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RESUMEN

En la Ultima década han aumentado los problemas sanitarios causados por patdégenos
necrotrofos en los sistemas agricolas de Uruguay, debido fundamentalmente al aumento en la
presion de indculo asociado a la siembra directa. En este escenario urge buscar nuevas
alternativas de manejo que permitan reducir la presién de inoculo presente en el rastrojo. El
objetivo de este estudio fue evaluar posibilidad de manejar las poblaciones nativas de
Trichoderma, e identificar ambientes que favorezcan altas poblaciones de este antagonista.
Para ello en primera instancia se indentificaron las cepas de una coleccién de Trichoderma
obtenida desde un experimento de largo plazo de rotaciones de cultivos en siembra directa.
La identificacion se realizd mediante técnicas moleculares basadas en la region ITS
(espaciador transcrito interno, por sus siglas en inglés) del ADN ribosomal. Luego, se tomaron
cepas representativas de cada grupo taxondmico, y se evaluo la capacidad antagénica de las
mismas frente a Drechslera tritici-repentis y Bipolaris sorokiniana, mediante pruebas de
antagonismo in-vitro. Posteriormente, se determiné el efecto de los cultivos sobre la poblacién
nativa de Trichoderma spp. en el experimento arriba mencionado. La evolucién de la
poblaciéon nativa de Trichoderma en las distintas rotaciones analizadas se determin6
mediante muestreos de rastrojo y suelo, durante tres afios, y siembra de diluciones en medio
de cultivo semi-selectivo para Trichoderma. Los resultados indican la presencia de especies
representantes de 11 grupos taxonémicos de Trichoderma, existiendo un claro predominio de
dos de ellos. Todas las cepas analizadas lograron altos niveles de inhibicién de ambos
patdgenos mostrando diferencias inter-especificas e intra-especificas. Los rastrojos de
cebada fueron los que presentaron mayor densidad poblacional de Trichoderma spp. La
poblacion de Trichoderma spp. fue consistentemente mayor en otofio que en primavera.
Estos resultados confirman la presencia de antagonistas de B. sorokiniana y D. tritici-repentis
naturalmente presentes en sistemas agricolas, y establecen la posibilidad de manejar la
poblacion nativa de Trichoderma spp. a través de los componentes de las secuencias de

cultivos, e identificar ambientes més propicios ante eventuales inoculaciones de Trichoderma.

Palabras clave: antagonismo, control bioldgico, enfermedades, patdgenos necrétrofos,

rotacion de cultivos
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POPULATION DYNAMICS OF NATIVE Trichoderma spp. IN NO-TILL
AGRICULTURE

SUMMARY

Field crop diseases caused by primarily by necrotrophic pathogens have increased in the last
decade in Uruguay, mainly associated to the adoption of no-till systems. In this scenary, the
exploration of new technologies is needed to reduce the inoculum density of those pathogens
surviving on crop debris. The aim of this study was to evaluate the ability to manage the native
population of Trichoderma and to identify conducive environments to high populations of this
important antagonist. First, a set of strains obtained from a long-term experiment with different
crop rotation systems under no-till practice, were identified based on the ITS (Internal
Transcribed Spacer) region of the ribosomal DNA. Then, the antagonistic capacity of
representative strains from different taxa was tested against Drechslera tritici-repentis and
Bipolaris sorokiniana. The native population of Trichoderma spp. was determine over 3-years
period by plating dilutions obtained from soil and straw samples of different crops collected
twice a year, in fall and spring, respectively. Eleven taxonomic groups of Trichoderma were
found on the studied experiment, with a clear dominance of two of them. Interestingly, all
strains achieved high levels of inhibition of both pathogens showing differences inter-specific
and intra-specific. Barley crop debris showed the highest population density of Trichoderma
spp. overall crops debris tested. The population of Trichoderma spp. was consistently higher
in fall samples than in springs. These results confirm the presence of antagonists of B.
sorokiniana and D. tritici-repentis in agricultural systems, and confirm the ability to manage the
native population of Trichoderma spp. by specific crops in the sequence, indicating the
possibility to identify conducive environments for high populations of Trichoderma to warranty

eventual inoculations of this important microorganism.

Keywords: antagonism, biological control, diseases, necrotrophic pathogens, crop rotation
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1. INTRODUCCION

1.1 DESCRIPCION DE LA PROBLEMATICA

1.1.1. _Importancia de la agricultura en Uruguay

La agricultura uruguaya a lo largo de las Ultimas décadas ha ganado peso relativo en la
economia nacional dado por una coyuntura de precios en el mercado internacional muy
favorable para los distintos productos agricolas. Esto ha dejado como resultado una
expansion sustancial del area sembrada con cultivos agricolas extensivos. En el afio 2000 la
superficie agricola fue de 341901 hectareas, mientras que para el afio 2012 esa superficie
aument6d a 1227900 hectareas, un incremento del 360 % (DIEA, 2011; DIEA 2001).
Asimismo, en ese periodo el producto bruto interno (PBI) agricola registré una evolucion muy
por encima del resto de los sectores agropecuarios, inclusive el ganadero (rubro
historicamente con mayor participacion en el PBI global de Uruguay). Asi, en los Ultimos afios
por primera vez el valor de las exportaciones de los productos derivados de la agricultura

supero al obtenido por concepto de ventas de productos ganaderos.

1.1.2. Problematica sanitaria en respuesta a los cambios en la agricultura

El aumento en importancia de la agricultura ha sido producido mediante un proceso de
modificaciones muy dinamico en su estructura productiva. En primer lugar, se ha
experimentado una fuerte intensificacion de la produccion donde varios sistemas de rotacion
con pasturas se han cambiado a sistemas de produccién de agricultura continua. En el afio
2000 las praderas representaban aproximadamente un 45 % del total de la superficie de
invierno, mientras que en el afio 2010 ocuparon solo el 6,5 % del total (DIEA, 2011),
evidenciando un claro divorcio entre la agricultura y la produccién ganadera. Por otro lado,
dentro de los cultivos extensivos que se siembran en Uruguay, el trigo ha sido historicamente
el principal cereal sembrado. En la ultima década, este cultivo ha incrementado fuertemente
su participacion, alcanzando 553 mil hectéareas en la zafra 2010, un 80 % del total sembrado
con cultivos de invierno. Situacion similar a la del cultivo de soja, el cual ha aumentado en
forma explosiva en la ultima década pasando de casi 30 mil hectareas en la zafra 2001/02 a
mas de 883 mil hectareas en la zafra 2011/12 y representando mas del 80 % del érea de
verano (DIEA, 2012). Esta evolucion diferencial de los cultivos se deriva en un alto
porcentaje del area agricola donde el cultivo a sembrar se enfrenta a chacras con un alto



nivel de rastrojos infectados. A su vez se ha incrementado el porcentaje del area en siembra
directa, alcanzandose en el invierno 2007 al 80 % del area total (DIEA, 2008). En estos
sistemas sin laboreo, la permanencia del rastrojo en superficie, base de la sustentabilidad de
estos sistemas, brinda sustrato para la supervivencia de patégenos necrotrofos capaces de
obtener alimento de tejido muerto, y generar indculo para los cultivos siguientes (Diaz y
Stewart, 1997; Reis et al., 1992). El efecto acumulado de los factores mencionados explica la
situacion agricola actual, donde las problematicas sanitarias causadas por patégenos

rastrojo-dependientes han aumentado sustancialmente.

1.1.3. Aumento del uso de fungicidas

Un claro indicador del impacto que estos cambios han tenido sobre la problematica sanitaria
es el aumento sustancial del uso de fungicidas, con el concomitante impacto econémico y
ambiental que esto implica. Los datos recogidos por la DGSA-MGAP (2010) son
contundentes reflejando esta realidad. En el afio el 2000 el tebucanzol era el principal
fungicida utilizado en la agricultura extensiva, representando el 13 % del total de fungicidas
importados al pais. En el afio 2009 la importacion de tebuconazol incrementd 21 veces con
respecto al afio 2000. Cuando se incluyen en el calculo las nuevas formulas de principios
activos importados cuyo uso principal es en sistemas agricolas (Kresoxim-metil +
epoxiconazol, Trifloxystrobin + tebuconazol, Azoxystrobin + ciproconazol, Pyraclostrobin +
epoxiconazol, entre otros), la cantidad de fungicidas importados aumenté 34 veces con
respecto al 2000 (Pérez et al., 2011). El area agricola se cuadriplicd en dicho periodo, por lo
cual la mayor importaciéon de fungicidas no so6lo se vio aumentada por una mayor area
agricola, sino que ademas ha habido un aumento en su intensidad de uso (i.e. mayor
cantidad de fungicida importado por unidad de &area sembrada). Este aumento en la
importacion de fungicidas refleja sin dudas la mayor importancia relativa de las problematicas
sanitarias causadas por patdgenos necrotrofos en la agricultura actual.

1.1.4. Principales enfermedades causadas por patdgenos necrétrofos

Existen claras evidencias de patégenos necrétrofos causando epifitias devastadoras en la
agricultura del Uruguay. Tal fue el caso de la fusariosis de la espiga en cultivos de invierno
(causada principalmente por Gibberella zeae) en las zafras 1993, 1996, 2001 y 2002 y el
cancro del girasol (causado por Diaporthe helianthi) en las zafras del 2003 hasta el 2007



(Stewart, 2005; Diaz et al., 2002). A su vez, existe un grupo de patdgenos necrotréficos que
sin causar epifitias devastadoras, reducen significativamente el rendimiento y la calidad de los
granos. Este es el caso de las manchas foliares en trigo y cebada, donde se destacan la
mancha bronceada (Pyrenophora tritici repentis) y mancha de la hoja (Septoria tritici) en trigo,
mancha en red (Pyrenophora teres) y escaldadura (Rhynchosporium secalis) en cebada, y la
mancha borrosa (Bipolaris sorokiniana) en ambos cultivos. Por otro lado, en soja se ha
observado principalmente la presencia de patogenos que integran el complejo de
‘enfermedades de fin de ciclo”, como el “tizdn de la hoja” causada por Cercospora kikuchi,
‘mancha marron” causada por Septoria glycines, “antracnosis” causada por Colletotrichum
truncatum, “tizén del tallo y de la vaina” causado por Diaporthe phaseolorum var. sojae. Y en
maiz el “tizon nortefio” causado por Exserohilum turcicum. Anualmente, estos grupos de
patogenos afectan negativamente la rentabilidad de los cultivos, ya sea por pérdidas directas
(efecto sobre el rendimiento y calidad) asi como por pérdidas indirectas (costo del tratamiento

quimico utilizado para su control) (Diaz et al., 1996).

1.1.5. Estrategias de manejo disponibles y sus condicionantes asociadas a la realidad

agricola actual

Si se pretende aprovechar un escenario de precios de granos favorable (como el actual)
alargando la fase agricola de una rotacion, la presién de indculo primario de los patégenos
asociados al rastrojo se vuelve la principal limitante (Pérez et al., 2009; Rees, 1987),
acentuandose este problema en los sistemas bajo siembra directa. Frente a esta situacion es
clara la necesidad de utilizar semilla libre de indculo, cultivares resistentes y
fundamentalmente rotar los cultivos, intercalando especies no susceptibles. Sin embargo, ya
sea debido al reducido menu de cultivos (para la produccion de granos) con que cuentan los
productores agricolas para elegir la especie a sembrar, asi como a la fuerte presion que
ejercen los mercados, el tiempo minimo de rotacion con cultivos no susceptibles al patégeno
problema no siempre puede ser respetado. Segun informacion nacional, para el caso del
trigo, es necesario un tiempo minimo de dos afios sin ese cereal para lograr reducir la
cantidad de indculo en el rastrojo, de manera que esta fuente de indculo no sea la
desencadénante de epidemias (Pérez et al., 2009). En este sentido, se deberia sembrar trigo



en un afo de cada tres, un lapso de tiempo, tal vez un tanto excesivo, teniendo en cuenta las

limitantes planteadas anteriormente.

A estas condicionantes del manejo sanitario de los cultivos asociadas a la realidad agricola
actual, se suma otra limitante de manejo: la capacidad de algunos patbégenos para infectar a
mas de un cultivo. El caso mas elocuente en este sentido lo representa Gibberella zeae, el
cual puede infectar a trigo, cebada, maiz y sorgo, pero también estan presentes en nuestros
patosistemas otros patdgenos con esa capacidad, entre ellos se destacan Bipolaris
sorokiniana (puede infectar trigo, cebada y sorgo) y Exserohilum turcicum (infecta maiz y

sorgo).
1.2. EL CONTROL BIOLOGICO

Frente a esta coyuntura, surge la necesidad de explorar nuevas herramientas que permitan
reducir la presion de inoculo de los patogenos asociados a los rastrojos. No quedan dudas
que para un manejo efectivo y sustentable de las enfermedades se debe apelar a los efectos

acumulados de las distintas estrategias de manejo disponibles.

En este sentido, el control biolégico es una herramienta que ha sido muy poco explorada en
sistemas agricolas, y que integrada al resto de las alternativas de manejo, podria tener un

aporte significativo a esta problematica.

Es necesario diferenciar el concepto de “control bioldgico” del de “control natural”. Este ultimo
es un fenémeno que sucede en las poblaciones de organismos sin la intervencion del hombre
y que incluye ademas de enemigos naturales la accion de los factores abidticos del
medio. Por otro lado, Baker y Cook (1974) definen al control bioldgico (en un sentido
fitopatoldgico) como la “reduccion de la densidad de indculo o de las actividades productoras
de enfermedad de un patogeno o parasito, en su estado activo o durmiente, mediante uno o
mas organismos, lograda de manera natural o a través de la manipulacién del ambiente, del
hospedador o del antagonista, o por la introduccion masiva de uno o mas antagonistas”.
Posteriormente, la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos en 1987 (NAS,
1987) lo definen como la ‘utilizacidbn de organismos naturales o modificados, genes o
productos génicos, para reducir los efectos de organismos indeseables, y para favorecer
organismos utiles para el hombre, tales como cultivos, arboles, animales y microorganismos

beneficiosos”. Ambas definiciones se resumen en el control de los patégenos utilizando las



actividades de otros organismos. A pesar que son muchas las maneras con las cuales puede
ser llevado a la practica, la utilizacién de microorganismos mediante su introduccién masiva a
un patosistema determinado ha sido la herramienta mas utilizada para manejar

bioldgicamente a las enfermedades.

1.3. MANEJO DE PATOGENOS A TRAVES DE MICROORGANISMOS
BIOCONTROLADORES

1.3.1. Interrupcion de la fase parasitica de los patégenos

Especificamente, en cultivos extensivos el uso de biocontroladores ha sido considerado en
varios paises para controlar distintas enfermedades. En el caso de cereales de invierno
existen varios antecedentes de busqueda y evaluacidn de agentes de biocontrol que pudieran
ser aplicados a la espiga para minimizar la Fusariosis de la espiga (causada por Fusarium
spp.). Diamond y Cooke (2003) obtuvieron una reduccion del 60 % de la infeccion causada
por Fusarium culmorum mediante la aplicacion de Phoma betae a las espigas de trigo en
condiciones controladas. Por su parte Khan et al. (2004) evaluaron distintas levaduras y
encontraron que una cepa de Cryptococcus nodaensis aplicada a la espiga permitia reducir

hasta un 60 % los niveles de enfermedad en condiciones de campo.

Perello et al. (2009) y Perellé et al. (2008) observaron reducciones en la severidad e
incidencia de la septoriosis (causada por Septoria tritici) y mancha amarilla del trigo (causada
por Drechslera tritici repentis) por la aplicacion a campo de Trichoderma. Logrando
disminuciones de la incidencia y severidad de septoriosis, de 40 y 70 %, respectivamente en
relacion al testigo sin la inclusién de Trichoderma. Asimismo, se registraron reducciones
significativas en un rango entre 16 y 35 % de la severidad de mancha amarilla en relacion al
tratamiento sin Trichoderma. En algunos casos mediente el uso de Trichoderma se logrd

igualar la eficiencia de control del tratamiento con fungicida (56 % de eficiencia de control).

