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1 INTRODUCCION

1.1 CONCEPTOS GENERALES

El sector forestal en el Uruguay experiment6 un desarrollo significativo a partir del
afio 1987 en que se promulgo la ley 15.939. Esta ley impulsé dicho rubro declarando
ciertos suelos como de “prioridad forestal”, lo que implica ser aptos para la forestacion y
calificados para recibir los estimulos que la ley promociona. Dentro de estos estimulos
estan la exoneracién de algunos impuestos y el subsidio a la plantacion de especies
declaradas de prioridad forestal. En las especies de prioridad forestal se encuentra el
género Eucalyptus.

Nuestra cadena productiva comienza con la produccion de plantines de vivero,
trasplante a campo y crecimiento del arbol hasta la/s cosecha/s. El objetivo de la
produccion de plantas en vivero estd orientado a la obtencién de plantas sanas,
resistentes y uniformes. En Uruguay la produccion de plantines de Eucalyptus se realiza
en viveros, donde se trabaja en contenedores, se utilizan sustratos comerciales, riego y
fertilizacién. Se seleccionan los plantines de calidad y aproximadamente entre 15 y 20
cm. de altura para llevar a plantacion. Luego de la obtencion del plantin rustificado, se lo
lleva a campo donde se lo transplanta al lugar definitivo. La importancia de la obtencion
de plantines de buena calidad radica en asegurar el éxito de la plantacion. Una planta
fuerte y saludable es la base para evitar la incidencia de enfermedades y plagas.

En los Gltimos tiempos se ha tratado de reducir el uso de agrogquimicos debido a los
efectos adversos que generan al ambiente y a la salud humana. Por ello se estudiaron
métodos de control alternativos como ser el control bioldégico. Nuestra investigacion
apunta a la aplicacion del hongo Trichoderma harzianum, el cual se caracteriza por ser
un biocontrolador y biopromotor del crecimiento vegetal.

Trichoderma se estudié a través de su aplicacion en la etapa de vivero, midiendo
sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas y analisis de metabolitos inducidos,
peroxidasas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

El objetivo es estudiar el efecto de la aplicacion de Trichoderma harzianum como
biopromotor del crecimiento en plantas de Eucalyptus globulus y grandis en la etapa de
vivero e identificar los metabolitos inducidos.



1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la colonizacion y sobrevivencia de Trichoderma harzianum a través
del estudio de plantines de Eucalyptus globulus y grandis

e Analizar si Trichoderma harzianum promueve el crecimiento de plantines de
Eucalyptus globulus y grandis.

e Estudio de la actividad de peroxidasa inducida por Trichoderma harzianum.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCCION EN URUGUAY DE Eucalyptus

Segun datos del URUGUAY. MGAP (2007), la superficie total forestada hasta el
afio 2007 es de 743 mil hectéreas. Estas se dividen en 38% de Eucalyptus globulus, 24%
de Eucalyptus grandis, 20% de Pinus taeda, 8% de Pinus elliottii y 10% de otras
especies.

Las exportaciones en el afio 2007 alcanzaron 281,378 millones de ddlares, aunque
en el afio 2008 se alcanzaron los 800 millones de ddlares. Para el afio 2007 el volumen
fisico exportado de madera bruta fue de 2,726 millones de m®, de madera aserrada 144
mil m® y de productos elaborados 112 mil m® y 55 mil toneladas.*

El impacto socio cultural que generd este sector a nivel nacional se refleja en la
dinamizacion de centros poblados ubicados en el interior del pais sobre todo en la
cercania de las plantaciones e industrias. Se generd un incremento en la mano de obra
femenina y en la mano de obra calificada. Ademés ha existido una constante
preocupacion del sector forestal por integrar jovenes desde el nivel escolar al proceso
productivo.

El 62% de la superficie cultivada es ocupada por el género Eucalyptus spp., donde
predomina la especie globulus, seguida de la especie grandis. En menor importancia se
encuentran las especies viminalis, camaldulensis, tereticornis, entre otras. La seleccion
de esta especie se basa en la similitud en cuanto a condiciones climaticas de nuestro pais
con respecto al de origen. La consecuencia de esto es una buena adaptacion, crecimiento
y productividad. Una de las caracteristicas mas importantes en dicha produccion es la
obtencién de un plantin de buena calidad que determinara en la etapa de campo buenos
niveles de prendimiento, homogenidad, sanidad, y altos rendimientos.

2.2. CALIDAD DEL PLANTIN FORESTAL

La calidad de plantin la podemos dividir en dos parametros:
a) parametros morfoldgicos: dentro de los cuales encontramos; longitud de parte aérea,
diametro de cuello, arquitectura de la parte aérea y de la raiz, la relacién altura —
didametro de cuello, la relacién parte aérea — raiz, el peso del plantin y el estado
fitosanitario.

! Cardoso, E. 2009. Com. personal.



b) parametros fisiolégicos: el contenido de agua, el estado nutricional y el estado
sanitario.

La capacidad de arraigo y supervivencia de las plantas esta ligada a la morfologia
del plantin y al equilibrio que presenta entre su parte aérea y su sistema radical. La
significancia productiva de este pardmetro es la alta correlacion entre la sobrevivencia y
el diametro de los plantines luego de la plantacion (Céardenas, 2003)

En cuanto a la dimension y edad de los plantines .deben ser preferentemente
jovenes para gque tengan un mayor potencial de crecimiento en sus raices, pero no tanto
como para no haber estado en vivero todo el tiempo suficiente en el que necesitan
intensos cuidados. Los plantines mas grandes aseguran un mayor porcentaje de
prendimiento y crecimiento (Aguiar y Mello, citados por Quiroz et al., 2009)

En cuanto al equilibrio y proporcién sugieren que la planta lavada y secada al aire,
tenga un peso de la parte aérea menor al doble del peso de la raiz. El exceso de humedad
produce plantas con poca raiz que van a tener dificultades al momento de trasladarse al
campo. Las plantas con excesiva parte aérea se debe a la poca iluminacion y nutrientes,
por lo que siempre sera débil y tendrd problemas para enraizar. EI grosor de tallo
también es un parametro de calidad y debe ser acorde con las dimensiones del plantin.

La longitud no deberia sobrepasar los 20 cm. ni ser menor de 15 cm. en cuanto a la
forma lo ideal es que sea recta, colgante y sin enroscamientos, bien fasciculada y de
abundante cabellera.

La homogeneidad es de fundamental importancia para conservar una plantacion
pareja. La coloracion general del follaje deberia ser verde oscura y brillante,
indicandonos esto una correcta nutricion, iluminacién e hidratacion.

Cualquier desbalance en las propiedades de un sustrato afectara la calidad del
plantin ya que pueden aparecer problemas de asfixia radicular, deshidratacion del
plantin, exceso o carencia de nutrientes, problemas sanitarios, enfermedades y plagas.

El estado sanitario debe ser perfecto sin ningln dafio y sin coloraciones anormales.
Los problemas sanitarios son determinantes de la calidad del plantin dado que pueden
provocar dafios como: disminucion de prendimiento en plantacion, origen de dispersion
de enfermedades, perdidas completas de las plantaciones, disminucion en el rendimiento
y su consecuente pérdida econdmica.



2.2.1 Factores que afectan el crecimiento del plantin

Envases: es importante para el desarrollo de los plantines el tipo y las dimensiones
de los envases. El volumen del mismo dependera de la especie y las caracteristicas del
lugar donde se establecera la plantacion. Al elegir el envase se debe tener en cuenta el
tamafio, espaciamiento entre celdas, disefio antiespiralizante (para evitar raices
espiraladas), drenaje y propiedades aislantes. Es importante la capacidad de retencion de
agua, sobretodo en recipientes con volimenes chicos, ya que las condiciones de
crecimiento favorecen la evapotranspiracion y como consecuencia requieren mayor
frecuencia de riego.

Sustrato: los materiales actualmente mas utilizados en nuestro pais son, organicos
(animales o vegetales); estiércoles, cascara de arroz, cascara de pino, aserrin, residuos
vegetales, residuos de la industria de la cafia de azlcar y esfagno. Estos pueden ser
utilizados tal cual, o después de un proceso de compostaje 0 vermicompostaje.
Minerales; arenas, arcillas, vermiculita, perlita y lana de roca
Sintéticos; flocos de poliestireno, lana de vidrio

Actualmente los sustratos tienen predominantemente componentes organicos. Para
elegir el sustrato debemos tener en cuenta que las raices puedan respirar, absorber el
agua y los nutrientes. El terrén debe ser consistente sin adherirse a las paredes y
mantenerse adherido a la raiz para el transplante. Proporcionar oxigeno y un adecuado
intercambio con la atmdsfera y ser un soporte para la planta en crecimiento (anclaje).

Para la eleccion de los materiales del sustrato se debera tener en cuenta:
Propiedades de cada uno y del sustrato resultante
Facilidad para ser mezclados
Disponibilidad, permanencia del suministro y costos
Capacidad de ser estoqueado sin variar sus propiedades
Informacidn disponible resultante de la investigacion y experiencia en su uso.

Las propiedades a tener en cuenta para la fabricacion de los sustratos son la
granulometria, que es el tamafio promedio y la distribucién de las particulas. Se sugiere
que las particulas sean mayores a 2 mm (lrisity, 1999). Para sustratos forestales se
recomienda que la textura sea franco arenosa y con buen drenaje. Cuanto mayor tamafio
de las particulas, mayor sera el contenido de aire y menor el de agua. La relacién ideal
aire/agua es 3:1. La porosidad ideal es > 80% y capacidad de agua disponible entre 24 y
40%. Si existe alta capacidad de retencion de agua y fertilidad los sistemas radiculares
seran poco desarrollados. Se debe tener en cuenta que la composicion del sustrato
afectara la concentracion de sales en la solucion acuosa (salinidad).

La densidad aparente debe ser menor a 0.4 g/cc. La relacion C/N es aconsejable
que sea entre 20 y 30, ya que a mayor valor comienza la inmovilizacion de nitrégeno. El



grado de estabilidad de la materia organica (tasa de descomposicién) es muy importante
para que no evolucione a particulas mas finas o cambie mucho la relacion C/N. La
materia organica debe estar entre 2.5 y 5%.

La CIC determina la disponibilidad de los nutrientes para ser asimilados por el
plantin, con frecuencia esta debe ser alta debido a que generalmente la densidad de los
sustratos es baja por lo que el valor absoluto de los nutrientes disponibles aumenta en la
medida en que la CIC es alta. Los valores ideales se encuentran entre 6 y 15 meq/100cc.

El pH del sustrato determinara la disponibilidad de nutrientes. A su vez cada
especie logra 6ptimos desarrollos a diferentes pH. Los valores deberian estar entre 5.4 y
6.0 para sustratos sin suelo y entre 6.2 y 6.8 en sustratos con suelo (Garcia y Gonza-
lez, 2005). Segun Irisity (1999) el pH debe ser entre 5,5y 6,5.

Las proporciones de las fases solida, liquida y gaseosa son distintas segun el
sustrato, la fase solida es la mitad mientras la liquida no llega a la cuarta parte.

La turba presenta una densidad aparente variable con respecto a la arena (que es
muy alta), la retencion de agua es alta, la aireacion es menor que la de la arena, drenaje
variable, alta CIC, relacion C/N (9 a 37) y el pH (entre 3.6 a 8) son muy variables y
presenta poder buffer (Garcia y Gonzalez, 2003).

Esterilidad: debemos asegurarnos que el sustrato y los envases estén libres de
patdgenos, plagas y semillas de malezas. Esto actualmente se logra con métodos
quimicos o por vapor.

Riego: segun Irisity (1999) el agua debe ser abundante y de buena calidad con
sales solubles menores a 600 ppm para no modificar el pH del medio.

Fertilizacién: los requerimientos son diferentes en cada etapa de desarrollo. Es
necesario identificar los efectos de cada nutriente en las diferentes etapas de la
produccidn, para establecer los momentos y dosis de cada nutriente segun la etapa. El
plan de fertilizacién deberia crearse a partir de las necesidades de macronutrientes. La
frecuencia y cantidad esta regulada por la CIC del sustrato (Garcia y Gonzalez, 2005).
Es necesario tener prudencia ya que el agregado de dosis excesivas 0 en momentos
inadecuados resiente la calidad del plantin. Al fertilizar nos aseguramos un aumento del
crecimiento de la parte aérea que viene acompafiada de un mayor contenido de agua en
los tejidos. En cuanto al sistema radicular encuentra méas facilmente los nutrientes y no
se desarrolla tanto. Las restricciones quimicas aumentan el crecimiento radicular.



2.3 PRINCIPALES ENFERMEDADES EN LA ETAPA DE VIVERO

Segun Agrios (1996), la enfermedad en las plantas se produce cuando una o varias
funciones son alteradas por organismos patdégenos o por condiciones desfavorables del
medio. Por lo tanto las causas reales determinantes de las enfermedades pueden ser de
dos clases: abidticas y bidticas. Las primeras son aquellas originadas por factores como
ser: falta o0 exceso de agua, motivadas por el frio o calor, falta 0 exceso de nutrientes en
el suelo, acidez o alcalinidad, excesiva o escasa luz, las que son originadas por dafios
atmosféricos y mecanicos. Las causas bidticas son las que estudiaremos con mas énfasis
y son originadas por la accién de organismos vivos como ser: hongos, bacterias, virus,
nematodos e insectos plagas.

Hay diferentes maneras en que los patdgenos causan dafios en las plantas; por el
debilitamiento del hospedero debido a la absorcion de los nutrientes de este ultimo para
su propio uso. La secrecion de toxinas, enzimas o sustancias reguladoras del crecimiento
que afectan el metabolismo de las células del hospedero, también el bloqueo de la
traslocacién de nutrientes y agua, y el consumo del contenido de las células del
hospedero.

Las enfermedades pueden clasificarse de acuerdo a los sintomas que provocan, al
organo que afectan o los tipos de plantas afectadas. Los hongos son el problema mas
grave en la mayoria de los viveros comerciales del pais. Dentro de estos los mas
comunes son el complejo damping-off y Botrytis cinerea.

2.3.1 Damping off

2.3.1.1 Agentes causales

El complejo damping-off, también llamado, enfermedad o caida de los almécigos,
podredumbre de cuellos o mal de los semilleros es causado por un complejo de mas de
30 especies de hongos, entre los que se encuentran Pythium spp., Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotium spp., Phytophtora spp., etc.

2.3.1.2 Dafnos

Es producido por la disolucion de las laminillas debido a la accion de las enzimas
pectinoliticas. Una vez muerta la planta el hongo continla como saprofito hasta
encontrar nuevamente otro huésped. El ataque se manifiesta repentinamente y alcanza
altos niveles de dafio en corto tiempo.

Sintomatologia: los dafios pueden presentarse en 5 momentos diferentes en el
desarrollo de la planta:



1) Fallas en la germinacién: donde no se produce la emergencia de la plantula, el
patdgeno puede estar ubicado dentro de la semilla (en el tegumento) y/o en el suelo
(entra a la semilla en el proceso de imbibicién). Si no hay emergencia posterior a los 20
dias de la siembra, es comun encontrar la semilla podrida al remover el suelo.

2) Ataque pre-emergencia: esta ocurre cuando se abre paso a traves del suelo,
entrando en contacto con micelio o esporas del hongo.

3) Ataque post-emergencia: se observa un estrangulamiento el cual se marchita y
se vuelca. La planta se halla susceptible hasta 3-4 semanas post-emergencia, momento
en que se da la cutinizacién. Sintomas:

e Hidrolisis de cuello (aparicion de exudados)

e Epinastia (curvamiento hacia abajo de la parte superior de la planta)
e Marchitamiento (penetran hifas a nivel vascular)

e (Caidade la planta (penetran hifas a nivel vascular)

4) Ataque de copas: uso de materiales en recubierta en demasia (en alméacigos) con
fines de impedir la desecacion rapida de los mismos. Con estos se puede aportar esporas
de patdégeno. Cuando riego salpico y se desarrolla el micelio el cual recubre y apelmaza
la copa. Esto se debe a un mal manejo.

5) Podredumbre de la raiz o “root-rot”: marchitamiento con toma paulatina de
colores amorronados de plantas grandes de mas de 15cm de altura. Al inicio se asemeja
a una falta de agua, no se produce hidrdlisis. Si arranco la planta sale entera. Producida
por Fusarium y Verticillium (Romero, 2005)

Cuadro No.1 Clasificacion de hongos.

SUB- CLASE ORDEN GENERO
DIVISION
Deuteromycotina | Hyphomycete Hyphales Fusarium spp.
Agonomycetes Agonomycetales Rhizoctonia Solani
Scerotium spp.
Mastigomycotina | Oomycetes Peronosporales Phytium spp.
Phytophtora spp.

2.3.1.3 Factores predisponentes al ataque

Cada uno de los agentes causales del complejo “Damping off” presentan diferentes
exigencias climaticas. Rhizoctonia se ve favorecida por condiciones de alta humedad
atmosférica y solo hasta un 60% en contenido humedad en el suelo, o sea relativamente
baja. Phytium, por el contrario se ve favorecida por contenidos de humedad atmosférica
baja y altos contenidos de humedad en el suelo. Para Fusarium spp. alta temperatura en
el suelo favorece el desarrollo de solo algunas especies, pero siempre favorece el
proceso de infeccidn.



Aumenta el riesgo de ataque por patdgenos cuando se realizan almacigos en suelos
con pH 7 o mayores, por ello se debe utilizar valores de pH 6 0 menores.

También debemos cuidar la fertilizacion nitrogenada ya que altas concentraciones
de N generan gran crecimiento vegetativo, las células aumentan de tamafio, como
consecuencia se produce membranas y paredes celulares delgadas, debilitando las
barreras de la planta. Se debe evitar fertilizar con N en las primeras etapas de
crecimiento.

2.3.2 Botrytis cinerea

2.3.2.1 Huéspedes

Eucalyptus globulus, Eucalyptus globulus ssp. maidenii, Eucalyptus grandis, Pinus
taeda y Pinus elliotti. También es frecuente en viveros de ornamentales, frutales, florales
y horticolas.

