sobre suelo de bosques (10).

Un grupo diverso de hongos utiliza celulosa como fuente de carbono y energia.
Tratando el suelo con celulosa hay un aumento significativo en el nimero de hongos.
Las éspecies fuertemente celuloliticas pertenecen a los géneros: Alternaria,
Aspergillus, Chaetomium, Curvularia, Fusarium, Mpyrothecium, Penicillium,
Rhizopus, Trichoderma y Verticillium. Se ha propuesto que los hongos son los
principales agentes en la degradacion de la celulosa en suelos himedos, mientras que
las bacterias tienen gran importancia en suelos semidridos. Efectivamente muchos
hongos son capaces de descomponer la celulosa, en contraste con las bacterias, un
grupo en el cual la presencia de los enzimas necesarios es relativamente rara (5).

Un factor que determina la composicion de la microbiota aerébica y mesofilica
que descompone la celulosa es el pH del ambiente. En hébitats 4cidos los hongos son
activos, mientras que a pH superior a 6,0 los hongos y las bacterias son los organismos
responsables de la reaccion. En consecuencia, la adicion del polisacérido puro o de
residuos de cosecha celulésicos a suelos con pH mayor que 6,0 da como resultado un
marcado incremento en la abundancia de hongos y bacterias. En suelos aireados con
altas concentraciones de iones hidrégeno, solo los hongos filamentosos responden a
tales tratamientos.

Los restos vegetales como la paja, con un alto contenido en celulosa, son
descompuestos en el suelo por una mezcla de poblaciones microbianas, donde pueden
ocurrir muchas interacciones, que influyen en la velocidad de descomposicion y la
estructura de la comunidad de las poblaciones involucradas (58). Las comunidades
celuloliticas incluyen miembros no celuloliticos, los cuales son capaces de interceptar

los productos de las celulasas. Es necesario obtener mas informacion para clarificar el
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rol de todos los microorganismos involucrados en la descomposicion de la paja, bajo
condiciones normales en el suelo.

En trabajos relacionados al tema (59) (60), nos interesé conocer la dindmica de
estas poblaciones fungicas celuloliticas, en suelos cultivables tratados con diversos
herbic»idas, pre y post emergentes a través del ciclo de cultivo de trigo. Para varios de
esos- biocidas, se observé un efecto depresivo sobre la capacidad colonizante de la
micota total y celulolitica. Este efecto estd considerado como critico o de alto riesgo
para la recuperacidn de la estructura y diversidad de las comunidades fungicas edaficas.

Ademas encontramos que las especies celuloliticas aisladas varian
marcadamente durante todo el tiempo de las experiencias en los suelos tratados con
respecto a los testigos (61).

Estos cambios son indices también de modificaciones bioquimicas en las
poblaciones celuloliticas, de acuerdo a la capacidad enzimatica que puede desarrollar el
complejo celulasa, comprobandose en algunas especies estudiadas una disminucion de
la celulolisis de las cepas aisladas de suelos tratados (62). Esto podria interpretarse
como un efecto selectivo o mutagénico del herbicida, con alteracion del metabolismo
celulolitico, lo que reviste especial importancia, dado el rol de la micota celulolitica en
el ciclo biolégico del carbono.

Otro aspecto de interés agricola es la incorporacion de enmiendas organicas y/o
fertilizantes a los suelos. En este sentido hemos realizado una experiencia donde se
combinaron, la introduccion de abonos verdes con fertilizantes, para observar el efecto
sobre la comunidad fungica. Se comprobd que algunos de dichos tratamientos fueron
estimulantes de la micota total y celulolitica (63), lo que plantea el interés por el
conocimiento de la capacidad celulolitica de los hongos aislados a partir de estos

suelos.
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I-4-HONGOS QUERATINOLITICOS:

En la biodegradacion del material queratinoso integrado a los suelos, participan
una variedad de microorganismos, principalmente hongos y bacterias. La queratina es
degradable por algunas especies de hongos sapréfitos y parésitos, actinomicetos y
algunas cepas de Bacillus. Las especies fiingicas capaces de degradar las queratinas son
conocidas como queratinoliticas. Este es un grupo funcional que no ha sido estudiado
con detenimiento, si tenemos en cuenta la importancia que poseen en el reciclado de

fuentes nitrogenadas a partir de sustratos muy dificilmente degradables.

1-4-1-QUERATINAS:

Las queratinas son proteinas insolubles de los animales, derivadas de las células
del ectodermo (piel). Estan incluidas en ellas elementos proteicos estructurales de la
piel (el cuero es casi queratina pura), asi como los derivados biolégicos del ectodermo,
tales como el pelo, las escamas, las plumas, las pezufias, las ufias y los cueros.

Hay dos clases de queratinas, las o y las B queratinas. Las a queratinas, que son
relativamente ricas en restos de cistina, contienen por lo tanto, muchos puentes
transversales disulfuro; ademds poseen la mayor parte de los aminoécidos corrientes.
Entre las o queratinas se encuentran las proteinas duras y quebradizas de los cueros y
de las ufias, que poseen un alto contenido de cistina (hasta un‘22%) y las queratinas

mas blandas y flexibles de la piel, el pelo y la lana que poseen alrededor del 10 al 14%

de cistina (64)

ye
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I-4-2-DEGRADACION DE LAS QUERATINAS:

Los microorganismos queratinoliticos ejercen su accién especifica sobre las
queratinas a través de proteasas llamadas queratinasas, se sabe que algunas de ellas son
extracelulares (65) (66) y otras estan ligadas a la célula (67). Estos enzimas tienen la
capacidad de actuar sobre un sustrato compacto, como las queratinas, mejor que otros
enzimas proteoliticos, esto distingue a las queratinasas de otras proteasas y peptidasas
(68).

Aun no se conoce con exactitud el mecanismo de accion de las queratinasas,
pero hay evidencia sobre la probable existencia de los siguientes procesos:

1. Queratinolisis mecanica:

Este mecanismo se aplica sdlo a los hongos y otros microorganismos que
producen m.icelio. La queratinolisis mecanica se interpreta como la degradacion de las
queratinas como resultado de la presion micelial y/o penetracién del sustrato
queratinoso. El micelio fiingico crece y genera elongaciones que presionan el sustrato
compacto.

Se presume que la queratinolisis mecénica precede a la hidrélisis enzimatica.
También se puede sugerir una accion simultanea entre hidrélisis mecanica y enziméatica
después del proceso inicial (68).

2. Sulfitolisis: ‘

Hay evidencias de que se reducen los enlaces disulfuro por sulfitos liberados por
los microorganismos al medio (69) (70), en medio neutro y alcalino el sulfito rompe los
enlaces disulfuro de cistina liberando cisteina y S-sulfocisteina:

cySScy + SO3 — cyS™ + c¢ySSO;”

La reaccion también tiene lugar con residuos cistina en péptidos y proteinas.

Como los hongos queratinoliticos son capaces de producir sulfito cuando crecen sobre

s
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queratina, los enlaces disulfuro del sustrato pueden ser clivados por esta via. La
queratina desnaturalizada por sulfitdlisis es facilmente digerible por el hongo (71) (72).

Se puede asi determinar en el medio de desarrollo, la presencia de sulfitos,
cisteina, S-sulfocisteina y sulfatos libres o conjugados a proteinas, como producto de la
oxidaéién de esos compuestos (73) (74).

3. Protedlisis:

Posteriormente se produce la accién proteolitica de las queratinasas. Es probable
que la protedlisis y la sulfitolisis se estimulen mutuamente.

Se ha comprobado que esos hongos queratinoliticos pueden usar las queratinas
como unica fuente de carbono, nitrégeno (75) y azufre (76).

Se considera que queratinasa es un enzima inducible por la presencia de
queratinas. Meevootisom y Niederpruem encontraron que glucosa (0,5%) fue represiva
para la formacion de proteasa por Trichophyton mentagrophytes, Microsporum
gypseum y Trichophyton rubrum cultivados dos semanas en caldo sales-queratinas
(77). Trabajando con Trichophyton simii, Singh (78) encontré que azlicares exdgenos
suprimieron la produccidn de queratinasa en el siguiente orden decreciente: glucosa >
manosa > maltosa > arabinosa > fructosa. Malviya y col. observaron ademas que la
actividad queratinasa no fue reprimida en un medio con queratina y suplementado con
glucosa, amonio o sulfato (76).

Siesenop y col. encontraron que diferentes variedades de Trichophyton

mentagrophytes pueden producir distintas queratinasas (79).
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1-4-3-ESPECIES DE HONGOS QUERATINOLITICOS:

Los hongos que degradan las queratinas son bastante ubicuos en la naturaleza,
aunque preferencialmente (obligatoria o facultativamente) se encuentran en sustratos
queratinosos.

Algunos de estos hongos son potencialmente patdégenos para el hombre y los
animales, siendo capaces de parasitar precisamente tejidos queratinizados o sus
apéndices.

Existen numerosos trabajos de aislamiento de hongos queratinoliticos en todo el
mundo, probablemente debido a su proliferacion en una amplia variedad de suelos, y
especialmente desde que Vanbreuseghem diera a conocer sus estudios en 1952,
relacionadqs a aislamientos de este grupo fungico, mediante el empleo del método del
anzuelo queratinoso (80).

Las especies de hongos queratinoliticos geofilicos mas frecuentemente aisladas
son: Microsporum gypseum, M. fulvum, M. nanum, M. cookei, Trichphyton terrestre
y TI. ajelloi (81) (82). También se hallaron especies pertenecientes a los géneros:
Chrysosporium, Myceliophthora y Arthroderma (83) (84), y otras especies de
Trichophyton como T. mentagrophytes, T. equinum y T. soudanense (85). En
espacios abiertos de la ciudad de Rosario se aislaron las siguientes especies: M.
gypseum, M. canis, M. cookei, Arthroderma uncinatum, T. ajelloi, Chrysosporium
keratinofilum, C. parvum 'y Chrysosporium spp (86).

En lo que hace a la distribucion geografica: M. gypseum se ha encontrado en

- todos los continentes, su crecimiento es 6ptimo en suelos subtropicales y tropicales. T.

ajelloi también se ha hallado en todos los continentes, pero en regiones mas templadas
donde su porcentaje es mayor que el anterior. T. terrestre no ha aparecido en Africa,

por ejemplo, y prospera mejor en suelos subtropicales y templados. Por su parte M.
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cookei, si bien se ha aislado en todos los continentes, parece tener mayor prevalencia en
Europa y América del Norte (81).
Durante varios afios hemos realizado investigaciones sobre distintos aspectos
ecologicos y fisioldgicos de hongos queratinoliticos geofilicos. Como por ejemplo el
efecto}sobre este grupo fingico de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (87) y del
aporte de distintos sustratos queratinosos (88). Comprobandose que la materia organica,
el pH y el tipo de sustrato tienen gran importancia en el aislamiento de los hongos
queratinoliticos.
Trabajando con suelos agricolas se encontr6 la dominancia de T. ajelloi en un
alto porcentaje de muestras, siguiendo en orden de frecuencia los aislamientos de M.
gypseum'y Chrysosporium spp. (63) (59).
Ademas se estudid el efecto de diversos herbicidas sobre éstas cepas en
experiencias realizadas a campo e in vitro. Observamos los siguientes resultados:
1. Efecto depresivo sobre la viabilidad de determinadas especies (89).
2. Seleccion de cepas con alteraciones metabolicas como la capacidad de
utilizacién de sustancias hidrocarbonadas y nitrogenadas (89), y de la
actividad queratinolitica (90).

3. Alteracion significativa de los procesos de germinacién y crecimiento por
los herbicidas in vitro (91).

4. Aparicion de cepas queratinoliticas resistentes a la accién de ciertos
herbicidas (92).

5. Alteracion de la patogenicidad (93).

A su vez las variaciones observadas en el comportamiento bioquimico y
fisiologico de estas cepas frente a los herbicidas, remarcan una vez mas las

implicancias que el uso intensivo de los biocidas vegetales tiene sobre el equilibrio de

YA
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la micota geofilica queratinolitica, al producir alteraciones en la disponibilidad de los

nutrientes, y por lo tanto, importantes cambios en la interrelacion con la microbiota

- acompaifiante.

I-5-OBJETIVOS:

Por la importancia que tienen los hongos del suelo en los procesos de reciclado

de nutrientes, y el impacto que dicha funcion posee sobre la fertilidad edafica, es de

interés conocer las modificaciones que se producen sobre los grupos funcionales

fungicos y su actividad biologica ante el agregado de fertilizantes y residuos de

cosecha, y como dichas variaciones influyen en la productividad de los suelos. Por todo

ello en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1.

Examinar la influencia de la aplicacion de fertilizantes sobre la micota total,
celulolitica y queratinolitica de parcelas de suelo cultivable.

Evaluar los efectos de distintas practicas de manejo de suelos agricolas, con
retencion de residuos de cosecha, sobre la dinamica de esas poblaciones
fingicas.

Relacionar las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos con la micota
celulolitica aislada de los mismos.

Estudiar in vitro la capacidad enzimitica celulolitica de las cepas mas
frecuentemente aisladas, relacionandola con los tratamientos realizados.
Relacionar la actividad de estos grupos funcionales fiingicos con la
productividad del suelo.

Evaluar la posibilidad de utilizar los resultados obtenidos en programas de

conservacion de suelos agricolas.
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Con el fin de cumplir con los objetivos enunciados se emplearon dos ensayos:

1. Para estudiar el efecto de la aplicacion de fertilizante en un sistema de labranza

- convencional, sobre los hongos celuloliticos y queratinoliticos del suelo.

2. Para estudiar el efecto de los sistemas de labranza en la incorporacién de los
residuos de cosecha y la dindmica de las poblaciones fiingicas celuloliticas asociadas a

los mismos, como asi también los hongos celuloliticos y queratinoliticos de suelo.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS:

ANOVA analisis de la variancia.

AEM Agar Extracto de Malta.

AGS Agar Sabouraud Glucosa.

APD Agar Papa Dextrosa.

APS Agar Papa Sacarosa.

B bloque.

CC capacidad de campo.

CF con fertilizante.

CMC carboximetilcelulosa.

CYA Apgar Czapek extracto de levadura.
D densidad relativa.

DCA Analisis de correspondencia detendenciado.
F frecuencia.

FD frente de desarrollo.

FH frente de hidrdlisis.

G25N Agar Nitrato Glicerol.

HR humedad relativa.

HSC habilidad saprofitica competitiva.
LC sistema de labranza combinada.
LV labranza vertical.

LSD least significant difference.

MC micota celulolitica.
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Agar Extracto de Malta (empleado en la identificacion de

especies de Penicillium).

MO

MT
| M-T/S
M-T/S-S
NMS
PMP

PR

PST

Rot.-
SD
SF
T/S

UFC/gr.

materia organica.

micota total.

maiz-trigo/soja.
maiz-trigo/soja-soja.
non-metric Multidimensional Scaling,
punto de marchitez permanente.
peso del rastrojo.

peso total de suelo con rastrojo.
rastrojo.

Rotacion.

siembra directa.

sin fertilizante.

trigo/soja.

unidades formadoras de colonias por gramo.
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II-MATERIALES Y METODOS:

II-1-EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA
MICOTA DE LOS SUELOS:

II-1-1-SUELO, DISENO EXPERIMENTAL Y MUESTREO:

Se emplearon parcelas correspondientes a la Estacion Experimental del Instituto
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Oliveros, provincia de Santa Fe. Se trata de un
suelo Argiudol Acuico serie Maciel (22.5% de arcilla, 74% de limo y 3.2% de arena).

Se empled un sistema de labranza convencional, utilizando arado de rejas y
vertedera.

La aplicacion del fertilizante se efectué con 50 kg de nitrogeno como urea
(46%), en el momento de la siembra de trigo y maiz. Las parcelas fueron sometidas a
dichos tratamientos durante un periodo de 12 afios.

El disefio estadistico es el de bloques completos aleatorizados con tres
repeticiones y dos factores en estudio:

1. Las rotaciones de cultivo a dos niveles: rotacién maiz (Zea mays L.)-trigo

(Triticum aestivum L.)/soja (Glycine max L.) (M-T/S) y rotacién trigo/soja
(T/S).
2. El tratamiento con fertilizante a dos niveles: con y sin aplicacion de urea.

Las muestras de suelo fueron tomadas con un horadador hasta 15 cm de

| profundidad en el mes de setiembre de 1992. Cada muestra compuesta de 20

submuestras de cada subparcela.
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Se determind peso seco del suelo por calentamiento a 100°C hasta peso

constante.

1I-1-2-ESTUDIO DE HONGOS DEL SUELO:

Con cada muestra de suelo, previo tamizado por malla de 2 mm, se procedié a
realizar, por duplicado, las siguientes determinaciones:

a) Recuento total de colonias fiingicas:

Se empleo la técnica de dilucidn en placa. A partir de una suspension al 10% de
la muestra homogeneizada en agitador a 120 r.p.m. durante 10 minutos, se realizaron
diluciones hasta 10, con las que se obtuvo un numero representativo de colonias por
caja de cultivo (entre 30 y 100 colonias). Un ml de esas diluciones se sembrd por
dupiicado eh 10 ml de Agar Papa Dextrosa (APD Apéndice I pag. 170), adicionado de
0,1 ml de colorante Rosa de Bengala (Leipzig Germany) 1:150 (como agente
bacteriostatico y con capacidad para reducir el didmetro de las colonias fungicas) (94) y
0,1 ml de cloranfenicol (Merck) 50 pg/ml (como agente bactericida). Las placas se
incubaron durante 5 dias a 28°C. El recuento de las colonias se expresé como niimero
de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (UFC/gr.).

b) Recuento de colonias celuloliticas:

Tal determinacion se realizd empleando el medio de cultivo propuesto por
Eggins (95) modificado (63). Un ml de las diluciones realizadas para el recuento de

colonias de la micota total se sembro6 en 10 ml del medio agar-sales-celulosa (Apéndice

I pag 170), adicionando 0,1 ml de colorante Rosa de Bengala 1:150 y 0,1 ml de

cloranfenicol 50 pg/ml. Las cepas celuloliticas desarrolladas se aislaron en APD.

c¢) Aislamiento de cepas queratinoliticas:
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Se aplicé la técnica de cultivo en placas de Petri sobre anzuelo queratinoso (80).
El suelo se distribuy6 en las placas formando una capa de aproximadamente 5 mm de
espesor; sobre la superficie libre se repartieron fragmentos de pelos de crines de

caballo, esterilizados en autoclave a una atmdsfera durante una hora. Las siembras se

‘incubaron a temperatura ambiente y fueron humectadas con agua estéril. Durante 30

dias, se controlo el desarrollo de las colonias queratinoliticas, que se repicaron en
medio Agar Sabouraud Glucosa (Apéndice I pag 170) para su posterior identificacién.

d) Clasificacion de las cepas celuloliticas y queratinoliticas:

La identificacion taxondmica de los hongos aislados se baso en la observacion
de las caracteristicas macro y micromorfoldgicas, de acuerdo a los siguientes autores:
Domsch (96) para hongos del suelo en general y Raper y Fennell (97), Booth (98) y
Rifai (99) para los géneros Aspergillus, Fusarium y Trichoderma respectivamente.
Para la clasificacion de los hongos queratinoliticos se emplearon las claves de Van
Orschot (100) y Hoog y Guarro (101).

Una vez identificados los hongos aislados se calcularon la densidad relativa y la
frecuencia de aparicién de los mismos (102):

Densidad relativa = N° de propagulos del hongo estudiado x 100
N° total de propagulos

Frecuencia = N° de muestras en que aparece el hongo
N° de total de muestras analizadas

II-1-3-DETERMINACIONES QUIMICAS:

Se determinaron: nitrégeno total organico por el método de Kjeldahl-Nessler,
materia orgénica por el método de digestion humeda de Black y pH con potenciémetro
(1:2,5). Todas estas determinaciones fueron realizadas por el laboratorio de quimica del

INTA de Oliveros.
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11-1-4-ANALISIS ESTADISTICO:

Las variables estudiadas fueron: nimero de UFC de la micota total por gr. de

suelo y numero de U.F.C. de la micota celulolitica por gr. de suelo. Se emple6 en
ambos casos variable transformada y=vx (103). Se realizé anélisis de la variancia

(ANOVA) con dos factores en estudio: rotacion de cultivo y fertilizacion a dos niveles
cada uno. Ademas se efectuaron pruebas de comparaciones multiples (Scheffe o LSD)
utilizando un nivel de significacion del 5 %.

Para estudiar la distribucion de las especies y géneros fungicos, con relacion a
los tratamientos empleados, se aplicé el analisis de componentes principales (PCA)
usando matriz de variancia-covariancia y clasificando de acuerdo a la técnica de
variancia minima por el método de Ward, empleando la distancia euclidia como medida
de disparidad, con el programa PC-ORD'. El mismo analisis se empleé para estudiar la
relacion entre las muestras.sobre la base de las caracteristicas quimicas de los suelos.

La diversidad para cada tratamiento se estimé con el indice de Shannon-Weaver
(104). Las diferencias entre los mismos se compard usando la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis.

1. McCune, B.; Mefford, M. J. (1995) PC-ORD. Multivariate Analysis of Ecological Data, Version 2.0.
MjM Software Design, Gleneden Beach, Oregon, USA.
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II-2-DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA
EN RESIDUOS DE COSECHA Y SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE
LABRANZA:

11-2-1-SUELO Y DISENO EXPERIMENTAL:

Se utiliz6 una parcela destinada a manejo de tierras ubicada en el campo
experimental José¢ Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias, en la localidad de
Zavalla, 33° latitud sur (Provincia de Santa Fe, Argentina) de clima templado humedo,
sobre un suelo serie Roldan que ha sido clasificado como un Argiudol Vértico, familia
fina, illitica, térmica segin el “Soil Taxonomy”. Las principales caracteristicas del
suelo en el horizonte A;; (de 0 a 15 cm de profundidad) son: arcilla: 23,7 %; limo: 74,1
%; arena: 2,2 %; materia organica: 3,27 %; carbono organico: 1,90 %, nitrégeno total:
0,223 %; re‘lacién C/N: 9 y pH en agua (1:2,5): 5,9.

La serie Roldan es un suelo con buena aptitud para la labranza, fértil, adecuada
capacidad de intercambio cationico, y aunque algo insuficientemente provisto de MO
(debido al intenso laboreo a que ha sido sometido), es apto para la produccion de
numerosos cultivos anuales y pasturas polifiticas

Los cultivos se iniciaron en julio de 1993, sobre parcelas que fueron cultivadas
previamente durante seis afios bajo un sistema de labranza convencional. El disefio
estadistico es de bloques completos aleatorizados y tres repetif:iones (cada subparcela
mide 5 m x 10 m). En ¢él se incluyen tres tratamientos: 1) labranza vertical (L'V) labor
primaria con cincel; 2) siembra directa (SD) y 3) sistema de labranza combinada (LC)
sie¥nbra directa de cultivos estivales, labor primaria de cultivos invernales con arado de
rejas y vertedera. Las parcelas bajo labranza vertical fueron aradas con cincel dos veces
a una profundidad de 25 cm antes de la siembra que se realizo con un cultivador a una

profundidad de 10 cm. En la labranza combinada, antes de la siembra de trigo los
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residuos de cosecha se incorporaron al suelo por arado de rejas y vertedera a una
profundidad de 18 cm y luego las parcelas se trataron con disco. Posteriormente a cada
cosecha el rastrojo en pie fue trozado con una desmalezadora rotativa.

A su vez se realizaron dos secuencias de cultivo: una rotacion de cultivos maiz,
trigo-soja, soja (M-T/S-S secuencia de cuatro cultivos en tres afios: 1-maiz, 2-trigo y

soja sobre trigo, 3-soja) y otra rotacion trigo-soja (T/S dos cultivos en el afio).

1I-2-2-MUESTREO:

Las muestras compuestas de tres submuestras se tomaron al azar de las parcelas
tratadas correspondientes a la rotacion de cultivos maiz, trigo-soja, soja, a dos
profundidades: de 0 a 5 cm y de 5 a 10 cm, en diciembre de 1993, 1994, 1995 y 1996,
posterior a la cosecha de trigo. De las parcelas sometidas a rotacion trigo-soja se
tomaron muestras a dos profundidades (0 a 5 cm y S a 10 cm) sélo en diciembre del afio
1996. Para recoger las muestras se empleé un calador de 5 cm de didmetro interno y 5
cm de altura. Los residuos de cosecha se separaron del suelo con un tamiz de 2 mm de
malla.