Por su parte, Salehpour et al. (2005) en trabajos de laboratorio observaron la alta capacidad
en inhibir el crecimiento de Bipolaris sorokiniana de las cepas de Trichoderma evaluadas. A
nivel de invernaculo, en algunos tratamientos, donde las semillas fueron sumergidas en
suspensiones con conidios de cepas de Trichoderma y los suelos fueron tratados con este
antagonista, se lograron reducciones significativas de la infeccion de Bipolaris sorokiniana.



Estas son evidencias alentadoras ya que muestran la potencial contribucion de algunos
agentes de biocontrol frente a la problematica planteada. Sin embargo, dichos resultados no
fueron consistentes para todas las condiciones de evaluacion de los experimentos (variaron
segun el afio y cultivar evaluado). Aunado a esto, los autores mencionan la necesidad de
investigar alin mas sobre los fendmenos que rigen el antagonismo en condiciones de campo
debido a las complejas interacciones entre el huésped, el patogeno y los antagonistas en
esas condiciones. En esta linea, Perello et al. (2003) ya habian evaluado el efecto de la
aplicacion foliar de distintas cepas de Trichoderma en condiciones de invernaculo,
encontrando que varias de ellas lograban reducir el porcentaje de severidad de mancha
amarilla en hojas de trigo. Sin embargo, en la mayoria de los casos ocurrieron descensos
importantes en la poblacién de las cepas de Trichoderma inoculadas después de la
aplicacion, lo cual posiblemente se acentie en condiciones de campo donde las condiciones
ambientales son mas hostiles, resultando en efectos efimeros, de baja eficiencia y/o
inconsistentes. Estos resultados han sido frecuentes cuando se han aplicado agentes
biocontroladores a un ambiente donde naturalmente no habitan o no se encuentran al nivel

poblacional necesario para ser efectivos.

La efectividad de manejo de las enfermedades a través de microorganismos antagonistas se
ve afectada especialmente cuando no se tiene un claro conocimiento de su dinamica
poblacional. Esto trae consigo una serie de inconvenientes en su aplicacién, sobre todo si se
compara con los métodos quimicos de control. El éxito de su aplicacion requiere entonces,
mayores conocimientos de la biologia de los organismos implicados, tanto del agente

patdgeno como de los antagonistas utilizados.

Teniendo en cuenta que el motor del antagonismo es el crecimiento mismo de los
antagonistas, es necesario trabajar en ambientes donde ellos puedan mantener elevadas
densidades poblacionales. Los microorganismos benéficos raramente son encontrados en
niveles poblacionales elevados sobre la superficie de los drganos aéreos de las plantas vivas,
ya que ese es un ambiente inhdspito, principalmente por la escasa oferta de alimento. Por el
contrario, en ese sitio los patdgenos pueden ingresar a los tejidos de las plantas y alimentarse
de ellos. Esta ventaja competitiva determina que en esos ambientes dificilmente logren ser
inhibidos directamente por los antagonistas. Por esto, seria mas apropiado lograr que la



inhibicion se produzca en un ambiente donde el antagonista tenga mayor capacidad de

proliferacion, y por lo tanto pueda competir eficazmente por el nicho.

1.3.2. Interrupcion de la fase saprofitica de los patégenos

Se han realizado varios trabajos que han evaluado la posibilidad de aplicar hongos
saprofiticos a los residuos de cultivos con el objetivo de reducir el indculo primario durante la
fase saprofittica de los patdgenos (Bujold et al. 2001; Fernandez, 1992a; Fernandez, 1992b).
El control bioldgico a través de la interrupcion de la etapa saprofitica de los patdgenos
presenta dos grandes ventajas a destacar. En primer lugar, la principal fuente de indculo de
los patogenos necrotrofos proviene de los residuos infectados que quedan en la superficie del
suelo. En segundo lugar y como principal atributo es que al igual que esos patdgenos, son
varios los microorganismos con capacidad de utilizar a los rastrojos de los cultivos como

fuente de alimento.

En este sentido Bujold et al. (2001) encontré una reduccion significativa en la formacion de
peritecios de Gibberella zeae y en la producciéon de ascosporas en aquellos tratamientos
donde Microsphaeriosis spp. fue aplicado sobre el rastrojo. Similares resultados fueron
encontrados por Fernandez (1992a) y Fernandez (1992b) al aplicar Trichoderma harzianum

sobre rastrojo de trigo y soja.

En Uruguay, a partir del 2003, Silvia Pereyra (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) La Estanzuela) junto a su grupo de investigacién comenzaron a explorar
la posibilidad de aplicar agentes de biocontrol tales como Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum disponibles comercialmente en Estados Unidos y Uruguay. Los resultados
obtenidos mostraron la potencialidad de esta herramienta para disminuir la presion de indculo
generada en los rastrojos. Sin embargo el impacto no fue el esperado ya que los efectos de
los tratamientos que redujeron la densidad de indculo, no lograron mantenerse en el tiempo,
resultando en una situacion sanitaria similar a la de los tratamientos sin biocontroladores
(Pereyra et al., 2005).

1.3.3. Efectos efimeros del control bioldgico: posibles causas

Diversas razones explican la falta de consistencia de estos resultados, pero la principal razén
ha sido atribuida a la falta de adaptabilidad de los agentes de biocontrol al “nuevo” ambiente



donde se los quiere introducir (Hoitink y Boehm, 1999). En el caso publicado por Pereyra et
al. (2005), probablemente debido a que las cepas evaluadas no fueron aisladas del

patosistema en el cual fueron analizadas.

Por esta razén, Cabrera (2009) inicia una nueva linea de trabajo que incluy6 el aislamiento de
cepas de Trichoderma spp. a partir de rastrojo de trigo proveniente de chacras de sistemas
agricolas de Uruguay, la identificacion de todas las cepas obtenidas, y la caracterizacion de
las mismas. Con los resultados de esta caracterizacion se logré seleccionar cinco cepas de
Trichoderma que fueron posteriormente evaluadas in vitro por su capacidad de inhibir la
produccion de peritecios de Gibberella zeae sobre rastrojo de trigo. Las cinco cepas lograron
disminuir significativamente la produccion de peritecios sobre el rastrojo de trigo. Incluso una
de las cepas (TmE de Trichoderma atroviride) logré inhibir la formacion de peritecios hasta un
85% respecto al testigo.

Estos resultados permiten visualizar la existencia de wuna poblacion nativa de
microorganismos (adaptados a los “patosistemas problema”) con capacidad de inhibir el
crecimiento y reducir la cantidad de indculo de patdgenos que causan pérdidas economicas
importantes. Sin embargo, a nivel de produccion, no parecen tener un efecto inhibitorio
evidente sobre el indculo en el rastrojo. Por alguna razén el “ambiente” no le esta permitiendo
al agente controlador alcanzar los niveles poblacionales necesarios para controlar al

patogeno y por tal motivo este contintia siendo un problema para el cultivo.

1.3.4. Un nuevo enfoque para levantar las limitantes del control biolégico

Los microorganismos requieren carbono como fuente de energia, y distintas fuentes de
carbono pueden favorecer a unos microorganismos mas que a otros (Bailey y Lazarovits,
2003). En este sentido, las plantas tienen un fuerte impacto en la composicion y actividad de
la comunidad microbiana del suelo y juegan un rol preponderante en la dinamica de los
patogenos presentes en el suelo y en el rastrojo (Bailey y Lazarovits, 2003; Hoitink y Boehm,
1999). Abundante informacion demuestra la posibilidad de mejorar la accion de los
antagonistas indigenas presentes en el suelo mediante el tipo, la cantidad y la frecuencia de
nutrientes aportados a los antagonistas mediante la rotacion de cultivos o el uso de abonos
verdes (Pérez et al., 2008; Bailey y Lazarovits, 2003; Hagn et al., 2003; Peters et al., 2003;



Weller et al., 2002; Lazarovits, 2001; Doran y Zeiss, 2000; Knudsen et al., 1999; Bossio et al.,
1998).

Pérez et al. (2008) demostraron la posibilidad de incrementar las poblaciones bacterianas del
suelo, especificamente especies de streptomycetes, y asi reducir las unidades infectivas de
Fusarium graminearum, mediante la incorporacion al suelo de distintos abonos verdes. Los
resultados encontrados muestran que la utilizacion de abonos verdes (en este caso sorgo-
sudangrass y trigo sarraceno), aumentd la densidad poblacional de las bacterias totales del
suelo, incluso antes de la incorporacion de los mismos. El aumento de la densidad bacteriana
total, estuvo asociado a un incremento en la densidad streptomycetes antagonistas, y dentro
de ellos los que presentaban mayor intensidad de antagonismo. Estos microorganismos,
antibidtico-resistentes y con habilidad de producir antibidticos se ven favorecidos en
ambientes de alta competencia (dada por el aumento en la disponibilidad de nutrientes). No
obstante esto, es claro que el sistema de produccion agricola de Uruguay esta fuertemente
asociado a la siembra sin laboreo, por lo cual la incorporaciéon de abonos verdes y de los
rastrojos de los cultivos al suelo no tiene cabida, debido a la imposibilidad de laborear el
mismo. Por esta razon, en sistemas sin laboreo, el manejo de las poblaciones indigenas de

microorganismos benéficos debe ser gestionado sin roturar el suelo.

Si bien la rotacion de cultivos es una de las medidas de manejo de enfermedades mas
antiguas, recientemente se le ha dado un nuevo enfoque a la misma. Histéricamente esta
medida de manejo fue enfocada a la siembra de cultivos no susceptibles pensando en que los
patdgenos que sobreviven en el rastrojo y en el suelo se mueran por inanicion ante la falta del
sustrato (cultivo en cuestion). Sin embargo, un enfoque mas reciente apunta a la rotacion de
cultivos tendientes a incrementar las poblaciones de organismos benéficos que pueden tener
un efecto antagdnico sobre los patdgenos en cuestion (Weller et al., 2002; Vilich y Sikora,
1998). Asi, varios estudios han demostrado que la secuencia de cultivos tiene un efecto
significativo sobre la composicion de la comunidad microbiana del suelo y que la eleccién de
los cultivos a sembrar puede contribuir a incrementar la poblacién de microorganismos
antagonistas que reducen las poblaciones de patdgenos tanto en el rastrojo como en el suelo
(Pérez et al., 2008; Peters et al., 2003; Mazzola, 2001; Bossio et al., 1998). Esto se debe a

que las poblaciones microbianas nativas que normalmente se encuentran en niveles



poblacionales bajos, pueden incrementar su densidad poblacional como respuesta a un
aumento en su capacidad competitiva en presencia de determinados cultivos (Bailey y
Lazarovits, 2003; Luz et al., 2003; Hoitink y Boehm, 1999), obteniéndose un incremento

poblacional selectivo a favor de ciertos antagonistas.

Vargas Gil et al. (2008) mostraron un efecto significativo de los cultivos sobre la poblacion de
microorganismos benéficos en el suelo: actinomycetes, Trichoderma spp. y Gliocladium spp.
Estos microorganismos fueron encontrados en mayor cantidad en ambientes bajo siembra
directa y cuando el maiz era el cultivo antecesor al muestreo. Observandose en esos
ambientes los niveles mas bajos de enfermedades en mani (tizon del mani causado por
Sclerotinia minor y la pudricion de raiz por Fusarium solani). Mostrando esto, una clara
asociacion entre el incremento de la poblacion de antagonistas mediante la rotacion de
cultivos y la reduccion del nivel de enfermedad en ese patosistema. Teniendo en cuenta que
la problematica sanitaria la genera principalmente el indculo en los rastrojos que quedan en la
superficie del suelo, se deberia fomentar aquellos microorganismos que aun siendo
residentes del suelo, presenten capacidad de trasladarse y colonizar al rastrojo que esta en

superficie.
1.4. TRICHODERMA COMO AGENTE DE BIOCONTROL

Hay un diverso grupo de hongos residentes naturales del suelo que mediante la diseminacion
de esporas y el crecimiento micelial pueden colonizar al rastrojo y antagonizar al patdégeno alli
presente. Trichoderma es un hongo que normalmente habita los suelos y rastrojos no sélo de
Uruguay sino del mundo. El potencial de las especies del género Trichoderma como agentes
de biocontrol de enfermedades fue reconocido ya en la década de 1930 (Howell, 2003).
Desde alli, se ha comprobado sus efectos antagonicos frente a especies de Rhizoctonia,
Scletorium, Sclerotinia, Helminthosporium, Fusarium, Armillaria, Colletotrichum, Verticillium,
Venturia, Endothia, Pythium, Phytophthora, Rhizopus, Diaporthe y Fusicladium (entre otros) (
Howell, 2003; Wells, 1988). Ademas , ha mostrado ser muy eficiente en el biocontrol de
Gibberella zeae (Cabrera, 2009). Su gran capacidad como antagonista ha estado asociada
basicamente a tres mecanismos: competicion, liberacion de antibioticos y micoparasitismo
(Tronsmo y Hjeljord, 1998). El ser un microorganismo cosmopolita y ubicuo, el contar con

distintos mecanismos de accion que le permiten tener un efecto antagdnico ante un amplio
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rango de patdgenos, han ubicado a Trichoderma en la mira de quienes buscan agentes

biocontroladores para la agricultura.

Las poblaciones de Trichoderma spp. han mostrado tener una gran respuesta a la secuencia
de cultivos, como ha sido documentado por Hagn et al. (2003), Bulluck et al. (2002), Causin et
al. (1999), y Lipps y Deep (1991). A su vez, los sistemas en siembra directa contribuyen a
incrementar las poblaciones fungicas del suelo. En este sentido, Beare et al. (1993) encontr6
que las poblaciones fungicas del suelo fueron mas abundantes en sistemas sin laboreo,
donde Trichoderma estuvo entre los grupos taxondmicos predominantes en dichos suelos.
Resultados similares fueron encontrados por Vargas Gil et al. (2008) donde una mayor
poblacion de Trichoderma spp. fue encontrada en sistemas sin laboreo y luego del cultivo de
maiz en comparacion con soja y mani. Esto concuerda con lo expresado por Gao et al. (2007)
quienes encontraron mayor densidad poblacional y actividad de Trichoderma favorecidas por
la presencia de sustratos con mayor relacion carbono/nitrégeno (relaciones de 80/1). Estos
resultados indican dos puntos fundamentales, en primer lugar, el microambiente generado por
los sistemas sin laboreo favorece la densidad poblacional de Trichoderma en comparacion a
sistemas con laboreo convencional, y en segundo lugar el cultivo instalado en el suelo en

cuestion tiene un efecto significativo sobre la densidad poblacional de este hongo.
1.5. PLANTEO DE LA PROPUESTA

En esta linea, varios grupos de investigacién han comenzado a trabajar en el manejo de las
poblaciones microbianas del suelo mediante distintas medidas de manejo comotipo de
laboreo, siembra de distintas especies vegetales, fertilizaciones, entre otras, de modo de
obtener un incremento paulatino de la densidad poblacional de los organismos benéficos que
sea como resultado de un microambiente méas hospitalario y que ejerza una presion de
seleccion a favor de los antagonistas. Este enfoque ha permitido obtener resultados mas
consistentes y duraderos en relacion al manejo tradicional de las inoculaciones (Berg et al.,
2005; Wiggins y Kinkel, 2005; Mazzola et al., 2001).

Una de las limitantes que han encontrado los sucesivos intentos de control biolégico mediante
inoculaciones es que el agente de biocontrol inoculado no siempre encuentra un
microambiente favorable para su proliferacion, resultando en efectos efimeros. Desde una

perspectiva ecologica, aun cuando se realicen inoculaciones con cepas microbianas nativas
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del sitio donde se esta utilizando, las poblaciones del agente inoculado se enfrentan a
ambientes hostiles que naturalmente evitaron su presencia en altas densidades (Garret,
1970). La premisa para encarar este trabajo es que la efectividad del antagonismo queda
definida no solo por la capacidad del antagonista para inhibir al patégeno, sino que también
por un microambiente que le permita mantener su densidad poblacional a un nivel donde
pueda ejercer su actividad como antagonista y lograr asi una reduccion significativa y
consistente de la presion de inoculo de los patdgenos. Por lo tanto, identificar los ambientes
de produccién que favorecen la proliferacion y el establecimiento de Trichoderma spp., seria
una buena estrategia para aumentar la efectividad del antagonismo de sus poblaciones

nativas y la consistencia de las inoculaciones a nivel de campo.