2.3.2.2 Sintomas y signos

Es una enfermedad que causa dafios con frecuencia en viveros. El sintoma se
manifiesta en plantines de aproximadamente 10 cm de altura como un moho algodonoso
color grisaceo en la punta, donde se observan hojas apicales secas. Pertenece a la sub-
division Deuteromycete, clase Hyphomycetal, fructifica directamente de las hifas. Forma
mucho micelio a partir del cual produce gran cantidad de conidios (grandes, hialinos y
no septados). En la lupa se pueden observar estructuras arborescentes donde se
encuentran las fructificaciones del hongo.

El moho también se puede manifestar en plantaciones jovenes, en condiciones de
temperaturas medias y humedad relativa alta, esto se da cuando las plantas ya provienen
del vivero infectadas.

2.3.2.3 Condiciones predisponentes

Es favorecida por las condiciones de vivero bajo invernaculo, donde se genera
un microclima himedo con temperaturas medias-altas a esto se le suma la escasa
ventilacién presente en estos ambientes. También favorece su aparicion el exceso de
fertilizacién nitrogenada, el cual produce un gran crecimiento vegetativo, adelgazando
las paredes celulares y facilitando la entrada del patdégeno a la planta.

En plantaciones jovenes puede detectarse cuando hay temperaturas medias en la
etapa de “cierre del dosel” donde las condiciones de humedad y sombra favorecen que
se desarrolle en los brotes tiernos (Baldini y Pancel, 2002).



2.4 MANEJO DE ENFERMEDADES

En primera instancia se debe hacer un manejo preventivo, esto consiste en hacer un
manejo adecuado en vivero como en plantacién. En vivero a través de un correcto
manejo preventivo (buen sustrato, compostado e inoculado con antagonistas, semilla
sana, viable, de alto vigor y alto porcentaje de germinacién, correcta fertilizacién, pH del
suelo o sustrato acido, buena calidad del agua de riego, evitar heridas, raices
distorsionadas por el repique, ademas de evitar llevar plantines infectados a la
plantacion, entre otras). Esto nos orienta a obtener una planta sana y vigorosa libre de
enfermedades.

Los métodos de control varian entre las diferentes enfermedades dependiendo del
tipo de patdgeno que ataca, el hospedante y la interaccion entre ellos.

Existen diferentes tipos de control de enfermedades:
Métodos reguladores que ayudan a eliminar los patdgenos del hospedante o de
determinada area geografica.

Controles culturales que evitan el contacto entre el patdgeno y la planta hospedera
y permiten erradicar o disminuir la abundancia del patégeno en la planta, un campo o
area geografica.

Control bioldgico es la destruccidn total o parcial de poblaciones de patdégenos por
medio de otros organismos. Consiste en mejorar la resistencia del hospedante y
favorecen el crecimiento de los microorganismos antagonistas.

Métodos fisicos y/o quimicos que protegen a la planta contra el inoculo del
patdgeno y en algunos casos curan la infeccion.

Ha habido una evolucién en cuanto al tipo de método que se utiliza para
el control de enfermedades. Tradicionalmente el méas wusado ha sido el
control quimico con uso de pesticidas. Pero el uso indiscriminado de este método tiene
Como consecuencia:

e Que las plagas se hagan resistentes a ciertos compuestos quimicos.

e La aparicidn de nuevas plagas.

e EIl aumento en los costos de produccion debido al creciente costo de estos
productos y a las cantidades en que se usan.

e La existencia de peligro de toxicidad en su manejo y toxicidad residual en el
cultivo.

e Efectos nocivos para el medio ambiente debido a la contaminacion que pueden
provocar los compuestos quimicos.
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Esto fundamenta la necesidad de utilizar métodos de control bioldgico para
combinarse con otros métodos y llevar a cabo un programa de manejo integrado de
plagas. La representacion de lo anterior esta dada por la pirdmide que se muestra a
continuacion:

Cuadro No.2 Representacion grafica de construccion de manejo integrado de
plantas

Control quimico tradicional

Control quimico racional (aceites, bicarbonatos, inguctores de resistencia, etc.)

Control bioldgico

Control fisico

Control cultural, genético /

El manejo integrado de plagas trata de mantener las plagas de un cultivo a niveles
que no causen dafio econdmico. Se considera que los patégenos, insectos plaga o malas
hierbas son componentes del agro-ecosistema, por lo que el objetivo no es destruirlos
sino convivir con ellos. Existen interacciones positivas y negativas entre estos
componentes del sistema, mediante el manejo de estas interacciones se puede dificultar
el desarrollo de patdgenos o contribuir a su mortalidad. Por ejemplo contribuir al
aumento de resistencia de las plantas, la accion de los controladores biolégicos y algunas
practicas agricolas.

Para gque el manejo integrado de plagas funcione es necesario establecer un sistema
de evaluacion periddica de los niveles de plagas y sus enemigos naturales en el campo y
tener una idea de los limites tolerables de infeccion para que no se resienta el
rendimiento del cultivo.

2.4.1 Control guimico

El control quimico es uno de los métodos mas utilizados actualmente y se utiliza
tanto para campo, invernadero y en ocasiones durante el almacenamiento de los
productos vegetales, presenta una accion toxica contra los patdgenos. Estos compuestos
quimicos inhiben la germinacion, el desarrollo y la reproduccion de los patégenos, o
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tienen efectos letales a ellos. De acuerdo al tipo de patdégeno que afecten se clasifican en:
funguicidas, bactericidas, nematicidas, viricidas, entre otros.

La mayoria de los compuestos quimicos se aplican sobre la superficie de las
plantas u érganos y, solamente la protegen de infecciones posteriores, pero no pueden
detener o curar una enfermedad una vez que se ha iniciado. También la gran mayoria
son efectivos en la zona de la planta donde se de la aplicacion, por lo tanto tienen una
accion local., sin ser absorbidos o traslocados por la planta. Pero también existen
aquellos compuestos de accidn terapéutica, erradicante, de los cuales mucho de ellos
son absorbidos y traslocados sistémicamente por las plantas (como en el caso de
funguicidas y antibidticos sistémicos).

Como ya vimos, las enfermedades mas importantes que atacan en la etapa de
vivero son las producidas por hongos, por lo tanto desarrollaremos a continuacion los
funguicidas en general y los especificos para controlar las enfermedades mas comunes.

2.4.1.1 Funguicidas

Segun Gepp y Mondino (2002) los funguicidas se clasifican en: funguicidas de
contacto y sistémicos. Los primeros son los son los mas antiguos e incluyen los
principios activos mas utilizados a nivel mundial, se caracterizan por:

Minima penetracion al vegetal
En general de amplio espectro
Multiples sitios de accion.

Los funguicidas de contacto se dividen en inorganicos y organicos. Los
inorganico estan formados por los azufrados y cupricos. Los azufrados son funguicidas
curativos y de contacto también acaricidas, que presentan baja toxicidad, estan formados
por sulfuro de H, que inhibe la respiracion, afecta las proteinas y forma quelatos con
metales pesados en la célula fungica. Los cupricos, presentan muchos principios activos:
oxicloruro de cobre, hidroxido de cobre, sulfato de cobre, caldo de bordelés, etc. El
Cu++ se acumula en la célula de hongos sensibles, formando complejos con enzimas
que poseen grupos sulfhidrilo, hidroxilo, amino o carboxilo, inactivandolos. Tienen muy
amplio espectro de accion en bacterias, hongos inferiores (Deuteromycetes,
Mastigomycotinas), algunos hongos superiores y royas.

Los funguicidas organicos se dividen en 4 grupos:

1) Ditiocarbamatos (comprenden al thiram, ferbam, ziram, maneb, zineb,
mancozeb). Reaccionan con los grupos -SH, inhiben enzimas, interfieren en la
produccién de energia dentro de la célula. Son de amplio espectro, efectivos para
Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, Alternaria spp., Septoria spp., etc.

2) Aceites, no son muy utilizados para controlar hongos aunque tienen cierta
efectividad contra Septoria spp., Mycosphaerella spp. oidios y mildius.
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3) Ftalamidas, (incluyen Captan y Folpet) inhiben la sintesis de compuestos
esenciales que tienen los grupos -NHz y -SH (aminoéacidos y enzimas). De muy amplio
espectro, eficiente contra: Botrytis cinerea, Alternaria spp., Colletotrichum spp.,
Ascochyta spp., Phoma spp. Phytophthora spp., Phytium spp., Rizoctonia spp., (los
ultimos tres son agentes causales del complejo damping off)

4) Clorofenilos, (Clorotalonil) Se fija a los grupos sulfhidrilo. De contacto y de
muy amplio espectro, similar a lo ditiocarbamatos, por lo tanto se pueden utilizar contra
Botrytis cinerea y también contra algunos hongos del complejo damping off. Presenta
efectos toxicos contra mamiferos.

Como mencionamos anteriormente encontramos lo funguicidas penetrantes o
sistémicos. Las plantas absorben este tipo de funguicida a través de su follaje o raices, y
luego los traslocan en sentido ascendente a traves del xilema, siguiendo la corriente de
transpiracion. Se clasifican en 8 grupos:

1) Dicarboximidas, (Principio activo: Iprodione, Procimidone, Clozolinate,
Diclozoline).Interfieren en la actividad y/o sintesis de ADN, también inhiben la
germinacion de esporas y provocan lisis de hifas. Presenta escasa capacidad de moverse
dentro del vegetal. Efectivo contra Botrytis cinerea, Sclerotinia, Alternaria, Septoria,
Rizoctonia, etc. No controla oomycetes como Phytium y Phytophthora spp. (del
complejo damping off). Para evitar la resistencia en Botrytis cinerea, FRAC recomienda
no aplicarlo méas de 2 o 3 veces por ciclo de cultivo, aplicar cuando la infeccion es alta y
combinarlo con otros productos quimicos.

2) Benzimidazoles, (p.a.: Benomil, carbendazim, metil tiofanato, tiabendazol).
Interfiere en la divisién nuclear. Tiene un amplio espectro de accién contra asco-y
deuteromycotina como Botrytis cinerea, Fusarium spp., Verticillium, Rhizoctonia,
también contra Ceratocystis, Septoria, Botryosphaeria, Mycosphaerella, Cladosporium,
etc. Se recomienda utilizar mezclas o alternar con otros sitios de accion.

3) Inhibidores de la sintesis de ergosterol (IBE). No controlan oomycetes ya que
absorben el ergosterol del medio que los rodea. No inhiben la germinacion de esporas.
Presenta alto riesgo de generar resistencia, por lo tanto se recomienda no usarlos
repetidamente en la misma estacién de crecimiento y alternar con productos de bajo
riesgo. Actlan contra Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes. Fuerte accion
contra oidios y royas, hongos que causan manchas foliares (Alternaria, Penicilium,
Monilia, etc.). Se divide en 2 subgrupos: inhibidores de la dimetilacion y de la
isomerasa- reductasa. Los primeros comprende a los triazoles, uno de los quimicos
utilizados contra Botrytis cinerea.

4) Strobilurinas, actGan inhibiendo la respiracion en un determinado punto.
Afectan la germinacion de esporas de Rhizoctonia Solani, Phytophthora infestans,
Alternaria spp., entre otros.

5) Guanidinas, Afectan de manera inespecifica la integridad de la membrana
celular. Principalmente utilizado en frutales.

6) Aminopirimidinas, Es muy utilizado en frutales y cereales. Bé&sicamente
desarrollado para el control de Botrytis cinerea.
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7) fenilpirroles, Existe un producto registrado para Botrytis cinerea compuesto por
2 principios activos: Cyprodanil + fludioxonil

8) Inhibidores de la sintesis de proteinas, actdan inhibiendo la elongacion de la
cadena proteica actuando en diferentes sitios.

También encontramos los funguicidas especificos para oomycete, como el grupo
de las fenilalamidas, fosetil, cymoxanil, protiocarb y propamocarb y dimetomorf. El
primer grupo actta inhibiendo la formacién de ARNTr, controlando cuando el micelio
comienza a crecer. Tiene alto riesgo de generar resistencia. Dentro de este grupo
encontramos el metalaxil, uno de los compuestos utilizados en nuestro pais que sirve
para el control de Pythium y Phytophthora. Otro de los grupos importantes es el fosetil
Al que estimula las reacciones de defensa y la sintesis de fitoalexinas contra el ataque de
oomycetos.

Se han producido ciertos problemas debido al uso de funguicidas como ser, la
fitotoxicidad, la toxicidad generada hacia diferentes clases de insectos benéficos como
abejas, enemigos naturales de plagas, hymenopteros, sapos, pajaros, etc. mamiferos,
hasta el propio hombre, a esto se le suma la contaminacion de aguas superficiales como
las subterraneas. Ademas se estan utilizando productos quimicos de gran toxicidad
debido a la resistencia generada por los patdgenos, como es el caso de Botrytis. Por esto,
se ha tendido a utilizar medidas alternativas al uso de quimicos como medida de control,
una de ellas es el control bioldgico.

2.5 CONTROL BIOLOGICO

La autorregulacién que se da en las poblaciones de seres vivos de denomina
Control Bioldgico.

El control biologico se define como la reduccion de la suma de inoculo o de las
actividades determinantes de la enfermedad provocadas por un patdgeno, realizada por
uno o mas antagonistas. Las actividades determinantes de enfermedades incluyen el
crecimiento, infeccion, virulencia, agresividad y otras propiedades del patégeno o
procesos que determinen infeccidn, aparicién de sintomas y reproduccion (Baker y
Cook, citados por Bettiol, 1991).

Por su parte Wilson et al., citados por Mondino y Vero (2006) definen al Control
Bioldgico como toda forma de control que no involucre el uso de plaguicidas de sintesis
quimica. Segun estos autores hay tres métodos para llevarlo a cabo: el uso de
microorganismos antagonicos, el uso de sustancias naturales y la modificacion de
resistencia del huésped.

Como ejemplo de control bioldgico en la naturaleza se pueden citar los llamados

suelos supresivos. En estos suelos no se desarrolla enfermedad a pesar de que coincide la
presencia de inoculo del patégeno, huésped sensible y ambiente favorable al desarrollo
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de la enfermedad. Se demostrd que si estos suelos son esterilizados la enfermedad si se
desarrolla, lo que nos indica que existe en ellos algin factor bi6tico que contribuye a la
supresion de la enfermedad. Es muy comun en estos suelos poder aislar cepas de
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. (Mondino y Vero, 2006).

2.5.1 Controladores bioldgicos

Se han utilizado diferentes microorganismos para el control de patégenos de las
plantas. Bacterias, hongos, levaduras y virus han probado ser eficientes controladores
bioldgicos. Un ejemplo es el control ejercido por Agrobacterium radiobacter sobre
Agrobacterium tumefaciens que causa agalla de la corona y, Pseudomonas cepacia que
controla el moho gris en peras. Dentro de los virus se mencionan bacteriéfagos como los
que provocan al lisis de Xanthomonas campestris causante de mancha bacteriana en
tomate y la presencia de micovirus en cepas avirulentas de Botrytis cinerea. Dentro de
las levaduras hay formulaciones comerciales en base a Cryptococcus albidus para
controlar patégenos de poscosecha. ElI hongo filamentoso Trichoderma spp. ha sido
ampliamente estudiado como excelente controlador de hongos fitopatdgenos y como
promotor de crecimiento vegetal (Mondino y Vero, 2006).

Para que se de la enfermedad un patégeno debe competir con otros
microorganismos para asegurarse un sitio adecuado en una planta susceptible. Los
controladores bioldgicos, deben impedir que el patdgeno colonice y comience la
infeccidn o deben ser capaces de destruir al patdgeno en el lugar de infeccién para evitar
que la enfermedad prospere. Hay varios mecanismos para lograr esto; la competencia
con el patégeno, por nutrientes o espacio en el sitio de infeccion, la inhibicion o
destruccion del patdgeno por produccion de sustancias toxicas en el sitio de accion o la
induccion de respuestas a resistencia en la planta.

Cuando se aplican microorganismos previamente seleccionados para controlar
algiin patdgeno, se trata de utilizar cepas nativas de estos microorganismos, de modo
que naturalmente formen parte de la microflora presente en los lugares en que debe
actuar. Asi se asegura una rapida adaptacion al lugar donde biocontrolaran.

La interaccion entre el antagonista, el patdgeno y la planta hospedera es muy
especifico. El antagonista actia exclusivamente sobre el patdgeno y en el sistema
existente, por lo que se debe desarrollar una formulacién comercial para cada sistema.

Se ha comprobado que existen bacterias controladoras de enfermedades fungicas y

bacterianas que atacan raices y parte aérea. También se han utilizado bacterias para el
control biologico de enfermedades de post cosecha.
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Dentro de estas bacterias podemos nombrar a las bacterias controladoras de la
agalla de la corona. Esta enfermedad es causada por la bacteria Agrobacterium
tumefaciens, ya mencionada, que actta transfiriendo informacion genética a la planta
para la produccion de fitohormonas (citoquininas y acido indol acético) que estimulan el
crecimiento celular excesivo, produciéndose asi tumores en el tallo a nivel del suelo. De
plantas sanas de esta enfermedad se aisl6 una cepa de la bacteria Agrobacterium
radiobacter que inhibia la enfermedad. Esta inhibicién se da por la produccién de un
antibiotico el Agrocin, la competencia por la fuente de carbono y energia (nopalina) y un
siderdforo producido solamente en baja concentracion de hierro (Glick, 1995).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal o PGPR promocionan
directamente el crecimiento a través de un aumento de la disponibilidad y captacion de
nutrientes minerales, o provision de sustancias estimuladoras del crecimiento, y
promocionan indirectamente a través de la supresién de los microorganismos deletéreos
de la rizosfera (Podile et al., 2006).

Las mas estudiadas son las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Estas
bacterias actian como biofertilizantes, favoreciendo la captacion de nutrientes (fijadoras
de nitrégeno), como fitoestimuladores, o control biolégico. Se han aislado estas
bacterias de rizosfera, rizoplano (microorganismos pegados a la raiz) y también se han
encontrado como enddéfitas en algunos vegetales. Las rizobacterias no se limitan al
control biolégico de patdgenos radiculares, también pueden controlar patégenos de parte
aerea debido a la induccion de resistencia sistémica que llevan a cabo algunas
rizobacterias asociadas a la raiz (Benhamou y Nicole, citados por Mondino et al., 2006).