El suelo y los rastrojos de cada muestra fueron pesados por separado, para
conocer la distribucion de dichos restos en los tres sistemas de labranza estudiados.

Se determin6 peso seco del suelo por calentamiento a_100°C y peso seco del

rastrojo por calentamiento a 70°C hasta peso constante en ambos casos.

11-2-3-PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SUELO:

El suelo obtenido de la rotacion M-T/S-S en los afios 1993 y 1996 se procesé de
la siguiente manera:

a) Técnica del anzuelo queratinoso:
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Se aplico la técnica del anzuelo queratinoso para el aislamiento de la micota
queratinolitica, empleando pelos de crines de caballo. Las siembras se incubaron a
temperatura ambiente y fueron humectadas con agua estéril. Durante 30 dias, se
controld el desarrollo de las colonias queratinoliticas, que se repicaron en medio Agar
Saboﬁraud Glucosa (Apéndice I pag 170) para su posterior identificacion.

b) Técnica de dilucién en placas:

Recuento de la micota total:

A partir de una suspensién al 10% de la muestra homogeneizada en agitador a
120 r.p.m. durante 10 minutos, se realizaron diluciones hasta 10 con las que se
obtuvo un nimero representativo de colonias por caja de cultivo (entre 30 y 100
colonias). Un ml de esas diluciones se sembré por duplicado en 10 ml de Agar Papa
Dextrosa (Apéndice I pag 170), adicionado de 0,1 ml de colorante Rosa de Bengala
1:150 y 0,1 ml de cloranfenicol 50 pg/ml. Las placas se incubaron durante 5 dias a
28°C. El recuento de las colonias se expresé como niimero de unidades formadoras de
colonias por gramo de suelo seco (UFC/gr.).

Recuento de micota celulolitica:

Tal determinacién se realizé empleando el medio de cultivo propuesto por
Eggins modificado (Apéndice I pag 170). Un ml de las diluciones realizadas para el
recuento de colonias de la micota total se sembré en 10 ml del medio agar-sales-

celulosa, adicionando 0,1 ml de colorante Rosa de Bengafa 1:150 y 0,1 ml de

cloranfenicol 50 pg/ml. Las cepas celuloliticas desarrolladas se aislaron en APD.

1I-2-4-PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE RASTROJO:

a) Aislamiento de la micota total y celulolitica por la técnica de dilucién en

placas:
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Las muestras de rastrojo provenientes de la rotacion M-T/S-S de los afios 1993,
1994, 1995 y 1996, y de la rotacion T/S del afio 1996, se diluyeron en agua al 10%, con
la adicidn de tween 80 y se homogeneizaron en agitador a 120 revoluciones por minuto,
durante 30 minutos.

| Alicuotas de 1 ml, obtenidas a partir de las diluciones 10 y 10, fueron
sembradas por duplicado en 10 ml de APD y en 10 ml medio agar sales celulosa
modificado, En ambos casos se adicionaron 0,1 ml de solucién de Rosa de Bengala y
0,1 ml de cloranfenicol. Las placas se incubaron durante 5 dias a 28°C, posteriormente
se realizd el recuento en las cajas que tenian de 30 a 100 colonias fungicas (105) (106)
(107), los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de rastrojo seco.

Cuando los hongos aislados fueron identificados se calcularon la densidad
relativa y la frecuencia de aparicion de los mismos.

b) Aislamiento de la micota celulolitica por el método de lavado:

Este método se aplicé a muestras de residuos provenientes de ambas rotaciones
del afio 1996.

Fundamento:

Esta técnica facilita el aislamiento de hongos presentes en estado vegetativo en
diversos micro-habitats del suelo. El lavado seriado tiene fundamentalmente el
proposito de remover la mayoria de los conidios y esporas fingicas, reduciendo asi la
competencia con especies fuertemente esporulantes. Los hongos aislados seran los
ecologicamente activos (108) (109).

Aparato:

Se empled un aparato que funciona en forma semiautomatica, similar al de

Hering (109), esterilizado previamente con agua e hipoclorito de sodio.
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Procedimiento:

1. En el filtro superior del aparato se colocan 1 g de muestra.

2. Se realizan 30 lavados de dos minutos cada uno.

3. Se toman los filtros y se retiran las particulas atrapadas en las mallas con

| cepillo estéril. Las particulas se colocan en cajas de Petri sobre papel de

filtro estéril, donde se dejan secar durante 24 hs.

4. Se siembran con aguja 50 particulas de cada muestra en medio agar sales
celulosa. Se colocan 5 particulas por caja.

5. Se incuban las placas a 25°C durante 5 dias.

6. Las colonias desarrolladas se repican en APD para su posterior
identificacion.

7. Los resultados se expresan como frecuencia de aislamiento del hongo en

cada muestra de acuerdo a la siguiente formula (110):

% de frecuencia=_N° de particulas en que aparece el hongo x 100.

NP total de particulas

En el N° total de particulas no se incluyen:

Las particulas contaminadas con el aire.
Las particulas en las que crecié mas de un hongo.

Las particulas en las que no crecié nada.

I1-2-5-CLASIFICACION DE CEPAS CELULOLITICAS Y QUERATINOLITICAS:

Para su identificacion, los hongos aislados se sembraron en los medios

indicados por las correspondientes claves taxondmicas, obteniéndose las colonias

adultas para describir sus caracteristicas macromorfoldgicas, en tanto que para la

observacion de la micromorfologia se realizaron microcultivos de adhesion.
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Para hongos del suelo en general se emple¢ la clave de Domsch (96).

La identificacion del género Aspergillus se basé en el criterio morfolégico dado
por Raper y Fennell (97), sembrando estos hongos en medio de Czapek-Dox (Apéndice
I pag 171).

| Para el género Fusarium, de acuerdo a Booth (98), se utilizé APS (Apéndice I
pag 171) como medio de cultivo incubado a 25 °C durante cuatro dias.

La taxonomia del género Trichoderma se basé en Rifai (99) y Bisset (111)
(112) (113) (114), empleando medio de AEM (Apéndice I pag 171) para su descripcién
morfoldgica.

Segun Pitt (115) para el género Penicillium se utilizaron los siguientes medios
de cultivo: CYA, MEA y G25N (Apéndice I pag 172).

Para los hongos dematiaceos se utiliz6 la clave de Ellis (116).

Los hongos queratinoliticos se identificaron en medio ASG (Apéndice I pag

170) en base a las claves de Van Orschot (100), Hoog y Guarro (101) y Domsch (96).

11-2-6-MEDICION DE TEMPERATURA Y HUMEDAD EDAFICAS Y VARIABLES

AMBIENTALES:

Se evaludé la temperatura del suelo con geotermémetros a 5 y 10 cm de
profundidad, y humedad por gravimetria de 0 a 5 cm y de 5 a 10 cm. Se realizaron tres
determinaciones por cada subparcela de ambas variables, entre diciembre de 1993 y
agosto de 1996, en las parcelas correspondientes a la rotaciéon M-T/S-S. Los valores de
temperatura y humedad obtenidos para los tres sistemas de labranza fueron comparados
por ANOVA.

Las variables climaticas ambientales registradas fueron: las medias de

temperatura ambiente (medida con termémetro de bulbo seco de mercurio), humedad
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relativa ambiente (a partir de las temperaturas de los termémetros de bulbo seco y de
bulbo himedo ubicados dentro del abrigo meteorolégico, par psicrométrico) y
precipitaciones acumuladas en los intervalos de muestreo (medidas con pluviémetro

tipo B: boca receptora de 16 cm de didmetro).

11-2-7-DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA Y PH:

Se efectuaron en suelo sin rastrojo proveniente de la rotacion M-T/S-S, y en
muestras enteras (suelo con residuos) de ambas rotaciones, del afio 1996.

Materia organica, método de Walkley y Black (117):

Fundamento:

Se realiza una determinacién del carbono organico ficilmente oxidable, por
medio del acido cromico empleandose el calor de disolucién del acido sulfurico.

Reactivos:

1. Solucion de bicromato de potasio (Cicarelli) IN.

2. Acido sulftrico concentrado densidad 1,84 p/v (Cicarelli).

3. Acido fosforico 85% p/v (Cicarelli).

4. Sulfato ferroso amonico (Baker Analyzed Reagent) 0,5N.

5. Difenilamina sulfonato de bario (Fulka AG, Buchs SG) 0,16%.

Procedimiento:

1) Pesar 1 gr de suelo seco a 105°C y colocarlo en un Erlenmeyer de 250
ml.

2) Agregar 10 ml de K,Cr,O7 1N y agitar.

3) Aifiadir lentamente 20 ml de acido H,SO, concentrado.

4) Agitar bien y dejar en reposo 20 minutos apoyado sobre una tela de

amianto para evitar pérdidas de calor. Dejar enfriar.
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5) Afiadir 160 ml de agua destilada.

6) Agregar 10 ml de acido H;PO4 85% p/v para mejorar la observacion del
cambio de color.

7) Incorporar 10 gotas de difenilamina sulfonato de bario como indicador.

8) Tomar una alicupta de 20 ml con pipeta de doble aforo y titular con una
solucién 0,5N de sulfato ferroso amdnico hasta que vire al verde claro brillante
pasando por verde oscuro y azul.

9) Realizar paralelamente un blanco con todos los reactivos simultdneos.

%C=(Vb-Vm) x N x 0,003 x 100/S x 200/a

%C= % de C facilmente oxidable.

Vb= volumen de solucién de sulfato ferroso amoniacal usado para titular el
blanco.

Vm= volumen de solucién de sulfato ferroso amoniacal usado para titular la
alicuota de la muestra.

N= normalidad de la solucién de sulfato ferroso amoniacal.

0,003= peso de un miliequivalente de C expresado en gr.

S= cantidad de muestra empleada en gr.

a= volumen en ml de alicuota tomada para titular.

Como solo el 77% del carbono se oxida:

C total=%C x 1,398.

Como solo el 58% de 1a MO contiene C:

MO = C total x 1,724.
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Determinacion de pH:

Fundamento (7):

La acidez potencial corresponde a la suma de los protones en la solucién del
suelo, los cuales se pueden liberar con una solucidn de 0,01 M de CaCl,.
| Reactivos:
¢ Solucion de CaCl, (Anedra) 0,01M.

Procedimiento:

Se mezcla una parte de suelo previamente tamizado, con 2,5 partes de solucion
de CaCl; en un vaso de precipitado, y se incuba por lo menos durante 2 hs a
temperatura ambiente.

Se agita antes de la medicion. Se realiza lectura potenciométrica con un
pehachimetro digital (Orion research digital ionalizer 501), previo calibrado del mismo

con soluciéon tampén de pH= 7.

II-2-8-RENDIMIENTO:

Se determin6 rendimiento del cultivo de trigo. Se cosecharon a mano las espigas
correspondientes a una superficie de 1 m?, en las parcelas sometidas a los tres sistemas
de labranza y las dos rotaciones de cultivo, con tres repeticiones.

Luego las espigas se trillaron y se pesaron los granos, el rendimiento se expreso

en gr./m>.

11-2-9-ANALISIS ESTADISTICO:

a) Para estudiar la distribucion del rastrojo en los tres sistemas de labranza

a las dos profundidades, se realizo ANOVA multifactorial para cada afio,
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comparandose también los cuatro afios entre si y las dos rotaciones de cultivo en el afio

1996. Para ello se empled la siguiente variable:

% R= (PR x 100) / PST

% R: porcentaje de rastrojo en el suelo.

PR: peso del rastrojo en cada sitvacion.

PST: peso total de suelo con rastrojo en cada situacion.

La variable empleada representa el porcentaje de peso del suelo total que
corresponde al rastrojo. Se utilizé variable transformada y=vx, al analizar los datos
correspondientes al afio 1996, debido a que la variable sin transformar no cumplia con
los supuestos del ANOVA.

b) i’ara analizar las variaciones de las poblaciones fungicas se utilizaron las
siguientes variables:
e Numero de UFC de la micota total por gr. de suelo seco.
e Nuamero de UFC de la micota celulolitica por gr. de suelo seco.
¢ Numero de UFC de la micota total por gr. de rastrojo seco (A).
e Numero de UFC de la micota celulolitica por gr. de rastrojo seco (B).

e A x Peso total del rastrojo de 1a muestra correspondiente.
Peso total de suelo y rastrojo

e B x Peso total del rastrojo de la muestra correspondiente.
Peso total de suelo y rastrojo

Las ultimas dos variables se analizaron para considerar la distribucion del
rastrojo en cada muestra, representan el numero de UFC de hongos de la MT (A) y de
la MC (B) presentes en el rastrojo contenido en 1 gr de suelo entero.

Se empled en todos los casos variable transformada y=vx (103). Se realizé

ANOVA para cada afio considerado, con tres factores:

/A
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1. Profundidad a dos niveles:de0aScmyde 5a 10 cm.

2. Labranzas a tres niveles: labranza vertical (LV), siembra directa (SD) y

labranza combinada (LC)

3. Bloques a tres niveles: 1,2 y 3.

Solo se analizaron las interacciones entre la profundidad y los sistemas de
labranza.

Ademas se compararon por el método de Kruskal-Wallis los valores de micota
total y celulolitica de los suelos para los afios 1993 y 1996.

Se compararon por ANOVA los valores de micota celulolitica de rastrojo para
los afios.1993 y 1996.

Para el afio 1996 se analizaron los valores de poblacion celulolitica para ambas
rotaciones de cultivo.

c) Se realiz0 ANOVA para comparar los valores de MO y pH del suelo con
residuos, considerando tres factores en estudio:

1. Profundidad a dos niveles: de0a5cmydeSal0cm.

2. Labranzas a tres niveles: LV, SDy LC.

3. Rotaciones de cultivo a dos niveles: rotacion M-T/S-S y rotaciéon T/S.

A su vez se efectué6 ANOVA con los valores de MO y pH del suelo sin residuos
de la rotacion M-T/S-S estudiando los factores labranzas y profundidad, y se
compararon los resultados obtenidos entre el suelo con rastrojo y el suelo sin rastrojo.

En todos los casos, previo a la realizacion de cada ANOVA se comprobaron los
supuestos de igualdad de variancias y normalidad de los residuos, aplicandose pruebas
no paramétricas cuando dichos supuestos no se cumplieron. Ademas se efectuaron
pruebas de comparaciones multiples (Scheffe o LSD) utilizando un nivel de

significacion del 5 %.
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Para estudiar la distribucion de las especies y géneros fingicos aislados, se

realizé Andlisis Multivariado (programa PC-ORD'):

La distribucion de los hongos celuloliticos con respecto a los factores
estudiados y el origen de las muestras (aisladas de suelo o rastrojo) en los
afios 1993 y 1996 Rot. M-T/S-S, se analizé por el método de promedios
reciprocos (RA).

La distribucion de los hongos celuloliticos de las muestras de rastrojo de los
afios 1993, 1994, 1995, 1996 (Rot. M-T/S-S) y 1996 (Rot. T/S), se analizd
por NMS (non-metric Multidimensional Scaling) y se clasificé por la técnica
de variancia minima por el método de Ward, empleando la distancia euclidia
como medida de diferencia.

1La distribucion de las especies fingicas aisladas por el método de lavado, se
analiz6 por DCA (Analisis de correspondencia detendenciado),
clasificindose por la técnica de variancia minima con el método de Ward y

la distancia euclidia.

La diversidad para cada factor (labranzas, profundidad, afios, rotaciones y

métodos de aislamiento) se estim6 con el indice de Shannon-Weaver (104). Las

diferencias entre los mismos se comparé usando la prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis.

1. McCune, B.; Mefford, M. J. (1995) PC-ORD. Multivariate Analysis of Ecological Data, Version 2.0.
MjM Software Design, Gleneden Beach, Oregon, USA.
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II-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS:

II-3-1-DETERMINACION DEL PODER CELULOLITICO DE HONGOS
FILAMENTOSOS CON EL USO DEL COLORANTE ROJO CONGO:

| A los hongos aislados por el método de dilucion en placas y de lavado, a partir
de rastrojos, en los afios 1994, 1995 y 1996, se les midi6 su poder celulolitico
empleando el colorante Rojo Congo para evaluar la actividad de los enzimas
celuloliticos a través de la descomposicion del sustrato.

Fundamento:

El colorante aniénico Rojo Congo se une con polisacaridos que contienen cinco
0 mas uniones continuas B-(1,4)-D-glucopirandsidos, dando la base para un ensayo
muy sensible para detectar actividad celulolitica (32).

Reactivos:

1. Solucion acuosa de Rojo Congo (Mallinckrodt Chemical Works) 0,1%.

2. Solucion de cloruro de sodio (E. Merck AG-Darmstadt) 1M.

3. Acido acético (Cicarelli) 5%.

Procedimiento (118):

1. Las cepas fingicas aisladas se sembraron en el medio de cultivo con
carboximetilcelulosa (Apéndice 1 pag 173) como unica fuente
hidrocarbonada durante 7 dias a 25°C.

2. A partir de dichos cultivos se realizaron inoculaciones en superficie, de
tubos de ensayo de 26 mm de didmetro llenos con 30 ml aproximadamente
del medio con CMC solidificado en posicion vertical. Se incubaron 7 dias a

25°C.
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3. Se tom6 con un sacabocados metalico, de 5 mm de diametro, un cilindro de
los cultivos en toda la profundidad del medio. Esta determinacion se realizd
por triplicado.

4. Las muestras cilindricas se sumergieron en solucion de Rojo Congo durante
1,5 minutos.

5. Se lavaron dos veces con solucion de cloruro de sodio.

6. Los cilindros se sumergieron 30 segundos en acido acético, produciendo
viraje del color para un mayor contraste.

7. Con regla se midi6 la distancia desde el indculo al frente de crecimiento y al
frente de hidroélisis de‘la celulosa. Para medir el frente de desarrollo se
realizaron cortes longitudinales de los cilindros de agar, y se observaron al
microscopio optico.

8. Se calculd el cociente entre el frente de hidrolisis (FH) y el frente de
desarrollo (FD).

Estudios estadisticos:

Se analiz6 por ANOVA la variacion del cociente FH/FD para cada una de las
cepas fingicas estudiadas, por muestreo considerado, y se compararon los valores
promedio de la variable considerada, entre los aislamientos por el método de
comparaciones multiples de Scheffe

Por otro lado se efectu6 ANOVA multifactorial de la variable FH/FD con dos
factores en estudio: la profundidad y las labranzas.

Se analizg la variacion de FH/FD entre los géneros de hongos mas frecuentes y
entre las especies pertenecientes al género Fusarium.

También se compar6 el poder celulolitico de los hongos aislados en los distintos

muestreos.
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Se probaron los supuestos del ANOVA, cuando los mismos no se cumplieron se

aplico una prueba no paramétrica como Kruskal-Wallis.

I1-3-2-: ESTUDIO DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE CEPAS FUNGICAS
EN SOBRENADANTES DE CULTIVO:

Se seleccionaron ocho cepas celuloliticas aisladas en los diversos muestreos:
Fusarium oxysporum y F. semitectum (afio 1994, rot. M-T/S-S, dilucion en placas),
Rhizopus spp y Myrothecium verrucaria (afio 1995, rot. M-T/S-S, dilucién en placas),
Fusarium verticilloides (afio 1996, rot. M-T/S-S,dilucion en placas), Rhizopus spp
(afio 1996, rot. T/S, dilucién en placas), Fusarium oxysporum (afio 1996, rot. M-T/S-
S, método de lavado) y Trichoderma aureoviride (afio 1996, rot. T/S, método de
lavado). La mayoria de estas especies presentaron alta frecuencia de aislamiento en los
respectivos muestreos.

Las cepas celuloliticas seleccionadas se sembraron en medio de Agar Papa
Dextrosa, incubandose durante siete dias a 28°C. Al finalizar dicho periodo se
prepararon suspensiones de conidios u esporas en agua destilada estéril. Por recuento
en camara de Neubauer se obtuvieron suspensiones con concentraciones promedio
entre 1x10* y 1x10° elementos por ml.

El desarrollo de las cepas y la induccién del complejo celulasa, se realizé por
siembra de 1 ml de ese inoculo por duplicado en 50 ml del medio base de Theodorou y
col. (Apéndice I pag 173) (119) con un pH final de 5,5, reemplazando la
carboximetilcelulosa por 500 mg de paja de trigo triturada para las primeras cuatro
cepas mencionadas, y 500 mg de celulosa microcristalina (Avicel, Merk) para las

restantes cepas, en el volumen de medio indicado, que se distribuyé en frascos
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Erlenmeyer de 125ml de capacidad, esterilizandose en autoclave a 121°C durante dos
periodos de 30 minutos cada uno.

Los frascos Erlenmeyer se incubaron a 28°C en agitador mecénico a 120 r.p.m.,
durante 12 dias. Cada 48 hs se procedi6 a la centrifugacion de los cultivos a 3000 r.p.m,
almacénando los sobrenadantes a —20 °C.

Se determin6 peso seco, proteinas solubles del filtrado, actividad enzimética
sobre celulosa cristalina y sobre carboximetilcelulosa en medio sélido.

Determinacion de peso seco:

El peso seco representa el peso del micelio mas la celulosa residual,
previamente secados a 70°C hasta peso constante.

Dosaje de proteinas solubles de los sobrenadantes de cultivo:

Las -proteinas solubles fueron dosadas por el método de Bradford (120),
emﬁleando una solucidn de albumina bovina de 1 mg/ml como patrén.

Fundamento:

Se basa en que el colorante Azul Brillante de Coomassie G-250 existe en dos
diferentes formas de color, rojo y azul. La forma roja es convertida a la azul por la
union del colorante a proteinas.

La unién del colorante a la proteina es un proceso rapido (aproximadamente 2
minutos), y el complejo proteina-colorante permanece en solucion aproximadamente 1
hora. Es un método muy sensible en la medicion de proteina.

Reactivos:

» Solucion que contiene las siguientes concentraciones finales: 0,01% (p/v) de

Azul Brillante de Coomassie G-250 (Bio Rad), 4,7% (p/v) de etanol
(Absoluto ACS, ISO Merck) y 8,5% (p/v) de 4cido fosforico (Cicarelli).

Procedimiento:
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Se empled el ensayo para microproteinas, por la baja concentracién proteica
presente en los sobrenadantes de cultivo.

Se pipetean 0,1ml de la solucion de proteinas y se agregan 1 ml del reactivo, se
mezcla y luego se mide la absorbancia a 595 nm, después de los 2 minutos y antes de 1
hora, éontra blanco de reactivos, preparado con 0,1 ml de solucién tampén adecuada y
1 ml del reactivo.

Capacidad enzimitica én sobrenadantes de cultivo:

Actividad enzimatica sobre celulosa cristalina,

Fundamento:

La hidrolisis de la celulosa cristalina es una estimacion de la actividad del
complejo celulasa completo, ya que se miden las actividades combinadas de todos los
enzimas celuloliticos (32).

Reactivos:

1. Solucién tampén citrato (Acido Citrico anhidro Biopack) 0,1 M pH 4,8.

2. Celulosa cristalina (Avicel, Merk).

Procedimiento:

1. A 2ml de cada filtrado agregar 2ml del tampoén citrato y 20mg de celulosa
cristalina.

2. Se prob¢ incubar durante 60 minutos a 50°C y también a 37 °C.

3. Centrifugar.

4. Medir azucares reductores por el método Somogyi y Nelson en el
sobrenadante.

Determinacion de aziicares reductores:

Método de Somogyi y Nelson (121) (122), se utilizé una solucion de glucosa 1

g/l como patrén.
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Fundamento:

Los aziicares reductores transforman Cu’* en Cu!*, en medio alcalino y en
caliente. El Cu'* reacciona con el reactivo arsenomolibdico dando 4cidos inferiores de
molibdeno de color azul. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de
glﬁcidé presente en la muestra. La sensibilidad es de 0,06-0,5 pmoles/ml.