Actualmente existe muy escaso conocimiento acerca de la capacidad antagonica de las
distintas especies de Trichoderma que estan presentes en los sistemas agricolas. Asi, la
identificacion de las especies colectadas y la evaluacion de la capacidad antagoénica de los
distintos aislamientos de Trichoderma obtenidos, permitira tener una primera aproximacion
acerca de su potencial antagénico, asi como determinar la frecuencia de las distintas

especies encontradas.

No existen antecedentes nacionales sobre el manejo de las poblaciones indigenas de
Trichoderma en busca de reducir los niveles poblacionales de los distintos patdgenos que
afectan la agricultura uruguaya. Por tal motivo, el presente trabajo plantea estudiar la
dindmica de las poblaciones nativas de Trichoderma spp. en sistemas agricolas de Uruguay.
Para esto se cuenta con un experimento instalado en el afio 1999 en la Estacion
Experimental Mario A. Cassinoni, donde se estan evaluando cuatro secuencias de cultivos
en siembra directa continua. Tanto el disefio experimental como la antigiedad del
experimento, permitiran una evaluacion no soélo del impacto de la secuencia, sino también del

impacto de cada cultivo sobre la poblacion de Trichoderma en el suelo y en el rastrojo.
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2.1. Resumen

En la ultima década la agricultura en Uruguay ha transitado un proceso de fuertes cambios
que han derivado en un aumento de problemas sanitarios causados por patdgenos
necroétrofos. Por otro lado, se ha demostrado la posibilidad de reducir las enfermedades
causadas por estos patdgenos mediante el manejo de microorganismos benéficos. En este
sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antagonica de la poblacion nativa
de Trichoderma frente a Drechslera tritici-repentis y Bipolaris sorokiniana, y determinar la
densidad relativa de distintos grupos taxonoémicos de Trichoderma en suelo y rastrojo. Para
esto, se obtuvo una coleccion de cepas nativas de Trichoderma de un experimento con
distintas rotaciones de cultivos agricolas en siembra directa. La cepas fueron identificadas
mediante el andlisis filogenético basado en la region del ITS (espaciador transcrito interno)
del ADN ribosomal. La capacidad antagénica de Trichoderma fue determinada mediante
cultivos duales, las pruebas de compuestos volatiles y compuestos difusibles. Los resultados
muestran que fueron identificados once grupos taxondémicos de Trichoderma. Donde, tanto en
el suelo como en el rastrojo, hubo un claro predominio de los grupos “T. harzianum” y “Rufa
A’ en el suelo y rastrojo. Por otra parte, todas las cepas lograron altos niveles de inhibicion de
B. sorokiniana y D. tritici-repentis, mostrando diferencias inter-especificas e intra-especificas.
Estos resultados confirman la presencia de antagonistas de B. sorokiniana y D. tritici-repentis
en sistemas agricolas, y que probablemente mediante el logro de elevadas poblaciones de

es0s antagonistas se podria disminuir el indculo de estos patdgenos en los rastrojos.

Palabras claves: antagonismo, control biolégico, Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-

repentis
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2.2. Summary

Over the last decade the agriculture in Uruguay had several changes that have led to an
increase in diseases caused by necrotrophic pathogens. On the other hand, the deployment of
beneficial microorganisms has demonstrated to be useful to reduce diseases caused by these
pathogens. The aim of this study was to evaluate the antagonistic capacity of the native
population of Trichoderma against Drechslera tritici-repentis and Bipolaris sorokiniana, and to
determine the relative density of different taxonomic groups of Trichoderma. This study was
based on a collection of native strains of Trichoderma obtained from an experiment with
different crop rotations under no-till system. The strains were identified by phylogenetic
analysis based on the ITS (Internal Transcribed Spacer) region of the ribosomal DNA. The
antagonistic capacity was determined by dual culture, volatile and diffusible compounds.
Eleven Trichoderma taxa were identified. There was a clear predominance of strains identified
as "T. harzianum” and “Rufa A". Interestingly, all strains achieved high levels of inhibition of B.
sorokiniana and D. tritici-repentis, showing inter-specific and intra-specific differences. These
results confirm the presence of antagonists of B. sorokiniana and D. tritici-repentis in
agricultural systems, with high potential to reduce the inoculum density of these pathogens

surviving on crop debris.

Key words: antagonism, biological control, Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis
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2.3. Introduccion

La agricultura extensiva ha crecido aceleradamente en la ultima década en Uruguay (DIEA,
2012; DIEA, 2011; DIEA, 2008; DIEA, 2001). En ese periodo se ha dado un proceso de
cambios en su estructura de producciéon que ha derivado en un aumento de los dafios
causados por patogenos rastrojo dependientes. Esto ha resultado en un fuerte incremento en
la utilizacion de fungicidas, con el concomitante impacto econdmico y ambiental que eso

genera (Pérez et al., 2011).

En estos nuevos sistemas agricolas, algunas medidas de manejo de gran impacto sobre
patogenos necrotrofos como por ejemplo la rotacion de cultivos, esta condicionada tanto por
la coyuntura actual de mercado, como por el reducido menu de cultivos y el amplio rango de
huéspedes de algunos patégenos (Pérez et al., 2011; Pereyra et al., 2005). En este contexto,
el control biolégico mediante el uso de microorganismos benéficos, es una herramienta que

puede contribuir en el manejo integrado de estas enfermedades.

En este sentido, especies del género Trichoderma han sido vastamente mencionadas por la
literatura por su capacidad antagénica frente a un variado grupo de patdégenos causales de
epifitas de importancia econémica a nivel mundial (Cabrera, 2009; Perelld et al., 2009; Perell6
et al., 2008; Salehpour et al., 2005). Trichoderma es un hongo ubicuo que habita tanto en los
suelos, como en los rastrojos de sistemas agricolas (Pereyra et al., 2012; Vargas Gil et al.,
2008). Se ha demostrado que distintas estrategias tendientes a generar ambientes que
favorezcan elevada densidad poblacional de Trichoderma pueden lograr un efecto inhibitorio
sobre los patogenos. Fernandez (1992a) inoculando rastrojos de trigo con Trichoderma logré
reducciones significativas del inculo de Gibberella zeae y Cochliobolus sativus. A su vez,

Fernandez (1992b) obtuvo reducciones de la unidades infectivas de Gibberella zeae,
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Glomerella glycines y Macrphomina phaseolina por la aplicacion de Trichoderma en el
rastrojo de soja. Resultados similares fueron demostrados por Pereyra et al. (2005)
realizando aplicaciones de Trichoderma sobre rastrojo de trigo colonizado por Gibberella
Zeae, y determinaron una reduccion en la cantidad de indculo producido por el patdgeno
sobre el rastrojo inoculado. Sin embargo, estos efectos fueron efimeros, debido
probablemente a que las cepas evaluadas no fueron aisladas del patosistema en el cual se
introdujeron, sino que fueron utilizadas cepas de Trichoderma harzianum comercialmente

disponibles.

Varias razones explican la falta de consistencia de estos resultados, pero la principal razén ha
sido atribuida a la falta de adaptabilidad de los agentes de biocontrol al “nuevo” ambiente
donde se los quiere introducir (Hoitink y Boehm, 1999). Asi, un nuevo enfoque apunta al
manejo de la poblacion de los antagonistas nativos. En esta linea, Cabrera (2009) encontr6
varias cepas de Trichoderma con capacidad de reducir la presion de indculo de Gibberella
zeae colonizando naturalmente rastrojos de cultivos de trigo provenientes de la regién

agricola de Uruguay, demostrando la potencialidad de ese género.

Por otra parte, dentro del género Trichoderma spp. pueden existir sustanciales diferencias en
la capacidad de inhibir a los patdgenos. Se han constatado diferencias significativas entre
diferentes especies de Trichoderma, asi como también diferencias entre cepas de la misma
especie frente a un patogeno (Perell6 et al., 2003; Cabrera, 2009). Asimismo, una cepa de
Trichoderma puede tener una capacidad antagénica muy especifica, inhibiendo

eficientemente a un patdégeno y no a otro (Howell, 2003; Dennis y Webster, 1971).

Actualmente existe informacion limitada acerca de las distintas especies de Trichoderma que

estan presentes en los sistemas agricolas de Uruguay (Cabrera, 2009). Por tal motivo, el
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objetivo de este trabajo fue determinar la densidad relativa de los distintos grupos
taxondémicos de Trichoderma presentes en el suelo y en el rastrojo de cultivos agricolas. Asi
como evaluar la capacidad antagénica de la poblacion nativa de Trichoderma frente a

Drechslera tritici-repentis y Bipolaris sorokiniana.
2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Coleccion de Trichoderma en estudio

El estudio se bas6é en una coleccién de cepas nativas de Trichoderma obtenidas de un
experimento que contiene distintas rotaciones de cultivos sembrados sin laboreo, establecido
en 1999 en la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC), Paysandu, Uruguay.
Dicho experimento representa cuatro rotaciones comunmente utilizadas a nivel de
produccion: i) Secuencia 1- trigo-soja-trigo-soja..., ii) Secuencia 2- trigo-soja-cebada-girasol-
trigo..., iii) Secuencia 3- trigo-soja-cebada-sorgo-avena-maiz-trigo..., iv) Secuencia 4- trigo-
soja-cebada-girasol-avena con lotus-lotus-trigo...El disefio experimental es en bloques
completos con parcelas al azar con tres repeticiones. Las parcelas son de 10 m de ancho por
30 m de largo, con 3 m de separacion entre parcelas y 10 m entre bloques. Los cultivos son
manejados como cultivos comerciales, con densidad de siembra, fertilizaciéon, y manejo de
plagas de acuerdo a lo requerido por cada cultivo. No se aplica ningun fungicida en el
experimento, de modo que las poblaciones microbianas sean alteradas unicamente por la

secuencia de cultivos.

Las cepas de Trichoderma fueron obtenidas de rastrojos y suelo provenientes de distintas
rotaciones del experimento, y aisladas de muestras colectadas en la primavera 2009 y otofio

2010. Las cepas de Trichoderma spp. fueron originalmente aisladas siguiendo el método
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propuesto por Vargas Gil et al. (2009) con modificaciones. Brevemente, se tomd una
submuestra de 10 g de rastrojo y de suelo, y se diluy6é en 150 ml y 100 ml de suero fisioldgico
estéril en Erlenmeyer, respectivamente. Luego se agitd durante 30 minutos a 200 rpm en un
agitador orbital (FelisaR, Guadalajara). Posteriormente se tomd una alicuota de 1 ml de dicha
suspension, y se realizé una dilucion seriada en 9 ml de suero fisiolégico estéril, para lograr
diluciones de 1/10 y 1/100. Una alicuota de 300 ul de cada dilucion se sembré en placas con
medio selectivo para Trichoderma (Williams et al., 2003). Se sembraron cuatro placas por
dilucion. Estas fueron incubadas a 25 °C en oscuridad, y luego de seis dias se identificaron
las colonias de Trichoderma spp. en las placas de Petri, las cuales fueron repicadas

individualmente a nuevas placas.

Para lograr captar la mayor variabilidad genética de la poblacién de Trichoderma se realizd un
proceso de caracterizacion morfolégica que comenzd al momento de la identificacion de las
colonias creciendo en el medio de cultivo selectivo para Trichoderma. Alli, se agruparon y
cuantificaron las colonias por similitud morfoldgica, y de cada grupo se tomé al azar una
colonia mediante el repicado de puntas de hifa de modo de asegurar la presencia Unica del
genotipo de la colonia repicada. Cada una de estas cepas fue transferida a placas de Petri
conteniendo medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid), generando asi cultivos
puros de todas ellas. Estos fueron crecidos en incubadora a 25 °C, y a los siete dias fueron
nuevamente agrupados por similitud morfolégica. Luego, se seleccionaron cepas

representativas de los distintos grupos para su posterior analisis genético.
2.4.2. Identificacion molecular de Trichoderma
Con las cepas seleccionadas en la etapa anterior se realizé6 un proceso de identificacion

molecular mediante la amplificacion y secuenciacion de la region del ITS (espaciador

19



transcrito interno, por sus siglas en inglés) del ADN ribosomal (ITS1-ITS2). Para obtener las
secuencias se extrajo ADN genomico de todas las cepas. Desde el ADN extraido se amplificd
la region intergénica entre la subunidad 28S y 18S del ADNr (ITS1- subunidad 5.8S-ITS2).
Las secuencias de este operon fueron alineadas con secuencias de las especies de

Trichoderma disponibles en diferentes bancos de datos y analizadas filogenéticamente.

Para la extraccion del ADN las cepas de Trichoderma fueron sembradas en medio de cultivo.
PDA e incubadas durante 5 dias a 25 °C. En ese momento fue extraido el micelio con un
bisturi estéril y trasladado a tubos de Eppendorf de 1,5 mL. Estos tubos conteniendo bolillas
de vidrio y tierra de Diatamaceous fueron puestos en vortex por 30 segundos. Una vez rotas
las paredes de las células se utilizd el método CTAB para la extraccion del ADN (Murray y

Thompson, 1980).

La amplificacion de la region del ITS del ADN ribosomal se realizé siguiendo el protocolo
descrito por Kubicek et al. (2003). El PCR fue realizado en 25 pL de volumen total, utilizando
0,5 UL de cada primer ITS1 e ITS4 10 uM (sintetizados por Eurofins MWG Operon), 0,10 uL
de Taq polimerasa 0,5 U (Fermentas), 1,5 uL de MgCl2 25 mM (Fermentas), 2,5 pL de cada
solucién de dNTP 2,0 mM (Fermentas), 2,5 uL de buffer de amplificacion (Fermentas), y 1,0
ML de ADN (de aproximadamente 100 ng). La mezcla de reaccion fue sometida a 5 minutos
de desnaturalizacién a 95 °C, seguida de 35 ciclos de 1,5 minutos de desnaturalizacién a 95
°C, 2 minutos de hibridacion a 55 °C, 2 minutos de extensién a 72 °C, para finalizar con una
extension de 10 minutos a 72 °C. Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al

1,0 % obteniéndose un amplicon de aproximadamente 600 pares de bases.

Los productos de la amplificacién fueron secuenciados por Macrogen Inc. (Seul, Corea). Una

vez obtenidas las secuencias, se compararon con las bases de datos GenBank (NCBI),
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utilizando el programa BLAST y con la base de datos del ISTH utilizando TrichoBLAST

(www.isth.info/tools/blast/ verificado el 31/7/13) (Kopchinskiy et al., 2005). Las especies con

mayor similitud a las cepas nativas fueron incluidas en el analisis filogenético junto con otras
publicadas por Druzhinina et al. (2005). El alineamiento de las secuencias fue realizado on-

line utilizando la estrategia E-INS-i en el programa MAFFT version 6 (http:/align.omr.kyushu-

u.ac.jp/mafft//online/server/, verificado el 31/7/2013) (Katoh et al., 2005).

El andlisis filogenético fue realizado en dos etapas. En primera instancia se realizé el analisis
usando dos especies de referencia por grupo taxonomico (Clade/Seccion) de Trichoderma.
Luego de obtenidos los grupos taxondmicos en los cuales quedaron incluidas las cepas, se
realizd el analisis filogenético para cada grupo por separado. Para esta etapa fueron
agregadas ademas secuencias de especies de las bases de datos GenBank (NCBI) e ISTH

que no se encontraban en el trabajo de Druzhinina et al. (2005) (Anexo 1).

El anélisis filogenético se realizd usando PAUP Version 4.0b10 para los anélisis neighbor-
joining (NJ) y méxima parsimonia (MP) (Swofford, 2002). EI mejor modelo para el analisis NJ
fue determinado en Modeltest version 3.7 (Posada y Crandall, 1998) donde el modelo
GTR+I+G fue seleccionado en base al criterio de informacion Akaike (AIC, por sus siglas en
inglés). Los espacios vacios generados en el alineamiento fueron considerados datos
perdidos y todos los caracteres fueron tratados como desordenados y de igual peso. Cuando
fueron encontrados ligaduras se rompieron al azar. El analisis de MP fue realizado usando la
opcion de busqueda heuristica con adicion simple de taxones, y la biseccion y reconexion de
arboles (TBR, por su sigla en inglés) como el algoritmo de intercambio de rama. Los niveles
de confianza de los nodos de las ramas de los arboles fueron determinados por analisis de

1000 réplicas “bootstrap” (Hillis y Bull, 1993)
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2.4.3. Caracterizacion de la capacidad antagénica de Trichoderma

Se evalud la capacidad antagdnica de las distintas cepas de Trichoderma frente a dos de los
principales patégenos de cultivos agricolas en Uruguay, Drechslera tritici repentis y Bipolaris
sorokiniana. Se utilizd una cepa de cada patogeno, la DTR 60 de Drechslera tritici repentis y
B5.01.008 de Bipolaris sorokiniana, ambas pertenecientes a la coleccion del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA) La Estanzuela. Ambas cepas estan caracterizadas

como muy agresivas por su capacidad de producir enfermedad.