Los bacteri6fagos son virus que parasitan bacterias. Estos pueden actuar
penetrando a la bacteria y reproducirse dentro de ella induciendo la lisis celular y
liberando su progenie, en lo que se llama ciclo litico. En otros casos incorporan su
material genético al ADN celular, es la llamada lisogenia.

Los micovirus son virus que parasitan hongos. Estos tienen etapas de la vida fuera
del hongo que los hospeda y no provocan la lisis del hongo. Para que pasen de un hongo
a otro es necesario que haya contacto entre los citoplasmas de la cepa que lo transmite y
la cepa que lo recibe. El control lo llevan a cabo las cepas fungicas hipovirulentas que
tienen los micovirus. Al ponerse en contacto las hifas de estos hongos con las de hongos
virulentos se produciria la transferencia de los micovirus y por lo tanto la aparicion de
hipovirulencia.

Algunas levaduras también tienen efecto de controlador bioldgico, en varios
estudios se ha demostrado que hay algunas levaduras muy efectivas para controlar la
Botrytis cinerea. Se han utilizado para el control de poscosecha, asi como para el de
partes aéreas y en granos almacenados.
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Entre los hongos filamentosos efectivos para el control bioldgico se encuentran el
Trichoderma, Gliocladium y Ampelomyces quisqualis. EI Ampelomyces quisqualis es
uno de los pocos agentes de control biolégico con efecto curativo, creciendo por encima
del hongo pat6égeno y curando la infeccidn. Se ha mostrado muy efectivo para controlar
cualquier tipo de oidio. La formulacion comercial de este organismo se llama AQ10.

Segun Rey et al. (2000) las especies del género Trichoderma son las mas utilizadas
para el control de enfermedades de plantas causadas por hongos debido a que no afectan
las plantas superiores, son féciles de aislar, cultivar y rapido crecimiento en diversos
sustratos. Segun Harman et al., citados por Mondino y Vero (2006) Trichoderma
Harzianum, es un efectivo promotor del crecimiento en raices de maiz y pepino. Se
afirma que controla fitopatdgenos de parte aérea mediante la colonizacién radicular, ya
que induce la resistencia sistémica contra ataques en otras partes de la planta. Otros
estudios han demostrado que inocular las raices con determinadas cepas de Trichoderma
lleva a un aumento localizado en la planta de las enzimas vinculadas a la resistencia a
patdgenos.

Su comportamiento en el suelo también ha sido estudiado y se demostrd su
efectividad, contra patégeno de suelo en asociacion con la planta como a distancia ya
que son capaces de parasitar y destruir formas de resistencia y propagacion de hongos
patdgenos del suelo. Enfermedades que ocurren en la etapa de emergencia también
pueden ser controladas por este microorganismo, para lo que se incorpora como
recubrimiento de semillas

2.5.2 Mecanismos de biocontrol

Podemos dividir a estos mecanismos en los que actlan directamente sobre el
patdgeno y los que actuan sobre la planta hospedera.

Dentro de los primeros estan el amensalismo, que es la produccién de sustancias
inhibitorias o tdxicas para otro organismo, como por ejemplo los antibiéticos de origen
bacteriano y fangico, las toxinas killer como por ejemplo Saccharomyces cerevisiae
utilizada en la produccién de bebidas fermentadas y las enzimas que degradan pared
celular generalmente quitinasas, glucanasas y proteasas (Mondino y Vero, 2006).

La reduccion de la virulencia del patdgeno puede ser producida mediante la
produccién de enzimas que degradan las sefiales de quérum (expresion genética de
caracteristicas regida por la densidad de poblacién) que gobiernan la expresion de
factores de virulencia del patdgeno y transmision de hipovirulencia de cepas virulentas.

La competencia no actta directamente sobre el patdgeno pero estd relacionado
directamente con él. El antagonista eficaz debe adaptarse facilmente al habitat donde
actuara; lograr una rapida colonizacién del sitio de accidn y poseer alta capacidad de
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utilizar nutrientes a bajas concentraciones. La competencia mas clasica es la que se da
por nutrientes, fuentes de carbono y nitrégeno y por hierro.

El micoparasitismo es la capacidad de un organismo de degradar y asimilar
hongos. Se llevan a cabo varias etapas: el quimiotropismo que es el crecimiento del
antagonista en direccién al patégeno bajo algun estimulo quimico, el reconocimiento,
unién y penetracién al hongo hospedero y asimilacién del contenido celular (Mondino y
Vero, 2006).

Los mecanismos que actlan sobre la planta hospedera son la induccion de
resistencia; la resistencia sistémica adquirida y la resistencia sistémica inducida.

2.6 TRICHODERMA

2.6.1. Caracteristicas

Trichoderma es un hongo que pertenece a la subdivision Deuteromycotina, hongos
imperfectos (asexuales). Dentro de estos pertenece a la clase Hyphomycetes y al orden
Hyphales (Moniliales) cuyas esporas asexuales se forman sobre las hifas (o en su
interior) y se encuentran expuestas libremente a la atmosfera (Agrios, 1999).

Frente a condiciones adversas o desecacion se producen otro tipo de estructuras
asexuales, denominadas clamidosporas (Lewis y Papavizas, citados por Benitez et al.,
1998).

Se ha demostrado que las especies del género Trichoderma son derivados clonales
de Hypocrea (forma perfecta) que han perdido su capacidad de realizar ciclo sexual
(Dunc et al., citados por Benitez et al., 2004).

La temperatura dptima de crecimiento para Trichoderma harzianum es de 26,8°C,
pero este valor varia dependiendo de la cepa.

El rendimiento dptimo se encuentra entre 4 a 6,5 de pH pero pocas especies toleran
pH menor a 3.

La humedad es muy influyente en la performance del Trichoderma, aunque no se
citan valores exactos se observO que afecta negativamente la germinacion y el
desarrollo.

Es una especie fotosensible por lo que la esporulacion se da en guardas

concéntricas correspondientes con la alternancia de luz y oscuridad del dia. Los conidios
se producen solamente de dia, pero algunos compuestos quimicos (azaguanine,
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flouorouracil, el actinomycin, Cicloheximida, phenetyl alcohol, y bromuro de etidio)
pueden inhibir la produccion de estas estructuras. Se ha demostrado la capacidad de
Trichoderma de producir clamidosporas en medios fermentados, suelo estéril, extractos
de suelo, restos vegetales y suelos naturales modificados.

Los conidios requieren una fuente externa de nutrientes para germinar, y su
germinacion depende de las condiciones de pH, siendo mayor en condiciones cidas.

2.6.1.1. Aspectos nutricionales

Es un antagonista capaz de alimentarse tanto de otros hongos, materia organica y
de secreciones radiculares. La cantidad de nutrientes influye en la cantidad de micelio,
pero no en su crecimiento (Knudsen et al., citados por Mondino et al., 2006).

Los requerimientos de carbono y nitrégeno de Trichoderma pueden ser satisfechos
con monosacéridos y disacéridos, polisacaridos complejos, purinas, pirimidinas y
aminodacidos, taninos condensados, aldehidos, acidos organicos especialmente acidos
grasos de cadena larga, e incluso metanol. Las dosis adecuadas de N son de 100 mg. por
kg. de suelo, pudiendo sobrevivir en concentraciones menores. Amonio ha demostrado
ser la fuente de nitrdgeno mas usada por este microorganismo en medios buffer, no
tolerando la presencia de N nitrico. La mejor fuente de N corresponde a: L-alanina, L-
aspartico, acido L-glutdmico y acido casamino.

El contenido de fosforo varia segun la especie, estando en torno a 2 mg. P por kg.
de suelo. Estos microorganismos tienen la capacidad de asimilar fosfato (mineral)
ademas de tener la capacidad de mineralizarlo de formas organicas, facilitando su
absorcion para las plantas (Podile et al., 2006).

El efecto del CO, varia dependiendo de la cepa de que se trate, la concentracién de
este y el pH del medio.

No se puede especificar como influyen las sales ya que hay muy pocos trabajos en
esta area.

2.6.1.2. Ocurrencia y distribucion

Trichoderma puede ser encontrado en todo el mundo, en casi todos los suelos y
otros habitats naturales especialmente en los que contengan materia organica (hongo
saprofito). Frecuentemente es aislado de materia organica totalmente descompuesta, lo
que indica que es un colonizador secundario. Puede ser encontrado en la superficie de
las raices de muchas plantas, en corteza muerta y en esclerocios u otros propagalos de
hongos.
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Largos periodos de suelo seco provoca una disminucién en la poblacion de
Trichoderma.

Las diferentes cepas de este hongo tienen distintos requerimientos de temperatura
y humedad por ello pueden encontrarse en diferentes de climas. Otros factores que
determinan la distribucion del hongo son: el pH, las propiedades quimicas del sustrato,
CO,, HCOg, sales, contenido de materia organica y la presencia o ausencia de otros
microorganismos (estudios demostraron que la presencia de Pseudomonas limitaba la
eficacia y establecimiento de Trichoderma en suelos con poco hierro).

La habilidad de degradar un amplio rango de sustratos organicos en el suelo, su
metabolismo versatil y la resistencia que presentan frente a inhibidores microbianos
sugiere que Trichoderma tiene la habilidad de sobrevivir a muchos nichos ecolégicos.

No solamente es un habitante natural del suelo, también tiene la capacidad de
sobrevivir en el filoplano y antoplano, UNIVERSIDAD DE ZULIA (VENEZUELA).
FA (s.f.) Esto es una caracteristica deseable para el control de enfermedades foliares.

Las concentraciones a nivel aéreo de Trichoderma son bajas, pero cepas
introducidas para el control tiene la capacidad de sobrevivir por tiempo suficiente de
manera de ejercer un eficiente control del patdgeno. Algunos de los patdégenos aéreos
controlados por Trichoderma son: Botryosphaeria, Botrytis cinerea, Dothiorella sp,
Plasmopara viticola, Pseudoperonospora cubensis, Nectria, Sclerotinia homoeocarpa,
entre otras UNIVERSIDAD DE ZULIA (VENEZUELA). FA (s.f)

2.6.1.3 Establecimiento en la rizosfera

Aunque Trichoderma es un eficiente colonizador del suelo, no es ajeno al
fendmeno de fungistasis que presentan algunos suelos. La sensibilidad de este
microorganismo depende de varios factores como el pH donde es mayor en suelos
neutros o alcalinos que en suelos acidos. También influye del tamafio del propagulo que
se este considerando, siendo mas sensibles los mas pequefios, o sea las hifas del hongo
son mas sensibles que los conidios y estos mas sensibles que las clamidosporas. Estudios
mostraron que también es afectado por la cantidad de amonio presente, en suelos
alcalinos el amonio resulto ser fungistatico.

Ya se menciono el amplio rango de nichos en los que se puede encontrar
Trichoderma debido a sus cualidades como la capacidad de degradar diferentes sustratos
organicos, su versatilidad metabolica y su resistencia a inhibidores microbianos. Para ser
agregado al suelo se deberia tener en cuenta que es mas factible su éxito en el
establecimiento si se agrega como micelio y no como conidio, debido a la poca
sensibilidad que presenta el primero a la fungistasis. Otra situacion a tener en cuenta es
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la aplicacion de productos quimicos al suelo, ya que esto genera un desbalance
microbioldgico, y se abre un vacio en el sustrato que puede ser favorable para el
establecimiento de Trichoderma que podria ocupar el vacio generado.

La eficiencia de Trichoderma como control bioldgico aplicado a la semilla no solo
depende de sus caracteristicas de biocontrolador, sino también de su capacidad de
reproducirse en la rizésfera. De esta manera no solo controlara las enfermedades que
ataquen la semilla y los cotiledones sino todas las enfermedades de la raiz. Para que
ocurra la reproduccion deben estar presentes los nutrientes necesarios, ausencia de
sustancias toxicas de los exudados de las raices y ausencia de microorganismos
competidores.

Debido a la resistencia que presenta Trichoderma a los compuestos toxicos que
puedan estar presentes en el sustrato, su inoculacién al mismo no presenta problemas. En
el caso que estos compuestos sean incorporados al sustrato luego de la inoculacion con
Trichoderma, este se recupera rapidamente frente a ellos.

Existen muchos estudios en base a Trichoderma como controlador bioldgico de
hongos fitopatdgenos y como promotor de crecimiento vegetal. Estudios realizados por
Harman et al., citados por Mondino y Vero (2006) para pepino y maiz, describen a
Trichoderma harzianum (cepa T22) como un hongo promotor de crecimiento. Ademas
comprobaron que induce resistencia sistémica contra ataques en otras partes de la planta.

Se estudio el efecto de productos en base a Trichoderma spp. para controlar la
enfermedad dulce del sorgo, observandose que se reducia la severidad de la enfermedad.

Segun Yedidia et al., citados por Mondino y Vero (2006) Trichoderma asperelum
provoco un aumento en las enzimas vinculadas a la resistencia a patdgenos en plantas de
pepino.

Se realizo aislamiento y seleccion de dos cepas de Trichoderma viride que fueron
capaces de degradar esclerotos de Sclerotium cepivoro en el suelo (Clarkson et al.,
citados por Mondino y Vero, 2006).

Para impedir enfermedades de emergencia de plantines, se aplico el Trichoderma
como recubrimiento de semillas observandose una buena proteccion desde el inicio del
cultivo (Eziyyani et al., Harman y Bjorkman, citados por Mondino y Vero, 2006).

2.6.1.4. Aplicacion

La eficiencia del biocontrol agregado al suelo con inoculantes sélidos depende de:
la temperatura, el tipo de inoculo utilizado, el momento de introduccion del antagonista
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al suelo en relacion al momento de siembra, la densidad de inoculo del antagonista y la
densidad de inoculo del patogeno.

Rodriguez (2002) estudio el efecto del agregado de grandes cantidades de
Trichoderma al suelo junto con sus fuentes necesarias de nutrientes en medios sélidos,
encontrando un efectivo biocontrol de patégenos.

La introduccion del antagonista en forma de polvo, papilla o pellets mostré una
importante capacidad de proliferar y suprimir enfermedades mas efectivamente que los
conidios desnudos o clamidosporas. La formula de estos preparados afecta su vida (til,
su supervivencia y proliferacion en el suelo, por lo tanto también afecta su eficiencia
como biocontrol.

La introduccion de Trichoderma en la semilla del cultivo a proteger, tiene la gran
ventaja de requerir cantidades menores del hongo. La efectividad de esta forma de
aplicacion del antagonista depende de las cepas que se utilizan, la edad del inoculante de
semilla, la temperatura y reaccion del suelo al introducirlo, el tipo de suelo y la
microbiota que tenga, la riqueza nutricional que pueda aportar el inoculante, la densidad
del inoculante en la semilla, el potencial del inoculo del patdgeno en el suelo y del
momento de plantacién. Al igual que cuando se agregan propagalos del hongo al suelo
esta forma de introducir el antagonista debe permitir una eficiente proliferacion del
hongo en el suelo para controlar al patdégeno.

La aplicacién de Trichoderma en partes aéreas para el control de enfermedades no
ha sido tan efectiva como la aplicacion al suelo o con la semilla. Influye mucho el
momento en que se coloca el antagonista, si es previo a la infeccién con la enfermedad
se obtuvieron mejores resultados que al aplicarlo simultdneamente con el agente
patdgeno.

2.6.2. Mecanismos de accién

Las especies de este género poseen una gran capacidad de colonizacion, debido a
su rapido crecimiento, bajos requerimientos nutricionales y debido a su resistencia frente
a condiciones adversas del medio. Muchas de las especies de este género actian contra
un gran nimero de patdégenos (Jacobs et al., citados por Aceves et al., 2008) donde
Trichoderma harzianum rifai, es la especie que tiene mayor espectro de control, bajo
diferentes condiciones ambientales (Migheli et al., citados por Aceves et al., 2008).

Trichoderma presenta una gran versatilidad dada su accion triple como:
biopesticida, biofertilizante y bioestimulante. Su utilizaciobn como agente de biocontrol
mayoritariamente es preventiva. Si no existid aun ataque, la planta se encuentra
preparada y protegida para impedir una infeccion, y si ya ocurrid, la accion de
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Trichoderma proporciona una ayuda para superar dicha infeccion, pudiendo en ciertos
casos a controlar la enfermedad (Craviotto et al., s.f.)

Los mecanismos de accién los podemos dividir segun: tengan accion directa contra
otros microorganismos o indirecta en forma sinérgica con la planta, Los mecanismos
involucrados en la accidén directa contra patdgenos son: antibiosis, micoparasitismo,
competencia por espacio y nutrientes e inactivacion de enzimas del patégeno. Los
métodos que intervienen sobre la planta y que indirectamente sobre el desarrollo del
patdgeno son: produccion de fitohormonas o sustancias similares, solubilizacion de
nutrientes a formas asimilables por la planta y resistencia inducida la cual seréa descripta
posteriormente (Morera, s.f.).

2.6.2.1. Directos
Antibiosis

Es el fendmeno por el cual uno o més metabolitos (enzimas hidroliticas,
metabolitos secundarios y moléculas toxicas) son excretados por un organismo Yy tienen
efecto dafiino sobre otro organismo (Jackson et al., citados por Casimiro, 2001).

La produccion de enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles, representan el mecanismo de antibiosis producido por este hongo. Entre las
enzimas hidroliticas que disuelven los polimeros estructurales de la pared celular
encontramos: quitinasas, glucanasas, (Aceves et al., 2008) proteasas y celulasas (Aceves
et al., 2008).

Segln Madi et al., citados por Aceves et al. (2008) indicaron que hay una
correlacion positiva entre la cantidad de enzimas y el porcentaje de micoparasitismo con
reduccion de la enfermedad. Ademéas estos ultimos autores llegaron a resultados
experimentales que T. harzianum (cepas Thzcf-9 y Thzcf-6) debido la produccién de
quitinasas y de glucanasas tienen efecto contra Fusarium subglutinans y oxysporum,
inhibiendo el crecimiento del micelio.