Reactivos:

1. Reactivo de Somogyi: por litro contiene 28 g de fosfato monoacido de sodio

(Cicarelli), 40 g de tartrato de sodio y potasio (J. D. Riedel E. De Haen A.
G.), 100ml de hidroxido de sodio (Cicarelli) 1IN, 8 g de sulfato cuprico
monohidratado (Cicarelii) y 180 g de sulfato de sodio anhidro (Anedra).

2. Reactivo de Nelson: por litro contiene 50 g de molibdato de sodio anhidro

(Cicarelli), 42 ml de 4cido sulfarico anhidro, 6 g de ortoarseniato disédico
heptahidratado (Baker).

Procedimiento:

1. Agregar 0,75 ml del reactivo de Somogyi a 1 ml de la muestra.
2. Calentar a 10°C durante 10 minutos.

3. Enfriar.

4. Agregar 0,75 ml de reactivo de Nelson.

5. Agregar 2,5 ml de agua.

6. Leer absorbancia a 540 nm.

Capacidad enzimadtica sobre carboximetilcelulosa en medio sdlido con el

colorante Rojo Congo (118):

Fundamento:
Es le mismo indicado en el método de Rojo Congo en tubos.

Reactivos:

)
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1. Agar-agua 2,7 %.

2. Agar-CMC (bacto agar, 1,5 %; CMC sddica, 0,5 %).

3. Solucién acuosa de Rojo Congo 0,1%.

4. Solucién de cloruro de sodio 1M.

| 5. Acido acético 5%.

Procedimiento:

1. En placas de Petri de 90 mm de didmetro se coloc6 una capa de 15 ml de
agar-agua, una vez solidificado se volcaron 20 ml de medio agar-CMC, y se
dejo solidificar.

2. Se realizaron pocillos con sacabocado de 3 mm de didmetro, cuidando de no
pasar la capa base.

3. Se colocaron 35 pl de los sobrenadantes en los pocillos.

4. Laplaca se incubé a 50 °C durante 5 horas.

5. El revelado se efectué con Rojo Congo de 10 a 15 minutos, luego se lavod
con NaCl 1 M y posteriormente se vir6 la coloracion con acido acético al 5
%.

6. Bajo lupa con ocular graduado se midieron los halos de degradacion.

7. Las determinaciones se realizaron por duplicado. Los resultados se

expresaron como el 4rea de la zona de hidrélisis en mm®.
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HI-RESULTADOS:

III-1- EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA
MICOTA DE LOS SUELOS:

III-1-1-RECUENTO DE MICOTA TOTAL (MT) Y MICOTA CELULOLITICA
(MC):

Tabla N° 1:Valores de UFC/gr. de suelo seco x 10* de MT y MC (son el promedio de
dos repeticiones, entre paréntesis se indica el error estandar de las mismas) en los tres
bloques (B I, B 11, B III) las dos rotaciones de cultivo, con (CF) y sin fertilizante (SF).

MUESTRAS MT MC
B I- Rot. T/S- CF 9,00 (0,00) 6,65 (0,85)
B I- Rot. T/S- SF 9,00 (1,00) 4,50 (0,50)
| B - Rot. M-T/S- CF 18,50 (2,50) 6,15 (0,85)
B I- Rot. M-T/S- SF 12,00 (0,00) 3,80 (0,70)
B 1I- Rot. T/S- CF 38,00 (6,00) 5,05 (0,25)
B II- Rot. T/S- SF 21,50 (2,50) 3,95 (0,35)
B II- Rot. M-T/S- CF 23,00 (3,00) 4,70 (0,30)
B II- Rot. M-T/S- SF 26,00 (2,00) 6,50 (0,30)
B II- Rot. T/S- CF 18,50 (1,50) 5,65 (0,75)
B II- Rot. T/S- SF 9,00 (0,00) 3,50 (0,50)
B Il Rot. M-T/S- CF 25,00 (4,00) 4,60 (0,40)
B III- Rot. M-T/S- SF 32,50 (4,50) 5,55 (0,55)

Como resultado del ANOVA, para la MT no se observo efecto de la aplicacion

de fertilizante, pero si hubo efecto de las rotaciones de cultivo, con mayor poblacién
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fungica en la rotacién M-T/S (p < 0,05). En tanto que para la MC con la rotacién M-
T/S no hubo efecto fertilizante, pero con la rotacién T/S los valores de UFC/gr de suelo

son significativamente mayores en las parcelas donde se aplic6 urea (p < 0,05).

UFC]gr suelo x 104

Olcon urea
5 - PR EAsin urea

Rot. M-T/S Rot. T/S

Figura N° 2: Numero promedio de UFC de hongos celuloliticos para cada

rotacion y tratamiento aplicado.

e
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II1-1-2-AISLAMIENTOS DE HONGOS CELULOLITICOS:

En las dos tablas siguientes se presentan los hongos celuloliticos aislados.

72

Tabla N° 2: Especies de hongos celuloliticos, con las respectivas frecuencias (F)

y densidades relativas (D).

ROTM-T/S | ROT.M-T/S | ROT.T/S. | ROT.T/S.
AISLAMIENTOS CF SF CF SF
F D F D F D E D
Aspergillus flavus. 05895 | — | — |0,5813,8]0,67]| 146
Link ex Gray '
A. fumigatus. 025147 | — | — | — | — 10,33 206
Fres.
A. niger. 0,58 1 24,3 10,60 | 33,7033 }13,9]0,50 (22,1
Van Tieghem
A. terreus. —_ | — 1020 74 | — | — | — | —
Thom
Fusarium solani. 0331209 — | — ]058|350| — | —
(Mart.) Sacc.
Mycelia Sterilia 033 (216 | — | — 1033196 — | —
Penicillium spp | — {030 94 | — | — {0,08] 59
Rhizopus spp 025420 | — | — 0,25 4,7 | 0,08 59
Trichoderma hamatum. — | — {040 | 20 {025 83 | — | —
(Bonord.)Bain
T. harzianum. 0,58116,9 |0,60| 84 |033| 4,7 {0,751 30,9
Rifai
Vertcillium spp — | — (030|211} — | — | — | —

Independientemente del tratamiento a que se sometieron las parcelas, en todas

ellas se aislaron: Trichoderma harzianum y Aspergillus niger. Solamente en los

sectores fertilizados se encontré6 mayoritariamente Fusarium solani y en los que no

recibieron urea se aislaron especies de Penicillium.
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Tabla N° 3: Densidad relativa de géneros de hongos celuloliticos aislados.

AISLAMIENTOS ROT.M-T/S | ROT.M-T/S | ROT.T/S. ROT.T/S.

CF SF CF SF
Aspergillus 38,5 41,1 27,7 57,3
Fusarium 20,9 —_ 35,0 —
Myecelia Sterilia 21,6 — 19,6 —
Penicillium — 9,4 — 5,9
Rhizopus 2,0 — 4,7 59
Trichoderma 16,9 28 4 13 30,9
Vertcillium —_— 21,1 —_ S

Cuando las muestras son clasificadas empleando analisis multivariado, se

forman dos grupos principales: uno corresponde a las muestras obtenidas de las

parcelas fertilizadas y el segundo a las no fertilizadas (Fig. N° 3).

Rot. M-T/S CF —l

Rot. T/S CF _l

Rot. M-T/S SFE.

Rot. T/S SF

Fig. N° 3: Dendrograma de los grupos de muestras de suelo obtenido por la

técnica de variancia minima.

No se hall6 diferencia significativa en la diversidad fungica, entre las dos

rotaciones ni entre las muestras tratadas con y sin fertilizante.

Y




II-1-3-AISLAMIENTOS DE HONGOS QUERATINOLITICOS:

En la tabla N° 4 se presentan los hongos queratinoliticos aislados

Tabla N° 4: Frecuencias de hongos queratinoliticos:

74

AISLAMIENTOS ROT.M-T/S | ROTM-T/S| ROT.T/S. | ROT.T/S.
CF SF CF SF
Arthroderma uncinatum 0,33 —_— _ 0,17
Dawson & Gentles
Chrysosporium spp I 0,50 0,50 0,33
Trichophyton ajelloi 1 0,67 0,17 1
(Vanbreuseghem) Ajello

Con respecto a la micota queratinolitica, se han aislado Trichophyton ajelloi y

Chrysosporium spp practicamente en todas las muestras, sin observarse diferencias

ante los distintos tratamientos.
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1I-1-4-CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS SUELOS:

En la tabla siguiente se presentan los resultados de las determinaciones de N, C y pH.

Tabla N° 5: Resultados del analisis quimico del suelo (son el promedio de dos

repeticiones).

MUESTRAS N total (%) C total (%) MO (%) C/N PH
B I- Rot. T/S- CF 0,148 1,76 3,04 11,89 5,75
B I- Rot. T/S- SF 0,149 1,81 3,12 12,15 5,50
B I- Rot. M-T/S- CF 0,143 1,76 3,04 12,31 5,60
B I- Rot. M-T/S- SF 0,141 1,67 2,88 11,84 5,75
B II- Rot. T/S- CF 0,144 1,80 3,11 12,50 5,85
B II- Rot. T/S- SF 0,146 1,73 2,98 11,85 5,80
B II- Rot. M-T./S- CF 0,160 1,73 2,98 10,81 5,55
B II- Rot. M-T/S- SF 0,141 1,84 3,18 13,05 5,65
B III- Rot. T/S- CF 0,141 1,69 291 11,99 5.45
B III- Rot. T/S- SF 0,151 1,73 2,98 11,46 5,50
B III-- Rot. M-T/S- CF 0,135 1,87 3,23 13,85 5,55
B II- Rot. M-T/S- SF 0,142 1,77 3,05 12,46 5,45

No se observan diferencias de las caracteristicas quimicas del suelo, ante los
tratamientos aplicados. En general se puede afirmar que los sueios son moderadamente
acidos, con contenido de nitrégeno total medio y con respecto al porcentaje de MO

- pueden considerarse bien provistos.

Por analisis muitivariado no se observa agrupamiento entre las muestras de

acuerdo a su composicién quimica.
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II-2-DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA
EN RESIDUOS DE COSECHA Y SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE

LABRANZA:

11I-2-1-DISTRIBUCION DEL RASTROJO EN EL SUELO:

La siguiente tabla muestra la distribucion del rastrojo en las parcelas sometidas

a las distintas practicas de manejo, para cada afio de muestreo.

Tabla N° 6: Valores de % R=(PR x 100)/ PST, a dos profundidades bajo tres sistemas

de labranza.

MUESTRAS ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S ROT.T/S

1993 1994 1995 1996 1996
B I-SD-(0-5cm) 0,33% 2,10% 0,96% 3,04% 2,58%
B I-SD-(5-10cm) 0,35% 0,15% 0,14% 1,27% 0,64%
B I-LV-(0-5cm) 0,43% 0,83% 0,75% 3,52% 2,87%
B I-LV-(5-10cm) 0,26% 0,04% 0,74% 0,33% 0,90%
B I-LC-(0-5cm) 0,46% 0,49% 0,65% 5,64% 3,83%
B I-LC-(5-10cm) 0,87% 0,09% 0,14% 2,88% 0,37%
B II-SD-(0-5¢m) 0,96% 0,59% 0,69% 6,40% 6,34%
B II-SD-(5-10cm) 0,20% 0,18% 0,08% 1,05% 0,50%
B II-LV-(0-5cm) 0,34% 0,44% 0,43% 3,77% 3,52%
B II-LV-(5-10cm) 0,24% 0,33% 0,10% 0,55% 0,30%
B II-LC-(0-5cm) 0,84% 0,19% 0,89% 5,76% 6,17%
B II-LC-(5-10cm) 0,29% 0,07% 0,20% 0,83% 0,01%
B ITI-SD-(0-5cm) 0,44% 1,68% 1,43% 11,23% 1,79%
B II-SD-(5-10cm) 0,14% 0,31% 0,23% T 0,97% 0,11%
B II-LV-(0-5cm) 0,24% 0,34% 1,08% 1,47% 2,09%
B HI-LV-(5-10cm) 0,14% 0,17% 0,66% 0,66% 0.31%
B II-LC-(0-5¢m) 0,31% 0,39% 0,78% 3,46% 3,88%
B III-LC-(5-10cm) 0,22% 0,30% 0,28% 0,34% 0,34%
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Cuando por ANOVA analizamos la distribucién del rastrojo en cada afio de
muestreo, encontramos que en 1993 no hay ningln efecto de los factores en estudio
(labranzas y profundidad), en tanto que si lo hay cuando se considera el factor
profundidad en los afios siguientes: 1994 y 1995 con p < 0,05, y en 1996 con p < 0,001,
para ia rotacion M-T/S-S. En la rotacion T/S (1996) también hay diferencia
significativa entre las dos profundidades (p < 0,001). En todos los casos hay mayor
porcentaje de residuos hasta los 5 cm de profundidad por pruebas de comparaciones
multiples (Scheffe y LSD).

Al comparar el efecto de los afios sobre el porcentaje de rastrojo en suelo, no
hay diferencia entre los afios 1993, 1994 y 1995, sin embargo en 1996 la cantidad de
residuo es significativamente mayor (p < 0,001), por comparaciones multiples de
Scheffe.

Cotejando las dos rotaciones de cultivos en 1996, los valores de % R son

superiores en la rotacion M-T/S-S (p < 0,05).

En la figura N° 4 se representan los promedios de % de R para los afios de

muestreo y las dos rotaciones de cultivo en 1996.
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%R 3.0 - | ¢

2.5 1

2.0 1

1.5 4

1.0

1993 199 1995 1996 199
Rot. M-T/S-S  Rot. M-T/S-8  Rot. M-T/8-S  Rot. M-T/S-8 Rot. T/S

0.0

Figura N°k 4: Variacion del % R en funcion de los afios de muestreo y las
rotaciones "de cultivos (letras diferentes indican promedios significativamente
diferentes).

Como se encontrd interaccion entre los afios y las profundidades con respecto al
% R, se analizd cada una de ellas por separado. A las dos profundidades hay diferencia
entre los afios, con mayor contenido de residuos en 1996, aunque esa diferencia es

mayor de 0 a 5 cm (figura N° 5).
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%R 5.0 *
45 -
40 -
3.5 -
3.0 -
2.5 -
2.0 -
1.5 -
1.0
0.5 -
0.0

£31993
(01994
B 1995
I 1996

0-5cm 5- iO cm
Profundidad

Figura N° 5: Variacion del % R en funcién de los afios y la profundidad,

rotacion M-T/S-S (* indica diferencia significativa de afios a p < 0,001)

Cuando se analizan los cuatro afios de muestreo simultineamente para la
rotacion M-T/S-S, se presenta efecto de los sistemas de labranza s6lo de 0 a 5 cm de
profundidad, por comparaciones multiples LSD a un grado de significacion del 5 %,

estos resultados se muestran en la tabla N° 7.
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Tabla N° 7. Método intervalos LSD (letras diferentes indican diferencia

significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogénceos

LC 1,65 a b

SD 2,49 b

La diferencia en la distribucion de los residuos entre las dos profundidades es
mayor en LC y SD para las dos rotaciones. En la rotacion M-T/S-S a su vez esa

diferencia es mas marcada ain en SD (figura N° 6).

%R~

CJLvVoO-5cm
) LV 5-10 cm
ZLC 0-5 cm
N BLC5-10cm
mSD 0-5cm
.. MmSD5-10cm
3 -
) 2
1 -

Rot. M-T/S-S Rot. T/S

Figura N° 6: Efecto de los sistemas de labranza y la profundidad en la

distribucion del rastrojo, para las dos rotaciones, afio 1996.
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I1I-2-2-RECUENTO DE LA MICOTA CELULOLITICA EN SUELO:

En la tabla N° 8 se presentan los resultados obtenidos de los recuentos de la

poblacion celulolitica en suelo libre de residuos, para las practicas de manejo

realizadas.

Tabla N° 8: Valores de UFC/gr. de suelo seco x 10* de MC, bajo tres sistemas de
labranza y a dos profundidades para los afios 1993 y 1996, rotacién M-T/S-S (son el
promedio de dos repeticiones, entre paréntesis se indica el error estandar de las

mismas).
MUESTRAS 1993 1996
B I-SD-(0-5cm) 0,35 (0,05) 16,13 (0,52)
B I-SD-(5-10cm) 0,30 (0,03) 4,07 (0,61)
B I-LV-(0-5¢cm) 0,30 (0,04) 4,06 (0,58)
B I-LV-(5-10cm) 0,28 (0,04) 0,33 (0,32)
B I-LC-(0-5¢m) 0,15 (0,04) 39,78 (2,09)
B I-LC-(5-10cm) 0,21 (0,00) 3,02 (0,42)
B I1-SD-(0-5cm) 0,13 (0,02) 4,13 (0,89)
B I1-SD-(5-10cm) 0,05 (0,01) 6,53 (0,57)
B II-LV-(0-5¢cm) 0,54 (0,04) 29,82 (1,57)
B II-LV-(5-10cm) 0,29 (0,01) 2,45(0,57)
B II-LC-(0-5¢m) 0,07 (0,00) 22,39(1,56)
B II-LC-(5-10cm) 0,18 (0,01) 6,74 (0,68)
B III-SD-(0-5cm) 0,53 (0,04) 23,56 (3,66)
B II-SD-(5-10cm) 0,31 (0,06) 0,20 (0,01)

B II-LV-(0-5¢m)
B III-LV-(5-10cm)
B II-LC-(0-5cm)

B III-LC~(5-10cm)

0,16 (0,01)
0,25 (0,00)
0,39 (0,05)

0,19 (0,01)

19,71 (1,09)
3,27(0,03)
6,82 (1,57)

0,47 (0,00)

En las muestras de suelo obtenidas en 1993, los recuentos de MT y MC no

presentan por ANOVA ningun efecto de los factores estudiados. En tanto que para el
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afio 1996 se observa que las UFC/gr de suelo de MT y MC son superiores de 0 a 5 cm
de profundidad con p < 0,001, por método de comparaciones multiples de Scheffe.

Comparando los dos afios entre si por el método de Kruskal-Wallis, los
recuentos son significativamente mayores en 1996 (p < 0,001), este efecto se observa a
las dos profundidades consideradas (figura N° 7).

-1 3
UFC. gr suelo x 10
190 -

[C] 0-5cm
Bl 5-10cm

3

—\\

\

1993 1996
Anos
Figura N° 7. Variacion de la MC del suelo sin residuos, en funcién de la

profundidad y los afios de muestreo (* indica diferencia significativa de profundidad a

p<0,001).



83

III-2-3-RECUENTO DE LA MICOTA CELULOLITICA ASOCIADA A RESIDUOS

DE COSECHA:

En la tabla N° 9 se presentan los resultados obtenidos de los recuentos de la

poblacion celulolitica por gr de peso seco de residuos, para los tratamientos estudiados.

Tabla N° 9: Valores de UFC/gr. de rastrojo seco x 10* de MC, a dos profundidades,
bajo tres sistemas de labranza para cada afio de muestreo, y para las dos rotaciones de
cultivo en 1996 (son el promedio de dos repeticiones, entre paréntesis se indica el error
estandar de las mismas).

MUESTRAS ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S | ROT.M-T/S-S ROT.T/S
1993 1994 1995 1996 1996
B I-SD-(0-5cm) 2,94 (0,19) 17,12 (0,00) 41,34 (1,06) 51,50 (0,00) 67,85 (5,75)
B I-SD-(5-10cm) 3,78 (1,86) 2,43 (0,00) 25,00 (3,00) 29,89 (0,00) 13,38 (1,60)
B I-LV-(0-5cm) 1,07 (0,21) 48,8 (2,40) 79,05 (8,67) 19,30 (6,06) 44,55 (0,55)
B I-LV-(5-10cm) 4,93 (0,47) 5,83 0,97 14,42 (1,03) 40,18 (1,65) 19,98 (4,86)
B I-LC-(0-5cm) 2,29 (0,72) 49,35 (7,35) 40,95 (7,35) 35,09 (1,67) 34,50 (1,15)
B I-LC-(5-10cm) 9,45 (1,45) 36,25 (2,50) 16,64 (2,08) 17,27 2,77) 14,04 (0,00)
B I-SD-(0-5cm) 4,78 (0,20) 2,26(0,36) | 59,230 (9,90) | 43,88 (2,09) 42,75 (0,57)
B II-SD-(5-10cm) 5,69 (0,79) 0,72 (0,00) 84,10 (0,58) 37,00 (0,00) 46,07 (3,88)
B II-LV-(0-5cm) 3,70 (0,07) 20,48 (0,53) 23,18 (0,51) 31,96 (1,68) 12,32 (1,12)
B II-LV-(5-10cm) 3,50 (0,62) 5,92 (0,58) 66,05 (10,20) | 40,41 (1,12) 13,50 (0,54)
B II-LC-(0-5cm) 4,19 (0,13) 27,09 (0,00) 24,44 (1,56) 38,41 (5.01) | 107,35 (5,65)
B II-LC-(5-10cm) 4,86 (0,26) 5,40 (0,30) 27,30 (1,54) 32,86 (1,09) 17,85 (4,20)
B II-SD-(0-5cm) 36,71 (0,83) 3,22 (0,00) 39,90 (7,35) 24,44 (0,00) | 110,50 (6,50)
B III-SD-(5-10cm) 2,10 (0,14) 9,45 (2,85) 18,87 (4,88) 65,78 (6,08) | 49,05 (11,99)
B II-LV-(0-5cm) 4,15 (0,12) 2,12 (0,22) 20,48 (2,62) 19,80 (3,30) 16,10 (1,66)
B II-LV-(5-10cm) | 4,97 (0,28) 7,01 (1,72) 18,02 (0,00) 15,46 (0,00) 26,78 (3,67)
B III-LC-(0-5cm) 7,02 (0,13) 4,83 (0,05) 56,71 (1,59) 44,36 (0,00) 81,36 (0,00)
B III-LC-(5-10cm) | 2,58 (0,00) 9,29 (0,43) 98,88 (12,36) 8,34 (0,22) 26,66 (0,62)

W
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UFC/gr. de rastrojo seco:

En los afios 1993 y 1995 no se produce ningan efecto de los factores estudiados

- (labranzas y profundidad) sobre la MT y MC.

En 1994 hubo efecto profundidad (de 0 a 5 cm los recuentos son superiores p <
0,05) y labranza (en LC hay valores de poblaciones fungicas mayores que en LV y SD
p < 0,05) tanto para la MT como para la MC.

Para la rotacion M-T/S-S en 1996, la MC presenta diferencia entre las labranzas

como lo muestra la tabla N° 10.

Tabla N° 10: Método intervalos LSD a un grado de significacion del 5 % (letras

diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogcéacos

LC 27,52 x 10* a
LV 27,99 x 10* a
SD 42,10 x 10* b

Ademas hay interaccion labranza-profundidad, ya que en LC 1a MC es mayor
hasta los 5 cm, en tanto que en LV y SD no existe tal diferencia.

Con respecto a la MT solo se observa efecto profundidad (valores mayores en la
capa mas superficial del perfil) a una p < 0,001.

Para la rotacién T/S en 1996, la MC presenta diferencia entre las labranzas

como lo muestra la tabla N° 11.
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Tabla N° 11: Método: Scheffe a un grado de significacion del 5 % (letras

diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogéneos

22,21 x 10* a
LC 46,96 x 10* b
SD 54,93 x 10* b

Como se ha demostrado en Ja Rot. M-T/S-S, para la Rot. T/S también se
observa interaccion labranza-profundidad, en LC y SD la MC es mayor hasta los 5 cm,
en tanto que en LV no existe tal diferencia.

Al comparar por ANOVA los promedios de UFC/gr. de rastrojo seco de MC
(rotacion M-T/S-S), se observa que los valores correspondientes a los afios 1995 y 1996
son significativamente mayores que en el primer afio de muestreo (p < 0,001). No se
hall6 ninguna diferencia entre las dos rotaciones en 1996.

En la siguiente figura se ilustra la variacion de los promedios de MC en funcién

de los afios y las rotaciones de cultivo.
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UFC. gr rastrojo 'x 10*
45 -

40 -
35 -
30
25 A
20

15

10

5

1993 1994 1995 1996 1996
Rot. M-T/S-S. Rot. M-T/S-S. Rot. M-T/S-S. Rot. M-T/S-S.  Rot. T/S.