La capacidad de inhibir el crecimiento de los patdgenos de las distintas cepas de Trichoderma
se evalu6 mediantes tres métodos: i) cultivos duales ii) prueba de compuestos volatiles, iii)

prueba de compuestos difusibles.

Fueron evaluadas 23 cepas de Trichoderma frente a ambos patdgenos. Para evaluar las
diferencias inter e intra-especificas se tomaron al azar mas de una cepa de las
especies/grupos de mayor predominio. Siendo mayor el numero de cepas en funcién de la
frecuencia de cada especie y del grado de resolucién de los grupos formados en el analisis

filogenético. Se evalu6 solo una cepa de las especies menos predominantes.

En la prueba de cultivos duales se colocaron sobre una placa de PDA (Potato dextrose agar)
un disco de micelio del patégeno y un disco de micelio de Trichoderma, a 4,5 cm de distancia
entre ambos y equidistantes del borde de la placa. Ambos discos fueron de 5 mm de didmetro
y provenian de cultivos de 48 horas de crecimiento a 25 °C en PDA. Como testigo se colocd
en una placa un disco de cada patogeno creciendo solo. Las placas se incubaron a 25 °C y

se midi6 el radio de las colonias de los patégenos a los 10 dias para comparar el crecimiento
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de los mismos en el cultivo dual respecto a la placa control. En esta prueba fueron realizadas

cinco repeticiones de cada tratamiento frente a ambos patogenos.

La prueba de evaluacién de compuestos volatiles antifingicos fue realizada en base a lo
descrito por Cabrera (2009). Se sembr6 un disco de 5 mm con el patdégeno en el centro de
una placa de Petri conteniendo medio de cultivo PDA, y un disco de micelio con Trichoderma
en otra placa también con igual medio de cultivo. Tanto la cepa de Trichoderma como la del
patdgeno provenian de cultivos de 48 horas de crecimiento. Las placas sin sus tapas, fueron
enfrentadas, selladas con film e incubadas a 25 °C. La mitad conteniendo al patdégeno fue
situada arriba de modo de evitar que las esporas de Trichoderma (de facil dispersion) cayeran
sobre la placa del patégeno. Una placa con medio de cultivo PDA sobre otra sola con el
patdgeno se sembrd como testigo. A los tres, seis y 10 dias se determiné el radio de las
colonias del patdgeno en cuestion. Fueron realizadas tres repeticiones para cada

tratamiento.

La prueba de compuestos difusibles antifingicos solubles fue llevada a cabo segun la
metodologia de Agrawal et al. (1977), con modificaciones descrita por Cabrera (2009). Las
distintas cepas de Trichoderma fueron sembradas en matraces conteniendo 50 ml de medio
YES (extracto de levadura 2,0 %, sacarosa 15 %). Estas fueron incubadas siete dias a 25 °C,
sin agitacién. Al final de este lapso el sobrenadante del cultivo fue filtrado con filtros con poros
de 0,45 um (Millipore®), para obtener un filtrado libre de unidades formadoras de colonias de
Trichoderma. El mismo fue incorporado a igual volumen de PDA con doble concentracién de
agar y fue vertido en placas de Petri. Sobre estas placas se sembré luego un disco de micelio
de 5 mm de didametro del patogeno y se incubd a 25 °C. Como testigo se realizaron placas

incorporando igual volumen de medio YES pero sin inocular con Trichoderma. A los siete dias
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se midi6 el diametro de las colonias de los patégenos. La inhibiciéon se expres6 como el
porcentaje de reduccién del crecimiento de las colonias en las placas conteniendo los
diferentes filtrados, con respecto a los tratamientos sin los filirados de Trichoderma. Se

realizaron tres repeticiones de los tratamientos para cada uno de los patogenos.

El disefio experimental de las tres pruebas fue en bloques completos al azar donde el bloque
fue determinado por la ubicacion de las placas en la incubadora. Los tratamientos estan
representados por las cepas de Trichoderma, incluyendo el tratamiento testigo sin la
presencia del mismo. La capacidad antagdnica de Trichoderma fue expresada como el

porcentaje de reduccion de la colonia del patdgeno con respecto al testigo sin Trichoderma.
2.4.4. Andlisis estadistico

El analisis de la varianza se realizé utilizando el paquete estadistico Infostat version 2011 (Di
Rienzo et al., 2011). Cuando el andlisis permitid rechazar la hipotesis nula, se procedié a la
separacion de medias por Tukey (P<0.05). La regresion lineal entre dos variables fue

estimada por medio del método de estimacion de Minimos cuadrados.

2.5. Resultados

2.5.1. Coleccion de Trichoderma en estudio

Fueron aisladas 570 cepas de la poblacion de Trichoderma habitando los rastrojos, y 462 de
los suelos bajo estudio. A partir de ellas, se formaron 33 y 26 grupos por similitud morfolégica

de las cepas aisladas de rastrojo y suelo, respectivamente.
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2.5.2. ldentificacién de Trichoderma

Las 59 cepas nativas analizadas (33 de rastrojo y 26 de suelo, Cuadro 1) pertenecieron a
cinco grandes grupos (Clades/Secciones) de Trichoderma. La alineacion de las cepas en
estudio con las de referencia rindi6 un alineamiento de 700 caracteres totales, de los cuales
118 fueron constantes, 357 fueron parsimonia-no informativos, y 225 fueron parsimonia-
informativos. Se obtuvieron 1000 arboles mas parsimoniosos con largo de 1128, un CI=0,738,

y RI=0,912 (Figura 1). El arbol obtenido por NJ presenté similar topologia.
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Figura 1: Uno de los 1000 arboles méas parsimoniosos obtenidos por maxima parsimonia con
todas las secuencias de las cepas en estudio y dos especies de referencia por Clade de
Trichoderma basado en la regién del ITS del ADN ribosomal. Los niveles de “bootstrap” de los
nodos fueron determinados por analisis de 1000 replicas. Sélo se presentan los valores

mayores a 75. A la derecha se indica el nombre de cada clade.

De las 59 cepas analizadas, 24 formaron parte de Lixii-Captoptron Clade, por lo cual se pobld
dicho clade con las distintas especies que lo integran, para lograr mayor definicién. En este
caso, la alineacion de las cepas con las de referencia resultdo en un alineamiento de 557
caracteres totales, de los cuales 361 fueron constantes, 73 fueron parsimonia-no
informativos, y 93 fueron parsimonia-informativos. Se obtuvieron cinco arboles mas
parsimoniosos con largo de 254, CI=0,795, y RI=0,826 (Figura 2). El arbol obtenido por NJ
presentd similar topologia. Dentro de este clade, 16 cepas formaron un grupo
filogenéticamente mas cercano a las cepas de referencia de Trichoderma harzianum, y tres
se agruparon con Trichoderma tomentosum. Debido a la evidencia de diferencias robustas
con las cepas de referencia, estas cepas fueron denominadas “T. harzianum” y “T.
tomentosum’. Otras cinco cepas generaron un grupo genéticamente distinto al resto de las

especies de referencia del Clade. Este fue denominado subgrupo “Lixii".
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Figura 2: Uno de los cinco arboles mas parsimoniosos obtenidos por maxima parsimonia con
las secuencias de las cepas en estudio y especies de referencia del Clade Lixii de
Trichoderma basado en la region del ITS del ADN ribosomal. Los niveles de confianza de los

nodos de las ramas del arbol fueron determinados por anélisis de 1000 replicas “bootstrap”.
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Trichoderma longibrachiatum fue utilizada como especie fuera del grupo. Sélo se presentan

los valores mayores a 75.

Otras 31 cepas se agruparon en el Rufa Clade. La alineacién de estas con las de referencia
rindi6 un alineamiento de 540 caracteres totales, de los cuales 382 fueron constantes, 136
fueron parsimonia-no informativos, y 22 fueron parsimonia-informativos. Se obtuvieron 36
arboles mas parsimoniosos con largo de 181, un CI=0,950, y RI=0,899 (Figura 3). El &rbol
obtenido por NJ presentd similar topologia. Seis de las 31 cepas se encuentran en un
subgrupo con las cepas de referencia de Hypocrea atroviridis/ Trichoderma atroviride. Dentro
de este, cuatro correspoden a Hypocrea atroviridis, mientras que la otras dos se diferenciaron
de esta especie. A su vez, dos cepas agruparon con la cepa de referencia de T. erinaceum.
Por otro lado, dentro del clade se formaron dos subgrupos de cepas nativas que no agruparon
con ninguna de las cepas de referencia. Estos fueron identificados como subgrupo “Rufa A’y
subgrupo ‘Rufa B”, los cuales quedaron conformados por 14 y 9 cepas, respectivamente

(Figura 3).

29



100

——
100

85

88

T. longibrachiatumCBS 816.68
H. atroviridis CBS 142.95

H. atroviridis G.J.S. 91-87

R32

R487

R408

R495

R474

R492

H. intricataG.J.S. 02-78
T. koningiopsiDAOM 233971

T. ovalisporunDis 70a
T. ovalisporunDis 203c
H. peterseniiGJS 04-351
H. koningiiGJS 89-122
H. koningiiGJS 96-120
S249

S274

S404

T. gamsiiMIAEO0030
T. gamsiiGJS 04-09
R322

R122

R332

R63.5

R465

S60

S65

S203

S49

S340

S286

S279

S449

S10

R435

T. erinaceunDis?
R524

S143

R347

R352

R355

100 — H. rufaCBS 240.63

L H.rufaGJS 89-127

R360
R70

— T. strigopsumDAOM 229937

L H. muroianaz95928

H. atroviridis

“Rufa A”

“Rufa B”

“Rufa A”

T. erinaceum

“Rufa A”

“Rufa A”

Figura 3: Uno de los 36 arboles mas parsimoniosos obtenidos por maxima parsimonia con las

cepas nativas y cepas de las especies de referencia del Clade Rufa de Trichoderma basado

en la regién del ITS del ADN ribosomal. Los niveles de confianza de los nodos de las ramas
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del arbol fueron determinados por analisis de 1000 replicas “bootstrap”. T. longibrachiatum fue

utilizada como “outgroup”. Sélo se presentan los valores mayores a 75.

Las cepas R212 y S448 pertenecieron al taxén Lone Lineajes. La alineacién de estas con las
de referencia rindi¢ un alineamiento de 969 caracteres totales, de los cuales 319 fueron
constantes, 79 fueron parsimonia-no informativos, y 571 fueron parsimonia-informativos. Se
obtuvo 1 &rbol mas parsimonioso con largo de 1491, un CI=0,771, y RI=0,784 (Figura 4).
R212 agrupd con las cepas de Trichoderma spirale, mientras que S448 lo hizo con Hypocrea
Phyllostachydis. Ambas cepas agruparon con las cepas de Trichoderma spirale. La cepa
S354 correspondio a la Seccidn Pachybasium y dentro de esta a Trichoderma hamatum
(Figura 5). La alineacion de esta cepa con las de referencia rindié un alineamiento de 512
caracteres totales, de los cuales 373 fueron constantes, 88 fueron parsimonia-no informativos,
y 51 fueron parsimonia-informativos. Se obtuvo 1 arbol mas parsimonioso con largo de 186,
un ClI=0,855, y RI=0,735. El arbol obtenido por NJ presentd similar topologia. Por ultimo, la
cepa R419 perteneci6 a Trichoderma brevicompactum, en el taxén Lutea Clade (Figura 6).
Aqui, la alineacion con las cepas de referencia rindié un alineamiento de 641 caracteres
totales, de los cuales 430 fueron constantes, 153 fueron parsimonia-no informativos, y 58
fueron parsimonia-informativos. Se obtuvieron 2 arboles més parsimoniosos con largo de 277,

Cl=0,895, y RI=0,842. El arbol obtenido por NJ presento similar topologia.
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Figura 4: Arbol mas parsimonioso obtenido por maxima parsimonia basado en la region del

ITS del ADN ribosomal de cepas nativas y cepas de las especies de referencia del Clade

Lone Lineajes de Trichoderma. Los niveles de confianza de los nodos de las ramas del arbol

fueron determinados por analisis de 1000 replicas “bootstrap”. T. longibrachiatum fue utilizada

como “outgroup”. Sélo se presentan los valores mayores a 75.
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Figura 5: Arbol mas parsimonioso obtenido por méaxima parsimonia basado en la region del

ITS del ADN ribosomal de cepas nativas y cepas de las especies de referencia del Clade

Pachybasium A de Trichoderma. Los niveles de confianza de los nodos de las ramas del
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arbol fueron determinados por analisis de 1000 replicas “bootstrap”. T. longibrachiatum fue

utilizada como “outgroup”. Sélo se presentan los valores mayores a 75.
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Figura 6: Uno de los dos arboles mas parsimoniosos obtenidos por méxima parsimonia
basado en la region del ITS del ADN ribosomal de cepas nativas y cepas de las especies de
referencia del Clade Lutea e Hypocreanum y Psychrophila de Trichoderma. Los niveles de
confianza de los nodos de las ramas del arbol fueron determinados por analisis de 1000
replicas “bootstrap”. T. longibrachiatum fue utilizada como “outgroup”. Sélo se presentan los

valores mayores a 75.

“T. harzianum”, “Lixii", “Rufa A” y “Rufa B” fueron encontrados en el suelo y en el rastrojo.
Trichoderma spirale, T. erinaceum, H. atroviridis T. brevicompactum y “T. tomentosum’,
fueron aisladas solo del rastrojo, mientras que H. phyllostachydis y Trichoderma. hamatum
fue solo encontrada en suelo (Figura 7). “Rufa A”y “T. harzianum” fueron aisladas con mayor
frecuencia del suelo y del rastrojo. Estas dos representaron 68 y 51 % de las cepas aisladas
del rastrojo y del suelo respectivamente, siendo “Rufa A” la de mayor frecuencia. Tanto “Rufa
B” como “Lixii” prevalecieron mas en el suelo que en el rastrojo. De las especies que se

aislaron del suelo y el rastrojo, T. spirale fue la de menor predominio. Las especies que se
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encontraron solo en uno de los dos ambientes, representaron un bajo porcentaje del total de

las colonias aisladas.

a) 1 % "Rufa B"
0,1 % T. tomentosum
0,1 % T. spirale

3% H. atroviridis
4 % "Lixii"

9% T. brevicompactum

37 % "Rufa A"

31 % "T. harzianum"

b)
2 % H. phyllostachydis

5% T. hamatum
7

17 % "Lixii"

31 % "Rufa A"

20 % "T. harzianum" ||||

25 % "Rufa B"

Figura 7: Frecuencia de recuperacion de las especies de Trichoderma (expresadas como
numero de colonias de cada especie/total de colonias de Trichoderma cuantificadas en el
medio de cultivo selectivo, expresado en porcentaje) en a) el rastrojo y b) en el suelo de las

secuencias agricolas
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Cuadro 1: Identificacion (ID) y sustrato de donde fueron recuperadas las cepas nativas

ordenadas segun grupo taxondémico de Trichoderma

ID  Sustrato Grupo taxonémico ID  Sustrato Grupo taxonémico
R310 Rastrojo "T. harzianum" S10  Suelo "Rufa A"
R185 Rastrojo "T. harzianum"  S143  Suelo "Rufa A"
R335 Rastrojo "T. harzianum"  R352 Rastrojo "Rufa A"
R446 Rastrojo "T. harzianum"  R355 Rastrojo "Rufa A"
R163 Rastrojo "T. harzianum"  S274  Suelo "Rufa A"
R372 Rastrojo "T. harzianum"  S404  Suelo "Rufa A"
R555 Rastrojo "T. harzianum"  S249  Suelo "Rufa A"
S215  Suelo "T. harzianum"  S449  Suelo "Rufa A"
S221  Suelo "T. harzianum"  R474 Rastrojo H. atroviride
S265  Suelo "T. harzianum"  RA487 Rastrojo H. atroviride
S58 Suelo "T. harzianum"  R495 Rastrojo H. atroviride
S226  Suelo "T. harzianum" R32 Rastrojo H. atroviride
S75 Suelo "T. harzianum"  R408 Rastrojo H. atroviride
S14 Suelo "T. harzianum"  R492 Rastrojo H. atroviride
S295  Suelo "T. harzianum"  S181  Suelo "Lixii"
S432  Suelo "T. harzianum"  R200 Rastrojo "Lixii"
R465 Rastrojo "Rufa B" R339 Rastrojo "Lixii"

R63-5 Rastrojo "Rufa B" R403 Rastrojo "Lixii"
S65 Suelo "Rufa B" S381  Suelo "Lixii"
S49 Suelo "Rufa B" R452 Rastrojo  "T. tomentosum”
S203  Suelo "Rufa B" R551 Rastrojo  "T. tomentosum"
S340  Suelo "Rufa B" R511 Rastrojo  "T. tomentosum"
S286  Suelo "Rufa B" R435 Rastrojo T. erinaceum
S60 Suelo "Rufa B" R524 Rastrojo T. erinaceum
S279  Suelo "Rufa B" R419 Rastrojo T. brevicompactum
R332 Rastrojo "Rufa B" S35%4  Suelo T. hamatum
R347 Rastrojo "Rufa B" R212 Rastrojo T. spirale
R122 Rastrojo "Rufa B" S448  Suelo H. phillostachydis
R70  Rastrojo "Rufa A"
R322 Rastrojo "Rufa A"
R360 Rastrojo "Rufa A"
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2.5.3. Caracterizacion de la capacidad antagonica de Trichoderma

La especie H. atroviridis estuvo representada con mayor nimero de cepas en la evaluacion
debido al alto grado de resolucién de este grupo en el analisis filogenético y a su reconocido
desempefio como agente de control bioldgico en varios patosistemas. El numero de cepas
en los siguientes grupos se determinaron en funcion de su predominancia. Asi, “Rufa A” tuvo
seis cepas en evaluacion, “T. harzianum’ tres cepas, T. erinaceum y “Lixii” dos cepas y las
demas especies una cepa cada una. El atraso en la identificacion de las cepas de T.

brevicompactum e H. phyllostachidis no permitié evaluar su capacidad antagénica.