En cuanto a la produccion de metabolitos secundarios encontramos Furanona y
Trichorziaminas que son metabolito secundario peptidico con efecto antibitico. A
mayor cantidad de este Gltimo mayor inhibicion de enfermedades provocadas por
basidiomycetes (Horvath et al., citados por Casimiro, 2001).

Uno de los metabolitos secundarios volatiles identificado en T. harzianum es aquil
pirona, capaz de inhibir gran cantidad de hongos in Vitro, entre ellos R. Solani (Fravel,
citado por Casimiro, 2001). Otro de ellos es el 6 pentil-a-pirona (6PAP), cuya
importancia radica en que es uno de los mas conocidos y estudiados debido a su
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actividad antifungica. Ademas controla hongos como Armillaria, Botrytis, Phytophtora
in vivo como in vitro (Cutler y Hill, citados por Casimiro, 2001). También redujo el
crecimiento de R. solani, F oxysporum f. sp. lycopersici.

Algunos compuestos que produce Trichoderma como Trichodermina, Dermadina,
Sequisterpeno, Suzukacillina, Alamethicina, Trichotoxina y Acetaldehido presentan
propiedades antifungicas y antibacteriales (Martinez et al.,s.f.)

Micoparasitismo

Ocurre cuando un hongo parasita a otro, donde el hongo antagonista se enrolla y
penetra en el micelio del patdgeno, creciendo las hifas dentro de las del huésped,
provocando pérdida del protoplasma y dejando células vacias. También el antagonista
forma estructuras en forma de abrazaderas, ganchos o apresorios que le permiten
adherirse provocando lisis y huecos en las células del patdgeno.

Existen 2 formas de micoparasitismo segun Barnett y Binder, citados por
Casimiro (2001): los bidtrofos y los necrétrofos. Los primeros tienen un rango
restringido de hospedantes y son capaces de obtener nutrientes de la célula viva del
hospedero, existiendo pocos casos de biocontrol de este tipo. Los segundos matan a la
célula antes o después de la invasion secretan sustancias téxicas y utilizan sus
nutrientes, uno de ellos es Trichoderma spp, Phytium sp, Gliocladium sp.

En las siguientes figuras se observan diferentes casos de micoparasitismo hacia
diferentes patégenos, figura A: dafio causado a los macroconidios de Fusarium, figura B:
Trichoderma (T) rodeando macroconidios de Fusarium, figura C: formacién de
Clamidosporas por el patdgeno debido al ataque del antagonista

Figura No.1 Diferente formas de micoparasitismo
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Fuente: Quiroz et al. (2008)

En la siguiente figura D) se observa microparasitismo de Trichoderma enrollando a
Rizopus
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En las dos ultimas figuras se observan dafios causados a las estructuras de
Penicillum. En E) macroconidios en ausencia de Trichoderma, en F) destruccion vy lisis
de esporas y micelio causadas por el antagonista. Barras 5zm

Al igual que en el proceso de antibiosis el micoparasitismo esta relacionado con la
produccién de enzimas hidroliticas. Este proceso puede ser dividido en las siguientes
fases:

1) Crecimiento quimiotréfico, esto se debe a estimulos producidos por el patdgeno,
donde trichoderma crece hasta ponerse en contacto con el patdégeno.

2) Reconocimiento, en esta etapa se definen fendémenos de especificidad, donde
trichoderma es especifico a algunos patégenos.

3) Penetracion, posteriormente trichoderma se envuelve, adhiere y penetra las hifas
cubriéndolo totalmente. (figura D, Trichoderma con Rizopus). Como consecuencia se
engrosan produciendo austorios y desorganizacion celular.

4) Secrecidn, luego de esto, por medio de la secrecién de enzimas micoliticas, se
produce la degradacion de la pared celular del hongo fitopatégeno

5) Lisis, Trichoderma puede producir extracelularmente una serie de sustancias
que provocan la lisis de la pared celular en los puntos de interaccion con el antagonista,
provocando una rapida desintegracién (Norte, 2006).

Competencia por espacio y nutrientes

Competencia se presenta cuando existe demanda de 2 0 mas microorganismos
por el mismo recurso. Dentro de un nicho ecoldgico, la secrecion de compuestos toxicos
hacia el patdgeno le confieren una ventaja competitiva por espacio y nutrientes al
antagonista. La causa mas comun de muerte de microorganismos es por inanicion
(Garret, citado por Casimiro, 2001) ya que requieren de nutrientes exdgenos (donde los
principales son: N, Carbono y hierro) para germinar, penetrar e infectar al hospedero
(Tricofung funguicida...s.f.).

Se encontr6 que Trichoderma (T-35) competia con Fusarium spp por nutrientes
y espacio (Sivan y Chavet, citados por Casimiro, 2001). Segun Norte (2006),
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Trichoderma actlia sobre los patdgenos debido a la capacidad de colonizar rapidamente
el sustrato.

Figura No.2 Accion de Trichoderma frente a un hongo patégeno

Trichoderma sp.
En las imagenes podemos apreciar la capacidad antagonista de 2 cepas de Trichoderma sp
frente a Fusarium sp. en medio de cultivo PDA.

Inactivacion de enzimas del patégeno

Trichoderma harzianum posee enzimas llamadas proteasas que degradan las
enzimas que poseen los hongos fitopatdgenos y que atacan la pared celular de las
plantas. Las enzimas que degradan las paredes celulares de las plantas son las enzimas
pectinoliticas extracelulares (Elad, citado por Afion et al., 2004). Este es uno de los
mecanismos que utiliza Botytis cinerea y que es controlado por las proteasas de
Trichoderma (Morera, 2007).

2.6.2.2. Indirectos
Produccién de fitohormonas

No estan identificados los mecanismos que inciden directamente sobre el
desarrollo de la planta, aunque si se conocen los efectos o la respuesta de Trichoderma a
la colonizacion de raices. Los efectos provocados por la produccion de fitohormonas o
compuestos similares son claramente visibles y como consecuencia se observa una
bioestimulacion sobre el crecimiento radicular, pues promueve el desarrollo de de las
raices, incrementando la masa radicular y mejorando la asimilacién de nutrientes y
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humedad aumentando la resistencia frente a situaciones de estrés bi6tico (Podile y
Kishore, 2006).

También promocion del crecimiento vegetal, aumento del poder germinativo de
las semillas, induccion de una floraciobn mas abundante y temprana, incremento en la
produccién, aumento en la biomasa, aumento en altura y peso de las plantas . Esto
incluye también un incremento en el peso de las plantulas, como un aumento en el peso
de las plantas de frijol, en el peso de los brotes de plantulas de plantulas de manzanas
mas largas y vigorosas aumento en el crecimiento del sistema radicular de plantas de
maiz dulce también existe una interaccién sinergida entre el antagonista y un hongo
micorritico en el desarrollo de citrus reshi (Mondino y Vero, 2006).

Experimentos realizados con Trichoderma por el dpto. de Fitopatologia en la
Universidad de Colorado, comprobaron el incremento en el crecimiento de plantas de
crisantemos, petunias, tomates, pimienta, lechugas, zanahorias, col, pepino, algodon,
guisantes, frijoles, etc. UNIVERSIDAD DE ZULIA (VENEZUELA). FA (s.f)

Solubilizacién y absorcion de nutrientes

Trichoderma también produce una cierta capacidad de solubilizacion de
metales, como de zinc, manganeso, hierro, cobre, etc, convirtiéndolo en formas
asimilables por la planta. Este antagonista necesita para su desarrollo fuentes de carbono
dificilmente biodegradables como ligninas y celulosas, por ello es capaz de movilizar
nutrientes del suelo mediante la secrecion de enzimas extracelulares transformando
compuestos nitrogenados organicos en inorganicos, como amonio, compuestos
fosforados organicos, etc. Esta solucion de nutrientes puede ser utilizada por el arbol,
incrementando su resistencia (Norte, 2006).

Para el caso del manganeso Trichoderma tiene la capacidad de solubilizarlo sin
importar el pH del medio ni la disponibilidad del mismo, este microelementos es
importante para diferentes funciones fisioldgicas de las plantas, como fotosintesis,
metabolismo del nitrégeno, sintesis de compuestos aromaticos como precursores de
aminodacidos y hormonas, de fenoles y lignina, por lo tanto tiene un rol importante en el
crecimiento y resistencia a enfermedades (Altamore et al., 2006).

Biorremediacién del suelo

Trichoderma tiene enzimas especializadas que contribuye a la simplificacién de
moléculas complejas como pesticidas. Tiene la capacidad de degradar compuestos
clorados, cloro fenoles, y otros insecticidas como el DDT, endosulfan,
pentacloronitrobenceno, aldrin y dieldrin. También herbicidas como trifluralin, y
glifosato (Norte, 2006).
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2.6.3 Induccién de resistencia como mecanismo de biocontrol

En la actualidad, el concepto de induccién es ampliamente aplicado a multiples
reacciones de defensa que se inducen y agrupan tanto a nivel histoldgico de barrera
fisica como bioquimico con la sintesis de novo de proteinas relacionadas con la
patogenicidad (=PR, Protein Related). Todos ellos estan gobernados genéticamente.

Los seres vivos inclusive las plantas han desarrollado mecanismos de defensa
muy poderosos contra sus invasores. Entonces se puede inducir resistencia, en productos
cosechados mediante el uso de luz ultravioleta, compuestos naturales de las plantas
como el quitosano (producto de la de acetilacion de la quitina) y también por el uso de
microorganismos antagonistas.

2.6.3.1 Tipos de resistencia inducida

Para realizar la evaluacién de la presencia y accién de Trichoderma en los
plantines de Eucalyptus, se analizaron procesos complejos relacionados con la
interaccion planta-hongo, analizada esta Gltima como una interaccion patogénica. Frente
a un ataque patogénico, ya sea causado por hongos, bacterias, virus o condiciones
ambientales adversas, las plantas reaccionan con una amplia gama de respuestas de
defensa que son las mismas que se inducen frente a la interaccion con microorganismos
saprofitos agentes de biocontrol, entre los que se encuentran los siguientes géneros
Trichoderma, Bacillus y Pseudomonas (Ezziyyani et al., citados por Negrone et al.,
2008).

La interaccion planta-patdgeno como microorganismos biocontroladores
pueden generar mecanismos de resistencia inducida en el hospedero. Esta interaccion se
encuentra mediada por la teoria gen por gen entre el gen de resistencia de la planta (R) y
un gen avirulento en el patégeno (Avr) (Flor, citado por Mondino y Vero, 2006). Estas
son de dos tipos:

1) compatible
2) incompatible.

En el primer caso, los mecanismos de defensa de la planta no se activan
rapidamente o porque cualquiera de los dos genes esta inactivo o ausente, por lo cual se
hace imposible impedir que la enfermedad se produzca. Para el segundo caso estos
mecanismos de defensa se activan en tiempo y forma para impedir la enfermedad, o sea
los genes R y Avr estan presentes en el hospedante y patdgeno, los productos del gen R
reconocen las sefiales del gen Avr y disparan una cadena de sefiales que terminan con la
activacion de los mecanismos de defensa y detienen el crecimiento del patgeno.
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La resistencia de la planta frente a enfermedades producidas por patégenos u
organismos saprofitos depende de que la planta sea capaz de reconocerlos al inicio del
proceso de infeccidn. En primera instancia se produce una rapida necrosis del tejido en
el sitio de infeccion, fendmeno llamado respuesta hipersensitiva. Esta se caracteriza por:

e Privar al patdgeno de fuentes inmediatas de energia y nutrientes
e Liberar moléculas toxicas
e Confinamiento del crecimiento del patégeno a un area reducida

Cuando las plantas son atacadas por patdgenos como ser hongos, bacterias, virus,
entre otros factores adversos, el dafio generado en estas dependera del balance entre: la
resistencia natural de la planta a ese determinado patégeno y de la virulencia del mismo.
Las plantas no poseen mecanismos de resistencia especificos, pero si cuentan con
mecanismos de barreras fisicoquimicas preexistentes en las plantas o inducidas tras el
contacto con el patégeno.

Cuadro No. 3 Mecanismos de defensa en vegetales

BARRERAS PREEXISTENTES INDUCIDAS
FISICAS pared celular Lignificacion
Cuticulas Muerte de la célula huésped (necrosis)
Ligninas Induccidn de lipooxigenasa e hidrolasas
Otros (estomas lenticelas) Formacion de papilas (callosidades)
Oclusién de vasos
Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
Componentes Formacion de fitoalexinas: fenoles,
BIOQUIMICAS |antimicrobianos terpenoides,

0 metabolitos secundarios:

Glucésidos
Cianogeénicos (ac.
Hidrocianico)

Poliacetilenos, derivados de los ac.
Grasos.

Ac. Salicilico (activacion de genes)

Terpenoides (saponinas,
cucurbitacinas)

Compuestos fendlicos
(camarinas, tanino
flavonoides, ligninas)

Ac. Hidroxdmico

Proteinas relacionadas con la
patogénesis de resistencia

sistémica (PRS)

Barreras preexistentes: entre estas encontramos barreras que impiden la entrada
de patégenos como ser la pared celular, lignina, cuticulas, apertura de estomas,
lenticelas, etc. Mucho de los patdgenos deben contar con las enzimas hidroliticas
necesarias para destruir estas barreras y poder infectar la planta (peptinasa, cutinasa,
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etc). Otra de las barreras bioquimicas es la acumulacion de metabolitos secundarios, las
cuales tienen propiedades antimicrobianas y acttan en el lugar de infeccion.

Barreras inducidas: éstas constan de la puesta en marcha de mecanismos de
defensa local como lignificacién, formacion de papilas, enriquecimiento de la pared
celular con glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, oclusion vascular ademas de la
acumulacion de sustancias antimicrobianas como fitoalexinas.

Segun Gonzalez (1999), la capacidad de la planta de defenderse en regiones
lejanas a la zona de lesion, le llama Resistencia Sistémica Inducida o Adquirida, sin
diferenciarlas. Pero la resistencia inducida puede clasificarse en dos tipos:

e Resistencia sistémica adquirida SAR (systemic adquired resistance)

e Resistencia sistémica Inducida ISR (induced systemic resistance)
Ambas difieren en el origen de la sefial que los induce, tipo de respuesta y tipo de la
sefial que coordina la respuesta de resistencia a distancia (Camarena 2006, Mondino y
Vero 2006)

La resistencia sistémica inducida es generada por la presencia en la raiz de
rizobacterias promotoras del crecimiento. Las rizobacterias son bacterias que se
encuentran en gran cantidad, estan asociadas a la superficie de la raiz y se alimentan de
los exudados radiculares, a la vez se dice que benefician a la planta ya sea promoviendo
su crecimiento o como biocontroladores de patdgenos. Existen casos en donde se ha
demostrado que estas rizobacterias inducen resistencia a patdgenos en lugares alejados
de la planta sin dafiar al hospedero. Para que ocurra esto debe haber una interaccién
planta-bacteria mediada con la produccién de sider6foros o lipopolisacaridos que
provienen de la segunda antes mencionada (Ramamorthy et al., citados por Mondino y
Vero, 2006).

Al igual que SAR, la ISR es inespecifica y de amplio espectro. Existen varios
experimentos que corroboran esto, por ejemplo la colonizacién de plantas de tomate con
rizobacterias de Bacillus cereus indujo resistencia frente a: Alternaria solani,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Stemphillium solani y Oidium lycopersici. El
efecto que genera en planta es el fortalecimiento de la pared celular ademas de las
alteraciones fisioldgicas y metabdlicas (por ejemplo induccion de proteinas relacionadas
con la patogénesis como quitinasas, peroxidasas, pero en otros casos se evidencio
produccion de polifenoloxidasa, fitoalexinas, etc.). Estas rizobacterias inducen
resistencia mediante procesos que involucran etileno y jasmonato con sefiales
(Compact, citado por Mondino y Vero, 2006).

La resistencia sistémica adquirida es causada por patdgenos, respuestas de

hipersensibilidad o sustancias quimicas naturales como sintéticas que causen dafio en la
planta. Estas inducen reacciones de resistencia contra subsecuentes infecciones de
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patdgenos dispersando esta capacidad en toda la planta. Uno de los requisitos esenciales
para que se de la SAR es que la primera infeccidn causada por un patdgeno genere una
lesion necrdtica, resultado de una muerte celular programada luego de una interaccion
incompatible.

Cuadro No. 4 Expresién de la resistencia sistémica adquirida

RECONOCIMIENTO
U
Estallido oxidativo
Especies reactivas de oxigeno

U
Respuesta Hipersensitiva
Sefiales < Muerte celular programada |
Sistémicas
\2 | U |
Sustancia sefial
I ¢ N I
Ac. salicilico  Acido Salicilico Expresion de otros
Etileno | \2 mecanismos de defensa |
Jasmonato Expresion de mecanismos de defensa
\2 | pertenecientes a los genes SAR |
Tejido de la planta no infectado Células infectadas y tejido vecino con
Con expresion de resistencia expresion local de resistencia
sistémica especifica de raza

Fuente: Camarena y Torre (2007).

En la respuesta frente a factores adversos del ambiente o contra patdégenos, se
observa una rapida produccion de ERO (especies reactivas de oxigeno) o ROS (Reactive
Oxygen Species), de alli surge el término de estallido oxidativo. La produccion de ROS
se da cuando existe un reconocimiento del patdgeno por el gen de resistencia y se da la
activacion de las defensas. Las principales ROS son: peroxido H202 y anién per6xido
02-.ROS presenta una accion toxica directa sobre los patdgenos o sobre las células en
contacto directo sobre ellas, ademas actua orquestando el establecimiento de las
reacciones de defensa a nivel génico o a través del fortalecimiento de la pared celular,
también participa en la respuesta hipersensitiva.

Otra caracteristica es que la SAR es efectiva contra un amplio rango de

patdgenos y su efecto es a largo plazo. Por ejemplo: se ha demostrado en pepino que una
primera infeccién con Colletotrichum lagenarium, que es el agente causal de la
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antracnosis, genera una respuesta de resistencia inducida frente al ataque de patdgenos
ya sea hongos, bacterias como virus (Sticher et al., citados por Mondino y Vero, 2006).