Figura N° 8: Variacién de la MC asociada a los residuos de cosecha, en funcion
de los afios y las rotaciones.

UFC de hongos presentes en el rastrojo contenido en 1 gr de suelo:

En 1993 no hay efecto profundidad ni efecto labranza, tanto para la MT como
para la MC.

En 1994 so6lo hay diferencia en cuanto a la profundidad (p < 0,001) para MT y
MC, con recuentos superiores hasta los 5 cm.

Aunque en 1995 para los tres sistemas de labranza la MC es superior en la capa
superficial (p < 0,001), esa difereﬁcia con la profundidad es mas marcada en SD, con el
87 % de la poblacion de hongos celuloliticos asociados al rastrojo, presentes en los
primeros 5 cm del perfil; en tanto que en LV y LC los porcentajes de MC en superficie
son de 76% y 72 % respectivamente. Con respecto a la MT se observa el mismo efecto
de la profundidad pero no existe la diferencia entre las labranzas que se observa para la

MC.
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Para la rotacion M-T/S-S en el afio 1996 la MC, ademas de la diferencia con la
profundidad (p < 0,001), presenta efecto de las labranzas (p < 0,001) como se muestra
en la tabla N° 12.

Tabla N° 12: Método Scheffe a un grado de significacién del 5 % (letras
diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogéneos
LV 4376 a
LC 8696 b
SD 13547 b

Asimismo hay interaccion labranza-profundidad, de modo tal que la diferencia
entre las labranzas sélo se produce de 0 a 5 cm.

Para la MT se obtuvieron resultados similares, salvo que los mayores valores de
poblacion fingica correspondieron a LC.

Para la rotacion T/S en 1996, 1a MC presenta efecto profundidad (p < 0,001) con

valores superiores hasta los 5 cm, hay diferencia entre las labranzas como lo muestra la

’tabla N°13.

Tabla N° 13: Método: Scheffe a un grado de significacion del 5 % (letras
diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogéneos

LV 4170 a
SD 11347 . b
LC 18888 b

Hay interaccion labranza-profundidad en forma similar a la rotacion M-T/S-S.
No se hall6 ninguna diferencia entre las dos rotaciones de cultivos en 1996.
Cuando se comparan los resultados obtenidos en el primer afio de muestreo

(1993) con los del ultimo afio (1996) encontramos que hay diferencia significativa con
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los afios (p < 0,001), interaccién afio-profundidad e interaccion afio-labranza. La

diferencia entre los afios es mucho mayor de 0 a 5 cm de profundidad. La diferencia

- entre las labranzas se manifiesta s6lo en 1996.

En la figura N° 9 se ilustra la variacién de los promedios de MC en funcién de

los aflos, las labranzas y la profundidad.

UFC. gr suelo x 10

240
1

-

140 -

-
-

80 A

o
o

60 -+

40

1993 1994 1995
: Anos

1996

COLVO-5cm
OLv5-10cm
LC0-5cm
BELC5-10cm
I SD 0-5cm
M SD 5-10 cm

Figura N° 9: Variacion de UFC de hongos celuloliticos asociados al rastrojo por

gramo de suelo, en funcioén de los afios de muestreo, la profundidad y los sistemas de

labranza, en la rotacién M-T/S-S.
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En las tablas N° 14 y 15 se presentan los hongos queratinoliticos aislados de suelo en

1993 y 1996.

Tabla N° 14: Frecuencias de microorganismos queratinoliticos aislados de suelo, afio

1993.
SD LV LC
AISLAMIENTOS 0-5 5-10 0-5 5-10 0-5 5-10
Artroderma uncinatum — — — —_— 0,17 —_
Chrysosporium spp 0,17 — — —_ 0,67 0,17
Trichophyton ajelloi 0,67 0,33 — 0,33 0,83 0,33
Streptomyces spp 0,33 —_ 0,67 0,67 - —
Trichophyton terrestre _— — — — 0,17 —_
Durie & Frey
Tabla N° 15: Frecuencias de microorganismos queratinoliticos aislados de suelo, afio
1996.
AISLAMIENTOS S LV LC
0-5 5-10 0-5 5-10 0-5 5-10
Artroderma uncinatum _— 0,33 — 0,33 0,33 —
Chrysosporium spp —_— 0,33 —_ —_ 0,50 0,33
Trichophyton ajelloi 0,83 1 0,83 1 0,83 1

No se observa ninguna distribucion en particular de los hongos queratinoliticos

con respecto a las labranzas, practicamente en todas las muestras se aislé Trichophyton

ajelloi presentandose casi siempre con altas frecuencias de aislamiento. Si comparamos

i
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los dos afios entre si se destaca la presencia de Strepfomyces spp, una bacteria

queratinolitica, en el muestreo correspondiente a 1993.

II-2-5-AISLAMIENTOS DE HONGOS CELULOLITICOS EN SUELO Y
RESIDUOS DE COSECHA POR LA TECNICA DE DILUCION EN PLACAS:

En las tablas siguientes se presentan los hongos celuloliticos aislados, por la
técnica de dilucién en placas, con sus correspondientes frecuencias y densidades
relativas, en suelo (afios 1993 y 1996) y residuos de cosecha (afios 1993, 1994, 1995 y
1996) para las practicas de manejo consideradas.

Tabla N° 16: Frecuencia y densidad de aislamientos en suelo y rastrojo a dos
profundidades en siembra directa, rotaciéon M-T/S-S, afio 1993.

SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS 0-5¢m 5-10cm 0-5cm 5-10cm
F D F D F D F D
A. fumigatus 1 25,0 1 35,7 0,33 4,0 — —_
A. nidulans. 1 359 0,67 39,7 0,33 2,6 0,67 19,6
(Eidam) Wint
A. niger 1 39,1 0,33 21,4 0,33 4,0 — —_
Fusarium oxysporum. — — — —_ 0,67 89,4 —_ —
Schlecht. emend Snyd & Hans
Fusarium spp — — — — — —_— 0,50 43,0
Scopulariopsis spp — — — — — — 0,33 28,0
Trichoderma harzianum — — — — g — 0,33 9,4
T. koningii. — — 0,33 3,2 — —_ — —
Oudem.
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Tabla N° 17: Frecuencia y densidad de aislamientos en suelo y rastrojo a dos
rofundidades en labranza vertical, rotacion M-T/S-S, afio 1993.

SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
F D F D F D F D
Aspergillus flavus 0,50 | 355 — — —_ — 0,67 64,3
Aspergillus flavipes —_ — — — — — 0,33 35,7
(Bain.& Start)Thom &Church
A. fumigatus 0,33 10,8 0,67 342 — — — —
A. nidulans 0,67 | 21,3 1 41,1 0,67 | 40,0 — —
A. niger 0,33 10,8 0,33 9,5 — —_— — —
Fusarium oxysporum — — — — 1 60,0 — —_
Gliocladium roseum. —_ —_ 0,33 9,5 — —_— — —_—
Bain.
Streptomyces spp 0,33 10,8 — — — — — —
Trichoderma harzianum 0,33 10,8 — — — — — —
Trichoderma spp — —_— 0,33 5,7 — — — —
Tabla N° 18: Frecuencia y densidad de aislamientos en suelo y rastrojo a dos
rofundidades en labranza combinada, rotacién M-T/S-S, afio 1993.
SUELO RASTROJOS
0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
AISLAMIENTOS F 5 F 5 F 5 T D
Ascomycete — — — — 0,33 15.0 — —
A. flavipes —_— — — — 0,33 15,0 _— —
A. fumigatus 0,33 12,3 0,67 25,8 0.33 14,5 0,33 29,0
A. nidulans 1 49,1 0,67 32,3 0,33 15,0 0,67 39,6
A. niger 0,67 21,7 0,33 12,9 0,33 15,0 — —
A. terreus — —_ 0,33 12,9 _ — — —
F. oxysporum _— — — — - —_ 0,33 31,3
Fusarium spp — — — — 0,33 19,7 — —
Gliocladium roseum 0,33 9,4 — — — —_ —_ —
Penicillium spp — — 0,33 16,1 —_ — — —
Trichoderma harzianum — — —_ — 0,33 58 —_ —
T. longibrachiatum 0,33 7,5 — _ — — _— —
Rifai
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Tabla N° 19: Densidad relativa de los géneros de hongos en siembra directa, 1993.

SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS
0-5c¢m 5-10cm 0-5cm 5-10cm
Aspergillus 100 96,8 10,5 19,6
Fusarium — — 89,5 43
Scopulariopsis — — — 28
Trichoderma — 32 —_— 9.4

Tabla N° 20: Densidad relativa de los géneros de hongos en labranza vertical, 1993.

SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS
0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
Aspergillus 78,4 84,8 40 100
Fusarium — — 60 _
Gliocladium —_— 95 —_ —
Streptomyces 10,8 —_ — —
Trichoderma 10,8 57 — —_—

Tabla N° 21: Densidad relativa de los géneros de hongos en labranza combinada, 1993.

SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS
0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
Ascomycete — — 15,0 —
Aspergillus 83 83,9 59,5 68,7
Fusarium — — . 197 31,3
Gliocladium 9,4 — — —
Penicillium — 16,1 — —_
Trichoderma 7,6 — 58 —_—
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Tabla N° 22: Frecuencia y densidad relativa de hongos celuloliticos de rastrojo a dos
profundidades bajo tres sistemas de labranza, rotacién M-T/S-S, afio 1994,

AISLAMIENTOS

SD

LV

5-10cm

D F

Acremonium spp

—_ 0,17

Aspergillus fumigatus

A. niger

Curvularia lunata.

| (Wakker) Boediin

0,33

7,9

Fusarium proliferatum.
| (Sacc.) Nirenberg

0,33

144 | —

0,33

224

F. oxysporum

0,33

34,0

0,33

21,1 | 0,33

522

F. semitectum

 Berk. & Rav.

— 1033

156 | —

F. solani

0,33

188 | —

Mycelia Sterilia

Myrothecium roridum.
Tode ex Steudel

0,33

16,7 | —

Penicillium citrinum.
Thom

0,17

159 | —

— | 033

17,8 —

P. griseoroseum.
Dierckx

— 10,33

17,8

Rhizopus spp

— 0,33

89 | —

Scopulariopsis spp

Trichoderma harzianum

0,33

64 | 033

721 | —

T. koningii

— 0,33

73 | —

0,33

44

Trichoderma spp

0,33

47 | 033

49 | =

Tabla N° 23: Densidad relativa de los géneros de hongos celuloliticos en rastrojos,
1994,

AISLAMIENTOS

SD

LV

LC

0-5cm

5-10cm

0-5cm

5-10cm

0-5cm

5-10cm

Acremonium

3,0

Aspergillus

200 ¢

10,7

13,5

Curvalaria

7,9

Fusariun

433

70,9

15,1

74,6

Mycelia Sterilia

6.4

75

Myrothecium

16,7

69,6

Penicillium

15,9

Rhizopus

Scopulariopsis

4,6

Trichoderma

112

843

2.7

4.4
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Tabla N° 24: Frecuencia y densidad relativa de hongos celuloliticos de rastrojo a dos
profundidades bajo tres sistemas de labranza, rotacién M-T/S-S, afio 1995.

SD LV LC

AISLAMIENTOS 0-5c¢cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm

F D F D F D F D F D F D

Absidia corymbifera. 0,33 | 91 | 0,33 | 86 —— — — — — —_ —_— —
(Cohn) Sacc. & Trotter

Ascomycete — — — — — — | 033 [ 135} — —_ — —

b

Aspergillus flavipes — — — — — — — — — — 1033 | 144

A. fumigatus — — — — — — — — 1033 | 435 — —

b

A. nidulans 0,33 1201 | — — — — —_ _— — —_ — -

A. niger —_ | = | — | — — | — 103350 — | — | — | —

A. terreus 033 | 55 1033 205| — —_ — — — -— 1033 | 238

Curvularia lunata — — 1033 | 22 _ — — — 1033 | 26 — —

b

Dreschlera spicifera. 033 ) 78 —_— — {1033 | 7,1 {033} 25 ]033 ]| 82 — —_
(Bain.) v. Arx

Gliocladium roseum — — 1033 | 13,7 — _ —_— — —_ — _ —

Fusariun proliferatum —_— — — — | 033 138 (033170 — — — —

F. oxysporum —_ — 033! 80 — — — — — — —_ —

F. solani 033 | 157 | — — — — [ 033 ] 95 — —_ — —

Mycelia Sterilia — — —_ — 1033 | 582 - — — — — —

Mpyrothecium verrucaria. 0,33 | 12,7 | — —_ — — 10334 751033 86 | 033116
(Alb.& Schw)Ditm.ex Steudel

Penicillium citrinum 0,67 {1 20,0 | 033 | 183 | — —_ — — — — 1033 31.0

P. simplicissimum. — — — — —_ — 1033|168 | — —
(Oudem.) Thom

Rhizopus spp — | — 10331143 05 {209 — | — [033]203 033 191

>

Trichoderma viride — — 1033 | 143 | — — — _ — _— — —
Pers. ex Gray

Trichoderma spp 0,33 | 9,1 — —_ — — —_ — —_— _ — —
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Tabla N° 25: Densidad relativa de los géneros de hongos celuloliticos en rastrojos,

1995.
SD LV LC
AISLAMIENTOS 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
Absidia 9,1 8,6 — — — —
Ascomycete J— — — 13,5 — —
Aspergillus 25,6 20,5 — 50,0 43,5 382
Curvularia — 22 —_ — 2,6 —_
Dreschlera 7.8 —_ 7,1 2,5 82 —
Fusariun 15,7 8,0 13,8 26,5 —_ —
Gliocladium — 13,7 — — _ —
Mycelia Sterilia — —_ 582 — — —_
Mpyrothecium 12,7 —_— — 7,5 8,6 11,6
Penicillium 20,0 18,3 — — 16,8 31,0
Rhizopus — 14,3 20,9 — 20,3 19,1
Trichoderma 9,1 14,3 — _ — —

Tabla N° 26: F y D de hongos celuloliticos en suelo y rastrojos en SD, rot. M-T/S-S,

afio 1996.
SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS 0-5 5-10 0-5 5-10

F D F D F D F D
Acremonium spp —_ — — — — — 0,33 5,7
A. niger — — 0,67 9,3 — —_ — —
Fusarium vertcillioides. —_ — — — 0,67 53,3 —_ —
(Sacc.) Nirenberg
F. sachari var. subglutinans. — — — — —_ —_ 0,33 11.1
(Wollenw. & Reink) Nirenb.
Mycelia Sterilia — — 0,33 7,7 0,33 4,2 0,33 5,6
Monocillium spp — — — —_ — — 0.33 6,0
P. griseofulvum. — — 0,33 46 — — — —
Dierckx
P. minioluteum. 0,33 33,3 — — > _ — —
Dierckx
P. purpurogenum. e — 0,33 54,2 0,33 12,8 0,33 8,6
Stoll
Rhizopus spp 0,17 443 0,33 7,7 0,67 13,8 0,67 12,3
Sporothrix spp — — 0,33 7.7 — —_ — —
T. harzianum 0,67 223 — — 0,33 15,9 0,67 50,7
T. koningii — — 0,67 8,8 —_ — — —
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Tabla N° 27: F y D de hongos celuloliticos en suelo y rastrojos en LV, rot. M-T/S-S,

aflo 1996.
SUELO RASTROJOS
AISLAMIENTOS 0-5 5.10 0-5 5.10

F D F D F D F D
Alternaria alternata. —_ — — — 0,33 6,0 — —
(Fr.) Keissl
Ascomycete — — —_ — — — 0,33 11,2
Dreschlera spicifera — — — — 0,33 12,0 0,33 3,0
Gliocladium penicilloides. — — 0,33 3,8 — — —_— —
Corda
Mycelia Sterilia 0,33 39 — —_— — — 0,33 5,9
Monocillium spp 0,33 237 0,33 14,9 0,33 6,0 _— —_
Penicillium aculeatum. — — —_ _ —_ — 0,33 11,2
Raper & Fennell
P. purpurogenum. — — 0,33 6,2 — —_ 0,33 6,7
Rhizopus spp 0,67 11,2 0,67 15,6 1 54,0 0,67 448
Trichoderma atroviride — — 0,33 149 — — 0,33 6,0
Bissett
T. aureoviride 0,17 61,2 0,33 1,3 0,33 22,0 0,33 11,2
Rifai
Trichoderma spp _— — 0,33 43,2 _ — — —_

Tabla N° 28: Frecuencia y densidad relativa de hongos celuloliticos en suelo y rastrojos
en LC, rotacién M-T/S-S, a dos profundidades, afio 1996.

: SUELQ RASTROJOS
AISLAMIENTOS 0-5 5-10 0-5 5-10
F D F D F D F D
Aspergillus clavatus. 0,67 25,6 0,17 3,7 — — — —_
t Desm,
Fusarium vertcillioides. — —_ — — —_ — 0,33 7.5
(Sacc.) Nirenberg
Gliocladium roseum — — — — 0,33 25,1 — —
Mycelia Sterilia — — —_— — — — 0,33 47
Monocillium spp — — — — 0,33 23 — —
P. griseofulvum. 0,33 233 — —_— 0,33 3,5 — —
P. purpurogenum. — —_ 0,17 36 0,33 47,6 — —_
Stoll
Rhizopus spp 0,17 42,1 0,67 59,5 0,67 11,0 0,33 14,2
Trichoderma aureoviride —_— —_ — _— 0,33 7,5 0,67 443
T. koningii 0,33 9,0 0,67 332 0,33 3,0 0,33 29,2
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Tabla N° 29: Densidad relativa de los géneros de hongos celuloliticos en suelo y

rastrojos, rotacion M-T/S-S, afto 1996.

SUELO RASTROJOS

AISLAMIENTOS SD LV LC SD LV ILC

0-5 |5-10| 0-5 |5-10| 0-5 |5-10} 0-5 [5-10| 0-5 |5-10| 0-5 [5-10
Acremonium —_ | - -] - = -] — 57| — | — — | —
Alternaria - - - =} — 160 — | — | —
Ascomycete - - - - -} — | — | — 2] — | —
Aspergillus — 193 | — | — 125637} — | —| —| — | — | —
Dreschlera — | - - - — ] — 1 — | —]120}{30] — | —
Fusarium — | — | — | — | — | —|I833|11,1] — | — | — 175
Gliocladium — - =38 — | — | — | — | — | —]251] —
Mpycelia Sterilia — | 1T 139 — | — | — 42|56 | — |59 — |47
Monoa:llium — | —|237;149} — | — } — | — | 60| — | 23| —
Penicillium 333|588 — | 62 23336 |128| 86 | — |179|51,1| —
Rhizopus 443 | 7,7 | 11,21 15,6 | 42,1 { 59,5 | 13,8 | 12,3 | 54,0 | 44,8 | 11,0 | 14,2
Sporothrix _ 1 — | — | — | — ] - — ] -] =] 1T =
Trichoderma 223 88 | 6121594 9,0 |332]159|56,7220(17,2]10,5] 73,5
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Tabla N° 30: Frecuencia y densidad relativa de hongos celuloliticos de rastrojos a dos

profundidades, bajo tres sistemas de labranza, rotacion T/S, afio 1996.

SD LV LC
AISLAMIENTOS 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm
F D F D F D F D F D F D

Aspergillus clavatus 0331160 — | — | — | — | — | — |067]780]033] 104
A. fumigatus —_— = = =} — | — 033233 — | — | — | —
Gliocladium spp — —_ — — — _ —_ _ — — 10,33 | 10,4
Myecelia Sterilia —_— — 1033 6,7 — — — — — — 1033|143
Penicillium citrinum —_— | - 1017} 10| — | — | — | — 03387 | — | —
P. janthinellum. 033 1478 — | — | — | — | — | — | — | — | — | —
Biourge
P. restrictum. 0,33 ] 9,6 —_— — —_ — 1033 225 — | — — —_—
Gilman & Abbott
P. simplicissimum — — — — 1033|256 | — — 10,33 10,1 1 36,2
P. purpurogenum 033106 {067 {923 | — | — | — | — ] — | — |033] 26,0
Rhizopus spp 1 16.0 | — — 1 19,1 | — — 1033 14 | — —
Trichoderma aureoviride — — — —_ 1 55310331233]017¢ 1,7 | — —_—
Trichoderma spp S —_— — — — — (0,33 1308 — — 10,17 | 2,7

Tabla N° 31: Densidad relativa de los géneros de hongos en rastrojos, rotacion T/S, afio

1996.
AISLAMIENTOS SD LV LC
0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10cm

Aspergillus 16,0 — —_ 233 78,0 10,4
Gliocladium — — _ — — 10,4
Mycelia Sterilia —_ 6,7 — —_ —_— 14,3
Penicillium 68,0 93,3 25,6 22,5 18,8 62,2
Rhizopus 16.0 — 19,1 — 1,4 —
Trichoderma —_ — 55,3 54,1 1,7 2,7
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III-2-6-AISLAMIENTO DE HONGOS CELULOLITICOS EN RESIDUOS DE
COSECHA POR LA TECNICA DE LAVADO:

Tabla N° 32: Frecuencia de hongos celuloliticos aislados por el método de

lavado.
ROTACION M-T/S-S ROTACION T/8
AISLAMIENTOS SD LV LC SD LV LC
i 0-5 15-10{ 05 | 5104 0-5 |5-10] 0-5 | 5-10 | 0-5 [ 5-10 ] 0-5 | 5-10
Acremonium spp —_ — —_ 23 — — —_— — — — —_— —
Alternaria spp — _ — 23 — —_— — — 2,3 —_ —_—
Aspergillus clavatus _— — — — —_ —_ — 1231 — | — {23 _
A. nidulans — (1,67 — —_— — 25 3,1 — 40 | 93 _ 7,0
A. niger 22 1 23 — —_ 29 —_— — —_ — — — —
Colletotrichum dematium —_ — — — —_ | — — — — 1 23 | — | —
(Pers.:Fr.) Grove
Dreschlera spicifera —_ - -t = - =] — | — ] — 123123 —
Fusarium equiseti, 67 | 140 | — 47 —_ —_ — — — —_ — —_
(Corda)Sacc sensu Gordon
F. graminearum. —_— — —_ — — — | 6881 38 | — | 23| — | 24
Schwabe
F. oxysporum 1331163 | — 9,3 2,9 5,0 — | 50,0} 240 | 140 | 614 | 2,4
F. sachari var. subglutinans. — 23 54 9,3 88 | 2,5 — — — — — —_
.F. semitectum. —_ 23 — — —_ 2,5 —_ — — —_ — —
Berk. & Rav.
F. solani 222 (139} 81 | 11,6 | 59 (175} — — — {140 ]| 68 | —
F. verticilloides. 44 7,0 — 2,3 — 2,5 —_ —_ —_ —_ — —
Fusarium spp — 1 23 8,1 — — 75 —_— — — —_ — | 31,0
Gliocladium catenulatum. — — — — 3,1 — —_ 4,6 2,3 | 214
Glim & Abbott
G. roseum —_— 23| — | — | — | —m} — ] — | — | =123 —
Gliocladium spp 44 | — | — | — | —m | —m ] — | — | — | — | — | —
Mycelia Sterilia — 123 — 1 23 — 1 25 — — — | 1631 — | 48
Mucor hiemalis — 2,3 —_— —_— — - — _— —_ — — _
Wehmer
Penicillium janthinellum. — —_— — — —_ — 77 | — | — — —
Penicillium spp —_ —_ — —_— — —_ — —_— — — 2.3 —_
Rhizopus spp 46,7 | 94 | 676 | 30,2 | 70,6 | 50,0 | 156 | 3,8 | 280 | 70 | 9,1 —
Trichoderma aureoviride — | 11,6 | 10,8 | — 88 75 94 | 115|440 | 116 | 6,8 | 31,0
T. koningii — - =256 — | — | — | — | — | — | — | —
Trichoderma spp — — — — —_— — —_ — — | 140 | 44 —_
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Tabla N° 33: Frecuencia de géneros hongos celuloliticos aislados por el método
de lavado.