Todas las cepas de Trichoderma evaluadas lograron inhibir significativamente el crecimiento
de D. tritici-repentis (Figura 9) y B. sorokiniana (Figura 10) en cultivos duales (P<0,05). En
esta prueba el crecimiento de D. tritici-repentis fue inhibido entre 73 y 85 %, mientras que
para B. sorokiniana la reduccion oscilo entre 61 y 74 %. La inhibicion por la produccion de
compuestos volatiles se situd dentro de un rango de 20 y 40 % para B. sorokiniana, y 0y 21
% para D. tritici-repentis. Mientras que los compuestos difusibles antifingicos producidos por
las cepas de Trichoderma lograron inhibiciones del crecimiento de B. sorokiniana y D. tritici-
repentis de hasta el 92 % y 100 %, respectivamente. Sin embargo, existieron cepas como la
S75 que no inhibieron a ninguno de los patdgenos a través de sus compuestos difusibles

(Figura 8y 9).

Existieron diferencias significativas del orden de 10 % de inhibicion de D. tritici-repentis
producidas por las distintas cepas de Trichoderma en cualtivos duales (Figura 8a). A su vez,
la inhibicion promedio de D. tritici-repentis por la produccion de compuestos volatiles fue de
11 %, existiendo diferencias significativas entre las cepas (Figura 8b). Por otra parte, los

compuestos difusibles producidos por las cepas R524 y R474 lograron inhibir el 100% del
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crecimiento de D. tritici-repentis, siendo estadisticamente superiores al resto de las cepas,
inclusive las de su especie. Las cepas de H. atroviride lograron como minimo un 31 % de
inhibicion de D. tritici-repentis, mientras que el resto excepto las cepas de T. erinaceum no

superaron el 30 % de inhibicion a través de compuestos difusibles antifungicos (Figura 8c).
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Figura 8: Inhibicion del crecimiento (%) de Drechslera triici-repentis segin cepa de

Trichoderma para las pruebas de a) cultivos duales, b) compuestos volatiles y ¢) compuestos
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difusibles antifingicos. Barras con distinta letra representan medias que difieren

significativamente entre si (P<0,05). s/d: sin dato

Las cepas S143, S249 y S279 en cultivos duales obtuvieron inhibiciones de B. sorokiniana de
aproximadamente 73 %. Estas fueron 10 % superiores a las logradas por R200, R408, S354,
y R435. Asimismo, fue significativamente diferente la inhibicion de las cepas R474 y R408 de
H. atroviridis. El resto de las cepas no difirieron significativamente de ninguna de las

anteriores (Figura 9a).

La inhibicién de B. sorokiniana por la liberacién de compuestos volatiles fue en promedio 30
%, no existiendo diferencias significativas entre las cepas (Figura 9b). Por otro lado, las cepas
de H. atroviridis a través de sus compuestos difusibles lograron las mas altas reducciones del
crecimiento del patégeno (Figura 9c). Dentro de esta especie existieron diferencias entre las
cepas de hasta 60 % de inhibicion (cepa R474 vs. R495). Los maximos logrados por las

demas cepas fueron iguales a los minimos obtenidos por las cepas de H. atroviridis.
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Figura 9: Inhibicidn del crecimiento (%) de Bipolaris sorokiniana segun cepa de Trichoderma
para las pruebas de a) cultivos duales, b) compuestos volatiles y ¢) compuestos difusibles

antifingicos. Barras con distinta letra representan medias que difieren significativamente

entre si (P<0,05) s/d: sin dato

Existié una regresion lineal significativa (R2=0,61, P<0,05) entre la inhibicion del crecimiento

de ambos patégenos producida por los compuestos difusibles de Trichoderma. Esta
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asociacion fue mas alta para las cepas de H. atroviridis (R2=0,79) y sustancialmente mas baja
pero significativa para el resto de las cepas (R2=0,25). Por otra parte, no hubo relacion entre
estas variables en cultivos duales (R?=0,007) y en la prueba de compuestos volatiles

(R2=0,01) (Figura 10).
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Figura 10: Inhibicién del crecimiento (%) de Drechslera tritici-repentis en relacion a la
inhibicion de Bipolaris sorokiniana para las pruebas de cultivos duales, compuestos volatiles y
compuestos difusibles antifingicos. La regresion lineal se estimd por medio del método de

minimos cuadrados (P<0,09).

La regresién lineal entre las variables para los valores de la prueba de compuestos difusibles
fue significativa (P<0,05). Por otro lado, no fue significativa la relacién entre la inhibicién de
ambos patdgenos en cultivos duales, y la inhibicion por la produccion de compuestos volatiles

y difusibles (P<0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Inhibicién en cultivos duales en funcion de la inhibicion por compuestos volatiles,
compuestos difusibles antifungicos, y la combinacion de ambos para a) Drechslera tritici-
repentis y b) Bipolaris sorokiniana. La combinacion de ambos mecanismos de accidn se

calculd haciendo la suma de la inhibicidn producida por cada uno de ellos.
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2.6. Discusion

Se encontrd gran diversidad de especies en la poblacion nativa de Trichoderma en estudio,
donde once grupos taxondémicos estuvieron representados. Sin embargo, tanto en el suelo,
como en el rastrojo hubo un claro predominio de dos grupos taxondmicos, “T. harzianum”y el
grupo identificado en este estudio como “Rufa A”. Aun mas relevante fue el resultado
obtenido en las pruebas de antagonismo, donde todas las cepas lograron altos niveles de
inhibicion de Bipolaris sorokiniana y Drechslera tritici-repentis. Mostrando ademas grandes
diferencias intra-especificas e inter-especificas. Estos resultados confirman la presencia de
antagonistas de Bipolaris sorokiniana y Drechslera tritici-repentis en el suelo y en el rastrojo, y
que probablemente altas poblaciones de estos antagonistas podrian aportar a disminuir el
indculo generado por estos patégenos en los rastrojos. No obstante esto, para alcanzar
elevados y estables niveles poblacionales que logren la expresion del antagonismo, las
estrategias indculativas deberian incluir cepas de las especies con mayor frecuencia en el

ambiente a ser inoculados (Hoitink y Boehm, 1999).

La diversidad de especies de Trichoderma encontradas en este estudio coincide con otros
estudios similares realizados previamente por otros autores. Liu et al. (2008) identificaron diez
especies de Trichoderma colonizando suelos de Carolina de Norte (U.S.A.). Migheli et al.
(2009) obtuvieron resultados similares, identificando 15 especies de Trichoderma a partir de
muestras de suelo de la isla de Cerdefia-ltalia. Al igual que Zachow et al. (2009) en un
estudio realizado en la pequenfa isla de Tenerife (Islas Canarias). En estos trabajos también
se identificaron T. erinaceum, T. tomentosum, T. spirale, T. hamatum, T harzianum, y H.

atroviride.
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Tanto T. harzianum, como H. atroviridis han sido descritas también por Kubicek et al. (2008)
Druzhinina et al. (2005), y Harman et al. (2004) como especies de distribucion mundial y como
agente de control biolégico en varios patosistemas. En Uruguay, Cabrera (2009) aislé cepas
nativas de estas dos especies con capacidad antagénica frente a Gibberella zeae colonizando
rastrojos de trigo. Tanto Zachow et al. (2009), como Migheli et al. (2009) encontraron
prevalentemente especies de amplia distribucion mundial (como por ejemplo T. harzianum, H.
atroviridis y T. gamsii), y no especies endémicas de esas islas. Esto determina un importante
flujo genético de las poblaciones de Trichoderma entre las regiones. Lo que sugiere que es
alta la probabilidad que los grupos de cepas no identificadas y de mayor prevalencia
pertenezcan a una de estas. Teniendo en cuenta la cercania en el analisis filogenético, las
cepas de “Rufa A’ probablemente pertenezcan a T. gamsii y/o a T. koningiopsis. Siendo
mayor la probabilidad de que se trate de T. koningiopsis, ya que la misma fue la especie
predominante en el estudio realizado por Cabrera (2009) a partir de rastrojos de trigo en
Uruguay. Estos supuestos no corresponden para las cepas pertenecientes a “T. harzianum”y
‘Rufa B”, ya que los valores de bootstrap las separan de todas las especies de referencia
evaluadas. Escapa al alcance de este estudio la completa identificacion de aquellas cepas
que no se pudieron identificar completamente, pero es indiscutible la necesidad de incluir
otros genes en el analisis filogenético para completar la identificacion e incluso confirmar si

algunos de estos grupos representan nuevas especies de Trichoderma aun no descritas.

Dentro de la poblacion nativa de Trichoderma spp. se encontr6é una predominancia diferencial
de las especies que la componen. Tanto en el suelo como en el rastrojo hubo un claro
predominio de dos grupos de cepas, “‘Rufa A’y “T. harzianum”. Evidentemente, estos grupos

presentan ventajas adaptativas y competitivas que le permiten prevalecer en el suelo y en el
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rastrojo de distintos cultivos agricolas (Pérez et al. 2008; Peters et al., 2003; Hoitink y Boehm,

1999).

Por otra parte, actualmente T. aggressivum f. sp europaeum y T. aggressivum f. sp
aggressivum son dos formas singulares de una especie que fue previamente descrita como T.
harzianum (Muthumeenakshi et al., 1998), las cuales son causantes de grandes pérdidas en
la produccion de hongos comestibles (Hatvani et al., 2007; Samuels et al., 2002). Ninguna de
las cepas nativas evaluadas pertenecio a esta especie, asi como tampoco se encontraron
cepas pertenecientes a T. longibrachiatum e Hypocrea orientalis, dos especies que han sido
vinculadas a infecciones localizadas y sistémicas en personas inmunodeprimidas o en

pacientes dializados (Druzhinina et al., 2008; Antal et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian la capacidad de estas cepas nativas de
Trichoderma de inhibir a dos patégenos de gran importancia para la agricultura, mediante dos
de sus principales mecanismos de accion como antagonista, liberacion de compuestos

volatiles y difusibles antifungicos.

Varios compuestos volatiles han sido reportados como responsables de la actividad
antifingica de Trichoderma. Entre ellos se pueden citar compuestos aromaticos simples,
pironas, terpenos volatiles e isocianatos. El 6-pentyl-2H-pyran-2-ona (una pirona) es uno de
los compuestos volatiles mas conocidos asociado con el aroma a coco caracteristico de este
género (Kubicek et al., 2008). En este estudio, en la prueba de compuestos volatiles,
existieron diferencias en la inhibicion de D. fritici-repentis en funcion de la cepa de
Trichoderma evaluada. Cabrera (2009) evaluando 16 cepas nativas encontré resultados
similares frente a Gibberella zeae. La inhibicidén de Gibberella zeae mencionada por Cabrera

(2009) oscil6 en un rango de 2 a 41 %, donde los maximos fueron sustancialmente mayores
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a los alcanzados en el presente estudio frente D. tritici-repentis (21 %). Para Bipolaris
sorokiniana la inhibicion por la produccion de compuestos volatiles no mostré variaciones
significativas entre las cepas, lograndose en promedio 30 % de inhibicién. Los valores
obtenidos en este trabajo fueron similares a los reportados por Cabrera (2009) para G. zeae,
pero sustancialmente menores a los descritos por Salehpour et al. (2005) para B. sorokiniana.
En este Ultimo trabajo, los valores de inhibicion oscilaron entre 67 y 98 %, existiendo

diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma evaluadas.

Vale remarcar que en medio de cultivo YES se potencia la produccion de metabolitos
secundarios de los hongos (Paterson y Bridge, citado por Cabrera, 2009). Por lo tanto, la
inhibicion registrada en la prueba de compuestos difusibles puede considerarse como un
indicativo de la actividad antifingica potencial de cada cepa frente a ambos patdgenos
mediante este mecanismo de accién. En este sentido, las cepas de H. atroviride fueron las
que produjeron compuestos difusibles con mayor actividad antifingica ante ambos
patdgenos. Asi, la cepa R474 logro el 92 y 100 % de inhibicion de B. sorokiniana y D. trici-
repentis, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los publicados por Cabrera
(2009), donde las cepas de H. atroviride se destacan en ese sentido, logrando inhibir hasta el

80 % del crecimiento de Gibberella zeae.

Los compuestos volatiles producidos por las cepas de Trichoderma no lograron inhibiciones
similares en ambos patdgenos. Sin embargo, la accion antagonica de los compuestos
difusibles fue menos patogeno-especifica. En este sentido, las cepas de H. atroviridis fueron
las que produjeron compuestos difusibles con mayor capacidad de inhibir a ambos
patogenos. Existiendo ademas diferencias significativas entre cepas de la misma especie. H.

atroviridis es una especie con reconocida capacidad de producir péptidos antifungicos con
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actividad antimicrobiana, especialmente contra bacterias Gram + y hongos (Schuhmacher et
al., 2007). Se conocen méas de 300 péptidos de este tipo producidos por diferentes especies
de Trichoderma. Estos, reciben el nombre de peptaiboles y hay ciertos tipos caracteristicos
de determinadas especies. Para T. atroviride se han descrito varios tipos como las
atroviridinas y neoatroviridinas. Aunque Neuhof et al. (2007) afirman que el perfil de
peptaiboles es caracteristico de cada cepa, lo cual explicaria las diferencias intra-especificas.
Por otra parte, en este trabajo existieron cepas como R185 y S75 que no lograron inhibir a los
patogenos a través de sus compuestos difusibles. Sin embargo, estas dos cepas lograron
altas inhibiciones de los patdgenos en cultivos duales, lo que muestra que presentarian otros
mecanismos de accion suficientemente potentes como para igualar (en esa prueba) a las

cepas que produjeron compuestos difusibles de alto poder antifingico.