Las primeras reacciones que se producen de SAR en las células mas distantes de
la planta con respecto a la zona infectada, son la sintesis de proteinas relacionadas con la
patogenesis, llamadas PR, dentro de las cuales encontramos enzimas capaces de
hidrolizar polimeros constituyentes de las paredes celulares de los hongos; como ser las
enzimas —1,3 glucanasa, endohidrolasas, quitinasas, inhibidores de enzimas como la
taumatina, inhibidores de amilasa y proteasas, capaces de hidrolizar las paredes celulares
de los hongos, entre otros. Dentro de este grupo encontramos las enzimas peroxidasas
cuya funcidn consiste en contribuir a la resistencia fortaleciendo la pared celular
(Bradley et al., citados por Camarena y Torre, 2007).

Segun Clark et al., citados por Ortiz (2007), en la sintesis proteica, las
modificaciones a nivel postraduccional juegan un rol muy importante en las diferentes
cascadas de sefializacion de respuestas frente a condiciones adversas en la planta. Dichas
respuestas desencadenadas por las sefiales de transduccion incluyen la regulacion de la
expresion genética como la activacion de genes, la regulacion de una via metabdlica. La
sefializacidn a respuestas de estrés en plantas, como la division celular, estan mediadas
por las MAP quinasas, asi como auxinas, &cido abscisico, etileno y citoquininas.

Entre otro de los efectos provocado por los patdgenos incompatibles es la
acumulacion de &cido salicilico y benzoico. La cantidad dentro de la célula del primero
esta relacionada la regulacion de los niveles de las especies reactivas de oxigeno.
Cuando los niveles de acido salicilico como H202 son altas, los niveles de ERO también
lo estén, liberando la sintesis de proteinas PR.

Debido a la importante participacion de las peroxidasas, ya sea en el
fortalecimiento de la pared celular como en la relacion con la produccion de las especies
reactivas de oxigeno en la interaccion planta-hongo (Trichoderma) se estudiaran a
continuacion diferentes métodos para la determinacién de esta enzima. A través de
métodos como tincion histoquimica, electroforesis, etc. Sumado a que esta enzima ha
sido estudiada en varias ocasiones como ser: en el estudio de diferentes isoformas de
peroxidasa en Gladiolus sp. a partir de extractos de hojas, en corrimiento en geles de
poliacrilamida (Ortega et al., s.f.). También se ha estudiado dicha isoenzima para la
caracterizacion genética de Paspalum urvillei (Calvifio, 2006).

Utilizando hojas de plantas de café de 2 a 3 afios de edad, de la especie /Coffea
arabica/, y de las variedades Tipica, Borbon, Catimor, Caturra y otras de la especie
Canephora, se determinaron las peroxidasas con el uso de tres sustratos diferentes, a
saber: benzidina, ortodianisidina y guayacol, y utilizando varios métodos. Como trabajo
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de laboratorio para el estudio de la actividad enzimatica utiliza la electroforesis para
localizar las isozimas de la peroxidasa en hojas de café.

En un ensayo realizado en el laboratorio de semillas de INTA e INASE
(Craviotto et al., s.f.) se estudiaron semillas de distintos cultivares de soja por medio de
técnicas en base a Guayacol y Benzidina con objetivo de determinar la actividad de
peroxidasas. Se determino que ambos son eficientes para detectar la actividad de la
enzima peroxidasa, donde Benzidina mostro ventajas por su facilidad operativa y
rapidez.

Para medir el nimero de moléculas de la IgG asociadas a la membrana
plaquetaria se estudio la poblacién con plrpura trombocitopenica auto inmune crénica
(PTA) que es cuando hay fagocitosis de plaguetas, se uso la técnica de
inmuneperoxidasa, se empleo un anticuerpo marcado con peroxidasa donde la actividad
enzimatica se rebeld con ortodianisidina-H202,

Estudios realizados por Negrone et al. (2008) evaluaron la actividad de la
enzima peroxidasa para determinar la posibilidad de que Trichoderma harzianum
induzca resistencia en plantines de Pinus taeda.

2.6.4. Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas oxidorreductasas que estan presentes en muchos
tipos de células y promueven la oxidacion con la transferencia de iones de hidrégeno a
peréxido de hidrégeno formando moléculas de agua. Cataliza un amplio nimero de
sustratos organicos como inorganicos utilizando el poder oxidante del peréxido de
hidrogeno.
Donante + H202 ~ Donante oxidado + H20

Los perdxidos se forman en pequefias dosis en

H H procesos de oxidacion natural, pero para evitar la
\ < acumulacion hacia concentraciones que provoquen dafos, se
& utiliza una enzima (peroxidasa) que cataliza el peréxido de
O—O hidrégeno y lo transforma en agua y oxigeno elemental.

En los vegetales se ha analizado la peroxidasa del rabano, la cual es muy
estudiada en técnicas inmunoquimicas por su gran estabilidad y facilidad para detectarla
con métodos colorimétricos.
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Las peroxidasas forman parte las proteinas relacionadas con la patogénesis
(PRP), asociadas al mecanismo de resistencia inducida de la planta (SAR). Estas
proteinas incluyen enzimas capaces de hidrolizar polimeros constituyentes de las
paredes celulares de los hongos, asi como procesos que lignifican las paredes celulares
de la planta limitando la entrada de patdgenos. Peroxidasa fortalece la pared realizando
uniones cruzadas de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Bradley et al., citados por
Camarena, 2007).

Las peroxidasas de la pared celular también contribuyen a la produccion de
“especies reactivas de oxigeno” (ROS), en la interaccidn planta-patdgeno. Las ROS, son
derivados del oxigeno que acttan en la respuesta de defensa de la planta, entre las cuales
se encuentran:

e anion superoxido
e 02 (oxigeno singlete)
e NO

Cuadro No.5 Produccién de ROS y sus funciones en la defensa de la planta

PATOGENOS

(Elicitores)
NADPH . Sistemas de
Guiduse || TETORIURSR | et

Cloroplastos

Mitosondria \\@f) / T

Muerte Refuerzo de la Activacion de
Celular Pared Celular || Genes de Defensa

\J

SAR

RESPUESTA DE DEFENSA INDUCIDA
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Estos compuestos son altamente reactivos, lo que implica en la planta una
produccién/detoxificacion. Presenta una correlacion con el establecimiento de las
defensas de la planta, dada por su efecto toxico directo sobre los patégenos como sobre
las células que estan en contacto directo con ellos. Actua a nivel de la expresion génica,
0 sea activando genes de defensa; fortaleciendo la pared celular; participando en la
muerte celular programada contribuyendo a limitar la diseminacion del patégeno
(Torres, 2007).

Las peroxidasas actan tanto en la produccion como en la detoxificacion de
ROS, esta Ultima contribuye a mantener la homeostasis en los distintos compartimentos
de la célula restringiendo el dafio provocado por esta. Este sistema de
produccién/detoxificacidn nos permite controlar los niveles de ROS regulando en forma
precisa y controlada el mecanismo de defensa de la planta (Torres, 2007).

2.6.5 Métodos de medicion de peroxidasas

2.6.5.1 Tincion histoquimica

La metodologia consiste en la tincién histoquimica de tejidos para la
determinacion de la actividad enzimética. Esta metodologia mide el efecto cualitativo
por cromatografia, el cual puede ser eficiente para detectar la presencia de peroxidasa en
especies vegetales, como plantines de Eucalyptus®

Se utiliza la tincién histoquimica cuando se pretende visualizar a través de la
coloracion, un producto final especifico. Esta metodologia nos permite visualizar
claramente una enzima de las del resto. Tiene como objetivo poner de manifiesto la
presencia de una enzima determinada, por medio de la incubacion a 37°C, empleandose
el sustrato sobre el cual actua la enzima. Este medio de incubacion debe incluir también
la presencia de cofactores necesarios para que se produzca o se favorezca la reaccion
enzimatica (Calvifio, 2006).

Una enzima es una proteina con actividad catalitica, que tiene la capacidad de
actuar sobre un sustrato, modificarlo y formar un producto. Si conseguimos hacer
precipitar el producto en el mismo lugar donde se forma estaremos marcando el lugar
donde se encuentra la enzima. Este método detecta selectivamente determinadas enzimas
mediante la adicion de los substratos de la reaccion bioquimica que catalizan y luego
tincion de los productos resultantes.

Zpereira, J. 2008. Com. personal
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Diferentes usos de las tinciones histoquimicas:

a) Para la demostracion de enzimas hidroliticas:
Fosfatasas
Fosfatasa alcalina

Fosfatasa acida
Fosfatasas especificas (5 nucleotidasa, IDPasa)

Glucosa 6 fosfato
Esterasa

Esterasa no especificos
Lipasa

Colinesterasa
b-Glucuronidasa
Leucina

Amino peptidasa

b)- Para la demostracion de enzimas oxidativas:
Oxidasas

Tirosinasa

Monoaminooxidasa

Citocromo oxidasa

Peroxidasa

Deshidrogenasa

Diaforasa

Aspectos técnicos

Precauciones: utilizar material de vidrio extremadamente limpio y utilizar
soluciones frescas (recién preparadas) a menos que se indigque lo contrario.

Hay que tener en cuenta la fijacion que se ha llevado a cabo puesto que algunos
fijadores pueden interferir o impedir que se produzca la reaccion histoquimica que se
pretende. Es importante también tener en cuenta el pH y buffer de extraccién o tampon
de extraccion de proteina, ya que éstos pueden inhibir o favorecer la actividad
enzimatica (Calvifio, 2006).

Algunas de las técnicas histoquimicas, principalmente las histoenziméaticas no

funcionan bien sobre cortes en parafina, pero si lo hacen bien si los tejidos se procesan
por congelacion con o sin fijacion quimica (Métodos histoquimicos...s.f.)
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2.6.5.2 Electroforesis isoenzimatica
Definicién

El término de electroforesis fue creado en el afio 1909 por Michaelis y trata sobre
la migracion de iones a través de un campo eléctrico, en donde las moléculas de carga
negativa migran para el polo positivo, y las cargas positivas al polo negativo (Brune y
Alfenas, 1998).

En Markert y Moller, citados por Gonzalez (s.f.) definieron isoenzimas, como
las distintas formas moleculares de una misma enzima, las cuales tienen la misma
especificidad enzimatico y actian sobre el mismo sustrato, pueden diferir en los
aminodacidos presentes. Estas isoenzimas son facilmente identificables mediante la

técnica de electroforesis, donde varian en su movilidad cuando son sometidas
aun campo eléctrico. La suma de las cargas parciales de los aminoacidos presentes
determina la carga eléctrica bruta o carga total de la proteina. Las moléculas con cargas
positivas migran hacia el polo negativo y las de carga negativa hacia el polo positivo.

Las causas en la variabilidad de una misma enzima (isoenzimas) son: causas
genéticas o sea por diferencias en la secuencia de nucleétidos del ADN; o por cambios a
nivel postraduccionales (Rossi, 2010).

Es una técnica simple, rapida, de bajo costo, aporta alto valor informativo y
actualmente es una de las mas usadas. Es utilizada en la identificacion y determinacion
de pesos moleculares de proteinas para estudios taxonémicos, fisiologicos y genéticos y,
en la caracterizacion de moléculas como &cidos nucleicos.

Para el caso de la determinacion de isoenzimas, como peroxidasas en plantas, la
técnica consiste en colocar un extracto proteico de tejido en un medio de soporte ya sea
papel, almidon, poliacrilamida, entre otras, y someterlo a un campo eléctrico. Las
diferentes isoenzimas van a migrar en el campo segun su carga eléctrica. Luego se
coloca el soporte en una matriz de agarosa y solucion de coloracién (con sustrato,
activador(es), coenzima(s), enzima de ligacion y reveladores). Posteriormente se
observaran bandas de colores en el gel.

Calvifio (2006) estudid la caracterizacion genética de Paspalum urvillei
mediante la técnica de electroforesis isoenzimatica de peroxidasas, donde se utilizaron
extracto proteico a partir de 80 mg. de macerado de hojas en 300um de tampén de
extraccion. La migracion se llevé a cabo en una placa de celulosa con un tiempo de
migracién de ensayo de 25 a 30 min, con un voltaje de 220 v.
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Principios basicos fisico-guimicos

Al aplicarse un determinado voltaje al sistema, genera una diferencia de
potencial entre los polos positivo y negativo del campo, y por ende la intensidad del
campo eléctrico. Entonces a mayor voltaje, mayor diferencia de potencial, mayor
intensidad de campo eléctrico (leyes fundamentales de la electricidad) y mayor
velocidad de migracion.

La fuerza i6nica de la solucion tampdn debe mantenerse a un nivel adecuado
para garantizar la solubilidad de la muestra y suficiente capacidad amortiguadora.
Ademas el tiempo de corrida cuanto mayor es, favorece una correcta separacion de las
bandas. Si el tiempo de corrida es muy corto se afecta la dispersion de las muestras y
ensanchamiento de las bandas (Garcia, 2000)

Para el caso de la electroforesis de proteinas, algunos aminoacidos de éstas
pueden estar ionizados (cargas positivas 0 negativas), dependiendo del pH del medio
donde se encuentran y de la suma de cargas parciales de los aminoacidos presentes en
ella (carga eléctrica bruta o total).

Seleccién del tejido

La gran variabilidad de las isoenzimas en cuanto a su forma, abundancia y
especificidad por tejido o por célula, me permiten la evaluacion de materiales genéticos
en base al estudio de estas.

Para aislar la sustancia deseada y evitar su descomposicién se debe utilizar el
tejido y la solucidn de extraccion adecuada. Los tejidos més utilizados, por su facilidad
de obtencion y extraccion, son las hojas, polen, raices y semillas. Segin Wendel y
Weeden, citados por Alexandra (2007), se prefiere tejido fresco para el analisis.

Solucién tampdn de extraccion

La solucion tampdn o buffer (mantiene el pH dentro de un rango especifico)
tiene como objetivo controlar los factores ambientales fisico quimicos capaces de
inactivar las enzimas, a las cuales son sometidas durante el proceso de extraccion. Estos
factores fisicos quimicos pueden ser: oxidaciones, variaciones de pH y formacion de
complejos con otros compuestos celulares.

Algunas de las soluciones tampon maés utilizadas son Tris HCL, Tris Borato, etc
que evitan cambios bruscos en el pH, también se utilizan estabilizadores osmoéticos
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como sacarosa, manitol, etc, junto con antioxidantes como ser —mercaptoetanol, polivinil
pirrolidona. También son utilizadas sustancias estabilizantes de las proteinas como ser
glutatién y a veces se necesitan sustancias que rompan los enlaces entre proteina-
proteina o lipoproteicos como detergentes no idnicos (Alexandra, 2007).

2.7. PROMOCION DEL CRECIMIENTO

2.7.1. Microorganismos promotores del crecimiento

Biofertilizacion

En la rizosfera existen interacciones importantes entre la planta, el suelo y los
microorganismos, siendo estos ultimos determinantes del crecimiento y desarrollo del
cultivo. Entre los microrganismos influyentes se encuentran hongos Actinomycetos y
bacterias.

Algunas de estas bacterias crecen en la rizosfera de las plantas y varios géneros
de ellas promueven el crecimiento de las mismas. A estas bacterias se las denomin6
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por su sigla en ingles).
(Kloepper y Schroth, citados por Mondino y Vero, 2006).

Dentro de este grupo de bacterias se encuentran Azotobacter spp., Azospirillus
spp., Acetobacter spp., Pseudomonas spp., y Rhizobium spp.

En la rizosfera de las plantas también habitan hongos con capacidad de promover
el crecimiento vegetal, donde se encuentran ascomycetes (Penicilium, Trichoderma,
Fusarium, Phoma, Gliocladium) y oomycetes (Pythium, Phytophthora). También se
incluyen cepas avirulentas o hipovirulentas de patdgenos.

Por ejemplo bacterias Pseudomonas fluorescentes favorecen el crecimiento de
las plantas aportando nutrientes y factores de crecimiento. Por un lado solubilizan el
fosforo insoluble (orgéanico y mineral) y por otro lado se ha encontrado que estas
bacterias pueden producir antibiéticos que controlan a otros microorganismos patégenos
(hongos y bacterias) o compiten con estos mediante la produccion de sideréforos de alta
afinidad con el hierro.

Algunos de estos microorganismos rizoféricos tienen la capacidad de fijar
nitrégeno en forma libre, y otros lo hacen en forma asociativa con las plantas.
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Las Rizobacterias son utilizadas como promotores de crecimiento debido a su
agresividad en la colonizacion de las raices, rapida multiplicacion y por su capacidad de
competicién con la microflora (Antoun et al., 2005). La fitoestimulacion es realizada por
la produccion de hormonas como por ejemplo auxinas, citoquininas y giberelinas. El
biocontrol consiste en la induccion de resistencia a patdgenos RSI, (como ya fue
mencionada en el capitulo de control bioldgico), de competencia por espacio y
nutrientes, solubilizacion de nutrientes y produccion de metabolitos anti-fangicos.

La utilizacion de los PGPR incrementa el rendimiento del cultivo, reduce el uso
de fertilizantes quimicos como el de pesticidas, protegiendo asi el ambiente.
Aproximadamente existen 20 productos comerciales formulados en base a:
Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces (Blomberg y Lugtemberg,
citados por Mondino y Vero, 2006).

Las Rizobacterias mas conocidas son las fijadoras de nitrégeno como: Rizobium,
Sinorhizobium, Mesorizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Allorizobium. Dentro
de este grupo se destaca Rizobium que es una bacteria fijadora de nitrdgeno en simbiosis
con las plantas. En simbiosis con las leguminosas induce la formacion de nddulos
radiculares, en los cuales las bacterias fijan N atmosférico y lo transforman en N
amoniacal. Mientras la planta provee de fuentes carbonadas a la bacteria.

Dentro de las bacterias y hongos que promueven el crecimiento, y controlan
enfermedades como Botrytis Cinerea, Coletotrichum spp., Fusarium spp, tenemos los
géneros, Burkhalderia, Pseudomonas, Azospirillum, Herbospirillum, Acetobacter,
Rhizobium, Azotobacter y también hongos como Trichoderma spp.