ROTACION M-T/S-S ROTACION T/S
AISLAMIENTOS SD LV LC SD LV LC

0-5 |5-10| 0-5 | 5-10{ 0-5 |5-10] 0-5 |5-10| 0-5 |5-10| 0-5 [5-10
Acremonium —_ - — {23 — | — ] — | — | = — | — | —
Alternaria —_ = — 23| = | =1 =| =] =T23] =1 =
Aspergillus 22 139 — | — |29 (2531231409323 70
Colletotrichum _ - - -] — ] -] - - — |23 — | —
Dreschlera - - - - —} — | — | — 23|23 | —
Fusarium 46,6 | 58,1 | 21,6 | 37,2 | 17,6 | 37,5 | 68,8 | 53,8 | 24,0 | 30,3 | 68,2 | 35,8
Gliocladium 44123 | — | — | — | — 31| — | — |46 46 214
Mycelia Sterilia — |23 | — 23| — | 25| — | — | — |163 | — | 48
Mucor — 23| — | — | — | —m | — | — | — | — ] — | —
Penicilliut{t —_ - - - - | - =727 — ] — |23 —
Rhizopus 46,7 | 9,4 | 67,6 |30,2| 70,6 | 50,0 | 15,6 | 3,8 | 280 | 70 [ 9,1 | —
Trichoderma — | 11,6 1108 (256 88 | 7,5 ]| 9,4 | 11,5]|44,0 1256|112 31,0

II1-2-7-ANALISIS MULTIVARIADO DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
FUNGICAS:

Analisis multivariado de muestras de suelo y rastrojo (1993 v 1996 Rot. M-T/S-

S, dilucién en placas):

En el grafico de ordenamiento (Fig. N° 10) se observa un grupo homogéneo en

el lado negativo del eje I, formado por todas las muestras correspondientes al afio 1996,
sin diferenciarse entre si por los sistemas de labranza, la profundidad ni por el origen de
las muestras (suelo o rastrojo). Por otro lado en la zona positiva del eje 1, algo mas
dispersas se encuentran las muestras de 1993, dentro de las cuales se observa un grupo
mas pequefio formado por 5 muestras de suelo de 1993 (el 83 % del total de las

muestras de dicho afio).
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Fig. N° 10: Diagrama de distribucion con los dos primeros ejes, obtenido por
RA, de muestras de suelo (S) y rastrojo (R) de 1993 y 1996. (una muestra de rastrojo
del afio 1993 se excluy6 del gréfico por presentar un valor extremo)

Si con el mismo ordenamiento analizamos ahora la distribucion de los géneros y
especies de hongos celuloliticos con respecto a las muestras, se pueden realizar las
siguieqtes observaciones:

* El género Aspergillus en general estd mas asociado a las muestras de 1993,

fundamentalmente en suelo.

* Fusarium no fue aislado nunca a partir de las muestras de suelo, por lo cual

esta presente sélo en los residuos de cosecha.

* Penicillium es mucho mas abundante en 1996 tanto en rastrojo como en

suelo.
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*  Rhizopus se aislo en 1996 y no estuvo presente en 1993.
* Trichoderma est4 presente en ambos afios, pero es mas abundante en 1996
especialmente en rastrojo.
No se encontro diferencia en la diversidad fungica, cuando se tienen en cuenta
los facfores estudiados (profundidad, labranzas y tipo de muestra: suelo o rastrojo).

Analisis multivariado de muestras de rastrojo (1993,1994, 1995, 1996 Rot. M-

T/S-S v 1996 Rot. T/S):

El ordenamiento con respecto a las especies fungicas, realizado por NMS no
muestra ninguna distribucién en particular, salvo una tendencia a agruparse juntas de
las muestras correspondientes a los primeros afios por un lado, y por otro las muestras
de los ultimos afios. En la clasificacion con respecto a los géneros fangicos, pueden
observarse dos grupos: el primero contiene la totalidad de las muestras de 1993 y la

mayoria de 1994, en tanto que el segundo grupo posee la mayor parte de las muestras

de 1995 y 1996 (Fig. N° 11).

100 % muestras de 1993

83 % muestras de 1994

17 % muestras de 1995

17 % muestras de 1996

17 % muestras de 1994

83 % muestras de 1995 | 11

83 % muestras de 1996

Fig. N° 11:Dendrograma de los grupos de muestras de rastrojo con respecto a

los afios de muestreo, obtenido por la técnica de variancia minima.
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Al considerar la distribucién de los hongos celuloliticos con respecto a la
procedencia de las muestras, observamos:

* El género Trichoderma esti presente todos los afios, aunque entre los
muestreos hay diferencias en las especies aisladas. T. harzianum fue
disminuyendo su densidad al pasar los afios y en 1996 aparece T.
aureoviride presente practicamente en todas las muestras.

*  Penicillium se aislé en 1994, 1995 y 1996. En 1994 y 1995 predomina P.
citrinum, en tanto que en 1996 aparece P. purpurogenum siendo la especie
mas frecuente en ambas rotaciones.

* Dentro del género Fusarium, F. oxysporum se aislé en 1993 y 1994, F.
proliferatum y F. solani en 1994 y 1995, en tanto que F. verticilloides solo
se encontr6 en 1996 (Rot. M-T/S-S).

* En el afio 1996 las cepas de Aspergillus se aislaron unicamente de la
rotacion T/S, Rhizopus se encontré en ambas rotaciones, Monocillium se
aislo solamente de la rotacion M-T/S-S.

Al comparar la diversidad fungica de las muestras de rastrojo procesadas por la
técnica de dilucién en placas, para todos los afios de muestreo, no se encuentra
diferencia con la profundidad y las labranzas. En tanto que cuando se comparan el
primer y el {ltimo afio de muestreo entre si, en la rotaciéon M-T/S-S, se hallé6 mayor
diversidad en 1996 (p < 0,10).

‘Analisis multivariado de muestras de rastrojo (método de lavado, afio 1996. Rot.

M-T/S-S y Rot. T/S):

El ordenamiento por DCA revela un grupo homogéneo formado por todas las
muestras de la Rot. M-T/S-S, en tanto que las correspondientes a la Rot. T/S se hallan

mas dispersas.



104

La clasificacion también muestra dos grupos: el primero contiene la mayoria de
las muestras de la Rot. M-T/S-S, y el segundo la totalidad de las muestras de la otra

rotacion (Fig. N° 12).

83 % muestras Rot. M-T/S-S| I

100 % muestras Rot. T/S

II
17 % muestras Rot. M-T/S-S

Fig. N° 12: Dendrograma de los grupos de muestras de rastrojo con respecto a

las rotaciones de cultivos, obtenido por la técnica de variancia minima.

Si cdmparamos las muestras de 1996, para las dos rotaciones y los dos métodos
de aislamiento empleados (dilucién en placas y lavado), el ordenamiento por DCA
muestra tres grupos: uno en la zona inferior del segundo eje que contiene todas las
muestras de lavado y tres de dilucién rotacion M-T/S-S, otro grupo préximo al eje II
formado por dos muestras de dilucion rotacion M-T/S-S, y el tltimo grupo formado por

seis muestras de dilucion se encuentra en la zona superior del eje IT (Fig. N° 13).
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Fig. N° 13: Diagrama de distribucién con los dos primeros ejes, obtenido por
DCA, de muestras de rastrojo provenientes de: L' (lavado Rot. M-T/S-S), L? (lavado
Rot. T/S), D! (dilucién Rot. M-T/S-S), D? (dilucion Rot.T/S) (una muestra de rastrojo

D’ se excluy6 del grafico por presentar un valor extremo).

Con respecto a la disposicion de las especies y géneros fingicos en las diversas
muestras de 1996, se puede observar lo siguiente:

* Los géneros Rhizopus y Trichoderma se encuentran ampliamente

distribuidos en todas las muestras, independientemente del método de

aislamiento utilizado.
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* Penicillium se ha aislado con mucha mayor frecuencia por la técnica de
dilucion.

* Las especies de Aspergillus se aislaron por la técnica de lavado para ambas
rotaciones, y por la técnica de dilucion sélo en la rotacién T/S.

* Hay especies de Fusarium encontradas inicamente por lavado, ellas son: F.
oxysporum (ambas rotaciones), F. solani (ambas rotaciones), F.
graminearum (Rot. T/S), F. semitectum y F equiseti (Rot. M-T/S-S).

En tanto que F. sachari y F. verticilloides se aislaron por ambos métodos en
la rotacion M-T/S-S.

Las diversidades fingicas de las muestras procesadas por el método de lavado,
no presentan diferencias significativas con respecto a los sistemas de labranza y las
rotaciones de cultivo.

Al comparar la diversidad de las muestras correspondientes al afio 1996,
procesadas por ambos métodos de aislamiento, se encontré mayor diversidad fungica

cuando se empleo la técnica de lavado (p < 0,10).
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1-2-8-TEMPERATURA Y HUMEDAD EDAFICAS Y VARIABLES
AMBIENTALES:

En los siguientes graficos se presentan los resultados de las determinaciones de

temperatura y humedad del suelo a las dos profundidades.
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-Figura N° 14: Humedad (%) del suelo de 0 a 5 cm, en los tres sistemas de
labranza.

De 0 a 5 cm de profundidad, en los meses de enero y febrero de 1994, y en
noviembre, diciembre y enero de 1995 la humedad edafica fue significativamente menor

en LV, con respecto a los otros tratamientos (p < 0,01). En agosto de 1995 la humedad

»

1
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fue superior en SD. En junio, julio y agosto de 1996 los menores valores se obtuvieron

en LC (p < 0,05).
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Figura N° 15: Humedad (%) del suelo de 5 a 10 c¢m, en los tres sistemas de

labranza.

De 5 a 10 cm de profundidad, en los meses de enero y febrero de 1994, la LV

presentd el menor % de humedad (p < 0,01). En agosto de 1995 la humedad fue

superior en SD (p <0,01).
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Temperatura (°C)

Figura N° 16: Temperatura (°C) del suelo de 0 a 5 cm, en los tres sistemas de

labranza.
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Figura N° 17: Temperatura (°C) del suelo de 5 a 10 cm, en los tres sistemas de

labranza.

No se encontr6 diferencia significativa de la temperatura edafica entre los tres

sistemas de labranza estudiados, tanto de 0 a 5 cm como de 5 a 10 cm de profundidad.



En las figuras N° 18,19 y 20 se presentan los resultados de las mediciones de las
siguientes variables climéticas ambientales: temperatura media, precipitaciones y

- humedad relativa media.
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Figura N° 18: Variacion de la temperatura media durante los cuatro afios del

.

ensayo.
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Figura N° 19: Variacion de las precipitaciones durante los cuatro afios del

ensayo.
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Figura N° 20: Variacion de la humedad relativa media durante los cuatro afios

del ensayo.

En las variables ambientales presentadas se observan variaciones estacionales, y
también diferencias entre los distintos afios considerados.
Las modificaciones de estas variables influyen sobre las poblaciones fungicas y

la actividad de las mismas en el suelo.
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HI-2-9-MATERIA ORGANICA Y PH:

En las tablas N° 34 y N° 35 se presentan los resultados de las determinaciones de

MO y pH, tanto en las muestras de suelo con residuos como en el suelo sin residuos.

‘Tabla N° 34: Valores de % de carbono, % de MO y pH de las muestras de suelo
entero afio 1996 (promedio de dos repeticiones, entre paréntesis se indica el error
estandar de las mismas).
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MUESTRAS Ctotal(%) MO(%) PH

SD (0-5) Rot.M-T/S-S 3,98 6,87 (0,51) 6,11 (0,00)
SD (5-10) Rot.M-T/S-S 3,40 5,87 (0,17) 5,88 (0,10)
LV (0-5) Rot.M-T/S-S 3,02 5,20 (0,17) 5,54 (0,00)
LV (5-10) Rot.M-T/S-S 2,52 4,35 (0,34) 5,47 (0,11)
LC (0-5) Rot.M-T/S-S 5,31 5,70 (0,67) 5,47 (0,10)
LC (5-10) Rot.M-T/S-S 2,72 4,69 (0,00) 5,35 (0,09)
SD (0-5) Rot.T/S 2,92 5,03 (0,34) 5,60 (0,00)
SD (5-10) Rot. T/S 1,94 3,35 (0,00) 5,14 (0,08)
LV (0-5) Rot.T/S 1,94 3,35 (0,00) 5,32 (0,10)
LV (5-10) Rot. T/S 1,94 3,35 (0,00) 5,15 (0,00)
LC (0-5) Rot.T/S 3,95 4,86 (0,17) 5,24 (0,00)
LC (5-10) Rot.T/S 2,43 4,19 (0,17) 5,15 (0,06)




Tabla N° 35: Valores de % de carbono, % de MO y pH de las muestras de suelo
sin rastrojo, rotacion M-T/S-S afio 1996 (promedio de dos repeticiones, entre paréntesis
se indica el error estdndar de las mismas).
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MUESTRAS Ctotal(%) MO(%) PH

BI-SD (0-5) 2,73 4,69 (0,00) 5,88 (0,10)
BI-SD (5-10) 2,54 4,36 (0,13) 5,87 (0,07)
BI-LV (0-5) 2,34 4,02 (0,21) 5,40 (0,09)
BI-LV (5-10) 2,15 3,69 (0,10) 5,31 (0.00)
BI-LC (0-5) 2,54 4,36 (0,00) 6,63 (0,11)
BI-LC (5-10) 2,93 5,03 (0,00) 5,56 (0,08)
BII-SD (0-5) 2,54 4,36 (0,10) 6,16 (0,10)
BII-SD (5-10) 1,95 3,35 (0,25) 5,78 (0,00)
BII-LV (0-5) 2,15 3,69 (0,05) 5,67 (0,05)
BII-LV (5-10) 2,15 3,70 (0,00) 5,50 (0,08)
BII-LC (0-5) 2,34 4,02 (0,09) 5,50 (0,11)
BII-LC (5-10) 2,15 3,69 (0,10) 5,93 (0,00)
BHI-SD (0-5) 3,12 5,37 (0,00) 6,21 (0,06)
BII-SD (5-10) 2,34 4,02 (0,22) 6,02 (0,10)
BIII-LV (0-5) 2,34 4,02 (0,20) 5,48 (0,00)
BII-LV (5-10) 1,95 3,35(0,15) 5,38 (0,00)
BII-LC (0-5) 1,95 3,35 (0,10) 5,24 (0,07)
BIII-LC (5-10) 2,15 3,69 (0,00) 5,25 (0,06)
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Materia orgénica:

El andlisis estadistico indica que en las muestras de suelo con rastrojo, el

- contenido de MO es significativamente mayor en la rotacion M-T/S-S que en la rotacién

T/S (p < 0,001). También se observa efecto profundidad, con valores de MO superiores
de 0 a5 cm (p < 0,05), por método de comparaciones multiples de Scheffe.

Con respecto a las labranzas, hay diferencias entre ellas pero tales diferencias
varian de acuerdo a la rotacion de cultivos considerada. En las tablas N° 36 y N° 37 se
muestran los resultados para cada rotacion por la prueba de comparaciones miltiples de

Scheffe a un grado de significacion del 5 %.

Tabla N° 36: Rotacion M-T/S-S, comparacion de % MO entre las labranzas,

método de Scheffe (letras diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios

Grupos homogéneos

LV 4,78 a
LC 5,19 a b
SD 6,37 b

Tabla N° 37: Rotacion T/S, comparaciéon de % MO entre las labranzas, método

de Scheffe (letras diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza

Promedios

Grupos homogéneos

LV 3,35 a
SD 4,19 b
LC 4,53 b
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En la figura N° 21 se muestra la variacién de la MO ante los distintos factores

estudiados.
%MO 17 - *
» LV Oo-5cm
6+ CILV 5-10 cm
% ELC 0-5cm
. . BILC 5-10 cm
B SD 0-5¢cm
4 1 M SD 5-10 cm
3 -
2 -l
1 -l

Rot. M-T/S-S Rot. T/S

Figura N° 21: % de MO de suelo en funcién de los sistemas de labranza, las
profundidades y las rotaciones de cultivo, afio 1996 (* indica diferencia significativa de

profundidad P < 0,05).

Es de destacar que en las muestras de suelo sin rastrojo correspondientes a la
rotacion M-T/S-S, no se observa ninglin efecto de los factores estudiados sobre el
contenido de MO. :

Cuando se compara % de MO de suelo con o sin residuos, encontramos que el

primero presenta en promedio mayor contenido de MO (p < 0,05).
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PH:
Las muestras de suelo con rastrojo, presentan pH significativamente mas alto en
- la rotacion M-T/S-S que en la rotacion T/S (p < 0,05), por método de comparaciones
multiples de Scheffe.
Igualmente se observa efecto de las labranzas, en la tabla N° 38 se muestra el
resultado por la prueba de comparaciones multiples de Scheffe a un grado de

significacion del 5 %.

Tabla N° 38: Comparacion de los valores de pH entre las labranzas, método de

Scheffe (letras diferentes indican diferencia significativa entre promedios).

Sistemas de labranza Promedios Grupos homogéncos
"LC 5,30 a
LV 5,37 a b
SD 5,68 b

En las muestras de suelo sin rastrojo correspondientes a la rotacion M-T/S-S, no

se observa ningun efecto de los factores estudiados con respecto al pH.

Al cotejar el pH de suelo con o sin residuos no se ha encontrado ninguna
diferencia significativa entre ambos. Aunque en dicho analisis si se ve que el pH es mas

acido de 5 a 10 cm de profundidad (p < 0,05).



111-2-10-RENDIMIENTO:

119

En la tabla siguiente se presentan los resultados de rendimiento del cultivo de

trigo, para los tres sistemas de labranza y las dos rotaciones de cultivo.

Tabla N° 39: Valores de rendimientos, expresados en gr/m? (promedios de tres

repeticiones, entre paréntesis se indica el error estandar de las mismas).

Sistemas de labranza Rot. M-T/S-S Rot. T/S
SD 208,98 (16,63) 181,80 (3,15)
LV 154,82 (12,86) 127,60 (17,81)
LC 155,34 (18,78) 148,66 (12,47)

Por ANOVA se encontr6 diferencia significativa en los rendimientos, con

respecto a los sistemas de labranza, siendo superiores en SD (p < 0,05).

A pesar de que en la rotacion M-T/S-M el rendimiento fue mas elevado que en la

rotacion T/S, las diferencias no son estadisticamente significativas.
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-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS:

II-3-1- PODER CELULOLITICO DE HONGOS FILAMENTOSOS CON EL USO
DEL COLORANTE ROJO CONGO:

-En las siguientes tablas se presentan los datos de FH/FD obtenidos a partir de las
cepas fungicas asociadas a los residuos de cosecha, indicindose ademas la labranza y
profundidad correspondientes.

Aislamientos obtenidos por la técnica de dilucidn en placas:

Tabla N° 40: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de cepas celuloliticas aisladas de rastrojo,
rotacion M-T/S-S, afio 1994.

AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZA FH/FD
1-Acremonium spp 5-10 cm SD 3,60 (0,10)
2-Aspergillus fumigatus 5-10cm LV 4,13 (0.11)
3-Fusariun proliferatum 0-5cm SD 6,00 (0,10)
4-F. proliferatum 5-10 cm LV 1,01 (0,01)
5-F. proliferatum 5-10cm LC 3,07 (0,07)
6-F. oxysporum 0-5 cm SD 6,25 (0,00)
7-F. oxysporum 5-10 cm SD 3,54 (0,04)
8-F. oxysporum 5-10cm LC 1,09 (0,09)
9-F. oxysporum 0-5cm LC 1,03 (0,03)
10-F. oxysporum 0-5cm LV 9,33 (0,91)
11-F. oxysporum 5-10cm LV 2,87 (0,18)
12-F. semitectum 0-5cm LV 1,07 (0,07)
13-F. solani 0-5cm Lv . 3,39 (0,06)
14-Myrothecium roridum 0-5cm SD 3,43(0,14)
15-Penicillium citrinum 0-5cm SD 1,00 (0,00)
16-P. citrinum 0-5 cm LV 1,02 (0,02)
17-P. griseoroseum 0-5cm LV 2,42 (0,08)
18-Rhizopus spp 0-5¢m LV 5,33(0,19)
19-Trichoderma harzianum 0-5 cm SD 1.00 (0,00)
20-T. harzanum 5-10cm SD 1,03 (0,03)
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En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones multiples de Scheffe.

10

FH/FD
——

0 1 i I I 1 1 i I I 1 | | ! i il i 1 1 i I
1 3 &5 7 9 11 13 15 17 19
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Cepas
Figura N° 22: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada
cepa fungica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del

5 % (rotacion M-T/S-S, afio 1994, técnica de dilucion).
La cepa que presentd mayor poder celulolitico (p < 0,001) fue la n° 10 (F.

axysporum), luego le siguen: n° 6 (F. oxysporumy), 3 (F. proliferatum) y 18 (Rhizopus

spp).

I
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Tabla N° 41: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de las cepas de hongos celuloliticos aisladas de
rastrojo, rotacion M-T/S-S, afio 1995.

AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZA FH/FD
1-Ascomicete 5-10cm LV 1,51 (0,09)
2-Aspergillus flavipes 5-10cm LC 6,28 (0,07)
3-A. fumigatus 0-5cm LC 2,56 (0,06)
4-A. nidulans 0-5cm SD 7,13 (0,17)
5-A. niger 5-10 cm LV 1,02 (0,02)
6-A. terreus 0-5 cm SD 7,94 (0,07)
1-Dreschlera spicifera. 0-5 cm SD 4,96 (0,15)
8-D. spicifera. 5-10 cm LV 2,02 (0,13)
9-D. spicifera. 0-5cm LC 1,83 (0,01)
10-D. spicifera. 0-5 cm LV 1,02 (0,02)
11-Gliocladium roseum 5-10cm SD 7,94 (0,06)
12-Fusariun proliferatum 0-5em LV 9,89 (0,11)
13-F. proliferatum 5-10 cm LV 2,91 (0,05)
14-F. solani 5-10 cm LV 3,05 (0,08)
15-F. solani 0-5 cm Sb 1,61 (0,07)
16-Mycelia Sterilia 0-5 cm LV 1,49 (0,09)
17-Myrothecium verrucaria 0-5 cm SD 2,07 (0,09)
18-M. verrucaria 0-5cm LC 11,63 (0,12)
19-M. verrucaria 5-10 cm LC 10,2-0 (0,20)
20-M. verrucaria 5-10 cm LV 4,29 (0,00)
21-Penicillium citrinum 0-5 cm SD 1,04 (0,04)
22-P. citrinum 5-10cm LC 2,50 (0,06)
23-P. citrinum 5-10 cm SD 1,03 (0,03)
24-P. simplicissimum 0-5 cm LC 1,47 (0,11)
25-Rhizopus spp 5-10 cm SD 17,67 (0,08)
26-Rhizopus spp 0-5cm LV 7,95 (0,13)
27-Rhizopus spp 0-5 cm LC 7,99 (0,12)
28-Rhizopus spp 0-5 cm LV ) 1,57 (0,02)
29-Trichoderma viride 5-10 cm SD 1,00 (0,00)
30-Trichoderma spp 0-5cm SD 1,26 (0,01)
31-Trichoderma spp 0-5 cm SD 2,63 (0,09)
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En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones miltiples de Scheffe.

20
15

10 O — O

FH/FD

[ ¢ ¢ ¢4 ¢ ¢ ¢
J+ ++ ++ +# ¢ ++ +++
0 T T rrrr Ty T T T T T
1 3 5 7 911131517 19 21 23 25 27 29 31
2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26 28 30

Cepas

Figura N° 23: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada
cepa fingica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del

5 % (rotacion M-T/S-S, afio 1995, técnica de dilucion).

La cepa n° 25 (Rhizopus spp) presentd el valor mas elevado de FH/FD (p <
0,001), le siguen en importancia las cepas n° 18 (M. verrucaria), 19 (M. verrucaria), 12
(F. proliferatum), 27 (Rhizopus spp), 26 (Rhizopus spp), 11 (Gliocladium roseum), 4

(A. nidulans) y 2 (Aspergillus flavipes).
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Tabla N° 42: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de las cepas de hongos celuloliticos aisladas de
rastrojo, rotacion M-T/S-S, afio 1996.

AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZA FH/FD
1-Acremonium spp 5-10 cm SD 2,03 (0,03)
2-Alternaria alternata 0-5cm LV 1,02 (0,02)
3-Ascomicete 5-10 cm LV 7,72 (0,15)
4-Dreschlera spicifera 0-5cm LV 1,37 (0,05)
5-Fusarium verticillioides 5-10 cm LC 9,92 (0,11)
6-F. verticilloides 0-5cm SD 10,73 (0,09)
7-F. verticilloides 0-5cm SD 13,40 (0,20)
8-F. sachari 5-10cm SD 3,18 (0,14)
9-Gliocladium roseum 0-5cm LC 6,15 (0,14)
10-Mycelia Sterilia 0-5cm SD 2,49 (0,08)
11-Mycelia Sterilia 5-10 cm SD 2,53 (0,06)
12-Mycelia Sterilia 5-10cm LV 9,67 (0,12)
13-Mycelia Sterilia 5-10 cm LC 3,17 (0,09)
14-Monocillium spp 0-5 cm LV 1,09 (0,02)
15-Monocillium spp 0-5 cm LC 1,03 (0,03)
16-Monocillium spp 5-10 cm LV 1,00 (0,00)
17-Penicillium aculeatum 5-10 cm LV 2,83 (0,09)
18-P. griseofulvum 0-5cm LC 1,88 (0,12)
19-P. purpurogenum 0-5 cm LC 4,58 (0,13)
20-F. purpurogenum 5-10cm LV 16,00 (0,06)
21-P. purpurogenum 5-10cm SD 1,86 (0,03)
22-P. purpurogenum 0-5cm SD 1,00 (0,00)
23-Rhizopus spp 0-5cm LV 11,66 (0,09)
24-Rhizopus spp 0-5¢m SD 2,26 (0,03)
25-Rhizopus spp 0-5cm LV 1,01 (0,01)
26-Rhizopus spp 0-5cm LC 6,88 (0,12)
27-Rhizopus spp 5-10 em SD 17,75 (0,14)
28-Trichoderma atroviride 5-10cm LV 1,01 (0,01)
29-T. aureoviride 0-5 cm LV 1,99 (0,10)
30-T. aureoviride 5-10cm LC . 2,53 (0,02)
31-T. aureoviride 0-5cm 1LC 2,57 (0,07)
32-T. aureoviride 5-10 cm LV 1,21 (0,04)
33-T. aureoviride 5-10cm LC 1,78 (0,11)
34-T. harzianum 5-10cm SD 2,67 (0,13)
35-T. harzianum 5-10cm SD 2,03 (0,03)
36-T. harzianum 0-5cm SD 1,75 (0,16)
37-T. koningii 5-10 cm LC 3,33 (0,02)
38-T. koningii 0-5cm LC 2,49 (0,12)




En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones multiples de Scheffe.
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Figura N° 24: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada

cepa fungica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del
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5 % (rotacion M-T/S-S, afio 1996, técnica de dilucion).

La cepa n° 27 (Rhizopus spp) y 20 (P. purpurogenum) tuvieron el mayor poder

celulolitico (p < 0,001), les siguen en importancia las cepas n° 7 (F. verticilloides), 23

(Rhizopus spp), 6 (F. verticilloides), 5 (F. verticilloides) y 12 (Mycelia Sterilia).
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Tabla N° 43: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de las cepas de hongos celuloliticos aisladas de

rastrojo, rotacion T/S afio 1996.
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AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZAS FH/FD
1-Aspergillus clavatus 0-5 cm SD 1,50 (0,00)
2-A. clévatus 0-5cm LC 1,93 (0,03)
3-A. fumigatus 5-10 cm LV 3,15(0,02)
4-Gliocladium spp 0-5cm LC 7,72 (0,14)
5-Mycelia Sterilia 5-10 cm LC 1,29 (0,04)
6-Penicillium citrinum 0-5 cm SD 2,83 (0,07)
7-P. citrinum 5-10 cm SD 2,86 (0,15)
8-P. janthinellum 0-5cm SD 1,67 (0,03)
9-P. restrictum 5-10 cm LV 1,00 (0,00)
10-P. restrictum 0-5cm SD 1,42 (0,04)
11-P. simplici:vsimum 5-10 cm LC 5,42 (0,08)
12-P. simplicissimum 5-10 cm LC 7,34 (0,33)
13-P. simplicissimum 0-5 ¢cm LC 2,14 (0,08)
14-P. simplicissimum 0-5 cm LV 2,62 (0,05)
15-P. purpurogenum 5-10 cm LC 2,25 (0,00)
16-P. purpurogenum 0-5cm SD 1,04 (0,03)
17-P. purpurogenum 5-10 cm SD 3,17 (0,04)
18-Rhizopus spp 0-5cm LC 31,75 (0,25)
19-Trichoderma aureoviride 5-10 cm LV 1,03 (0,03)
20-T. aureoviride 0-5 cm LV N 2,07 (0,03)
21-T. aureoviride 0-5 cm LV 3,94 (0,26)
22-T. aureoviride 0-5 cm LV 4,40 (0,33)
23-T. aureoviride 0-5 cm LC 3,89 (0,06)
24-Trichoderma spp 5-10 cm LC 1,02 (0,01)
25-Trichoderma spp 5-10 cm Lv 2,27 (0,03)
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En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones multiples de Scheffe.
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Figura N° 25: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada

cepa fungica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del

5 % (rotacion T/S, afio 1996, técnica de dilucidn).

La cepa n° 18 (Rhizopus spp) tiene el mayor valor de FH/FD = 31,75 (p <
0,001), en tanto que el resto de las cepas presentan valores por debajo de 8, dentro de

este grupo se destacan las cepas n° 4 (Gliocladium spp) y 12 (P. simplicissimum).
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Aislamientos obtenidos por la técnica de lavado:

Tabla N° 44: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de las cepas de hongos celuloliticos aisladas de
residuos, rotacion M-T/S-S, afio 1996.

AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZA FH/FD
1-Acremonium spp 5410 cm LV 31,00 (0,29)
2-Fusarium equiseti 5-10 cm LV 8,73 (0,13)
3-F. equiseti . 5-10cm | SD 4,63 (0,19)
4-F. equiseti 5-10 cm Lv 6,07 (0,17)
5-F. oxysporum 5-10 cm LV 27,75 (0,25)
6-F. semitectum 5-10 cm SD 12,40 (0,00)
7-F. semitectum 5-10 cm Lv 9,94 (0,28)
8-Mucor hiemalis 5-10 cm SD 22,00 (0,19)
9-Trichoderma aureoviride 5-10 cm LV 3,42 (0,20)
10-T. aureoviride 5-10 cm SD 1,01 (0,01)
11-T. aureoviride 0-5 cm SD 3,02 (0,15)
12-T. aureoviride 5-10 cm LC 5,50 (0,29)
13-T. aureoviride 0-5 cm LC 9,34 (0,16)
14-T. aureoviride 5-10 cm LC 1,00 (0,00)
15-T. koningii 5-10 cm LV 1,01 (0,01)
16-T. koningii 5-10 cm Lv 1,00 (0,00)

En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones multiples de Scheffe.
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Figura N° 26: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada

cepa fungica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del
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5 % (rotacion M-T/S-S, afio 1996, técnica de lavado).

El promedio de FH/FD mas alto se observa en la cepa n° 1 (Acremonium spp),

le siguen las cepas 5 (F. oxysporum), 8 (Mucor hiemalis) y 6 (F. semitectum).
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Tabla N° 45: Valor de FH/FD (promedio de tres repeticiones, entre paréntesis se
indica el error estandar de las mismas) de las cepas de hongos celuloliticos aisladas de
residuos, rotacion T/S, afio 1996.

AISLAMIENTOS PROFUNDIDAD LABRANZA FH/FD
1-Aspergillus nidulans 0-5 cm LC 4,56 (0,11)
2-Colletotrichum dematium 5-10 cm LV 9,88 (0,12)
3-Dreschlera spicifera 0-5 cm LC 1,59 (0,12)
4-Fusarium graminearum 0-5cm SD 29,67 (0,33)
S-F. oxysporum 0-5cm LV 16,63 (0,12)
6-F. oxysporum 5-10 cm SD 16,50 (0,14)
7-F. oxysporum 5-10 cm LV 11,72 (0,05)
8-F. oxysporum 0-5cm LC 2,80 (0,07)
9-F. oxysporum 0-5 cm LC 30,67 (0,44)
10-F. oxysporum 5-10 cm LC 12,17 (0,16)
11-F. oxysporu;n 5-10 cm Lv 2,87 (0,07)
12-F. solani 0-5 cm LV 9,64 (0,35)
13-F. solani 0-5 cm LC 7,52 (0,24)
14-Gliocladium catenulatum 5-10 cm LC 1,38 (0,00)
15-G. catenulatum 0-5 cm SD 1,75 (0,02)
16-G. catenulatum 0-5 cm SD 1,01 (0,01)
17-Penicillium janthinellum 5-10 cm SD 4,50 (0,00)
18-Trichoderma aureoviride 5-10 cm Lv 9,87 (0,18)
19-T. aureoviride 0-5cm LV 3,03 (0,23)
20-T. aureoviride 0-5cm SD : 5,08 (0,08)

En la figura siguiente se ilustra la comparacion entre los valores promedio de

FH/FD de las cepas aisladas, por el método de comparaciones multiples de Scheffe.
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Figura N° 27: Intervalos correspondientes a los promedios de FH/FD para cada
cepa flngica aislada, obtenidos por el método de Scheffe a un grado de significacion del

5 % (rotacion T/S, afio 1996, técnica de lavado).

En este conjunto de aislamientos las cepas n° 9 (F. oxysporum) y 4 (Fusarium
graminearum) tienen los mayores promedios de FH/FD (p < 0,001), en segundo
término encontramos las cepas 5, 6, 10 y 7 todas ellas correspondientes a aislamientos

de F. oxysporum.

En ninguno de los muestreos se observo efecto labranza ni efecto profundidad

sobre la variable FH/FD de las cepas aisladas.

131



132

Dentro de los géneros mas frecuentemente aislados: Rhizopus, Fusarium,
Trichoderma, Penicillium, Myrothecium, Gliocladium y Aspergillus, los dos primeros
presentaron en promedio mayor poder celulolitico (p < 0,001).

Dentro del género Fusarium los aislamientos con mayores valores de FH/FD
fueron: F. vertcillioides, F. semitectumy F. oxysporum.

Las cepas fungicas aisladas por el método de lavado presentaron en promedio

valores superiores de FH/FD que las cepas aisladas por el método de dilucion en placas.

1I-3-2-: CAPACIDAD CELULOLITICA DE CEPAS FUNGICAS EN
SOBRENADANTES DE CULTIVO:

No fue posible detectar actividad celulasa cuando se empled celulosa cristalina
coOmo sustrat‘o, y se intentd medir actividad por aparicion de azicares reductores con el
método de Somogyi y Nelson. Se pudo determinar la capacidad enzimatica en los
sobrenadantes de cultivo en medio sélido, con carboximetilcelulosa como sustrato y

con el uso del colorante Rojo Congo.

En las figuras N° 28 y 29 se presentan, para cada una de las cepas seleccionadas,
(a) las variaciones del peso seco en g (peso del micelio mas la paja de trigo o la
celulosa residual), (b) proteinas solubles en mg/ml y (c) capacidad enzimatica en medio
solido de los sobrenadantes de cultivo como area de hidrolisis e:n mm?, a los distintos

tiempos del ensayo.
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Area de hidrélisis (mmz)
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Figura N° 28: Fusarium oxysporum (aiio 1994, rot. M-T/S-S, dilucién en
placas), Fusarium semitectum (afio 1994, rot. M-T/S-S, dilucion en placas), Rhizopus
spp (afio 1995, rot. M-T/S-S, dilucién en placas), Myrothecium verrucaria (afio 1995,

rot. M-T/S-S, dilucion en placas).
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Figura N° 29: Fusarium verticilloides (afio 1996, rot. M-T/S-S, dilucion en
placas), Rhizopus spp (afio 1996, rot. T/S, dilucion en placas), Trichoderma
aureoviride (afio 1996, rot. T/S, método de lavado), Fusarium oxysporum (afio 1996,

rot. M-T/S-S, método de lavado).
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El peso seco del micelio mas el inductor residual, ha tenido poca variaciéon con

una tendencia a disminuir, con el transcurso del tiempo. El desarrollo del micelio no

‘llega a equilibrar la pérdida de peso debida al consumo del material celuldsico, éste

ultimo seria el principal contribuyente al peso seco.

‘La cantidad de proteinas solubles en los sobrenadantes de cultivo fue siempre
inferior a 0,12 mg/ml, y cuando se empleé celulosa cristalina como inductor los valores
fueron atin menores, por debajo de 0,036 mg/ml.

Todas las cepas mostraron capacidad celulolitica, sobre CMC en medio sélido,
creciente con el paso del tiempo, alcanzando valores mas o menos constantes entre las
144 y 192 horas para las primeras cuatro cepas. Entre las cepas en las que se uséd
celulosa cristalina como inductor, Trichoderma aureoviride y Rhizopus spp alcanzan
valores constantes de actividad a las 86 hs, Fusarium oxysporum a las 144 hs y
Fusarium verticilloides a las 240 hs. Las proteinas solubles mostraron, en todos los

casos, variaciones similares a las observadas en la actividad celulolitica.
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IV-DISCUSION:

IV-1- EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA
MICOTA DE LOS SUELOS:

Los fertilizantes son aplicados al suelo para mantener o incrementar el
rendimiento de los cultivos. A largo plazo, se ha observado en diversos trabajos de
investigacion, que con las aplicaciones regulares de fertilizantes se produce un aumento
en el rendimiento de los cultivos que se refleja en un contenido superior de MO y una
mayor actividad biolégica. Como resultado, de la aplicacion de fertilizantes a largo
plazo, se ha reportado, en cierto niimero de casos, el incremento en la porosidad,
capacidad de infiltracién y conductividad hidraulica y una disminucién en la densidad
del suelo (123).

El presente ensayo, con doce afios de duracion, nos permite considerar los
efectos a largo plazo, de la aplicacion de un fertilizante nitrogenado, sobre los hongos
del suelo, en un sistema de labranza convencional con dos rotaciones de cultivo.

La MT se vio aumentada en la rotaciéon M-T/S, la mayor diversidad de cultivos
puede favorecer el desarrollo de los microorganismos. El uso del fertilizante, sin
embargo no afecté la poblacion fungica, aunque se espera que a largo plazo deberia
haber una estimulacion microbiana en general (11). A pesar de eso Alvarez y col. (124)
no encontraron ninguna influencia significativa de la fertilizacion nitrogenada sobre los
niveles de MO del suelo o biomasa y actividad microbiana, en SD y labranza
convencional, con una rotacion de cultivos M-T/S.

La MC mostr6 un aumento significativo en las parcelas fertilizadas, aunque
dicho aumento sélo se encontré en la rotacion T/S. Ya en un trabajo anterior (63), se

observo un efecto mas pronunciado de la adicion de fertilizantes sobre la MC que sobre
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la MT. En ese caso se habian empleado distintos abonos verdes y para cada uno de
ellos vario el efecto de la fertilizacion, por la diversidad de nutrientes presentados a los
hongos. La MC, responsable en gran medida de la descomposicion del material
celulosico, parece ser mas sensible que la MT, al agregado de fertilizantes
nitrogénados.

La distribucion de los hongos celuloliticos pareceria estar influenciada por la
aplicacidn de urea, ya que por las técnicas de ordenamiento y clasificacion, se forman
dos grupos, con las muestras de parcelas fertilizadas, por un lado y las no fertilizadas,
por ¢l otro. Las muestras en las que se empled urea, son mas homogéneas entre si que
las otras, con respecto a su composicion de hongos celuloliticos. Tal vez la aplicacion
del fertilizante tenga un efecto directo sobre las especies flingicas, seleccionando
algunas que ven favorecida su capacidad competitiva en esas condiciones, como
Fusarium solani y cepas que producen micelio estéril. Por el contrario Penicillium, un
género muy frecuente en el suelo,vparecerl’a estar desplazado de las parcelas tratadas
con urea. Otros géneros como Trichoderma y Aspergillus presentan elevadas
frecuencias y densidades relativas, independientemente del tratamiento, por lo que la
urea no los afectaria.

Trichophyton ajelloi, su estado teleomorfo y Chrysosporium spp, fueron los
unicos hongos queratinoliticos aislados, con frecuencias mas o menos constantes ante
los diversos tratamientos. En numerosos trabajos se comprob6é la dominancia de
Trichophyton ajelloi en suelos cultivados, donde las condiciones ambientales sin duda
favorecen su desarrollo, sin suftrir la influencia de las diferentes practicas de manejo
que el hombre efectia en dichos habitats (88) (63) (59).

Cuando consideramos las caracteristicas quimicas del suelo en su conjunto, no

hay ninguna tendencia en la distribucion de las mismas, con respecto a los tratamientos
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realizados. La aplicacion del fertilizante no parece afectar el contenido de nitrégeno y

de carbono organico de los suelos. Sin embargo hay trabajos de investigacion que

- demuestran otros resultados al respecto. Liang y MacKenzie (125) en un sistema de

maiz continuo con labranza convencional, encontraron un aumento del 5 % en el
carboﬁo orgéanico, y del 6 % en el nitrégeno total después de seis afios de fertilizacion
nitrogenada. Salinas Garcia y col. (126) después de dieciséis afios de cultivo de maiz y
tratamiento con dos dosis diferentes de fertilizante nitrogenado, observaron que con la
mayor dosis aumento €l contenido de nitrégeno mineralizable del suelo y el carbono
organico, pero no influy6 considerablemente sobre la biomasa microbiana.

Al llegar al suelo la urea puede sufrir una serie de modificaciones, en un primer
paso actian los enzimas ureasa provistos por los microorganismos, catalizando la
transformacion de la urea y el agua a carbonato de amonio. El carbonato de amonio,
luego se hidroliza para dar hidroxido de amonio, diéxido de carbono y agua. Por tltimo
el hidroxido de amonio reacciona con el oxigeno para dar nitrato, que es la forma de
nitrégeno mas facilmente utilizable por las plantas.

El hecho de que el nitrégeno total no haya aumentado en las parcelas
fertilizadas con urea podria deberse a varias razones:

* Que las plantas hayan absorbido el nitrogeno disponible para su desarrollo.

* Que se haya perdido nitrogeno como amoniaco a la atmdsfera, proceso
condicionado fundamentalmente por la temperatura, humedad del suelo,
intercambio gaseoso y concentracion de ureasa del suelo..

*  Que el nitrato formado se haya perdido por lixiviado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se observaron modificaciones en las

caracteristicas quimicas de los suelos, por el agregado del fertilizante, ésta puede haber
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sido la causa principal de la escasa influencia de la aplicaciéon de urea sobre las

poblaciones fiingicas del suelo.

IV-2-DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA
EN RESIDUOS DE COSECHA Y SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE
LABRANZA: ‘

IV-2-1-DISTRIBUCION DEL RASTROJO EN EL SUELO:

El aumento que se produjo, hasta los 10 cm de profundidad, en el porcentaje de
rastrojo en el suelo con el transcurso de los afios, obedece a la acumulacion de residuos
con los sistemas de labranza empleados, que como ya se demostré determinan la
distribucion de los residuos con la profundidad, de acuerdo a investigaciones de
Staricka y col. (127). Hay que considerar que las parcelas fueron tratadas previamente
con métodos de labranza convencional, caracterizados por la disminucién de la MO en
las capas mas superficiales del perfil.

Vyn y col. (128), aunque evaluaron cobertura de residuos, observaron una
cantidad de residuos en labranza convencional menor del 7 %, en LV menor del 20 % y
en SD mayor del 70 %.

Alvarez y col. encontraron una acumulacion de restos vegetales en la superficie
del suelo (0-5 cm) en SD y LV comparadas con labranza convencional. Ademas la
cantidad de residuos fue 2,5 veces superior en SD que en LV (129).

En el presente trabajo también la acumulacion fue mas significativa de 0 a 5 cm
de profundidad, en concordancia con el manejo que se realiza con los residuos. En SD,
donde no se produce ningun disturbio del suelo salvo la colocacion de la semilla, se
encontrd la mayor concentracion de rastrojos en superficie; en LV, donde el cincel

introduce los restos vegetales hasta una profundidad de 25 cm, se registré la menor
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cantidad de residuos, en tanto que la LC ocupa una posicion intermedia sin
diferenciarse significativamente de los otros dos sistemas de labranza.

La diferencia observada entre las labranzas fue mas notable en la rotacion M-
T/S-S que ademas presentd mayor cantidad de rastrojos que la rotacion T/S,

probablemente por la importante cantidad de residuos aportados por el cultivo de maiz,

que no estd presente en la segunda rotacion. O bien podria deberse también a una

mayor productividad de los cultivos de la primera rotacion, que llevaria a la formacién
de una masa superior de residuos de cosecha.

Segun esta relacion de los datos, en cuanto a la distribucidon de los residuos,
surge que el mayor aporte de los mismos depende de los sistemas de labranza y de las

secuencias de cultivo empleadas.

IV-2-2-RECUENTO DE LA MICOTA CELULOLITICA EN SUELO Y ASOCIADA
A RESIDUOS DE COSECHA:

El método de dilucién en placas empleado para cuantificar y aislar hongos a
partir de diversas fuentes naturales, es uno de los mas antiguos, ha sido usado
ampliamente y sigue teniendo vigencia. Por esta técnica las colonias que aparecen en el
cultivo de las muestras en medio agarizado, pueden derivar de elementos de
reproduccion o de fragmentos de micelio, por ello los hongos que esporulan
abundantemente crecen en gran numero sobre las placas de\siembra. No se debe
despreciar la importancia que tienen los elementos de reproduccidon ya que ante una
deplecion de nutrientes o disminucion de la humedad del suelo que pone en peligro al
micelio vegetativo, son las esporas y conidios los que le dan al hongo la ventaja de
sobrevida y colonizacion del sustrato. Ademas se ha demostrado que los elementos de

reproduccion son metabolicamente activos en la transformacién de compuestos
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quimicos en sustratos naturales (130). Pandey y Shende, estudiando el ntmero de
microorganismos en la rizosfera encontraron que el recuento por el método de dilucién
en placas se correlaciond con la acﬁvidad respiratoria del suelo (131). Por lo tanto, la
poblacion de esporas o conidios fingicos puede considerarse como una buena medida
de la éctividad de los hongos, resultando asi interesante conocer las variaciones que se
producen en dicha poblacién. En el presente trabajo se han cuantificado por el método
de dilucion en placas los hongos celuloliticos de suelo sin residuos, y asociados al
rastrojo.

En el suelo libre de restos de cosecha, se observa un aumento muy importante
en la poblacion de hongos celuloliticos aislados por ésta técnica, comparando la
situacién inicial (1993) con el Gltimo afio de muestreo (1996). La relacién es de 68
veces y 10 veces mayor de 0 a 5 cm y de S a 10 cm respectivamente en 1996 con
respecto a los valores obtenidos en 1993. Ademas sélo se manifiesta diferencia de las
UFC/gr de suelo, entre las profundidades en 1996.

Cualquiera de las labranzas aplicadas en el ensayo promueve, en el suelo
separado de los residuos, el aumento de la MC y la concentracion de esa poblacién en
la capa mas superficial, si lo comparamos con la situacién inicial de labranza
convencional realizada previo a 1993. Estas variaciones se atribuyen al aumento del
sustrato disponible a los hongos, que se va incorporando al suelo a medida que es
degradado por los microorganismos.

Para analizar el recuento de hongos asociados a los residuos de cosecha, se
emplearon dos variables. Ambas nos indican el numero de propagulos fingicos
asociados al rastrojo, con la diferencia que mientras en la primera las UFC se refieren a
1 gr de rastrojo seco, la segunda hace referencia a las UFC presentes en el rastrojo

contenido en 1 gr de suelo. Se consider6 la tltima variable debido a las diferencias
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encontradas en la distribucion del rastrojo, respecto de las labranzas y las
profundidades estudiadas, ya que en ella se ha tenido en cuenta dicha distribucion.