En cultivos duales, los resultados obtenidos fueron similares a los publicados por Perell6 et
al. (2003) frente a D. tritici-repentis, donde todas las cepas de Trichoderma evaluadas
lograron inhibir significativamente al patdgeno. Los porcentajes de inhibicién del patégeno
reportados por Perelld et al. (2003) fueron en promedio 20 % inferiores a los obtenidos en
este trabajo (60 % vs. 80 %). Al mismo tiempo Salehpour et al. (2005) evaluaron cuatro cepas
de Trichoderma (dos de T. viride y dos de T. harzianum) y cuantificaron inhibiciones de B.
sorokiniana en cultivos duales de 50 % en promedio (de todas la cepas), 17 % menor al

obtenido en este trabajo.

En el presente estudio no fue significativa la regresion lineal entre la inhibicion de D. tritici-
repentis y B. sorokiniana en cultivos duales, y la inhibicidn por la produccion de compuestos
volatiles y difusibles. Esto indicaria que las cepas de Trichoderma evaluadas utilizaron otro u

otros mecanismos de accion para inhibir a los patégenos en esa prueba. En este sentido, el
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género Trichoderma posee ademas de la liberacion de compuestos antifungicos, dos
mecanismos claves para inhibir a los patégenos, competencia por espacio y nutrientes y

micoparasitismo (Howell, 2003; Tronsmo y Hijeljord, 1998).

La inhibicion del patogeno en cultivos duales es una de las pruebas mas utilizadas para
estudiar la capacidad biocontroladora de un hongo. Este método ha tenido un uso extendido
en programas de control biolégico debido al volumen de informacién que brinda en relacion a
su sencillez y bajo costo. Sin embargo debe tenerse en cuenta que el mismo aporta
solamente resultados indicativos, y no definitivos. No perdiendo de vista esto, es factible
esperar que los resultados en cultivos duales se expresen también en condiciones menos
controladas. Al respecto, Cabrera (2009) concluyé que las cepas que inhibieron en mayor
grado la produccion de peritecios de G. zeae, fueron las que mostraron mayor antagonismo

en el cultivo dual.

Por otro lado, tanto Salehpour et al. (2005), como Perell6 et al. (2003) encontraron en cultivos
duales mayores diferencias intra que inter-especificas en la capacidad antagonica de
Trichoderma, lo que concuerda con los resultados del presente estudio. A su vez, todas la
cepas presentaron altos niveles de inhibicidén en cultivos duales, lo que determinaria que
elevar la poblacion nativa de Trichoderma spp. permitiria generar ambientes supresivos frente

a los dos patdgenos.

Sin embargo, existieron diferencias en la frecuencia de las especies en el suelo y el rastrojo
que determinan que el manejo de la poblacion de Trichoderma no debe apuntar a un
incremento general, sino que debe estar dirigido a aquellas especies mas adaptadas y

competitivas. Esto, bajo la premisa que el logro de niveles poblacionales elevados y estables
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de estos grupos, incrementaria la consistencia de los resultados del antagonismo a nivel de

campo (Hoitink y Boehm, 1999).

Los resultados de este estudio permiten comprender la composicion de la poblacién nativa de
Trichoderma en un sistema agricola del litoral oeste de Uruguay Esto constituye un insumo
fundamental para futuros trabajos que busquen manejar las poblaciones de Trichoderma con
el objetivo de reducir el efecto de las enfermedades en la produccion de cultivos. La
continuidad de esta linea de investigaciéon deberia incluir el estudio de la evolucion de la
densidad poblacional de Trichoderma spp. en las diferentes secuencias de cultivos a través
del tiempo. Esto, bajo la hipdtesis que la efectividad del antagonismo queda definida no solo
por la capacidad del antagonista para inhibir al patdgeno, sino ademéas por un ambiente que
le permita mantener su densidad poblacional a un nivel donde pueda ejercer su actividad

como antagonica.
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3.1. Resumen

La agricultura en Uruguay ha experimentado un fuerte proceso de cambios que han
significado un aumento de las problematicas sanitarias causadas por patégenos
necrotroficos. Diversos trabajos muestran que mediante el manejo de microorganismos
benéficos es posible reducir el impacto de las enfermedades. En base a esto, el objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto de los cultivos sobre la poblacién de Trichoderma spp.
en sueloy en rastrojo, en un sistema agricola sin laboreo. EI monitoreo de la poblacién de
Trichoderma spp. se realizd en un experimento con cuatro secuencias de cultivos. Se
realizaron muestreos de rastrojo y suelo en primavera y otofio, durante tres afios
consecutivos (primavera 2009-otofio 2012). La densidad poblacional de Trichoderma spp. fue
determinada mediante el método de dilucion y recuento en placa. A su vez fueron
determinadas cinco propiedades quimicas del suelo de cada tratamiento. Los resultados
muestran que los rastrojos de cebada fueron los que presentaron mayor densidad poblacional
de Trichoderma spp. Por otra parte, la poblacion de Trichoderma spp. mostrdé una marcada
variacion estacional, incrementando en otofio en relacién a primavera. Los tratamientos
evaluados no tuvieron efecto sobre las propiedades quimicas de los suelos, ni hubo una
asociacion entre estas y la poblacion de Trichoderma spp. Estos resultados establecen la
posibilidad de manejar la poblacidn nativa de Trichoderma spp. mediante los componentes de
las secuencias de cultivos, y permitieron identificar ambientes mas propicios para el
mantenimiento de altas poblaciones de Trichoderma, indicando mejores ambientes para

eventuales inoculaciones de este antagonista.

Palabras claves: control biolégico, dinamica poblacional, rotacion de cultivos
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3.2. Summary

Agriculture in Uruguay has experienced a strong process of changes that have meant an
increase in crop diseases caused by necrotrophic pathogens. Several studies show that by
managing beneficial microorganisms is possible to reduce the impact of disease. Based on
this, the objective of this study was to determine the effect of field crops on the population of
Trichoderma spp. in soil and straw under no-till farming system. The population of
Trichoderma spp. was monitored in an experiment with four different crop sequences.
Samples of soil and crop debris were taken in spring and fall, over three consecutive years
(spring 2009-fall 2012). The population density of Trichoderma spp. was determined by
dilutions with plate counts method. In addition, soil chemical properties were determined for
each treatment. Barley debris showed the highest population density of Trichoderma spp.
Moreover, the population of Trichoderma spp. showed a marked seasonal variation, being
consistently higher in fall than in spring. Soil chemical properties were not affected by the
treatment, and no association was found between these parameters and the population of
Trichoderma spp. These results confirm the ability to handle the native population of
Trichoderma spp. through the components of the crop sequences and indicate conducive
environment to support higher populations of Trichoderma were inoculations of this antagonist

might have higher chances of success.

Key words: biological control, population dynamics, crop rotation
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3.3. Introduccion

En Uruguay, la agricultura ha experimentado en la ultima década un fuerte proceso de
intensificacion productiva, reduccion del menu de cultivos sembrados y adopcion
generalizada de la siembra directa (DIEA, 2012; DIEA, 2011; DIEA, 2008; DIEA, 2001). Esto
ha resultado en un aumento significativo de las problematicas sanitarias causadas por
patogenos necrotroficos, lo que se ha derivado en el incremento en el uso de fungicidas
(DGSA-MGAP, 2010), con el consecuente impacto econémico y ambiental que esto conlleva.
En estos sistemas, el reducido menu de cultivos, la fuerte presién que ejercen los mercados y
el amplio rango de huéspedes de algunos patégenos, condicionan algunas medidas de fuerte

impacto para el manejo de las enfermedades (Pérez et al., 2011; Pereyra et al., 2005).

En este contexto, surge la necesidad de generar informacion que contribuya al desarrollo de
un manejo sustentable de las enfermedades. En este sentido, el control biolgico es una
herramienta que ha sido poco explorada en sistemas agricolas extensivos, y que pude reducir

el impacto de las enfermedades en el marco de un manejo integrado de las mismas.

Diversos trabajos muestran que la introduccion masiva de biocontroladores en espigas y
hojas de trigo lograron reducir el desarrollo de las enfermedades causadas por Fusarium
graminearum, Septoria tritici, Bipolaris sorokiniana y Dreshlera tritici repentis (Perelld et al.,
2009; Perell6 et al., 2008; Salehpour et al., 2005; Khan et al., 2004; Diamond y Cooke, 2003).
Por otra parte, la aplicacion de agentes de bioncontrol al rastrojo ha resultado en la reduccion
de la presion de in6culo de algunos patdgenos de importancia econdmica (Pereyra et al.,
2005; Bujold et al., 2001; Fernandez, 1992a; Fernandez, 1992b). Pese a esto, una constante

en este tipo de enfoques ha sido la falta de adaptabilidad de los agentes de biocontrol al
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patosistema introducido, y la ausencia de un ambiente que permita la expresion del

antagonismo, resultando en efectos efimeros y/o inconsistentes de las aplicaciones.

En base a estas limitantes, en este trabajo se plantea el desarrollo de ambientes supresivos,
que mediante elevadas poblaciones de microorganismos benéficos logren suprimir el
desarrollo de epidemias (Hoitink y Boehm, 1999). Para lograr esto se propone trabajar con
poblaciones de biocontroladores nativos (adaptados a los patosistemas), y en ambientes
donde su densidad poblacional es elevada, ya que alli es mayor la probabilidad de éxito de

las inoculaciones (Kinkel et al. 2011; Cabrera, 2009; Pérez et al., 2008).

Trichoderma es un género de hongos que habita naturalmente los suelos y que mediante la
diseminacion de esporas y el crecimiento micelial puede colonizar al rastrojo y antagonizar los
microorganismos alli presentes. Especies dentro de este género han mostrado ser eficientes
biocontroladores de un amplio grupo de patégenos de importancia econdmica (Cabrera,
2009; Perell6 et al., 2009; Perell6 et al., 2008; Howell, 2003; Wells, 1988). A su vez, se ha
demostrado la potencialidad de manejar la poblacion de Trichoderma spp. en el suelo
mediante la secuencia de cultivos (Hagn et al., 2003; Bulluck et al. 2002; Causin et al., 1995;
Lipps y Deep, 1991), y mediante cambios en las propiedades quimicas de los suelos (Vargas
Gil et al., 2008). Sin embargo, no existen antecedentes nacionales sobre la dinamica

poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo.

Por lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto de la rotacion de
cultivos sobre la poblacion de Trichoderma spp. que habita el suelo y los rastrojos en un
sistema de agricultura continua en siembra directa, y comprender qué componentes permiten

el mantenimiento de altas poblaciones nativas de Trichoderma
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3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Sitio experimental

El monitoreo de la poblacion de Trichoderma se realizd en un experimento que contiene
distintas rotaciones de cultivos sembrados sin laboreo, establecido en 1999 en la Estacion
Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC), Paysandu, Uruguay. Dicho experimento cuenta
con las siguientes secuencias: i) Secuencia 1- trigo-soja-trigo-soja..., ii) Secuencia 2- trigo-
soja-cebada-girasol-trigo..., iii) Secuencia 3- trigo-soja-cebada-sorgo-avena-maiz-trigo..., iv)
Secuencia 4- trigo-soja-cebada-girasol-avena con lotus-lotus-trigo...Estas secuencias de
distintos largos de rotacion y compuestas de distintas especies botanicas permiten evaluar la
poblacion de Trichoderma en diversos microambientes. A su vez, con el objetivo de eliminar
el efecto afio, el experimento cuenta con 10 tratamientos donde todos los cultivos de las

cuatro secuencias estan presentes todos los afos.

El experimento cuenta con un disefio experimental de bloques completos con parcelas
aleatorizadas con tres repeticiones. Las parcelas son de 10 m x 30 m, con 3 m de separacion
entre parcelas y 10 m entre bloques. Los cultivos son manejados como cultivos comerciales,
con densidad de siembra, fertilizacién, y manejo de plagas de acuerdo a lo requerido por
cada cultivo. Cabe destacar que no se aplica ningun fungicida en el experimento, de modo de

que las poblaciones microbianas sean alteradas Unicamente por la secuencia de cultivos.
3.4.2. Condiciones climaticas

Las determinaciones de lluvia y temperatura fueron obtenidas de la estacion meteorolégica de
la EEMAC (estacion meteorologica automatica VANTAG2 PRO2 L.R.), ubicada a 500 m del

experimento.
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3.4.3. Muestreo de rastrojo

Se realizaron muestreos de los rastrojos de cada tratamiento en dos momentos del afio
(primavera y otofio), durante tres afios consecutivos (primavera 2009-otofio 2012). Las
muestras de rastrojo se colectaron mediante la utilizacion de cuadros de muestreo de 50 cm x
50 cm, realizando cinco lanzamientos al azar por parcela y colectando todo el rastrojo que se
encontraba en la superficie del suelo y que quedaba ubicado dentro del cuadro. Se procedio a
secar el rastrojo en estufa de aire forzado (FANEMR, Sao Pablo) a 40 °C durante 24 horas, y

se determind el peso seco del mismo.

Para el caso de los muestreos de primavera 2011 y otofio 2012, de las muestras compuestas
por rastrojos de las distintas especies vegetales de cada tratamiento, se seleccion6 el
componente principal constituido por el rastrojo del dltimo cultivo cosechado, y se cuantifico el
mismo expresado como porcentaje del peso total de la muestra. De esta forma, en las
muestras colectadas en otofio predominaba el cultivo de invierno ultimo, y en las de
primavera predominaba el rastrojo del cultivo de verano. Ambos rastrojos tuvieron al
momento de ser colectados aproximadamente seis meses descomposicion en el campo. Las
muestras fueron conservadas en bolsas de papel a temperatura ambiente, en un ambiente

SeCco y 0Scuro.
3.4.4. Muestreo de suelo
Al momento de muestrear el rastrojo, se tomaron muestras de suelo para los muestreos de

primavera 2009 a otofio 2011. Las muestras de suelos fueron colectadas con calador desde
los 5 cm superficiales del suelo (profundidad de 0 a 5 cm). Veinte muestras se colectaron en

cada parcela, y mezcladas en una misma bolsa de modo de tener una muestra compuesta.
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Las muestras fueron conservadas en bolsas de plastico en heladera a 4 °C hasta su

procesamiento.
3.4.5. Cuantificacion de la poblacion de Trichoderma spp. en suelo y rastrojo

La densidad poblacional de Trichoderma spp. en suelo y rastrojo en cada muestra fue
determinada siguiendo el método propuesto por Vargas Gil et al. (2009) con modificaciones.
Se tom6 una submuestra de 10 g de rastrojo o de suelo, segun el caso, y se diluy6 en 150 ml
y 100 ml de suero fisiologico estéril en Erlenmeyer, respectivamente. Luego se agitd durante
30 minutos a 200 rpm en un agitador orbital (FelisaR, Guadalajara). Posteriormente se tomé
una alicuota de 1 ml de dicha suspension, y se realizé una dilucion seriada en 9 ml de suero
fisiologico estéril, diluciones de 1/10 y 1/100. Una alicuota de 300 ul de cada dilucion se
sembré en placas con medio selectivo para Trichoderma (Wiliams et al., 2003). Se
sembraron dos placas por dilucion, y se realizd una repeticion en el tiempo, totalizando 4
placas por dilucion. Las mismas fueron incubadas a 25 °C en oscuridad, y luego de 6 dias se
contd el nimero total de colonias de Trichoderma spp. por placa, y expresadas en unidades

formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de suelo o rastrojo segun correspondiera.
3.4.6. Determinacion de las propiedades quimicas del suelo

Se tomd una submuestra de las muestras de suelo de todas las unidades experimentales
colectadas en el otofio 2011, y fueron enviadas al laboratorio del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) La Estanzuela donde se realizaron los analisis de
Nitrégeno total (N) (por combustion a 900 °C y posterior deteccion de N2 por conductividad
térmica) y Potasio (K) en solucion de acetato de amonio a pH 7 y emision atdmica. Los

andlisis de materia organica (MO), pH y Fésforo (P) fueron realizados en el laboratorio de
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suelos y agua de la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni. El contenido de materia
organica se estimé a través del método Walkley-Black (Walkley y Black, 1934). El pH fue
calculado en una solucién de cloruro de potasio 1 N y en agua destilada. EI P Bray se calculd

a través de la técnica BRAY N°1 (Bray y Kurtz, 1945).
3.4.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante un modelo lineal generalizado, con distribucion
Poisson mediante el paquete estadistico SAS (Version 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). Cuando el anélisis permitié rechazar la hipdtesis nula, se procedi a la separacion de

medias por Tukey (P=0,095).