2.7.2. Mecanismos de promocion de crecimiento

Los mecanismos de accion de los PGPR y PGPF pueden ser directos o
indirectos.

a) indirectos: Mediante el control de patdgenos de plantas, los PGPR y PGPF
pueden suprimir o inhibir el crecimiento de microorganismos perjudiciales para el
desarrollo de las plantas, mediante la produccién de antibiéticos, enzimas liticas
(glucanasas, quinasas) o0 compitiendo con estos por factores de crecimiento (Ej.
Competencia por Fe en el suelo por la via de produccion de sideroféros) o induciendo
mecanismos de resistencia. Como ya fue mencionado en el capitulo de control bioldgico.

b) directos: Los PGPR y PGPF (plant growth-promoting fungi) pueden aumentar
la disponibilidad de nutrientes minerales solubilizando nutrientes poco solubles como
por ejemplo el fosforo, fijando nitrégeno, o favoreciendo la absorcién al aumentar el
desarrollo radicular.
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También estos microorganismos pueden producir fitohormonas como auxinas,
citoquininas, o giberelinas, hormonas que estimulan el crecimiento.

Otra manera de estimular el crecimiento vegetal es mediante la produccién de
enzimas que degradan a los precursores de hormonas inhibitorias del crecimiento como
el etileno.

La conjuncién de mecanismos directos e indirectos ha dado como resultado la
promocion evidente del crecimiento de plantas, donde se ha observado un incremento en
la emergencia, el vigor, el peso de plantulas, un mayor desarrollo en sistemas radiculares
y un incremento de hasta 30% en la produccion de cultivos de interés comercial, tales
como papa, rdbano, tomate, trigo y soja.

Una funcién muy importante de las bacterias en suelos &cidos, es la
solubilizacion de fosforo, calcio, hierro y aluminio. La solubilizacion de fosforo ha sido
postulado como uno de los posibles mecanismos de promocidn de crecimiento por los
PGPR, pues este es uno de los elementos esenciales para las plantas, siendo al mismo
tiempo uno de los nutrientes esenciales para las plantas y menos solubles del ambiente,
solo el 5% del presente en el suelo es aprovechable por las plantas (Epstein, citado por
Dobbelaere et al., 2003).

El uso de rhizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) en arboles
como Anacardium excelsum, de origen sudamericano permitio obtener una mayor
germinacion, mayor crecimiento en plantulas y mayor longitud de tallos y raices
(Barreto et al., 2007).

También fue evaluado el crecimiento Pino taeda y elliottii, con Bacillus de
PGPR observandose un incremento en la tasa de germinacion de ambas especies, en el
numero de semillas por rama y en el peso de brotes (Koeppler et al., 2004).

Los hongos micorriticos arbusculares también se han usado como agentes de
biorregulacion de crecimiento, biofertilizantes, y biocontrol. EI mecanismo como
benefician a las plantas es por medio de la actividad del micelio externo del hongo que
determina una mayor capacidad de absorcion de nutrientes del suelo mediante la extensa
red de hifas que el hongo puede generar. Por lo tanto la actividad del hongo aumenta la
superficie de exploracion radicular mas aun cuando se han agotado los nutrientes de la
zona del suelo adyacente.

Los beneficios que brindan estos organismos son mayores en suelos deficientes
de fosforo, donde las plantas inoculadas con estos hongos presentan una mayor tasa de
crecimiento, beneficiadas por el incremento en la exploracién del suelo mas alla de las
raices absorbentes y pelos radicales (Donoso et al., 2008).
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Entre los géneros de hongos méas importantes que favorecen la nutricion
de la planta, ayudando en la promocidn del crecimiento encontramos: Streptomyces,
Nocardia, Thermoactinomyces, Frankia, y Actinomyces.

2.7.3. Trichoderma como promotor de crecimiento

El género Trichoderma ha sido relacionado con la promocién de crecimiento
vegetal. Los posibles mecanismos que explican la promocién de crecimiento segun Inbar
(1994) en Trichoderma son:

o Control de patdégenos de menor importancia

e Produccion de hormonas

e Produccion de vitaminas

« Conversion de materiales no utilizables en utilizables (solubilizacion de
minerales)

e Aumento en la absorcién de minerales

e Aumento en la traslocacion de minerales

La promocidn de crecimiento esta relacionado con la habilidad que posee para
hacer que las raices sean mas robustas. Influye hasta en las raices que se encuentran a
mayor profundidad por lo que son mas resistentes en las sequias. En algunos casos las
raices colonizadas con Trichoderma spp. necesitan menos nitrégeno que las que no han
sido colonizadas (hasta un 40% menos) lo que implica menor gasto en fertilizante, y
menos contaminante del ambiente (Donoso et al., 2008).

Los mecanismos de promocion del crecimiento de Trichoderma son pocos
conocidos pero estarian involucrados mecanismos de control de microorganismos
patdgenos, que implicarian competencia por sitio, por sustratos en la superficie de la
planta, antibiosis y produccion de enzimas liticas como se mencioné anteriormente.

En un estudio del crecimiento de plantulas de Pinus radiata en vivero cony sin
agregado de Trichoderma harzianum al sustrato, se pudo demostrar que este hongo
indujo un aumento en el desarrollo radicular, de la planta permitiendo un mejor
aprovechamiento de los nutrientes disponibles.

Los resultados obtenidos indican que la presencia conjunta de composty T

harzianum redund6 en un incremento significativo en altura y biomasa de las plantas, asi
como del desarrollo del sistema radical. Por su parte, la presencia de compost estimula
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un incremento poblacional del hongo T harzianum, indicando que la inoculacion de los
sustratos utilizados para produccién de plantulas de P. radiata con T harzianum
generaria un incremento significativo en el vigor de las plantulas producidas (Donoso et
al., 2008).

Segln Rabeendra et al. (2000) Trichoderma longipile, y T. tomentosum
promovieron el crecimiento en plantines de col. En plantas tratadas con estos dos hongos
se comprobd un incremento en el &rea foliar, en el peso seco de yemas y en el peso seco
raiz de 58 al 70%, 91 al 102% y 100 al 158% respectivamente.

El uso de Trichoderma en pepino y pimiento provocé un incremento
respectivamente del 23,8% y 17,2% en peso de semilla, 96,1% y 50% en &rea foliar,
24,7% y 28,6% en peso seco de la planta comparada con la planta control (Inbar et al.,
1994).

Estudios realizados comprobaron en plantas de lechuga que el tiempo de
germinacion fue menor y el peso a los 31 dias después de germinacion fue mayor en
plantas tratadas con Trichoderma spp. comparadas con plantas sin el hongo (Ousley et
al., 1993).

También se comprobd que Trichoderma spp. promueve el crecimiento en otras
especies como: pepino, trigo, Geranium, Guisante , pimiento, frijol, petunia y
vincapervinca (De Souza et al., 2007).

Ousley et al. (1993) estudiaron el efecto de 6 razas de Trichoderma sobre un
experimento realizado en lechuga. Algunas razas fueron capaces de promover el
crecimiento, mientras que otras tuvieron un efecto inhibitorio. Se demostré que tanto la
promocion como la inhibicion del crecimiento de Trichoderma sobre las plantas, varia
por razas, y a su vez si estas crecieron en un sustrato previamente autoclavado o no. Por
ejemplo, las razas TH1 y 8MF2 presentan buenos efectos en la promocion del
crecimiento al crecer en un sustrato autoclavado, pero al crecer en un sustrato que no fue
autoclavado el efecto de la promocion del crecimiento se redujo sustancialmente. Otra
raza como T35 presentd un aumento del 70% en la promocion del crecimiento en peso
fresco de los brotes al crecer en un sustrato que no fue previamente autoclavado. Pero
este al crecer en uno autoclavado resulto en una disminucién del 65% en el mismo
parametro con respecto al control (sin aplicacion de Trichoderma)

Para el parametro germinacidn, aparentemente no depende si ese hongo se
aplica en un sustrato que fue previamente autoclavado o no, sino de la raza especifica de
Trichoderma. Diferentes razas parecen estar involucradas con la produccién de
metabolitos secundarios como con la produccion de Phytotoxin viridol se comprobd
que puede retrasar la germinacion en lechuga. En contraste acidos grasos y glicerol
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demostron que estimulan el crecimiento cuando fue analizado su efecto en cultivos de
trigo.

La adicion de T.harzianum a un suelo que fue pasado por autoclave
incremento la tasa de emergencia de plantines de tomate y tabaco comparado con
control (Windham et al., 1986).

Segun Norte (2006) la promocidn esta dada por un mayor desarrollo radicular,
dada por la secrecion de fitohormonas, esto permite una mejor asimilacién de nutrientes
y de humedad, aumentando la resistencia frente a estrés biético.

Se ha visto que al inocular suelo con Trichoderma el incremento de materia seca se
ha evidenciado, pero esta evidencia se hace mas notoria si el suelo ha sido fertilizado

Plantas de tomate creciendo en suelo arenoso-margo fue inoculado con
Trichoderma T12 y al agregarle nutrientes mostrd un incremento significativo en peso
de rebrotes y raices comparado con el control, sin embargo solo el peso de los rebrotes
fueron incrementados al usar Trichoderma, cuando las plantas no fueron fertilizadas
(Windham et al., 1985).

Segun Romero et al. (s.f.) se evalu6 el efecto promotor del crecimiento para las
especies; Eucalyptus grandis, globulus y Pinus taeda, donde se evaluaron diferentes
parametros de calidad de los plantines. Se constatd efecto promocional de Trichoderma
en niveles de 12% a 50% por encima de los valores obtenidos con las técnicas
convencionales, para parametros altura, didmetro, peso fresco y seco radicular y parte
aerea. Lograndose también una reduccion en el periodo de preparacion del plantin antes
de ser llevada a la etapa de campo.

2.7. 4. Formulaciones comerciales

Otras formulaciones a base de Trichoderma spp.

Como fue mencionado anteriormente Trichoderma posee una diversa gama de
especies, las cuales controlan diferentes tipos de hongos fitopatdgenos tanto a nivel
radicular como aéreo. Esta caracteristica es importante a tener en cuenta al momento de
seleccionar el producto en funcion al patdgeno que se desea controlar. Existen
numerosas formulaciones a base de Trichoderma spp. las cuales se pueden presentar
como formulaciones solidas; polvos mojables (se aplican por aspersion o por riego),
polvo seco, granulos (ambos se aplica directamente al sustrato), capsulas (se aplican
como granulos) o como las formulaciones liquidas (se aplica directamente al sustrato por
riego o pulverizaciones aéreas). Las més utilizadas son los materiales en seco. Estos
productos generalmente estan hechos a base de clamidosporas o conidios ya que las
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hifas son pocos resistentes al secado. En las formulaciones sélidas se utilizan como
soporte de inoculacién sustancias adhesivas, como la goma arabiga o
carboximetilcelulosa, también se pueden utilizar arcillas o mezclas compuestas por
nutrientes y compuestos estructurantes.

Existen actualmente en el mercado gran variedad de productos formulados a base
de Trichoderma sp., entre las cuales encontramos:
Bio-Fungus, Binab T, RootShield, T-22G, T-22 Planter Box, (Bio-Trek), Promote,
Supresivit, Trichodex, Trichopel, Trichoject, Trichodowels, Trichoseal, IAB-32, Trichol,
Trichosoil, Trichoderma 2000, TRI20, TRI25, TRI29, TRI35, TRI39, Mycobac,
Tricosav, Tricobiol, Fithan Trichoderma spp, entre otros.

2.7.4.1. Fithan Trichoderma spp

Es un producto formulado a partir de una mezcla de tres cepas del genero
Trichoderma.
Controla diversas enfermedades como: pudriciones de maiz, marchitamientos, cancrosis,
desarrollo de fungosis en semillas arboles, arbustos y frutos. Dichas enfermedades
provocadas por patdgenos como: Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Verticillium,
Pythium sp., Phytophtora sp., Alternaria sp., Colletotrichum, Armilaria sp.,
Pseudoperonospora cubensis, Sclerotium sp.
Los diferentes métodos de aplicacidn son:

e Al suelo, se debe diluir 2 litros de FITHAN en 200 litros de agua, aspersion al
suelo 5 dias antes de la siembra.
Aplicar 2 litros de FITHAN por ha.

e A lasemilla, se debe diluir 500 mililitros de FITHAN en 1 litro de agua, agregar
2 mililitros de adherente natural, sumergir las semillas 30 minutos antes de la
siembra.

e Al momento de trasplante, se debe diluir 1 litro de FITHAN en 20 litros de agua,
agregar 2 mililitros de adherente natural por litro de agua empleado, sumergir las
plantulas 15 minutos antes de la siembra.

e Al follaje, se debe diluir 2 litros de FITHAN en 200 litros de agua, agregar dos
mililitros de adherente natural por litro de agua empleado

Es importante la incorporacion de materia organica al suelo para asegurar el
establecimiento de Trichoderma spp., al ser aplicado por cualquiera de los métodos.

Se debe conservar el producto en lugar fresco con temperatura inferior a 20°C y
protegido de la luz solar directa.

No es compatible con fungicidas, insecticidas, herbicidas y fertilizantes foliares
quimicos.
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Presenta ventajas como ser compatible en el Manejo Integrado de Plagas, no presenta
efectos nocivos para el hombre y no perjudica insectos benéficos.

Esta compuesto por: una solucion humectable.

- Ingrediente activo: Mezcla de esporas del género Trichoderma.

- Concentracion: 1.3 x 1012 esporas / mililitro.

- Viabilidad: 95%. (Biosafe ....s.T.)

2.7.4.2. Trichol

Es un preparado a partir de cepas autdctonas especialmente seleccionadas de
Trichoderma sp., dicho preparado posee buenas cualidades para el control biol6gico de
algunas enfermedades fingicas y para la estimulacion natural del crecimiento de plantas
jovenes. No produce dafios al ambiente, pues tiene toxicidad nula para animales
superiores, es inocuo para insectos beneficos y no contamina el agua.

Actla como agente de control bioldgico, disminuyendo o eliminando el uso de
sustancias quimicas, mediante dos mecanismos:

e Antibiosis
e Micoparasitismo

Se aplica directamente en campo, tanto en horticolas como en extensivos, en
aplicaciones directas al suelo y en pulverizaciones sobre parte vegetativa, pues el hongo
Trichoderma produce un efecto beneficioso tanto por el sistema radicular, como por la
parte aérea de la planta. Con esto se consigue el control de enfermedades como la
podredumbre gris (Botrytis cinerea) en el cultivo de la fresa.

También se estan llevando a cabo ensayos en céspedes de jardines, pues se ha
comprobado que aparte de ser una barrera protectora contra patdgenos de las raices, y
tener eficacia a la hora de suprimir enfermedades como la Sclerotinia homeocarpa,
Pythium spp y Rhizoctonia spp, mejora el estado general del césped.

La Formulacion de Trichol se presenta como polvo mojable y en dosis de 200g.

Concentracion:

Trichol tiene una concentracion minima de 1000 millones (1x109) de esporas o
conidias por gramo de formulacion. Su forma de preparacion y presentacion permiten
que su viabilidad sea del 100%, al no sufrir el hongo ningin deterioro por procesos de
formulacion. Esto asegura que la dosis que se prepare sea realmente lo que se asperja en
el cultivo. Los bioensayos de laboratorio muestran que es patogéenico en méas del 95%.
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Precauciones

Se recomienda aplicar Trichoderma como preventivo, pues en algunos casos, los
dafios causados por infecciones fungicas pueden ser irreparables.

Es aconsejable aplicar el producto durante los 6 primeros meses a partir de la
formulacion. Después de este tiempo, la espora sigue estando activa, pero en algunos
casos puede perder eficacia.

El producto debe almacenarse de 4 a 8 °C, bien cerrado y en lugares secos,
evitando exposiciones directas al sol durante periodos largos.

Trichol, no necesita ningun tipo de requerimiento especial a la hora de aplicar el
producto, pero es aconsejable su aplicacion en dias poco soleados o en horas de la
mafiana o tarde y en suelos himedos, para aplicaciones al follaje debe utilizarse un
protector de rayos ultravioleta (Trichol Trichoderma...s.f.).

2.7.4.3 lab 32

Es un preparado a base de cepas autoctonas especialmente seleccionadas de
Trichoderma harzianum. Dicho preparado posee buenas cualidades para el control
biolégico de algunas enfermedades fungicas y para la estimulacion natural del
crecimiento de plantas jovenes. No provoca dafios al medio ambiente, ya que tiene
toxicidad nula para animales superiores, es inocuo para artropodos Utiles, abejas y
abejorros y no es posible la contaminacién del agua.

Puede ser empleado en rotacion con insecticidas, compuestos enraizantes,
fertilizantes y la mayoria de fungicidas, con ningun efecto inhibidor o contraproducente.

Tras la aplicacion de este producto, el vegetal esta protegido frente al ataque de
diferentes hongos patdgenos, principalmente de los productores de enfermedades como
Fusarium spp. y otros fitopatdgenos como Rhizoctonia spp. y Pythium spp.

Dicho preparado se puede presentar tanto en formulacién liquida, como en solida,
conteniendo en cualquier caso un minimo de 1.0 * 108 UFC (unidades formadoras de
colonias) por gramo de peso seco, o por mililitro de producto.

Existe una mejora en la tolerancia al estrés hidrico, ya que aumenta el crecimiento de
las raices por la secrecion de fitohormonas. También mejora la capacidad de
solubilizacion de algunos nutrientes minerales como zinc o fosforo, escasamente
solubles o insolubles.
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Es efectivo como tratamiento de semillas horticolas, cultivos extensivos y
ornamentales: Aunque no hay que crearse falsas expectativas a la hora de compararse
con el nivel de erradicacion de enfermedad que posee un fungicida quimico, el hongo T.
harzianum coloniza las raices, aumenta la salud y masa radicular y consecuentemente se
obtienen mayores rendimientos, cosa que no se consigue con un fungicida convencional.

Es efectivo empleado como aditivo a turbas empleadas en semilleros, o aplicada
directamente en trasplantes, plantas de maceta o invernaderos: Puede reducir el uso de
plaguicidas limitando el ataque de enfermedades de raiz y ofrecer proteccion a largo
plazo para los trasplantes en campo.