Podemos asegurar que las UFC asociadas a los residuos, ya sea por gr de
rastrojo o por gr de suelo, han crecido al aumentar el tiempo de tratamiento,
manifestando en el Gltimo afio diferencia entre las labranzas con mayor MC en SD para
la rotacion M-T/S-S, y en LC y SD para la rotacion T/S. Ademas no se hallé ninguna
diferencia de recuento de la MC entre las dos rotaciones en el afio 1996.

Al estudiar las UFC del rastrojo/gr de suelo se encontré efecto profundidad que
se presentd en forma progresiva al pasar los afios. Sélo en 1996 se observo diferencia
entre las labranzas de 0 a 5 cm de profundidad.

Si bien las dos variables han permitido detectar diferencias de labranzas luego
de cuatro afios de tratamiento, cuando se tiene en cuenta la distribucion del rastrojo son
mas notables las relaciones entre las labranzas y la profundidad con el transcurso de los
aflos, ademas esas diferencias son mas progresivas en éste Gltimo caso.

Con respecto a la MT también aumenté con los afios de tratamiento, y present6
efecto profundidad similar al de la MC, pero no presentd diferencias entre las
labranzas.

El mayor recuento fingico en las capas superiores del perfil, se debe
fundamentalmente a la abundancia de rastrojos en superficie, aunque también puede
influir la disponibilidad de oxigeno, que disminuye con la profundidad, ya que los
hongos filamentosos son aerobios estrictos.

Beare y col. también encontraron que las densidades fungicas fueron afectadas
fuertemente por las practicas de labranza, con nimero de UFC menores en residuos de

labranza convencional que en SD (132).
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En una serie de trabajos Deng y Tabatabai (133) (134) (135) observaron el
efecto de labranzas y manejo de residuos sobre actividades enzimaticas del suelo, éstas
ultimas son un reflejo de la dinamica de las poblaciones microbianas que las originan;
ellos encontraron que las actividades de la mayoria de los enzimas fueron mayores en
SD y LV que en labranza convencional. Ademas observaron la disminucion de las
actividades con el aumento de la profundidad del suelo. Entre los enzimas estudiados,
es de destacar que las celulasas mostraron la disminucidn mas marcada con la
profundidad.

Los resultados de las experiencias desarrolladas concuerdan con los de Salinas
Garcia y col. (126), quienes midieron biomasa microbiana, hallando los mayores
valores de la misma en SD seguida por labranza minima, y en ultimo término la LV con
valores similares a los de labranza convencional. Es de destacar que dentro de la
biomasa microbiana los hongos representan aproximadamente el 60 % en los
horizontes A y B, y en determinados sistemas se han hallado ain mayores porcentajes,
entre el 78 y el 90 % de biomasa fungica (136).

También Kandeler y Bohm comprobaron que los sistemas de labranza reducida
y minima tienen una concentracion significativa de residuos y acumulacion de C
organico proximos a la superficie, que sirven como sustrato de los microorganismos
cuya cantidad se ve aumentada en esa capa del perfil (137).

Como no se encontrd efecto de las labranzas sobre la densidad de hongos
celuloliticos en el suelo sin residuos, pero si se hallaron diferencias entre los recuentos
asociados a los residuos, obviamente son las poblaciones unidas a éstos ultimos las que
estan mas influenciadas por las practicas de manejo. Esto se debe a la estrecha relacion
que existe entre estos grupos fungicos descomponedores de la MO y su sustrato.

Confirmando estas observaciones Ronm y col. demostraron, en un modelo de
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laboratorio, que la influencia de una fuente de MO estd muy localizada y sélo se

extiende a una corta distancia en el suelo, que estaria limitada a una capa de menos de

- 1-8 mm de los restos vegetales (138).

IV-2-3-AISLAMIENTOS DE HONGOS QUERATINOLITICOS EN SUELO:

La prevalencia en los aislamientos de Trichophyton ajelloi concuerda con la
distribucion geografica mencionada en la literatura, ya que si bien se ha encontrado en
todo el mundo es mas abundante en regiones de clima templado como la nuestra (81).
La abundancia de este hongo en suelos de cultivo ya se observo en trabajos anteriores
(88) (63) (59). En todos esos estudios ademas se aislé siempre Microsporum gypseum,
que no fue encontrado en ninguno de los muestreos realizados en el presente trabajo.

Sin duda los suelos de cultivo no tienen el aporte de mayor magnitud de
sustratos queratinosos que pueden hallarse en suelos de corrales de aves, cerdos y
potreros. En esos sitios con un importante aporte de queratinas se encuentran otras
especies fungicas que poseen mayor afinidad por determinados materiales queratinosos
(88). En el caso de los suelos sometidos a cultivos durante largos periodos de tiempo se
observa mas uniformidad en las especies aisladas.

Los tres sistemas de labranza no parecen influir en la distribucion ni en la
frecuencia de las especies queratinoliticas aisladas de los suelos. _

Tampoco se observan diferencias entre el primer afio de tratamiento y el Gltimo,
con respecto a los hongos queratinoliticos hallados.

Los tratamientos efectuados en el presente ensayo, han originado un aumento de
los residuos, produciendo también una diferente distribucion de los mismos de acuerdo
al sistema de labranza empleado. Los restos vegetales no son un sustrato especifico

para los hongos queratinoliticos, y si bien ellos pueden nutrirse de los productos de
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degradacidn de tales materiales, necesitan de la presencia de otros grupos microbianos
para hacerlo. Esto explicaria la falta de dependencia de éstos hongos de las practicas de

manejo de suelos de cultivo.

1V-2-4-AISLAMIENTOS DE HONGOS CELULOLITICOS EN SUELO Y
RESIDUOS DE COSECHA:

La mayoria de las especies fungicas aisladas son cosmopolitas, todas ellas han
sido encontradas en suelos cultivados y en diversos sustratos organicos, principalmente
sobre restos vegetales en distintos estados de descomposicion. Muchos de estos hongos
ya se mencionaron en la literatura como capaces de degradar material celuldsico, como
las especies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Gliocladium, Monocillium,
Myrotheciuin y Trichoderma, incluso fueron aislados con métodos selectivos para
microorganismos celuloliticos (96).

Harper y Lynch (139) aislaron como hongos dominantes en la paja inoculada
con suelo, a Fusarium, Mucor, Penicillium y Trichoderma, de los mismos solamente
Mucor practicamente no se encontrd en el presente trabajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos por analisis multivariado, no se produciria
efecto de los sistemas de labranza ni de la profundidad sobre la distribucién de las
especies y géneros de la micota celulolitica, tanto en suelo como en restos de cosecha.

Por los grupos formados en el analisis multivariado, en 1993 se diferencian
mejor las muestras de suelo y rastrojo, en tanto que en 1996 forman un grupo bastante
homogéneo. En el primer afio de tratamiento, habria mas diferencia de los hongos
celuloliticos entre residuos y suelo, en ese momento recién comienza la colonizacion

del sustrato, que por el tratamiento previo con labranza convencional, era muy escaso.
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Luego de cuatro afios, la cantidad de residuos aumento6 y se han hecho mas semejantes
los hongos presentes en suelo y los asociados al rastrojo.

A pesar de estas observaciones hay algunas diferencias en las especies
encontradas en ambos tipos de muestras ain en 1996. Las especies del género
Fusarium evidentemente estdn asociadas a los residuos de cosecha, sin duda deben
cumplir un importante rol en la descomposicion del sustrato, Jeschke y col. también
encontraron en los restos vegetales una mayor diversidad de especies de Fusarium con
respecto al suelo (140). Por otro lado Aspergillus es mas frecuente en el suelo sin
residuos y Trichoderma se encuentra mas asociada al rastrojo que al suelo.

El ordenamiento y la clasificacion de las muestras de rastrojo (procesadas por €l
método de dilucion en placas) solamente diferencian los primeros (1993 y 1994) y los
tltimos afios de muestreo (1995 y 1996).

Con el transcurso de los afios ha cambiado la poblacién de hongos celuloliticos,
tanto en suelo como en rastrojo. Dentro de algunos géneros, como Trichoderma,
Penicillium y Fusarium han variado las especies predominantes.

Algunas especies, aparecieron en los tltimos afios de muestreo, esto se refleja
en un incremento de la biodiversidad fingica, producido probablemente por un
aumento en la diversidad del sustrato, que se ha acumulado con el transcurso del
tiempo, presentando residuos con mas variado grado de descomposicion, y aumentando
de este modo la diferenciacion de nichos que es considerada como la causa principal de
un incremento en numero de especies de una comunidad desde el punto de vista
ecologico (136).

Ademas se sabe que los hongos sufren variaciones estacionales, influenciadas

por los cambios climaticos, en este caso las modificaciones en las condiciones de
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temperatura y humedad entre los distintos afios de muestreo, sin duda también deben
ser responsables de las variaciones en la composicién de la micota celulolitica.

El rastrojo procesado por la técnica de lavado, mostré efecto de las rotaciones
de cultivo sobre la distribucion de las especies. La diferencia podria deberse
fundamentalmente a la distinta composicién del sustrato disponible para los hongos en
ambas rotaciones, ademas de la diferente cantidad de residuos y de MO observada entre
las mismas.

Al comparar los dos métodos de aislamiento utilizados, encontramos que las
muestras procesadas por la técnica de dilucién de la rotacion M-T/S-S, se encuentran en
el grafico de distribucion, bastante proximas a las de lavado. Las muestras de la
rotacién T/S por dilucidn, estan mas alejadas.

Las diferencias halladas entre los dos métodos de aislamiento, aunque menos
evidente para la rotacién M-T/S-S, se deben a que si bien ambas técnicas permiten el
aislamiento de los hongos, en la de lavado se aislan principalmente aquellas especies
que son metabolicamente activas, en tanto que en la de dilucién predominan las cepas
fuertemente esporuladas, como es el caso de Penicillium encontrado mas
frecuentemente por esta {iltima técnica. Otros autores ya han observado la disminucién
en la frecuencia de este género cuando se emplea la técnica de lavado, con respecto a la
de dilucion en placas (96). Estas observaciones llevaron a considerar a las especies de
Penicillium como colonizadores efimeros de sustratos efimeros, encontrados en el
suelo principalmente como conidios (142). Pero la hipétesis de que Penicillium no esta
presente como hifas en el suelo puede no ser cierta (29), recientes investigaciones
realizadas por laboriosas técnicas con micromanipulador, han demostrado que una

enorme parte de hifas melanizadas en suelos de bosques corresponde a dicho género

(142).
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Por el método de lavado se hallé mayor diversidad fungica, ya que al desarrollar
los hongos activos, pueden encontrarse especies que por dilucion en placas, estarfan
- inhibidas por otras que producen gran cantidad de elementos de reproduccion y crecen
mas rapidamente.

.Es de destacar que por la técnica de lavado, se encontrd una mayor variedad de
especies pertenecientes al género Fusarium asociadas al rastrojo. Se ha sugerido que la
alta diversidad de especies de Fusarium debida a la acumulacion de MO, podria
indicar un cardcter mas estable en algunas comunidades, y que miembros de este
género pueden ser usados como indicadores del estado de desarrollo de la sucesion
ecologica y de la comunidad (30). Knudsen y col. encontraron mayor diversidad de
Fusarium en suelos tratados organicamente y con rotaciones de cultivos mas diversos
(30). Concordando con esos hallazgos, en el presente trabajo, hay mas diversidad de
especies de Fusarium en la rotacién M-T/S-S, que incluye mas variedad de cultivos; en
la rotacion T/S es menor la diversidad de especies de este género, ademas se suma el
aislamiento de Fusarium graminearun, reconocido patogeno del cultivo de trigo.

A pesar de que la distribucion de las especies fingicas asociadas a los residuos
de cosecha, no pareci6 estar afectada por los sistemas de labranza, con respecto a dos
de los géneros aislados Fusarium y Trichoderma hubo algunas diferencias. Para todos
los muestreos, en la rotacion M-T/S-S, se aislaron especies de Fusarium en SD a
ambas profundidades, cuando en LV y LC no ocurrié lo mismo. En el tltimo afio de
muestreo (1996) la frecuencia y densidad relativa de Fusarium en SD por lo menos
duplica a las halladas en los otros dos sistemas de labranza, por los dos métodos de
aislamiento. Las especies de Trichoderma también fueron aisladas en todos los

muestreos en SD, y siempre salvo en 1996, su densidad relativa fue superior en SD.
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IV-2-5-TEMPERATURA Y HUMEDAD EDAFICAS Y VARIABLES
AMBIENTALES:

No se observo efecto de los sistemas de labranza estudiados, sobre la
temperatura del suelo. Alvarez y col. tampoco encontraron diferencias en la
temperatura edafica entre SD y labranza con disco (143), ni entre labranza reducida y
labranza convencional en la pampa himeda argentina (144). Aunque se sabe que los
residuos vegetales, especialmente en las regiones calidas protegen al suelo contra una
insolacion demasiado fuerte (1), y por lo tanto es de esperar que la temperatura sea
menor en los sistemas de labranza que producen mayor acumulacion de rastrojos en
superficie. Durante algunas estaciones y en determinados climas, esos efectos pueden
inhibir la actividad bioldgica, esto puede estar asociado, ya sea con produccion o
reduccion de los nutrientes disponibles para las plantas (145).

Con respecto a la humedad del suelo, s6lo se hallaron diferencias en nueve
meses a lo largo del ensayo. De 5 a 10 cm de profundidad hubo mas uniformidad en los
valores obtenidos, que en superficie. Es de destacar que cuando hubo diferencias,
siempre SD presentd los mas altos contenidos de humedad, esto puede deberse a la
mayor acumulacion de residuos en superficie que, disminuye las pérdidas de agua por
evaporacion. Efectivamente varios autores han comprobado que las mayores cantidades
de residuos en superficie de SD y labranza minima, son fundamentales para aumentar la
acumulacion de agua en el suelo y la eficiencia de almacenamiento de las
precipitaciones (146) (147) (145) (148).

A su vez en los meses de verano de 1994 y 1995 la menor cantidad de residuos
en superficie en la LV, donde la humedad fue menor, favorecio la pérdida de agua del
suelo por evaporacion. En ambos periodos se tuvieron valores maximos de

temperaturas medias ambientales, esto produce mas pérdida de agua en los sistemas de
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manejo de tierras, que poseen menor cobertura de la superficie, con los residuos de
cosecha.

Por otra parte en los inviernos de 1995 y de 1996, los mayores valores de
humedad edafica que se observaron en SD, coinciden con los periodos de las menores
precipitaciones registradas en todo el tiempo del ensayo y de humedad relativa
ambiente mds bajos. Quizas en SD haya diferencias con respecto a los otros sistemas, la
acumulacion de rastrojo en superficie o las caracteristicas de compactacion del suelo
que lleve a un menor drenaje, y por lo tanto a mayor retencion de agua. Las diferencias
en la humedad edafica observadas entre los sistemas de labranza, se produjeron en
condiciones extremas ya sea de temperatura y humedad ambiental como de
precipitaciones.

Sin embargo en la mayor parte del periodo considerado no hubo diferencias en
la humedad del suelo entre los tres sistemas de labranza. En algunos trabajos se reportd
la uniformidad en el contenido de agua, a pesar de la diferencia en la distribucion de los

residuos de cosecha, entre los distintos laboreos a que se somete el suelo (143) (144).

11-2-6-MATERIA ORGANICA Y PH:

Al igual que con los residuos de cosecha, se observaron mayores valores de MO
en la rotacion M-T/S-S, en SD fue superior que en LV, en tanto que la LC ocupa una
posicion intermedia. En la rotacion T/S, no hubo diferencias de la MO en SD y LC, y
en ambos sistemas de labranza fue superiorala LV.

Siempre hubo concentracion de MO en la capa mas superficial del perfil. Hay
varios trabajos que muestran resultados similares, Havlin observé la acumulacion de C
organico en la superficie del suelo (0-2,5 cm) bajo sistemas de labranza reducida con

incorporacion de residuos (149). El contenido de carbono organico en SD en superficie
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(0-5 cm) es significativamente mayor que de 5-15 cm segun Deng y Tabatabai (133).
Alvarez y col. también encontraron que la cantidad de C organico de 0 a 5 cm fue
aproximadamente 50 % mayor en SD que en LV y labranza convencional (129). A
diferencia de la mayoria de los estudios que se limitaron a las capas mas superficiales,
Angeré y col. estudiaron la distribucion de la MO en todo el perfil del suelo y alli
observaron que SD u otras practicas de labranza reducida no tienen mas MO que la
Jabranza convencional. Asi las labranzas producen mas bien un efecto diferencial sobre
la distribucion de la MO con la profundidad (150).

Sin duda los residuos aun no degradados totalmente, son responsables de un
aporte importante al contenido de MO del suelo, ya que se encontré una cantidad
significativamente mayor de MO en el suelo entero que en el suelo sin rastrojos.

Los métodos de labranza reducida y especialmente la SD, dejan gran cantidad
de residuos de cosecha en el suelo y el mayor nimero de organismos capaces de
degradarlos dan como resultado un aumento de la MO en la capa superficial (0-5 cm)
como se ha comprobado en esta experiencia. Algunos autores postulan que el mayor
contenido de MO en el suelo, en dichos sistemas de labranza, esta ligado a una menor
mineralizacion, con una menor liberacion de CO; a la atmésfera (151), de este modo el
proceso de descomposicion de la MO estaria orientado hacia una mayor humificacion
(129). Se ha observado que cuando los residuos no son enterrados, el crecimiento
fungico predomina sobre el bacteriano (152). Los hongos son los responsables de
promover la descomposicion de la MO a través de la humificacion. Por otra parte los
restos en superficie estan mas expuestos a la desecacion que produce una disminucion

en la velocidad de degradacion de los mismos (129).
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Con respecto al pH, el maés alto se observd en SD, el mas bajo en LC y la LV

ocupa una posicion intermedia entre los otros dos sistemas de labranza. El pH fue mas

- acido en el suelo sometido a la rotacidén T/S.

A diferencia de los hallazgos del presente ensayo, Deng y Tabatabai (133) no
enconfraron efecto de las labranzas y manejo de residuos sobre el pH, comparando SD,
LV y labranza convencional.

Tradicionalmente se sabe que la labranza convencional produce una
disminucion en el pH del suelo, este hecho fue comprobado por Lal (153) quién luego
de ocho afios de cultivos encontré pHs mas 4cidos en labranza convencional que en SD.
Por otra parte Conyers y col. encontraron un pH mayor en SD de 0-5 c¢cm de
profundidad con respecto a la labranza convencional, ocurriendo lo inverso de 5-10 cm,
por ello concluyen que la SD produce una estratificacion en el pH del suelo (154).

En SD y con la rotacion de cultivos M-T/S-S, se encontraron los valores de pH
mas altos, de acuerdo a Staben y col. (155) esta situacion favorece la nutricion vegetal
por un incremento de N, P y K disponibles en el suelo, con un efecto positivo sobre el
crecimiento de las raices, y disminucion de la concentracion de metales pesados.

Los diferentes disturbios del suelo y la incorporacién de residuos, producen
cambios significativos en las propiedades fisicas y quimicas del suelo, especialmente

sobre el pH y el contenido de MO, como se ha comprobado en el presente trabajo.

ITI-2-7-RENDIMIENTO:

Evidentemente la mayor disponibilidad de MO y de hongos celuloliticos
capaces de degradarla en SD, han facilitado la nutricion vegetal, por poner a
disposicion del cultivo de trigo sustancias, que le permitieron producir mas cantidad de

biomasa.
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A pesar de la mayor cantidad de rastrojo y MO de la rotacion M-T/S-S, con

respecto a la rotacion T/S, el rendimiento no fue significativamente diferente entre las

- dos rotaciones.

IV-3-CAPACIDAD CELULOLITICA DE LOS HONGOS AISLADOS:

IV-3-1- PODER CELULOLITICO DE HONGOS FILAMENTOSOS CON EL USO
DEL COLORANTE ROJO CONGO:

Por esta técnica el hongo, inoculado en la superficie del medio de prueba, crece
hacia el interior del mismo, y al producir enzimas celuloliticos, origina una zona de
hidrolisis desde la superficie hacia el interior, demarcando una zona clarificada.

La relacion FH/FD nos permite evaluar la capacidad del micelio de producir
celulasas o bien la capacidad de éstas de difundir desde las hifas hacia el sustrato.
Cuanto mas alta sea la relacion, mayor seré la potencia celulolitica bajo las condiciones
experimentales establecidas. De este modo los resultados obtenidos pueden
correlacionarse con la estrategia natural de colonizacion del sustrato (118).

Todas las cepas aisladas a partir de los residuos de cosecha por los dos métodos
de aislamiento empleados, presentaron capacidad celulolitica con el uso del colorante
Rojo Congo como revelador.

Como los hongos aislados por el método de lavado, prc‘asentaron en promedio
mayor poder celulolitico, se considera que este hallazgo se deberia a que por ésta
técnica se aislan las cepas que son metabdlicamente activas, por lo cual es logico que
tengan mas capacidad de degradacion del material celuldsico que las aisladas por el
método de dilucion, que refleja mas la presencia de elementos de reproduccion fiingica

atn de hongos que pueden no estar desarrollando en el momento del muestreo.
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Los resultados obtenidos revelan que diferentes cepas de hongos que pertenecen
a la misma especie, pueden presentar capacidad celulolitica muy variada.

Rhizopus y Fusarium se destacan por tener mayor poder celulolitico, en las
condiciones del ensayo. En general las especies de Trichoderma produjeron actividad
celulo‘litica baja o media, atin cuando siempre se menciona en la literatura como uno de
los géneros mas activos en la celulolisis, y por ello se han empleado en la industria
desde hace varios afios como productoras de enzimas celuloliticos. Lynch y Harper
(156), por ejemplo, comparando una serie de hongos celuloliticos, encontraron que
Trichoderma spp tuvo la maxima capacidad de aclaramiento en celulosa.

Los tres sistemas de labranza aplicados y las dos profundidades consideradas,
no parecen tener ningin efecto sobre el poder celulolitico de las cepas fungicas
aisladas. Se considera que las variables estudiadas, no han alterado la capacidad de esas

cepas de producir enzimas celuloliticos.

IV-3-2-: CAPACIDAD CELULOLITICA DE CEPAS FUNGICAS EN
SOBRENADANTES DE CULTIVO:

Mientras la mayor parte de la teoria enzimatica se basa en reacciones en
solucion, el sistema celulasa-celulosa involucra una interfase entre los enzimas (ya sea
libres en solucion o ligados a la superficie celular) y un sustrato insoluble con una
superficie heterogénea. ‘

Los métodos de estudio de la capacidad celulolitica de hongos filamentosos
basados en medir la desaparicion de sustrato, con el uso de un colorante (Rojo Congo)
que revela su presencia, tienen algunas ventajas con respecto a los métodos que miden
liberacion de productos. Fundamentalmente porque las técnicas que dosan, por

ejemplo, aparicion de extremos reductores solubles estan subestimando la actividad, el
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dosaje por Somogyi-Nelson detecta los productos de bajo peso molecular (glucosa,

celobiosa, celotriosa) pero los oligosacaridos mayores precipitan y no son

- determinados.

Sobre celulosa insoluble, celulasa tiene una baja actividad especifica, cercana a
una unidad internacional por mg de proteina soluble, cuando se usa papel de filtro
como sustrato. Esto se debe d la insolubilidad y resistencia a la degradacion de la
celulosa. En la fermentacion de 1 % de celulosa, se obtienen 2 mg de proteina
extracelular (2 unidades de papel de filtro) por ml (157).

En la presente experiencia la concentracion proteica no super6 nunca los 0,12
mg/ml. Junto con las limitaciones del método de medicion de azicares reductores, la
baja cantidad de proteinas seria la causa de la falta de deteccion de actividad
enzimatica,  cuando se empleé celulosa cristalina como sustrato. Considero que la
metodologia utilizada no ha sido lo suficientemente sensible, en este caso, como para
medir actividad celulolitica.