3.5. Resultados

3.5.1. Condiciones climéticas

Las condiciones climaticas previas a cada uno de los muestreos fueron diferentes (Figura 1).
Los periodos previos al muestreo 1 (M1), 2 (M2) y 6 (M6) fueron los mas humedos, seguido
por los meses previos al muestreo 4 (M4) y 5 (M5), y por ultimo la estacion previa al muestreo
3 (M3). Las condiciones térmicas presentaron una diferencia muy leve con respecto al
promedio histérico en los periodos anteriores a los seis muestreos. La temperatura aumento
antes de los muestreos de primavera, oscilando en un rango de 20 a 22 °C en los meses del
muestreo. Mientras que hacia el otofio (en los tres afios) la temperatura descendid,

situdndose entre 15y 18 °C al momento de los muestreos.
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Figura 1: Temperatura y lluvias en los afios 2009, 2010, 2011 y 2012, y temperatura y lluvias

promedio del periodo 2000-2010 cuatro meses antes del muestreo segun mes durante los

afnos de evaluacion.

3.5.2. Poblacion de Trichoderma spp. en los rastrojos de cada cultivo

Trichoderma spp. fueron recuperadas de todos los rastrojos de los cultivos analizados. La

cebada fue el componente botanico que significativamente presentd mayor poblacion de

Trichoderma spp. (Figura 2). No obstante esto, se encontraron diferencias significativas en la

densidad poblacional entre los rastrojos de cebada pertenecientes a distintas secuencias de

cultivos (Figura 3). La poblaciéon de Trichoderma spp. fue méas elevada en el rastrojo de

cebada de la secuencia 3, mientras que la secuencia 4 fue la que presentd los menores

niveles poblacionales, siendo esta similar a la poblacién observada en los cultivos de verano.

Por otra parte, a excepcion del rastrojo de trigo y avena de la secuencia 2 y 4,

respectivamente, los rastrojos de los demas cultivos de invierno se ubicaron en una situacion

intermedia entre los rastrojos de cebada y de los cultivos de verano. Siendo estos ultimos,
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junto con los rastrojos aportados por las praderas de lotus los que presentaron menor

poblacién de Trichoderma spp.
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Figura 2: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en los rastrojos de cada cultivo. Datos
correspondientes al muestreo de primavera 2011-otofioc 2012. Barras con distinta letra
representan medias que difieren significativamente entre si (P<0,05). Las comparaciones

entre las medias fueron realizadas a partir de contrastes ortogonales.
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Figura 3: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo de cada cultivo segun la
secuencia. Datos correspondientes al muestreo de primavera 2011-otofio 2012. Barras con
distinta letra representan medias que difieren significativamente entre si (P<0,05). Avena™:
rastrojo de avena de 18 meses de descomposicion perteneciente a la rotacién que al
momento del muestreo se encontraba con lotus. Debido a que el rastrojo aportado por las
praderas en ese momento fue muy bajo se tomd el rastrojo de avena por ser el que

predomind alli.
3.5.3. Poblacion de Trichoderma spp. en los rastrojos de cada secuencia de cultivos

La poblacién de Trichoderma spp. fue mayor cuando en los rastrojos predominaron los
cultivos de invierno (muestreo de otofio 2010 y 2011), en relacién a los cultivos de verano

(muestreo de primavera 2009 y 2010) (Figura 4).
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Figura 4: Densidad poblacional de Trichoderma spp. promedio de todos los tratamientos en el

rastrojo y en el suelo segun estacion del afio

Sélo se detectd un efecto significativo del tratamiento sobre la poblacién de Trichoderma spp.
en el muestreo de otofio 2010. En este caso, la poblacion de Trichoderma fue mayor en el
rastrojo con predominancia de cebada + soja, en relacion al rastrojo de avena + girasol y lotus
+ |otus, todos de la misma secuencia, mientras el resto de los tratamientos presentaron
niveles poblacionales intermedios (Figura 5). El resto de los tratamientos mostraron una
densidad poblacional intermedia no difiiendo de ninguno de los tratamientos anteriormente

mencionados.
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Figura 5: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo predominante en otofio

2010. Barras con letras distintas difieren significativamente entre si (P<0.05)

Por otro lado, Trichoderma spp. fue detectada también el suelo de todas las rotaciones
evaluadas. La evolucién de la poblacion de Trichoderma spp. en el suelo fue similar a su
evolucién en el rastrojo, difiiendo de esta ultima en el otofio 2011 donde la densidad

poblacional fue similar a la de la primavera 2009 (Figura 4).

En este caso, la poblacion de Trichoderma spp. en el suelo fue significativamente afectada
por los tratamientos en la primavera 2009 y en el otofio de 2011 (Cuadro 1). En la primavera
2009 en el tratamiento 3 la poblacién de Trichoderma spp. fue significativamente superior a la
poblacidn en el tratamiento 2, 7 y 10. Mientras que en otofio 2010 la cantidad de indculo de
Trichoderma spp. fue mayor en el tratamiento 9 en comparacion con el tratamiento 4, 7y 8 .
La densidad poblacional de Trichoderma spp. en el resto de las rotaciones estuvo en niveles
intermedios no difiriendo de los tratamientos anteriores en ninguna de las dos estaciones de

muestreo.
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Tanto en el otofio 2011, como en la primavera 2009 la cebada estuvo entre los ultimos tres
cultivos que antecedieron al muestreo en los tratamientos donde la poblacién de Trichoderma

spp. fue significativamente mayor.

Cuadro 1: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en el suelo (UFC/g) segun secuencia,

rotacion de cultivos y estacion del afio

Primavera 2009 Otofio 2011
Secuencia | Rotacion

Antecesores UFClg Antecesores UFClg
1 1 sjitrlsj 9343 ab tr/sjitr 10183 ab
2 sjltrigr 4123 b celgritr 14738 ab
’ 3 gricels 15636 a tr/sjlce 9897 ab
4 so/celmz 10666 ab av/sjtr 8838 Db
3 5 mz/av/gr 2378 b tr/solce 13212 ab
6 gr/tr/so 9947 ab tr/mz/av 10688 ab

7 grfavilo 6118 b lo/lo/tr 8293 b

8 lo/lo/lo 7525 ab lo/gr/ce 7527 b

) 9 lo/Tr/sj 8064 ab ce/sj/av 19978 a
10 sj/celgr 5796 b avllo/lo 12314 ab

Referencias: sj:soja, gr: girasol, mz: maiz, so: sorgo, tr: trigo, ce: cebada, av: avena, lo: lotus.

Valores con letras diferentes difieren significativamente entre filas (P<0,05)

Por otra parte, la densidad poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo en el otofio 2010
tuvo una correlacién significativa con la densidad poblacional en el suelo cuantificada en el

otofio 2011 (R?=0,47) (Figura 6).
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Figura 6: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en el suelo en el otofio 2011 en funcion
de la densidad poblacional en el rastrojo en el otofio 2010. El coeficiente de determinacion

(R?) fue significativo (P<0,09)

Respecto a la variacion estacional de la densidad poblacional de Trichoderma spp en el suelo
y en el rastrojo segun la secuencia, en las secuencias 2 y 3 la poblacién de otofio aumenta en
relacion a la de primavera (Figura 7). Esta tendencia no fue asi en la secuencia 1, con
monocultivo trigo/soja. En esta Ultima, las densidades poblacionales fueron menos variables
entre estaciones, logrando niveles sustancialmente inferiores a los maximos alcanzados en

las otras tres secuencias (Figura 7a).

Un comportamiento similar se observo en la fase con lotus de la secuencia 4, con niveles
poblacionales bajos y constantes (Figura 7d). En esta secuencia la poblacién de Trichoderma
spp. aumentd en el rastrojo inmediatamente luego de comenzar la fase agricola, y
posteriormente (luego de un afio y medio de comenzada esa fase) empez0 a incrementarse

la poblacion en el suelo.
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Figura 7: Evolucién de la densidad poblacional de Trichoderma spp. en el suelo y en el

rastrojo en funcion del rastrojo predominante y la estacion del afio segun la secuencia de

cultivos
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3.5.4. Relacion entre las propiedades quimicas del suelo y la poblacion de Trichoderma spp.

No hubo correlacién significativa entre las poblaciones de Trichoderma spp. en el suelo y las

propiedades quimicas del mismo estimadas a través del contenido de materia organica (MO),

de fosforo (P), de potasio (K), pH del suelo (pH), relaciéon carbono/nitrogeno (CIN), y

porcentaje de nitrogeno total (%N) (Figura 8).
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Figura 8: Densidad poblacional de Trichoderma spp. en el suelo en el otofio 2011 en funcion

del contenido de a) MO, b) %N, c) C/N, d) P, e) K, y f) pH del suelo

A su vez, tampoco se detecto un efecto significativo de los distintos tratamientos sobre las

propiedades quimicas mencionadas (Cuadro 2). El contenido de MO promedio fue de 5,2 %,

el de P 44,2 ppm, el pH del suelo 6,1, el contenido de nitrégeno promedio 0,22 %, el de K

0,78 meq/100g de suelo y la relacion C/N promedio 13,7.
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Cuadro 2: Propiedades quimicas del suelo del sitio experimental. Contenido de Materia

organica (MO), Fosforo (P), potasio (K), pH del suelo (pH), relacién C/N y porcentaje de

nitrégeno (%N) del suelo segun tratamiento de cada secuencia. Muestreo realizado en otofio

2011.
Secuencia | Tratamiento | MO (%) | P (oppm) | pH %N | Kimeq/g) | C/N
1 1 53 43,4 60 020 0,85 16,0
2 5,2 47,3 6,7 0,22 0,84 13,8
’ 3 53 47,7 66 025 0,81 16,0
4 5,2 37,1 58 0,20 0,66 15,9
3 5 53 38,8 60 021 0,75 15,0
6 53 42,1 57 0,24 0,80 12,9
7 5,2 52,1 6,7 024 0,86 12,4
8 5,2 53,7 54 0,22 0,70 13,6
! 9 5,2 39,5 64 024 0,84 12,7
10 4,5 40,1 58 0,23 0,72 11,8
Promedio 5,2 442 6,1 0,22 0,78 13,7
DMS 1,27 33,0 24 0,10 0,52 8,6
C.V. (%) 8,4 25,5 13,3 154 22,6 21,5

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para ninguno de los

parametros (P<0,05)

3.6. Discusion

Los diferentes cultivos evaluados generaron un impacto diferencial sobre las poblaciones

nativas de Trichoderma spp. presentes en el suelo y en el rastrojo del sitio experimental. Esto
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determina la posibilidad de manejar la poblacion nativa de Trichoderma spp a través de los
componentes de las secuencias de cultivos, y a su vez identificar ambientes propicios para el
mantenimiento de altas poblaciones de Trichodema ante eventuales inoculaciones

inundativas con este agente de biocontrol.

A lo largo de los afios la investigacion se ha concentrado en las comunidades microbianas
benéficas del suelo para el control de enfermedades (Kinkel et al., 2011), existiendo
actualmente escasa informacién sobre la poblacion de Trichoderma en los rastrojos de los
cultivos. En este sentido, Gao et al. (2007) encontraron mayor densidad poblacional y
actividad de Trichoderma favorecidas por la presencia de sustratos con relaciones
carbono/nitrogeno similares a las de los rastrojos de cebada, avena y trigo (tan altas como
80/1). En concordancia con los resultados de este trabajo, Pereyra et al. (2012) muestran que
los rastrojos de cebada presentaron mayores niveles de colonizacidén de Trichoderma spp.

que otros cultivos extensivos, inclusive que otros cultivos de invierno como raigras y trigo.

Al mismo tiempo, los resultados del presente estudio indican que existieron diferencias
significativas en la densidad poblacional de Trichoderma spp. entre los rastrojos de cebada
correspondiente a distintas secuencias, lo que demuestra que existié también un efecto de la
secuencia de cultivos mas alla del impacto individual de los mismos. Al respecto, Pereyra et
al. (2012) también encontraron que los rastrojos de cebada colectados de sistemas en
agricultura continua presentaban mayor densidad poblacional de Trichoderma spp. que
aquellos provenientes de sistemas agricolas con praderas. Estas diferencias generadas por
los cultivos antecesores posiblemente estan definidas por la poblacion inicial de Trichoderma
spp. en el momento en que los rastrojos de cebada comenzaron a descomponerse. Siendo

menor la poblacion en la cebada de la secuencia 4 probablemente debido al efecto depresivo
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que mostro la pradera de Lotus corniculatus sobre la poblacion del hongo, tanto en suelo

como en rastrojo.

Sin embargo, cuando se cuantificd la poblacién en el conjunto de rastrojos de cada
secuencia, el tratamiento con predominancia de rastrojo de cebada de la secuencia 4 (la
secuencia que incluye lotus) tuvo los mayores niveles de Trichoderma spp. Esto se explica
por el peso relativo del rastrojo de cebada sobre el rastrojo total entre las tres secuencias con
este cultivo. En la secuencia 4 fue donde el rastrojo de cebada tuvo mayor predominio, en
contraste con la secuencia 2 y 3 donde el rastrojo de los cultivos de verano (con menor
poblacion de Trichoderma spp.) representaron un porcentaje mayor del total del rastrojo
presente. No obstante esto, los rastrojos de cebada mostraron consistentemente ser los que

mas favorecieron a Trichoderma spp.

En relacion a esto, los maximos niveles poblacionales de Trichoderma spp. registrados en
otofio en la secuencia 3 fueron sustancialmente menores a los encontrados en las secuencias
2 y 4. En estas dos ultimas secuencias el rastrojo de los cultivos de invierno tuvo mayor
representacion en el rastrojo total, tanto en otofio como en primavera, debido a la menor

participacion en las muestras del girasol y la soja en relacion al sorgo y al maiz.

Asimismo, las poblaciones de Trichoderma spp. en el suelo tuvieron una respuesta
significativa a los tratamientos. Varios autores han demostrado que las densidades
poblacionales de Trichoderma spp. en el suelo responden a distintas practicas de manejo,
inclusive a la rotacion de cultivos (Vargas Gil et al., 2008; Bulluck et al., 2002; Causin et al.,
1995; Lipps y Deep, 1991). Vargas Gil et al. (2008) encontraron mayor poblacion de
Trichoderma spp. luego del cultivo de maiz en comparacion con soja y mani. Resultados

similares fueron reportados por Larkin (2003). Estos autores adjudican el incremento de la
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poblacion del hongo al aumento en el contenido de materia organica del suelo por la inclusion
de gramineas C4 en la rotacion. Estos resultados contrastan a los obtenidos en este trabajo
ya que aqui el contenido de materia organica del suelo no se vio modificado por los distintos
cultivos de la rotacion. Sin embargo se constatd una regresion lineal significativa entre la
densidad poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo en el otofio 2010 y su nivel
poblacional en el suelo en otofio 2011. Esto significaria que en las condiciones de este
estudio una parte de la variabilidad de la densidad poblacional de Trichoderma spp. en el
suelo estuvo definida por el nivel poblacional en el rastrojo de los cultivos de la secuencia. Lo
cual demuestra un efecto directo de los cultivos més alla de las propiedades quimicas del
suelo. En este sentido, en los tratamientos donde la poblacion de Trichoderma spp. en el
suelo fue significativamente mayor tanto en otofio 2011, como en primavera 2009, la cebada

estuvo entre los Ultimos tres cultivos que antecedieron al muestreo.

Varios trabajos han mostrado la respuesta de las comunidades fungicas del suelo, y
especificamente Trichoderma spp., a cambios en las propiedades quimicas de los suelos
(Vargas Gil et al., 2008; Chavez, 2006; Larkin, 2003; Rabeendran, 2000). Vargas Gil et al.
(2008) encontraron mayor poblacion de Trichoderma en aquellos suelos donde el contenido
de materia organica, nitrégeno total, fosforo y relacion C/N fue mas elevado. En base a esto,
el efecto de las distintas secuencias sobre la poblacién de Trichoderma spp. en el suelo se
podria lograr a través de su impacto sobre la dindmica de nutrientes y la materia organica del
suelo (Vargas Gil et al., 2008; Dolan et al., 2006; Morén, 2003). Sin embargo en este trabajo
no fue encontrado un efecto de las distintas secuencias de cultivos sobre las propiedades
quimicas de los suelos. Probablemente debido a que todas las secuencias evaluadas son

sistemas agricolas en siembra directa sin barbechos, donde solo se cosecha el grano y se
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adicionan fertilizantes en funcion de la necesidad de los cultivos, lo cual determina un
importante aporte de carbono y de nutrientes afio tras afio. Esto pudo mitigar las diferencias
esperables en el carbono orgénico y el nitrégeno total producidas por la presencia de
gramineas C4 y la pastura de lotus en las secuencias (Moron, 2003). Estos resultados
resaltan el impacto directo de los cultivos como fuente de carbono sobre el inculo de

Trichoderma spp. en el suelo.