También se estan llevando a cabo ensayos en céspedes de jardines, pues se ha
comprobado que aparte de ser una barrera protectora contra patdgenos de las raices, y
tener cierta eficacia a la hora de suprimir enfermedades como la Sclerotinia
homeocarpa, Pythium spp y Rhizoctonia solani, mejora el estado general del césped.

IAB 32 es un producto aconsejable para su utilizacion en Produccion Integrada y
Agricultura Ecoldgica, y puede combinarse con la mayoria de fitosanitarios y productos
nutricionales presentes en el mercado."(IAB, s.f.)

2.7.4.4 Trico Fung

Composicion: Trichoderma harzianum: 107 UFC/g y Trichoderma viride: 107
UFC/g. Este indica el grado de contaminacion microbiol6gica de un ambiente. Se utiliza
para contar las colonias presentes en un éarea determinada, puede contabilizarse por
gramo de suelo seco o por mililitro de producto. Se presenta como polvo mojable para
garantizar la maxima viabilidad de las esporas.

T. harzianum y T. viride tienen una velocidad de crecimiento y colonizacién
similar, aunque un poco mas rapida la del segundo, ambos son capaces de crecer en
sustratos con niveles nutritivos minimos. En cuanto a la temperatura, T. viride se adapta
mejor a suelos y climas frios, mientras que T. harzianum se comporta mejor a
temperaturas mas elevadas. En TricoFung, la conjuncién de ambas cepas hace que el
campo de aplicacién sea mas amplio, geograficamente y en el tiempo, ya que pueden
colonizar en un mayor rango de temperaturas, resistiendo mejor tanto los frios del
invierno como los calores estivales.

Asi mismo, T. harzianum y T. viride son resistentes a muchos productos
empleados en el control de plagas y enfermedades, con un minimo de precauciones
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pueden entrar en cualquier programa de lucha integrada. Pueden combinarse junto con
Cobres, Dimethomorph, Metalaxyl, etc.

Forma de aplicacion

TricoFung debe aplicarse directamente al suelo y varia segin el tipo de cultivo y
momento de la incorporacion:

e Semilleros y cultivo en maceta: En el momento de preparar el sustrato para la
plantacion. Mezclar el producto a razén de 1 Kilo por metro cubico de sustrato.

e Inoculacion directa de las raices: Espolvorear el producto sobre el cepellon de la
planta, previamente humedecido, antes de realizar el transplante al suelo, regar
posteriormente.

e En cultivo establecido: Aplicar a razén de 0,5-1,5 Kg/Ha localizado en la zona
del sistema radicular de la planta, diluido en cantidad suficiente de agua para
garantizar una aplicacion uniforme y homogénea del producto.

Se requiere el uso de materia organica como fuente de carbono y nitrégeno,
elementos indispensables en el mantenimiento de Trichoderma (Morera, s.f.).

2.7.4.5. Trichosoil

Trichosoil es un fungicida bioldgico producido por Lage y Cia. S.A. a partir de la
cepa L1 de Trichoderma harzianum aislada de un escleroto de Sclerotium rolfsii en un
cultivo de ajo.

La formulacion es en polvo y se utiliza para mezclar en sustrato o en suspension
en agua.
Esta cepa tendréa 5x10 elevado a las 8 unidades formadoras de colonia por gramo de
producto en 58% y de materia inerte en un 41,2%.

Se recomienda su uso para incorporar al sustrato para las producciones de
plantines de cultivos horticola, forestales y ornamentales.
Dicho producto permitira un control biolégico deteniendo el desarrollo de patdgenos y
estructuras de resistencia como esclerotos, siendo estructuras a la cual no pueden llegar
los productos quimicos.

Como caracteristicas se puede decir que no deja residuos téxicos, es facil de
aplicar, resultando por tanto un producto amigable con el ambiente.

En cuanto al método de aplicacion en sustratos: la dosis d Trichosoil en general se
considera de 2 kilogramos por metro cubico y se realiza la mezcla humedeciendo el
sustrato, y adicionalmente se debe cubrir con lona plastica para incubarlo y asi promover
la germinacion de conidios y el desarrollo de micelios de Trichoderma.
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En canteros:1) En suelos desinfectados: la aplicacion es a razén de 1-2 g/m?
Contrarresta el vacio generado por la desinfeccion. Se debe preparar una suspension y
regar con abundante agua, esperar 3 — 5 dias para sembrar.

2) En suelos sin desinfectar: Al momento de trasplante regar a razon de 2 g/m2 al cuello
de los plantines.

A campo: La dosis es aprox. 10 Kg./ha distribuidos en 3-4 aplicaciones,
comenzando a final del invierno. Hasta antes de cosecha.

50



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION Y EPOCA DE ENSAYO

Fue realizado el ensayo en el vivero “Forestal Solis” propiedad de Ismael
Tuduri, ubicado en ruta 8, kilometro 78,900 a la entrada de Solis de Mataojo, durante el
afio 2007-2008, desde 28 de junio hasta 10 de enero 2008. La etapa de laboratorio se
Ilevo a cabo en la Facultad de Agronomia, en el laboratorio del departamento forestal, la
segunda etapa en el laboratorio de Genética, bajo la supervisién del Licenciado en
Biologia Jorge Pereira y comenzé el 24 de julio de 2008 y finaliz6 el 31 de octubre de
2008.

3.2. INSTALACIONES

El invernaculo abarca una superficie de 1300 m cuadrados, en cuanto a su
estructura es de postes de madera, que para incrementar su duracion se les realizo un
tratamiento en autoclave. Las mesadas también son de madera y estan elevadas
aproximadamente un metro del nivel del suelo, estas estan sostenidas por tensores de
alambre. El recubrimiento es de polietileno, y usa sombrite de 50% de cobertura, de
color gris para evitar la excesiva desecacion, y los pajaros que se alimentan de semillas.
El piso es de tierra, y presenta en algunas partes pedregullo, mientras que el riego es por
aspersion, las boquillas son del tipo planas. El agua se deposita en un tanque australiano,
y proviene de un arroyo cercano

3.3. BANDEJAS

Son de poliuretano expandido de 60 x 40 cm, y son de 104 celdas de 50 cc., estas
tienen forma cénica, para una extraccién facil del plantin, ademas presentan estrias
para evitar la espiralizacion de las raices, pero si estos son muy acentuados pueden
ocasionar problemas en la parte baja del sistema radicular.

3.4. SEMILLAS

Las semillas usadas en el caso de Eucalyptus globulus, son de origen australiana,
también se uso semilla de Eucalyptus grandis de procedencia sudafricana.
La siembra se realiza con sembradora de aspiracion que aspira y suelta 2 a 3 semillas
por celda luego el personal las cubre.

La siembra fue realizada el 28 y 29 de junio del 2007 para E. globulus y

E.grandis respectivamente, cabe aclarar que anteriormente fue realizada una siembra
anterior que resulto fallida, esto atraso un poco el comienzo del ensayo.
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Ese afio resulto ser un afio con muy bajas temperaturas, aun bajo invernaculo,
esto provoco crecimientos muy lentos y desuniformes de los plantines, que nos obligo a
mantenerlos hasta el 10 de enero, que fue cuando se efectud el tltimo muestreo.

3.5. TRICHOSOIL

Se aplico Trichosoil mezclado con sustrato en relacion 2 Kg. por metro cubico.
Este biofunguicida tiene su origen en el agente de biocontrol Trichoderma harzianum
cepa L1, con un minimo de 5x 10 a la 8 ufc/ gr de producto, con una participacién del
58,8% Yy el resto 41,2% son sustancias inertes.

El producto fue elaborado por Lage & cia S.A. La cepa fue seleccionada por
ser antagonista de Sclerotium rolfsii, Sclerotinia, Botrytis cinerea, ademas de ser
compatible con el funguicida Rovral (Reyna, 2000)

3.6. SUSTRATO Y FERTILIZACION

El sustrato usado era de: 60% compost, 40% turba rubia, y como fertilizante se
uso 2 Kg. de Osmokote como fertilizacion lenta, 5 Kg. de fosforita, 1 Kg. de Pegamix,
con el riego.

Turba rubia natural de Sphagnum
Caracteristicas:
Humedad 40-55 %
Grado de descomposicion (Escala VVon Post) H1-H4
Contenido de ceniza 5%
PH 3.5-45
Granulometria 0-10 Mm. fina

Cuadro No. 6 Composicion quimica de la turba de Sphagnum

Especificacion quimica: Formas moviles: Micro elementos:
Nitrégeno 0,61 - Fésforo 2,41 - Cobre 1,4-
(N), % 1,55 (P20s), mg/kg 2,50 (Cu), mg/Kg. | 1,6
Potasio 0,011 - Potasio 39,78 - | Zinc 3,8-
(K), % 0,024 (K20), mg/Kg. 119,16 | (Zn), mg/Kg. | 3,9
Fésforo 0,019 - Nitrogeno amoniacal | 138,23 - | Manganeso 10,3 -
(P), % 0,035 (NH4-N), mg/kg 306,00 | (Mn), mg/Kg. 14,1
Calcio 0,175 - Nitrato 5,00 - Molibdeno 0,37 -
(Ca), % 0,543 (NOs-N), mg/kg 5,10 (Mo) mg/Kg. | 0,44
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Magnesio 0,038 - Cobalto 0,2 -

(Mg), % 0,047 (Co), mg/Kg. | 2,0
Azufre 0,076 - Boro 0,076 -
(S), % 0,213 (B), mg/Kg. | 0,213
Hierro (Fe), | 1020 -

MG/Kg. 3140

Compost de siembra

Cuadro No. 7 Compost de cascara de arroz y turba rubia natural de Sphagnum

Caracteristicas quimicas
(H20) 4,9
PH (KCI) 4,2
CEes dS/m 0,67
meq/100 g ppm
Faésforo - 240
Potasio 1,50 587
Sodio 0,71 163
%
Carbono 10,0
Nitrégeno 0,32
Relaciéon C/N 31,3

En cualquiera de los dos casos la fertilizacion se hace en base a Osmokote de
formulacion 19-6-10 de 3-4 meses y como starter MAP (fosfato de monoamino)

3.7 PLANTINES
Se usaron 40 bandejas para grandis, 20 con tratamiento, y 20 sin tratamiento,
para globulus se usaron 20 bandejas, 10 con tratamiento, y 10 sin tratamiento, cada

bandeja tenia 104 plantines, y de cada una de ellas se extrajeron 4 que fueron elegidas
aleatoriamente, para medirles parametros morfoldgicos en el laboratorio del
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departamento forestal, también se eligieron otras 4 para medirles altura, y didmetro a
nivel de cuello, pero en este caso sin extraerlas.

3.8 RIEGO

Se realiza por medio de aspersores fijos, tienen un caudal de 36000 litros por
hora, cuyas boquillas son planas. EI agua proviene del arroyo Solis de Mataojo, y se
almacena en un tanque australiano de 52000 litros, el riego se realiza segun necesidad
de hidratacion que requieran los plantines, dependiendo de época del afio.

3.9. MEDICIONES REALIZADAS

3.9.1. A campo v en laboratorio del departamento forestal

Se hicieron cuatro muestreos en el vivero el 15 de setiembre, 17 de octubre, 10
de noviembre, 8 de diciembre, donde se midi6 altura, didmetro a la altura del cuello, de
cuatro plantines por bandeja, que fueron seleccionados por sorteo previamente. Se uso
para dichas mediciones una regla milimetrada y un calibre.

En el laboratorio se midieron parametros de calidad de plantin, peso seco, peso
fresco de raiz y parte aérea, usando la metodologia del 1.N.l.A. Esta consiste en poner
plantines en bolsas de papel absorbente dentro del microondas, junto a un vaso de
bohemia con agua hasta la mitad, para evitar que se incineren las muestras. Luego se
secan en dos etapas, la primera dura aproximado 3-4 minutos, y la segunda 1-2 minutos,
se debe llegar a peso constante, es decir que no haya variacion entre dos pesadas
sucesivas. A través de este procedimiento obtengo el peso seco de las muestras.

3.9.1.1. Disefio estadistico

Disefio completamente al azar, con 2 especies, y 2 tratamientos. La unidad
experimental es el plantin y los tratamientos son con y sin Trichosoil agregado al
sustrato.
3.9.1.2. Analisis estadistico

El efecto de las especies (E.globulus y E.grandis), y del tratamiento de
Trichoderma, sobre didmetro, altura y produccién en términos de materia fresca y seca a
través del tiempo, fue estudiado ajustando modelos lineales generales de comparacion de
curvas de crecimiento.

El modelo tuvo la siguiente forma general:
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Yij = Bo + Ti + pj + €ijk + Prxdi + PrixTixdy + Bajxpj xdi + Baipx(Tp)ijxdy +
Bzxd|2 + BZiXTiXdIZ + Bojxpj ><d|2 + Bzin(Tp)ind|2 + Eijki

Donde:

Yij es la variable de respuesta (diametro, altura, materia fresca o seca)

Bo eselintercepto

T; es el efecto del i-ésimo tratamiento

pj es el efecto de la j-ésima especie

Eij es el error entre bandejas

B es el coeficiente de regresion del componente lineal respecto a los dias (d;)

B1i es el coef. de regresién del componente lineal respecto a los dias para cada
tratamiento (T;)

Baj es el coeficiente de regresion del componente lineal respecto a los dias para cada
especie (p;)

Bai; es el coeficiente de regresion del componente lineal respecto a los dias para cada
combinacion tratamiento-especie ((tp)ij)

B2 es el coeficiente de regresion del componente cuadratico respecto a los dias

B2i es el coeficiente de regresion del componente cuadratico respecto a los dias para
cada especie (pj)

Bo; es el coeficiente de regresion del componente cuadratico respecto a los dias para
cada especie (pj)

Boij es el coeficiente de regresion del componente cuadréatico respecto a los dias para
cada combinacion tratamiento-especie ((tp)ij)

g es el error entre mediciones (dentro de bandejas)

Este modelo fue ajustado para el promedio de observaciones por bandeja y las
curvas se compararon por contrastes.
Se tomo en cuenta la auto correlacién entre mediciones consecutivas de una misma
bandeja, considerando una estructura de correlaciones simétrica compuesta.

3.9.2 Medicién de metabolitos

La medicion de metabolitos, peroxidasas fue realizada en base a la recoleccion
de plantines en vivero en 3 fechas diferentes. Estas fueron: 17/10/07, 10/11/07, y
10/1/08.

Se recolectaron 2 plantitas por cada especie (E.globulus y E. grandis) y 2 por
cada tratamiento (con y sin Trichoderma), o sea 4 plantines por salida

Posteriormente éstos fueron colocados en el freezer a -3°C, durante 1 a 3 meses,
segun fecha de recoleccidn, y luego se congelaron en freezer a -80°C, para mejorar la
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conservacion. Todo el material fue correctamente identificado y envuelto en papel de
aluminio.

Después de permanecer 3 meses en estas condiciones, el 24/6/08, se procedio a
la medicion de los niveles de peroxidasas en dichos plantines conservados
comparandolas con hojas frescas de E. globulus y E. grandis, colectadas del parque de
la Facultad de Agronomia. Esto se realizé con el fin de:

1) Calibracion de la metodologia para Eucalyptus spp., diferenciando la actividad de
peroxidasa en los plantines conservados, comparandolas con el estudio de plantas
frescas y por lo tanto sin tratamiento de E. globulus y E. grandis,

2) ldentificar en los plantines conservados la actividad de peroxidasa adjudicada a los
plantines que fueron tratados con Trichoderma.

3.9.2.1. Método 1 de medicidn de metabolitos: Tincion histoquimica de tejidos para la
determinacion de enzimas

Materiales utilizados

Todo el material utilizado estaba correctamente limpio y esterilizado con alcohol
y ademas todo el andlisis de laboratorio fue realizado con guantes de cirugia. Los
materiales fueron los siguientes:

Cubeta de espumaplast de 10cm de ancho x 20cm de largo y 8cm de profundidad
Hielo

Probetitas, tubos eppendof de 1,5 ml.
Barrita homogeneizadora

Tijera entomoldgica

Placa de Petri

Vaso de Bohemia con alcohol
Micropipetas

Picos para micropipeta

Servilletas de papel

Pinzas

Balanza de presicion

Microcentrifugadora

Camara de temperatura controlada a 37° C.
Tampon de extraccion de proteinas:

- 200 ml de solucién final

- Tris-HCI 50 mM pH 7,6 1,211 g.

- KCL 10 mM 149 mg.

- Mgcl2 6H20 10 mM 406 mg.
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-EDTA 1mM 74,44 g.
- Beta mercapto-etanol 14 mM.
-Se tiene solucion preparada sin p—mercapto-etanol
- Se toman 10 ml de solucion y se agregan 9,8 ul de B—mercapto-etanol (11-14,3
moles).
e Solucidn para coloracion peroxidasa:
- Solucién final 10 ml.
- 9 ml acetato de sodio 0,2 M pH 5,0
-200 ul CaCl2 0,1 M
- 25 ul H202 (30%)
- Agarosa 0,24 en 200ml de agua
Amino etil carabazol punta de espéatula (15 mg.)
1 ml dimetilformamida (DMF)

Calibraciéon de la metodologia

1) En primera instancia se procedié a la extraccion de las muestras del freezer de
-80°C rapidamente para no perder la buena conservacion de material. Se preparé una
cubeta de espuma plast con abundante hielo para colocar dentro el material a utilizar
durante la etapa de analisis

Figura No. 3 Extractos de muestras de los distintas tratamientos

(Al ™
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2) Se procedid a colocar un trozo de hoja por especie por tratamiento en cada
una de los 12 tubos identificados numéricamente y pesados cuidadosamente en la

balanza de precision.