Por otro lado el ensayo de aclaramiento en placas de CMC con Rojo Congo
permitio la medicion de la actividad enzimatica, para todas las cepas. Tal método fue
bien estudiado por monitoreo de gran nimero de muestras, y como hay relacion lineal
entre el area de hidrdlisis y el logaritmo de la concentracion de enzima, virtualmente
cualquier concentracion de enzima dard un resultado medible (32). Por lo cual este
método es mas sensible y por ello nos permiti6 detectar actividad enzimatica, a pesar de
la escasa cantidad de proteina presente. Las condiciones del ensayo fueron controladas
estrictamente de acuerdo a Magnelli y col. (118), aun asi la actividad se expresé como
area de hidrdlisis, porque para expresar los resultados en unidades absolutas se requiere

calibracidn con endoglucanasas estandarizadas por otros métodos.
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Cuando se empled paja de trigo como inductor de la sintesis de celulasa, la

concentracion proteica en los sobrenadantes de cultivo, fue superior que cuando se uso

- celulosa cristalina. Esto se debe a que el primer sustrato es mucho mas complejo ya que

posee otros constituyentes, ademds de celulosa, y sin duda hay mas enzimas
involuérados en su degradacion, que aumentarian el contenido de proteinas solubles.
Para evaluar, en sistemas naturales, el grado de actividad enzimadtica, la paja de trigo
seria en este caso el inductor mas adecuado.

Las primeras cuatro cepas mostraron, con el transcurso del tiempo,
comportamientos bastante similares entre si, en cuanto a su capacidad de aclaramiento
en CMC. No ocurrié lo mismo con las restantes cepas, entre ellas Trichoderma
aureoviride present6 la mayor actividad enzimatica y Rhizopus spp 1a menor.

En general los valores de FH/FD medidos con los hongos creciendo en el medio
de prueba, no se correlacionaron con la actividad de los sobrenadantes de cultivo. Por
ejemplo las cepas de Rhizopus spp que tuvieron los mas altos valores de FH/FD, no
mostraron elevadas areas de hidrolisis en las determinaciones realizadas a partir de
cultivos en medio liquido. En realidad los dos ensayos evaltian aspectos diferentes de la
capacidad celulolitica de los hongos. Cuando realizamos el cociente entre FH y FD, se
esta considerando fundamentalmente la capacidad de producir enzimas a distancia, y en

ese calculo también se mide el crecimiento del hongo en el medio sélido.

IV-4-ASPECTOS ECOLOGICOS DE LAS COMUNIDADES FUNGICAS:

La parte del sustrato obtenida por un hongo, en un ecosistema terrestre, estara
determinada: (a) directamente por su habilidad saprofitica competitiva (HSC), (b)

directamente por su potencial de indculo (densidad de propagulos y energia total
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disponible para la colonizacion) a la superficie del sustrato, (c) inversamente por el
in6culo potencial de sus competidores (158).

La habilidad saprofitica competitiva es la suma de caracteristicas fisioldgicas
que llevan al éxito en la colonizacién competitiva de sustratos. Muchos hongos, en
cultivds puros son capaces de usar sustratos que en la naturaleza son incapaces de
colonizar. La razon de ello es que otros muchos organismos que estan presentes
excluyen activamente a los organismos menos exitosos, por mecanismos de
antagonismo (159).

Hay cuatro atributos generales que contribuyen a que un hongo determinado
posea un alto grado de HSC:

1. Rapida germinacion de esporas y conidios y alta velocidad de crecimiento

hifal, ambos favorecen la rapida colonizacion del sustrato.

2. Buena produccion enzimatica que favorece una rdpida y extensa

colonizacion del sustrato.

3. Produccion de sustancias tdxicas para otros organismos, lo cual puede

reducir la competicion por los sustratos disponibles.

4. Tolerancia a sustancias antibioticas producidas por otros organismos.

Se vio que los hongos de muy baja HSC generalmente no sobreviven como
saprofitos en el suelo.

Entre los hongos terrestres, los de baja HSC se desarrollan en los pasos iniciales
de descomposicién del sustrato y son los colonizadores primarios, los hongos que
tienen alta HSC se hacen activos al final cuando las condiciones culturales imponen
antagonismos mas intensos.

De hecho la HSC no es una caracteristica fija para cada hongo, sino que varia de

acuerdo al ambiente particular presentado.
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En un trabajo de Garret (158), estudiando hongos celuloliticos que se hacian

crecer simultineamente sobre paja, encontré que la velocidad a la cual las cepas

- probadas, penetraban los residuos vegetales, se correlaciond altamente con su habilidad

de descomponer el papel de filtro cuando esos hongos estaban aislados. Como entre las
cepas | se produjo distinto grado de inhibicion del crecimiento en un medio
suplementado con suelo, consideraron que esa observacion se deberia a la presencia de
sustancias inhibitorias producidas por otros microorganismos. En este caso los factores
mds importantes en el éxito saprofitico serian la habilidad de descomponer la celulosa,
la eficiencia en la absorcion de nutrientes a partir de una provision limitada y la posible
tolerancia hacia metabolitos microbianos.

Por otro lado Tribe (160) estudio la habilidad competitiva de hongos
celuloliticos, y no obtuvo correlacion con la actividad celulolitica, sin duda otros
factores no definidos estarian aparentemente involucrados.

Pruebas de competicion con algunos hongos patégenos de plantas, demostraron
que Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Rhizoctonia solani fueron los
colonizadores mas efectivos, sobre piezas de raiz de tomate (161). En este caso la
eficiencia en la colonizacion se correlaciono en parte, con la velocidad de crecimiento.

En el presente trabajo las cepas de Rhizopus tuvieron altas frecuencias y
densidades relativas en practicamente todas las muestras de 1995 y 1996, tanto en suelo
como en rastrojo, por ambos métodos de aislamiento. Esto podria deberse a una elevada
HSC, si consideramos que Rhizopus, perteneciente al orden de los Mucorales, €s un
género con micelio no tabicado, con una velocidad de crecimiento y utilizacién del
sustrato excepcionalmente altas, una rapida y prolifica produccion de propagulos de

dispersion (159), y de acuerdo a los resultados obtenidos en la determinacion del poder
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celulolitico con Rojo Congo, con gran capacidad de producir enzimas que difunden al
medio.

Como Fusarium se encontrd solamente asociado a los rastrojos, hallindose mas
diversidad de especies por la técnica de lavado, y teniendo en cuenta que las cepas
pertenécientes a dicho género presentaron, en promedio, junto con Rhizopus el mayor
poder celulolitico, sin duda desempefian un papel muy activo en el proceso de
degradacion de los residuos de cosecha.

Una de las especies de Fusarium mas frecuentemente aislada y que presentd
alto poder celulolitico, fue Fusarium oxysporum, considerado como un saprofito
comun, que ha sido hallado a partir de un gran nimero de muestras de suelos que
conﬁenen paja en distintos estados de descomposicion (162).

Algunas de las especies de Fusarium también podrian actuar como potenciales
patogenos de los cultivos, sin embargo la coexistencia de diversas cepas pertenecientes
al mismo género se ha probado que pueden ejercer accion antagdénica sobre los
patdgenos, controlando de este modo su efecto perjudicial (30).

Las especies de Aspergillus aunque se presentaron con mayor frecuencia en los
primeros afios y mas asociadas al suelo que a los residuos, estuvieron presentes en
practicamente todos los muestreos, son hongos muy versatiles en cuanto a su actividad
metabolica, muchos de ellos tienen capacidad de producir metabolitos secundarios con
diversos efectos en el medio ambiente.

Se ha comprobado que cepas de Penicillium, Trichoderma y Gliocladium
poseen habilidad de antagonizar con patdgenos fingicos de los cultivos, y reducir de
este modo la enfermedad causada por ellos (29). El antagonismo puede deberse a
competicion por los nutrientes, antibiosis o hiperparasitismo (163). Es conocido que

muchas cepas de Penicillium producen antibiéticos (96). La produccion de metabolitos
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toxicos fue demostrada no sélo en experimentos desarrollados in vitro, sino también en
piezas de paja de trigo y semillas sobre suelo inalterado, donde la cantidad de toxinas
- fue lo suficientemente grande como para permitir su extraccion y caracterizacion (158).

En esta experiencia, los tres géneros mencionados, especialmente Penicillium y
T richéderma, presentaron elevadas densidades relativas, principalmente en los wltimos
afios de muestreo, y si bien no se destacaron por poseer altos valores de FH/FD, tienen
otras caracteristicas que los harian buenos competidores en la descomposicion de los

restos vegetales, como su capacidad de producir abundantes elementos de reproduccion
|

. . . .
y de antagonizar, por diversos mecamsry/os con otros organismos.

De echo cepas de Penicilly{;n purpurogenum y Trichoderma harzianum
S
aisladas en el present&,jrabajé,/ presentaron capacidad antagénica in vitro contra
especies de ‘Fusarium patogenas de los cultivos (164).

Segiun Baker y Cook (158) cuando hay en el suelo mas variedad y cantidad de
microorganismos, hay mayor chance de control biolégico de los patégenos de plantas.
Este comportamiento se basa en el concepto ecoldgico de que cuanto mas compleja sea
una comunidad biologica, mayor sera su estabilidad. Se considera que en los
ecosistemas maduros hay mas numero de especies fungicas que en los inmaduros o que
han sufrido disturbios recientemente.

Después de cuatro afios de iniciado el presente ensayo, se observd un aumento
de la poblacion fungica celulolitica asociada a los residuos de cosecha, que varié de
acuerdo al sistema de labranza empleado, y un aumento en la diversidad de la misma a
medida que el ecosistema maduraba.

Sin duda aunque existan algunas relaciones entre las caracteristicas de ciertos

hongos aislados y su capacidad competitiva, en realidad en los sustratos naturales las

interacciones entre los microorganismos y con las condiciones fisicoquimicas y
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climaticas son mucho mas complejas, y por eso mismo dificiles de evaluar en su

totalidad.
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V-CONCLUSIONES:

1- Los tres sistemas de labranza, mejoraron las condiciones de cantidad de
rastrojos y poblaciones de hongos celuloliticos, de las parcelas sometidas previamente a
labranza convencional. Por ello es de destacar los beneficios, en general, que producen
los sistemas de labranza nula o reducida, relacionados fundamentalmente con la
retenciéon de los residuos de cosecha, que de este modo no son enterrados en
profundidad como ocurre cuando se usa arado de rejas y vertedera.

Dentro de los sistemas de labranza empleados, en SD se observaron: el mayor
contenido de MO, el pH menos 4cido, y la mayor acumulacion de rastrojos en
superficie. La MO es el indicador mas importante de calidad de suelo y sustentabilidad
agron(’)mica., por el impacto que tiene sobre otros indicadores fisicos, quimicos y
biologicos, de la calidad de suelo. Los residuos de cosecha en las capas mas
superficiales del perfil, pueden ser muy efectivos en la reducciéon de la erosion,
proteccion de la estructura del suelo y aumento de la humedad por aumento de la
infiltracion y disminucion de la evaporacion.

Ademas en SD se obtuvieron los mayores recuentos de MC asociada al rastrojo,
una caracteristica que nos indicaria una buena capacidad de descomposicion de los
residuos de cosecha, orientada en tales condiciones hacia una mayor humificacion.

Por todo lo expuesto en SD se han presentado algunas d‘e las caracteristicas que
favorecerian la fertilidad edafica. Estas observaciones se confirman por los mayores
rendimientos del cultivo de trigo, obtenidos en ese sistema de labranza.

La rotacion de cultivos M-T/S-S mostré algunas ventajas con respecto a la
rotacion T/S, fundamentalmente por el contenido de MO, mayor acumulacion de

rastrojos (especialmente en SD) y pH mas elevado. Si bien entre las dos rotaciones no
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hubo diferencias en los recuentos de MC asociada al rastrojo, se observé mayor
diversidad de especies de Fusarium, hecho que puede considerarse beneficioso en
cuanto al control de ciertos hongos potenciales patdogenos de los cultivos.

De acuerdo a los resultados obtenidos puede inferirse que las practicas de
manejo que producirian mejores condiciones en el suelo son la SD combinada con
rotaciones de cultivos diversos (rotacion M-T/S-S). De este modo se combinan el
escaso disturbio realizado al suelo con un aporte variado de residuos de distinta
composicion, disponible para ser degradado por la microbiota de los suelos.

2- La poblacion de hongos celuloliticos, en cuanto al recuento de UFC, permitid
observar diferencias entre los tres sistemas de labranza y las dos profundidades en el
lapso de cuatro afios de tratamiento, datos que estan relacionados con la distribucion del
rastrojo y et contenido de MO.

Indudablemente la distribucion de los hongos celuloliticos estuvo determinada
por la cantidad de residuos presentes en cada tratamiento, ya que la disponibilidad del
sustrato mas que otros factores involucrados, es fundamental para el desarrollo de los
microorganismos en general.

Los sistemas de labranza aqui probados tienen efecto sobre el recuento flingico,
pero no asi sobre la composicion de la comunidad de hongos celuloliticos, en general,
asociados a los residuos de cosecha, ni sobre la capacidad celulolitica in vitro de los
mismos.

Como la MC fue sensible a las modificaciones de la distribucion de los residuos
de cosecha, producidas por los diferentes sistemas de labranza, los valores de UFC de
hongos celuloliticos del rastrojo/gr de suelo pueden ser usados, junto con otros
indicadores, para caracterizar los cambios originados en el suelo por las practicas de

manejo.
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3- Las especies del género Fusarium podrian emplearse como marcadoras de la
capacidad de un suelo de degradar restos vegetales, debido a que:

* Fueron aisladas exclusivamente asociadas a los residuos de cosecha.

* Presentaron elevado poder celulolitico.

» Se aislaron con mas frecuencia en SD, donde hubo la mayor acumulacién de

rastrojos y los mayores contenidos de MO.

A su vez la diversidad de especies pertenecientes al género Fusarium, se puede

considerar como una medida de la capacidad antagénica del suelo en el control de

cepas patogenas de los cultivos.

Los resultados aqui presentados fueron obtenidos en el transcurso de cuatro
afios de tratamiento, por lo cual, s6lo pueden considerarse como indicativos de
tendencias, las que deberian ser confirmadas con estudios a largo plazo, y que segun la

literatura tendrian que tener por lo menos siete afios de duracion.
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VI-RESUMEN:

Los hongos cumplen un importante rol en ecosistemas terrestres, ya que su
intervencion en el ciclado de nutrientes y energia es de notable magnitud.

Estos microorganismos participan activamente en la descomposicion de restos
vegetales y animales, hecho que favorece la nutricion vegetal porque se solubilizan
muchas sustancias que la planta puede aprovechar directamente. De alli la importancia
de los diversos grupos funcionales fungicos en la fertilidad del suelo, entre ellos se
destacan los hongos celuloliticos y queratinoliticos, activos en la degradacion de
compuestos carbonados y nitrogenados.

Es de interés conocer las modificaciones que se producen sobre estos grupos
funcionales.fl’mgicos y su actividad bioldgica, ante diversas practicas de manejo de
suelos empleadas en agricultura, como el agregado de fertilizantes, las rotaciones de
cultivos, los sistemas de labranza y el manejo de los residuos de cosecha, con el fin de
aplicar los datos obtenidos en programas de conservacion de suelos agricolas.

Se emplearon dos ensayos:

1. Para estudiar el efecto de la aplicacion de fertilizante en un sistema de labranza
convencional, sobre los hongos celuloliticos y queratinoliticos del suelo.

2. Para estudiar el efecto de los sistemas de labranza en la incorporacion de los
residuos de cosecha y las poblaciones fungicas celuloliticas a;ociadas a los mismos,
como asi también los hongos celuloliticos y queratinoliticos de suelo.

1. EFECTO DE LA APLICACION DE FERTILIZANTE SOBRE LA MICOTA DE

LOS SUELOS:

Se emplearon parcelas con y sin aplicacion de urea como fertilizante y

sometidas a dos rotaciones de cultivo, en un sistema de labranza convencional.
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La micota queratinolitica no presentd variaciones con los factores estudiados.

La MT aumento6 en la rotacion M-T/S, y la MC se vio incrementada en las

. parcelas fertilizadas con la rotacion T/S.

La distribucion de hongos celuloliticos, fue aparentemente afectada por la
aplicaéién del fertilizante, que podria actuar seleccionando algunas especies que verian
favorecida su capacidad competitiva, como Fusarium solani y Mycelia Sterilia, por
otro lado Penicillium perece estar excluido de las parcelas fertilizadas.

Contrariamente a lo esperado no se observé efecto de la aplicacion de urea
sobre las caracteristicas quimicas del suelo, ésta puede ser la causa principal de la
escasa influencia del tratamiento sobre las poblaciones fingicas del suelo.

2. DINAMICA DE LA MICOTA CELULOLITICA Y QUERATINOLITICA EN
RESIDUOS DE COSECHA Y SUELO BAJO TRES SISTEMAS DE
LABRANZA:

Se emplearon parcelas sometidas a tres sistemas de labranza: SD, LV y LC, con
dos rotaciones de cultivo.

La distribucion de los residuos de cosecha fue afectada por las labranzas, con
una mayor acumulacion de rastrojos en la capa mds superficial del perfil en SD, y
menor cantidad en LV, en concordancia con el manejo que se realiza con el suelo. Las
secuencias de cultivo también influyeron sobre disposicion del rastrojo en el suelo.

La cantidad de MO sufri6 variaciones similares a los residuos de cosecha.

El pH mas alto se observo en SD y en la rotacion M-T/S-S.

Los sistemas de labranza no influyeron en la distribucion de los hongos
queratinoliticos, entre los cuales se destaca el predominio en practicamente todas las

muestras de Trichophyton ajelloi.
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Las poblaciones de hongos celuloliticos asociadas al rastrojo, fueron

influenciadas por las practicas de manejo. Los recuentos de MC fueron superiores en

- SD. En todos los casos las UFC asociadas a los residuos/ gr de suelo presentaron

mayores valores de 0 a 5 cm de profundidad. El sustrato disponible para los hongos es
el factbr principal que determina tal disposicion.

Con respecto a los hongos celuloliticos, se aislaron por la técnica de dilucion en
placas y de lavado, fundamentalmente especies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Gliocladium, Monocillium, Myrothecium, Rhizopus y Trichoderma. Se observo que
Fusarium solo se aisl6 a partir de los residuos de cosecha, por lo cual debe cumplir un
importante rol en la descomposicion de los mismos. Los primeros afios se diferenciaron
de los ultimos, por las variaciones producidas en las especies fiingicas predominantes, y
por un aumento en la diversidad al aumentar la diferenciacion de nichos.

Por la técnica de lavado se encontré mas diversidad fingica en general y de
especies de Fusarium en particular, principalmente en la rotacion M-T/S-S.

Muchas de las cepas aisladas fueron probadas en su capacidad celulolitica, con
el uso del colorante Rojo Congo. Rhizopus y Fusarium se destacaron por presentar
mayor poder celulolitico.

Los tratamientos aplicados no parecen tener ningun efecto sobre el poder
celulolitico de las cepas fungicas aisladas.

De acuerdo a los resultados obtenidos puede inferirse que las practicas de
manejo que producirian mejores condiciones en el suelo son la SD con rotaciones de
cultivos diversos (rotacion M-T/S-S). De este modo se combinan el escaso disturbio
realizado al suelo con un aporte variado de residuos de distinta composicion, disponible

para su descomposicion por la microbiota de los suelos. Sin embargo estos resultados
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fueron obtenidos a los cuatro afios de tratamiento, por lo cual s6lo pueden considerarse
como indicativos de una tendencia.

Como la MC fue sensible a las modificaciones de la distribucion de los residuos
de cosecha, producidas por los diferentes sistemas de labranza, los valores de UFC de
hongoé celuloliticos del rastrojo/gr de suelo pueden ser usados, junto con otros
indicadores, para caracterizar los cambios originados en el suelo por las practicas de
manejo.

Especies de Fusarium pueden considerarse como potenciales marcadores de la
capacidad de un suelo de degradar restos vegetales, por la estrecha relacion que se

observo entre dicho género y los residuos de cosecha.



APENDICE I: MEDIOS DE CULTIVO:

AGAR PAPA DEXTROSA (APD)

AGAR SALES CELULOSA

(medio de Eggins modificado)

Sulfato de amonio. (Cicarelli).............................. 05g
Fosfato monopotasico.(Anedra).......................... 10g
Cloruro de potasio.(M & B May Baker 1.td.)......0,5 g
Sulfato de magnesio. (Cicarelli)......................... 02g
Cloruro de calcio.(Anedra)..............c..c.ccoeeevennnn. 0,1g
L-asparagina.(Malinckrodt)......................c.......... 05g
Carboximetilcelulosa.(Merck).................cocoe... 10g
Agar.(Difco).......cccooviiiiii 20g
Aguadestilada..................cccooooi 1000 cm’

AGAR SABOURAUD GLUCOSA (ASG)

Neopeptona.(Difco)................... 10g
Glucosa........c.ccovvvvecveiecieieienn, 20g
AaT. .o 15¢g
Agua destilada...................... 1000 cm®
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CZAPEK-DOX

(empleado en la identificacion de especies de Aspergillus)

NaNO;. (Cicarelli)..............c.......... 3g
KoHPO4.(Anedra)..........cveeeen lg
MgS0O,.7H,0. (Cicarelli)............ 0,5¢g
KCluiiiceeeeeee e, 05¢g
FeSO4.7H,0. (Cicarelli)............ 0,01g
Sacarosa. (Cicarelli)..................... 30g
ABAT ..o, 15g
Agua destilada...........c........... 1000 cm’
AGAR PAPA SACAROSA (APS)

(empleado en la identificacion de especies de Fusarium)

Extracto de papa...................... 500 cm®
Sacarosa..........c..cceevieiiiiiiien, 20g
Aar. ..., 20g
Agua destilada........................ 500 cm’

AGAR EXTRACTO DE MALTA (AEM)

(empleado en la identificacion de especies de Trichoderma)

Extracto de malta.(Britania)............... 30g
ABAT o 15g
Aguadestilada.............................. 1000 cm®
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Medios de cultivo empleados en la identificacion de especies de Penicillium:

1. CZAPEK CONCENTRADO

NaNOs.....coooevireiiieec 30g
KCL.ooiee 5g
MgSO4.TH0.....oooiiivi S5g
FeSO4.7TH)O ..o, 0,1g
Agua destilada..................... 100 cm®

2. AGAR CZAPEK EXTRACTO DE LEVADURA (CYA)

KoHPOy..ooooiiiiiiiieiiiece lg
Czapek concentrado................. 10 cm®
Extracto de levadura..................... 5g
Sacarosa.............ccceveereviiennnn, 30g
Agar......ccooiiiiiiee 15¢g
Agua destilada..................... 1000 cm®

3. AGAR EXTRACTO DE MALTA (MEA)

Extracto de malta en polvo......... 20g
Peptona.(Britania)...................... lg
Glucosa.......cccocvvveviiceiien, 20g
AZar ..o I5g
Agua destilada................... 1000 cm®

KoHPOs ..o, 0,75 g
Czapek concentrado.................... 7,5 cm®
Extracto de levadura....................... 37g
Glicerol.(MercK)............cccooevne... 250 g
ABAT i 12g



CON ROJO CONGO
NaNOs....cocoiiiiiiiit e, 2g
KHoPO4.oooiiiiiiiicie e 05¢g
MESO4.. i 02¢g
Ca.Cl2.2H;0.(Anedra).........c..ccocovevevean 0,02g
MnS0O,.H,O.(Merck A. G. Darmstadt).....0,02 g
FeSO4.THO...coooiiiiiiiiiicc 0,02 ¢
Carboximetilcelulosa....................ccococeeenen.. 5g
ABAT i 15g
Aguadestilada...................c..oocooinn 1000 cm®

MEDIO BASE DE THEODOROU
ZnS04.7H20. (Cicarelli)........................ 0,0014 g
CoCl,.(Carlo Erba)...........ccooeveviiii. 0,02g
EDTA Na,.2H,0.(ICN Biomedicals Inc.) ..0,05 g
Peptona........ccoovveivieiiice lg
(NH4),SO4. (Cicarelli)..........ccooeeviiinn, l4g
KHoPOg.ooooooiiioeeeeeeee e 20g
MgSO4.TH2O ..o 03g
Ca.Claeieicieeeeeee e 03g
FeSO4.THO...ccooiiiiiiiiice, 0,005 g
MnSOsLHO.ooiiii 0,0016 g
Aguadestilada............cooovviiiii, 1000 cm®
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MEDIO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD CELULOLITICA
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