Por otra parte, existio una marcada variacion estacional de la poblacion de Trichoderma spp.
mostrando un incremento en el otofio en relacion a la primavera tanto en el suelo como en el
rastrojo. Resultados similares encontraron Hagn et al. (2003), donde las especies

predominantes de Trichoderma en el suelo fueron aisladas en su mayoria en otofio.

Bien es sabido que el crecimiento de los hongos es gobernado principalmente por dos
factores, temperatura y humedad (Moore y Landecker, 1996). Las condiciones hidricas
afectan las actividades de este hongo, en especial la germinacion de las esporas, el
crecimiento del tubo polinico, y el crecimiento micelial (Kredics et al., 2003; Moore y
Landecker, 1996). Para evaluar el efecto de estos factores se considerd el régimen
pluviométrico y térmico cuatro meses antes de los muestreos. Este periodo de tiempo se
considerd prudente para determinar el efecto acumulado del crecimiento del hongo en los
periodos previos a los muestreos. Un periodo de tiempo mayor seria excesivo teniendo en
cuenta que los rastrojos predominantes tienen seis meses de descomposicion, y un periodo
de tiempo menor posiblemente no considere eventos climaticos que expliquen la evolucion

del hongo.
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Wong et al. (2002) muestran que la colonizacion por T. konongii y la reduccion de las
estructuras de Fusarium pseudograminearum en rastrojos de trigo fue mayor en suelos
humedos (-0,3 y -0,03 MPa) que en suelos secos (-50 MPa). Sin embargo Moore y Landecker
(1996) mencionan que el crecimiento de este hongo puede verse limitado en suelos con
exceso de humedad debido a que la aireacion del suelo y por ende el suministro de oxigeno
es limitado en esos casos. En definitiva, esto sugiere que altos contenidos de humedad,
mientras no limiten el intercambio gaseoso, favorecen el crecimiento y actividad de

Trichoderma.

Los resultados aqui obtenidos indican que la densidad poblacional de Trichoderma spp. en el
suelo fue mas elevada después del periodo donde se registraron mayor cantidad lluvias
(otofio 2010), en comparacién con el resto de las estaciones evaluadas. Inclusive que la
misma estacion al afio siguiente, la cual presentd ademas similar evolucion de la temperatura
previa al muestreo. Mostrando asi un efecto que puede haber sido directo sobre el
crecimiento del hongo en el suelo, y/o a través del lavado del indculo en el rastrojo por

excesos de lluvia (1227 mm en otofio 2010 vs. 545 mm en otofio 2011).

El lavado del rastrojo provocado por ese exceso de lluvia probablemente explique la menor
densidad poblacional de Trichoderma spp. promedio en el rastrojo en otofio 2010 en relacion
al otofio 2011. Asimismo las densidades poblacionales tanto en el suelo como en rastrojo en
la primavera 2009 fueron mayores que la primavera 2010. Estas diferencias posiblemente
estén explicadas por el déficit hidrico registrado en octubre y noviembre de 2010, en

comparacion con las lluvias ocurridas en los mismos meses del afio 2009.

Por otra parte, la temperatura 6ptima de Trichoderma spp. varia entre sus especies pero al

igual que la mayoria de los hongos se desarrolla en un rango de temperaturas mesofilicas
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que oscila en la mayoria de los casos entre 15y 30 °C (Nampoothiri et al., 2004; Kredics et
al., 2003). En este sentido, Cabrera (2009) muestra que la temperatura éptima de crecimiento
para la mayoria de las cepas nativas de T. koningiopsis y T. atroviride de Uruguay estuvo
entre 25 y 28 °C. Mostrando también que las cepas nativas tienen la capacidad de crecer en
un amplio rango de temperaturas, las cuales oscilaron entre 10 y 35 °C. En los tres afios de
evaluacion, la temperatura promedio en los Ultimos dos meses previos a los muestreos tanto
de primavera como de otofio fue similar (aproximadamente 20 °C). La temperatura aumentd
antes de los muestreos de primavera, oscilando en un rango de 20 a 22 °C en los meses del
muestreo. Mientras que hacia el otofio la temperatura descendid, situandose entre 15y 18 °C

al momento de los muestreos.

Estos resultados muestran que hubo un efecto del clima sobre la poblacién nativa de
Trichoderma spp.. Sin embargo el efecto clima no estaria explicando el aumento de su
poblacion en otofio, ya que las condiciones ambientales en esa estacion no fueron siempre
mas favorables para Trichoderma que las registradas en las primaveras evaluadas. El
incremento de la poblacién de Trichoderma spp. en otofio posiblemente esté mas asociado a
la predominancia de los rastrojos de los cultivos de invierno en esa estacion, principalmente
cebada y avena.. Esto explicaria porque en los otofios de la secuencia 1y de la fase pradera
de la secuencia 4 (donde no hay o hay muy poco rastrojo de esos dos cultivos) la densidad
poblacional de Trichoderma spp. es igual 0 mas baja que en los rastrojos colectados en
primavera. No obstante esto, debido a que la evolucion de la temperatura fue diferente en
primavera que en otofio, no es posible descartar completamente un efecto de esta variable

sobre la evolucion de Trichoderma spp.
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De cualquier manera, estos resultados permiten identificar ambientes mas hospitalarios para
Trichoderma spp. que dieron como resultado altos niveles poblacionales del hongo. Donde la
estacion del afio a través de la composicion botanica del rastrojo, asi como las condiciones
hidricas, son factores a tener en cuenta para el manejo de la poblacion de Trichoderma spp.
En el marco de una estrategia inoculativa con cepas nativas de Trichoderma, los resultados
aqui obtenidos evidencian que en otofio, en afios con un régimen hidrico promedio, y con
secuencias de cultivos donde predomina el rastrojo de cebada serian los ambientes mas
indicados para lograr altos y estables niveles poblacionales de Trichoderma spp. Este
enfoque ha permitido obtener resultados mas consistentes y duraderos en relacién al manejo
tradicional de las inoculaciones (Berg et al., 2005; Wiggins y Kinkel, 2005; Mazzola et al.,
2001), bajo la premisa que el problema no es la falta de microorganismos antagonistas sino
la falta de un ambiente que mantenga elevadas sus densidades poblacionales y actividades

relacionadas al control bioldgico (Vargas Gil et al., 2008).

Esta linea de investigacion constituye un insumo clave para futuros trabajos que busquen
reducir el efecto de las enfermedades en la produccién de cultivos, a través del manejo de las
poblaciones de Trichoderma. Este estudio describe por primera vez, para las condiciones de
Uruguay, la densidad de la poblacion salvaje de Trichoderma en el suelo y en el rastrojo, asi
como su variacion estacional. En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio
permiten identificar ambientes que naturalmente favorecen altas poblaciones de Trichoderma,
donde es esperable obtener una mayor respuesta a las inoculaciones de este agente de
biocontrol. La cuantificacion del impacto de la inoculacion sobre la sanidad de los cultivos es

necesaria para poder estimar el verdadero alcance del control biolégico en estos sistemas.
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4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Una gran diversidad de especies en la poblacion nativa de Trichoderma fue encontrada en
este estudio, donde once grupos taxondmicos fueron identificados. Sin embargo, tanto en el
suelo, como en el rastrojo hubo un claro predominio de los grupos taxondmicos identificados
como “T. harzianum” y “Rufa A”. Ain mas relevante fue el resultado obtenido en las pruebas
de antagonismo, donde todas las cepas lograron altos niveles de inhibicién de Bipolaris
sorokiniana y Drechslera tritici-repentis, mostrando ademas diferencias intra-especificas e

inter-especificas.

Por otro lado, los diferentes cultivos evaluados generaron un impacto diferencial sobre las
poblaciones nativas de Trichoderma spp. presentes en el suelo y en el rastrojo del sitio
experimental. En este sentido, los rastrojos de cebada fueron los que presentaron mayores
niveles de colonizacion de Trichoderma spp. Por otro lado, se constatd una regresion lineal
significativa entre la densidad poblacional de Trichoderma spp. en el rastrojo en el otofio 2010
y su nivel poblacional en el suelo en otofio 2011. Aunado a esto, no se encontrd una
asociacion entre las propiedades quimicas del suelo y la densidad poblacional de
Trichoderma spp., lo que acentla el impacto directo de los cultivos sobre poblacién del hongo
y no a través de las propiedades quimicas de los suelos. Asi, la cebada fue uno de los
cultivos antecesores en aquellos tratamientos donde las poblaciones de Trichoderma spp.

fueron mayores en el suelo.

Por otra parte, existié una marcada variacion estacional de la poblacién de Trichoderma spp.
mostrando un incremento en el otofio en relacién a la primavera tanto en el suelo como en el

rastrojo.

Estos resultados confirman la presencia de antagonistas de B. sorokinianay D. trici-repentis
en el suelo y en el rastrojo, y que probablemente altas poblaciones de estos antagonistas
podrian aportar a disminuir el indculo generado por estos patdgenos en los rastrojos.

En el marco de una estrategia inoculativa con cepas nativas de Trichoderma, los resultados
aqui obtenidos evidencian que en otofio, en afios con un régimen hidrico promedio, y con
secuencias de cultivos donde predomina el rastrojo de cebada serian los ambientes mas
indicados para lograr altos y estables niveles poblacionales de Trichoderma spp. Para lograr

esto ademas se deberian incluir cepas de las especies con mayor frecuencia en los
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ambientes a ser inoculados (Hoitink y Boehm, 1999). Este enfoque ha permitido obtener
resultados mas consistentes y duraderos en relacién al manejo tradicional de las
inoculaciones (Berg et al., 2005; Wiggins y Kinkel, 2005; Mazzola et al., 2001), bajo la
premisa que el problema no es la falta de microorganismos antagonistas sino la falta de un
ambiente que mantenga elevadas sus densidades poblacionales y actividades relacionadas al

control biologico (Vargas Gil et al., 2008).

Este estudio describe por primera vez, para las condiciones de Uruguay, la densidad de la
poblacion nativa de Trichoderma en el suelo y en el rastrojo, su variacion estacional, su
composicion taxondmica, asi como su potencial como antagonista frente a patdgenos de
importancia econdmica. Esta linea de investigacion constituye un insumo clave para futuros
trabajos que busquen reducir el efecto de las enfermedades en la produccion de cultivos, a
través del manejo de las poblaciones de Trichoderma. Su continuacion evaluando el impacto
de la inoculaciéon sobre la sanidad de los cultivos es necesaria para poder estimar el

verdadero alcance del control bioldgico en estos sistemas.
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6.1. ANEXO 1

6. ANEXOS

Cuadro 1: Nombre y numero de accesion en Genbank para la regiéon del ITS del ADN

ribosomal de las cepas de las especies de referencia de Trichoderma utilizadas en el analisis

filogenético

Taxon Cepa N° de accesion Genbank
[-Lixii/Catoptron Clade

H. lixii/T. harzianum DAOM 222343 AY605735
H. lixii/T. harzianum DAOM 231646 AY605723
H. atrogelatinosa G.J.S. 95-159 AF275332
H. atrogelatinosa GJS 00-162 DQ023302
H. catoptron/T. catoptron G.J.S. 02-76 AYT737766
H. cinnamomea/T. G.J.S.97-237 AYT737759
cinnamomeum

H. straminea/T. stramineum G.J.S. 02-84 AYT737765
H. tawa CBS 246.63 AF400258
T. aggressivum f. europaeum CBS 689.94 FJ442606
T. aggressivum f. DAOM 222156 AF456924
aggressivum

T. aggressivum f. GJS 99-29 AF345950
aggressivum

T. tomentosum CBS 349.93 AF149869
T. velutinum 2S13CB FJ861466
[I-Virens Clade

H. crassa/T. crassum CBS 336.93 AF011946
H. virens/T. virens GLi 39 AF099005
[1I-Semiorbis Clade

H. semiorbis DAOM 167636 AYT737758
T. fertile DAOM 167161 AF400260
[V-Strictipilis Clade

H. aureoviridis var. CBS 101603 AY865631

Macrospora
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Continuacién del Cuadro 1

Taxon Cepa N° de accesion Genbank
H. strictipilosa/T. strictipilis CBS 347.93 AF400263
V-Stromaticum Clade

T. rossicum TUB F-718 AF149857
T. stromaticum CBS 101875 AF098287
VI-Lutea Clade

H. lutea G.J.S. 89-129 AYT37773
H. melanomagnum G.J.S. 99-153 AY737770
VII-Ceramica Clade

H. estonica/T. estonicum CBS 111147 AYT37767
H. ceramica/T. ceramicum G.J.S. 88-70 AY737764
VIII-Chlorospora Clade

H. surrotunda/T. surrotundum G.J.S. 88-73 AY737769
H. sinuosa/T. sinuosum G.J.S. 91-125 AYT737771
IX-Pachybasioides Clade

H. pilulifera/T. piluliferum G.J.S. 91-60 Z48813
H. pachybasioides/T. CBS 820.68 248815
polysporum

X-Hypocreanum and

Psychrophila Clades

H. sulfurea G.J.S. 95-140 AF487659
H. pulvinata CBS 225.78 AY865636
Xl-Lone lineages

H. chromospermalT. G.J.S. 94-67 AYT737774
chromospermum

H. gelatinosa/T. gelatinosum GJS 88-17 AYT37775
H. gelatinosa/T. gelatinosum G.J.S.93-10 AF487667
H. nigrovirens G.J.S. 99-64 AYT37TT7
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Continuacién del Cuadro 1

Taxon Cepa N° de accesion Genbank
H. phyllostachydis/T. G.J.S. 92-123 AY737755
phyllostachydis

H. sulawesensis G.J.S. 85-228 AY737753
H. voglmayrii CBS 117711 DQ086142
T. helicum TUB F-922 AF486020
T. helicum DAOM 230016 DQ083022
XlI-Rufa Clade

H. atroviridis/T. atroviride CBS 142.95 AY380906
H. atroviridis/T. atroviride G.J.S. 98-134 AF456919
T. intricatum GJS 02-78 EU264002
T. intricatum GJS 97-88 EN TRICHOBLAST
H. koningii GJS 89-122 AY380902
H. koningii GJS 96-120 DQ109536
H. petersenii GJS 04-351 DQ323440
H. petersenii GJS 99-48 AY380898
H. rufa CBS 240.63 AY380907
H. rufa GJS 89-127 X93980
T. erinaceum DAOM 230019 DQ083009
T. erinaceum DIS7 DQ109534
T. gamsii GJS 04-09 DQ315459
T. gamsii MIAE00030 HM176560
T. koningiopsis DAOM233971 EU280131
T. koningiopsis GJS 93-20 DQ313140
T. ovalisporum Dis 70a AY 380897
T. ovalisporum Dis 203c DQ315458
T. strigosum CBS 348.93 NR_103571
T. strigosum DAOM 229937 EU280030
XlIl-Section Pachybasium “A”

H. pezizoides GJS 01-231 AF545564
H. flaviconidia G.J.S. 99-49 DQ023301
H. neorufa G.J.S.87-72 AF487656
H. neorufa G.J.S. 96-143 AF487672
H. pezizoides GJS 01-257 DQ000632
H. stilbohypoxyli GJS 96-30a AY380916
H. stilbohypoxyli GJS 96-32 AY380915
T. asperellum CBS 433.97 AY 380912
T. asperellum GJS 04-15 GU198311
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Continuacién del Cuadro 1

Taxon Cepa N° de accesion Genbank
T. hamatum DAOM 167057 748816

T. hamatum GJS 98-170 DQ109530
XIV-Section Longibrachiatum

T. longibrachiatum CBS 816.68 231019

H. orientalis CECT 2606 X93929
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