3) A partir de la determinacion del peso de cada una de las muestras de hoja
perteneciente a cada tubo, se procedio al célculo de la cantidad de sustancia buffer

correspondiente a cada peso, en base a la siguiente relacion: 100 microlitros de sustancia

buffer por cada 50 mg. de materia seca. Se obtuvieron los siguientes datos:

Cuadro No. 8 Contenido de cada uno de los tubos eppendorf a calibrar

TUBOS PESO BUFFER
EPPENDORF ESPECIE | TRATAMIENTO ORIGEN FECHA gr. microlt

1 E. Grandis con Congelado 17/10/2007 | 0,0237 47

2 E. Grandis sin Congelado | 17/10/2007 | 0,0306 61,2
3 E. Globulus sin Congelado 17/10/2007 | 0,0151 30,2
4 E. Globulus con Congelado 17/10/2007 | 0,0178 35,6
5 E. Grandis con Congelado 10/11/2007 | 0,0261 52,2
6 E. Grandis sin Congelado 10/11/2007 | 0,0235 47

7 E. Globulus sin Congelado 10/11/2007 | 0,0262 52,4
8 E. Globulus con Congelado 10/11/2007 | 0,0169 33,8
9 E. Globulus con Congelado 10/1/2008 | 0,0166 33,2
10 E. Globulus sin Congelado 10/1/2008 | 0,0336 67,2
11 E. Globulus sin Fresco 24/06/2008 | 0,049 98

12 E. Grandis sin Fresco 24/06/2008 | 0,024 48

Figura No. 4 Foto de determinacion de pesos de las muestras
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A partir de los datos obtenidos se procedid a colocar la cantidad de sustancia buffer
correspondiente por medio de una micropipeta.

4) Preparacion del extracto proteico a partir del macerado de un trozo de hoja
hasta que se forme una pasta homogénea. Como precaucion se utilizo una barrita
homogeneizadora para picar por tubo, desinfectada con alcohol y luego secada con
papel.

5) Posteriormente se colocaron todos los tubos durante aproximadamente 30
segundos en la microcentrifugadora con el objetivo de homogeneizar bien el material.

6) Luego se procedio a la siembra del extracto proteico obtenido sobre una placa
de Petri con la solucion para la coloracion ya gelificada. Se sembraron en la placa 2
dosis diferentes: 1y 1,5 ml por tubo. Se identificd correctamente cada uno de los
materiales.

Figura No.5 Foto de siembra de extracto proteico

7) Finalmente se llevd la placa de petri a la cAmara con condiciones controladas
de temperatura a 37°C (temperatura Optima para la reaccion de la peroxidasa y el
colorante) durante poco mas de 1 hora.

Debido a que este método no pudo detectar la presencia de peroxidasa en
materiales congelados, se procedi6 a la metodologia de electroforesis de isoenzimas.
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3.9.2.2. Método 2 de medicién de metabolitos, electroforesis de isoenzimas

Materiales utilizados

En cuanto a la higiene del material se tuvieron los mismos cuidados y
precauciones que en el método anterior. En cuanto a los materiales utilizados fueron los
siguientes:

e Kit de aplicacion Helena: - Placa de aplicacion con 12 pocillos

- Aplicador
- Placa de alineamiento

e Placa de Acetato de celulosa.
Cubeta de espuma plast de 10 cm de ancho x 20 cm de largo y 8 cm de
profundidad
Hielo
Probetitas, tubos eppendof de 1,5 ml.
Barrita homogeneizadora
Tijera entomoldgica
Placa de Petri
Vaso de Bohemia con alcohol
Micropipetas
Picos para micropipeta
Servilletas de papel
Pinzas
Balanza de precision
Microcentrifugadora
Cémara de temperatura controlada a 37°C.
Tampon de extraccion de proteinas:
- 200 ml de solucién final
- Tris-HCI 50 mM pH 7,6 1,211 g.

- KCI 10 mM 149 mg.
- MgCl26H20 10 mM 406 mg.
-EDTA 1mM 74,44 g.

- Beta mercapto-etanol 14 mM.
-Se tiene solucion preparada sin p—mercapto-etanol
- Se toman 10 ml de solucion y se agregan 9,8 ul de B—mercapto-etanol (11-14,3
moles).
e Solucidn para coloracion peroxidasa:
- Solucion final 10 ml.
- 9 ml acetato de sodio 0,2 M ph 5,0
-200 ul CaCl2 0,1 M
- 25 ul H202 (30%)
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- Agarosa 0,24 en 200ml de agua
Amino etil carabazol punta de espatula (15 mg.)
1 ml dimetilformamida (DMF)

A) Electroforesis |

Procedimiento

1) Preparacion de la placa de acetato, la cuba y la placa de imbibicién:

Esta etapa consiste en la preparacion de los materiales a utilizar ya sea, extracto proteico
macerado como la preparacion de la solucion para la coloracion en la placa de petri.
Estos procedimientos son los mismos que los realizados en el método 1.

2) Aplicacion -deposito- de las muestras a partir de los extractos proteicos.

Esta etapa consiste en aplicar con la micropipeta 3 ml de cada una de las
soluciones ya preparadas y homogeneizadas nuevamente en cada uno de los 12
casilleros de la placa de aplicacion. Luego con el aplicador se saca una muestra del
extracto proteico y se transfiere el contenido a la placa de acetato de celulosa. Este
ultimo procedimiento se repite 2 0 3 veces mas, cuidando el sentido de la aplicacion para
no mezclar los extractos. El aplicador se utiliza para transferir material en forma
homogénea.

Figura No.6 Foto de alineacion de muestras sobre pca de acetato de celulosa

61



3) Revelado

Luego se coloca cuidadosamente la placa de acetato de celulosa sobre la placa de
petri, ya que esta contiene todos los materiales anteriormente mencionado para que se
produzca un adecuado revelado. Debemos tener precaucion de no formar burbujas de
aire entre la placa y el gel.

Posteriormente esta es llevada a camara controlada a una temperatura de 37°C
durante aproximadamente 30 minutos.

Los resultados de esta técnica no mostraron migracion de bandas en materiales
congelados, por el contrario fueron muy claras para los materiales frescos, por ello se
decidio sembrar nuevamente utilizando la misma técnica.

B)_Electroforesis Il

En un bandeja para crecimiento de plantas, se sembraron 4 celdas con semillas
de Eucaliptus globulus, 3 celdas con semillas de E. grandis en un sustrato que contenia
Trichoderma. Ademas se sembraron 4 celdas con semillas de E. globulus y 2 celdas con
E. grandis pero en este caso en un sustrato con ausencia de Trichoderma. Esta bandeja
se mantuvo en una camara de crecimiento a 23 grados centigrados y con 16 horas de luz
por dia durante 6 semanas. En ese tiempo se desarrollaron suficientes hojas para ser
analizadas electroforéticamente.

Preparacion de muestras: De cada planta a analizar se extrajo una cantidad igual
de hoja (30 mg) (asumiéndose que estaban en las mismas condiciones fisioldgicas). Con
este material se prepard un extracto proteico, a partir del macerado de cada muestra de
hoja, en tubos “eppendorf” de 1,5 ml con varillas de vidrio y tijera entomoldgica, bajo
temperatura controlada (aprox. 5°C) con 100 pl de tampdn de extraccion (De Souza 'y
Chies, 1992).

Andlisis isoenzimético. Las migraciones electroforéticas de las muestras
analizadas se realizaron en placas de acetato de celulosa (94 X 76 mm, Helena
Laboratorios). La migracion se desarrollé a temperatura ambiente en cubas horizontales
de plasticos. El kit de aplicacién (Helena) consiste de un aplicador, una placa de
depdsito de muestra, y una placa de alineamiento (figura 1). Previo al “sembrado”
(deposito de muestras) en la placa de acetato mediante el kit de aplicacién, la misma se
somete a un paso de imbibicion con el tampon de migracién. Los pardmetros referentes
a la dilucion del tampdon de migracion para la imbibicion, el voltaje y el tiempo de
migracion, se pusieron a punto de manera de obtener los mejores resultados para cada
sistema isoenzimatico particular y el material vegetal a estudio. El tiempo de imbibicion
de la placa de acetato previo a la electroforesis fue de 20’. El tiempo de migracion vario
segun el ensayo entre 30°- 35°, y el voltaje fue de 200 V. Durante la migracion se
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controld la resistencia del sistema, de modo que la misma no excediera los 10 mA, para
evitar el recalentamiento de la placa.

El posterior revelado de las placas de electroforesis se efectué inmediatamente
terminada cada migracion, sobre matriz de agarosa al 1,2 % (w/v), con los reactivos
necesarios para la coloracion especifica. Se analizé el siguiente sistema isoenzimatico:
Peroxidasa.

Cuadro No. 10 Esquema de Siembra en la Bandeja de Crecimiento de Semillas de
variedades de Eucaliptus y los tratamientos con Trichoderma aplicados

Especies Con Trat. Sin Trat.
E. globulus 1 5

E. globulus 2 6

E. globulus 3 7

E. globulus 4 8

E. grandis 9 12

E. grandis 10 13

E. grandis 11

Cuadro No. 11 Detalle de cantidades de tejido fresco utilizado por muestra y volumen
de buffer de extraccién de proteinas empleados para la obtencion de los
homogeneizados de tejido de cada muestra

Variedad/ No. de Hojas Buffer extracc.
tratamientos | pocillo. (mgr.) (ml)
E.glob/con t 2 0.02 67
E.glob/con t 4 0.03 100
E.glob/sin t 5 0.04 123
E.glob/sin t 7 0.03 100
E.gran/cont 9 0.02 67
E.gran/cont 10 0.03 100
E.gran/sin t 12 0.02 67
E.gran/sin t 13 0.02 67

Tras la aparicion de bandas se detiene la reaccién (el tiempo depende de cada
sistema isoenzimatico, variando entre 10° y 30’). Se fija la coloracién, colocando la
placa en una solucién de ac. acético 5 % (10 minutos). Posteriormente se enjuaga la
placa con agua destilada y se deja secar a temperatura ambiente. Las placas pueden ser
almacenadas indefinidamente a temperatura ambiente sin ninguna precaucién especial.
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FiguraNo.7 Esquema de las etapas del desarrollo de la electroforesis de isoenzimas en
placas de acetato de celulosa

1) Preparacion de la placa de acetato, la cuba y la placa de imbibicion
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2) Aplicacion —deposito- de las muestras a partir de los extractos proteicos
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3) Preparacion del dispositivo de electroforesis y conexion de la cuba a la fuente de
corriente
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Se coloca la placa sobre la cuba con la superficie donde se han hecho los
depdsitos hacia abajo, de manera que contacte los dos puentes de papel en cada polo.
Sobre la placa se coloca un vidrio para asentar la misma, se pone la tapa de la cuba para
cerrar el circuito y se enciende la fuente de corriente

4) Preparacion de matriz de agarosa y soluciones de coloracion
Preparacién de agarosa a 1.2 %: se pesan 0,12 gr de agarosa y disuelven en 10 ml
H,0 mQ (50 seg. en el microondas). Solucion de coloracion: contiene el sustrato,

activador(es), coenzima(s), enzima de ligacion, reveladores. Volumen final: 10 ml. Se
mezcla la agarosa con la solucion de coloracion y vierten en una placa de petri (& 140
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mm), dejando gelificar (aprox. 10 min) a temperatura ambiente — y en oscuridad,
dependiendo de la enzima ensayada

5) Revelado

Finalizado el tiempo de migracidn, se retira la placa y se deposita suavemente sobre el
gel de revelado de manera de evitar la formacion de burbujas de aire entre la placa y el

gel.

GEL DE REVELADO

ESTUFA
a 37°C
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando que el valor de P que surge del analisis estadistico es la
probabilidad de cometer error de Tipo 1, o sea de rechazar la hip6tesis nula, en este
caso que no hay diferencias en la variable en estudio.

Se toman los siguientes criterios:
e i P<0,01 es altamente significativa la diferencia
e 5i0,011<P<0,05 la diferencia es significativa
e i 0,051<P<0,10 existe una tendencia hacia que la diferencia es significativa
e siP>0,11 tenemos una alta probabilidad de equivocarnos al aceptar la hipotesis.

4.1. VARIABLE ALTURA

En el analisis estadistico para la primera medicion se vieron diferencias
importantes de altura entre las dos especies, y una diferencia de altura entre los
tratamientos, no detectandose influencia de la interaccion entre especie y tratamiento.
En las siguientes tres mediciones se detectaron diferencias importantes de altura entre
especies no se vieron diferencias de altura entre los tratamientos, es decir con y sin
aplicacion de Trichoderma, con una probabilidad de error muy alta (P=0,1720,
P=0,9666 y P=0,6640 respectivamente).

En las dos ultimas mediciones se detecto la existencia de una diferencia
altamente significativa en la interaccion (P<0,0001) favorecié a E. grandis sobre E:
globulus. Se observo desde la tercera medicion una tendencia superior en la variable
altura de E.grandis con tratamiento con respecto a sin tratar, mayor altura que se hace
estadisticamente significativa en las dos Gltimas mediciones (56 y 84 dias de
comenzadas las mediciones), siendo observadas en el grafico siguiente.

Para el caso de E. globulus las Gltimas dos fechas en que se realizaron el ensayo no
mostraron lo esperado.

Como consecuencia de este resultado se obtendran plantines mas grandes que
aseguraran mayor porcentaje de prendimiento y crecimiento, como fue mencionado en el
punto calidad de plantin de la revision bibliografica (Hansen y Lugano, 1997). Esto es
un resultado positivo de la aplicacion de Trichoderma como promotor del crecimiento.
(ver anexo cuadro No. 1)
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Grafico No.1

Crecumiento en altura de las 2 especies cony sin
tratamiento
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Fuente: elaboracion propia.

4.2. VARIABLE MATERIA FRESCA PARTE AEREA

Al realizarse el primer andlisis estadistico, se observo una diferencia altamente
significativa entre especies (P<0,0001).
Con referencia a la interaccion especie-tratamiento se encontr6 una diferencia
significativa positiva para E. grandis y negativa para E. globulus (P<0,0001) que se
observa en el gréafico. Esto implicaria una mayor area foliar que se traducird en una
mayor area fotosintética y por lo tanto en un aumento en la productividad. Este efecto
positivo del tratamiento se da con E. grandis pero no asi con E. globulus.

Al primer dia 0 y a los 56 y 84 dias de haber empezado las extracciones se
observo una diferencia altamente significativa de mayor produccién de masa foliar para
globulus que para grandis. La interaccion especie-tratamiento revelo diferencias
significativas (P<0,0016) en E. grandis a favor de aquellos que habian sido tratados con
Trichoderma pero no en E. globulus. (ver anexo cuadro No. 2)

En la variable materia fresca aérea mostré un incremento en peso (61% para

ultima fecha) al ser tratado con Trichoderma Para el caso de E. grandis. En E. globulus
los resultados no fueron los esperados
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Grafico No.2

Aumento de materia fresca parte acrea a lo largo del tiempo
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4.3. VARIABLE MATERIA SECA PARTE AEREA

Existen diferencias significativas entre las especies en todas las fechas
(P<0,0001). En todas las fechas de muestreo las interacciones en E. globulus (con y sin
Trichoderma) no mostraron diferencias significativas. Para el caso de E. grandis en las
tres primeras fechas se observé una tendencia mayor en la materia seca parte aérea para
los plantines tratados con el producto, pero para la Gltima medicién se encontr6 una
diferencia altamente significativa y positiva para los plantines de E. grandis con
Trichoderma. O sea que a medida que se incrementaba el tiempo desde el momento de
la aplicacion del producto se puede observar en el grafico que la diferencia en el
crecimiento de E. grandis tratado con Trichoderma es cada vez mayor. Por lo tanto en
E. Grandis, Trichoderma pudo haber provocado un mayor crecimiento en el follaje de
los plantines tratados. Este crecimiento mayor implicaria que el efecto del hongo podria
mantenerse e incrementarse en el tiempo.
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Gréafico No. 3

Aumento de la materia seca parte aerea a lo largo del
tlempo
0,6

E}J 0,5 /

0,4 //
0,3 // gl sin
0,2 // o] con

ar con

ar sin

Materia seca parte aerea

0 32 56 84

Periodo de tiempo (dias)

Fuente: elaboracion propia.

4.4 VARIABLE DIAMETRO

En la primera medicion se encontraron diferencias altamente significativas entre
las especies y en los tratamientos. Para el caso de la interaccion especie-tratamiento
hubo diferencias significativas en el caso de E. globulus, donde los plantines no
inoculados presentaron un diametro mayor.

Alos 32 dias de la primera evaluacion se observaron diferencias altamente
significativas en la variable especie, es decir E. globulus tuvo mayor diametro que E.
Grandis, por el contrario, para la variable tratamiento no se encontraron diferencias.
Graficamente se observé un leve incremento en el didmetro de ambas especies tratadas
con respecto a las no tratadas con el tratamiento con Trichoderma.

En cambio en la tercer y cuarta fecha de medicion existieron diferencias
significativas tanto entre especie como en tratamiento. Aqui se vio un mayor diametro
para E. grandis con tratamiento, no se observo lo mismo para el caso de E. globulus.

En ambas fechas se vieron que los didmetro de E. grandis con tratamiento

igualaron a los de E. globulos con y sin tratamiento. EI menor didmetro fue de E.
grandis sin Trichoderma.
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Se observé claramente una respuesta positiva de E. grandis a la aplicacion de
Trichoderma para este pardmetro. Este parametro es importante por la relacion que
presenta con la sobrevivencia de los plantines

Grafico No. 4

Evolucion del diametro a lo largo del tiempo
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4.5. VARIABLE MATERIA SECA DE RAIZ

Para las dos primeras fechas no podemos afirmar que no existieron diferencias
significativas para tratamiento, si se vieron diferencias para especie presentando mayor
medias en E. globulus que E. grandis.

Por lo tanto en estas dos primeras fechas los pesos secos de raices con y sin
Trichoderma se vieron sin diferencia para E. grandis, en E.globulus no se detecto
diferencia con el tratamiento.

En las dos ultimas fechas el efecto especie e interaccion fue significativo. En
cuanto al tratamiento, se vio que presenté mayor efecto en la ultima fecha, donde las
diferencias de peso seco fueron mayores a favor de E. grandis con Trichoderma, se
puede ver en el grafico claramente esta tendencia de incremento a medida que pasa el
tiempo.

Se logro por lo tanto un aumento del 41,5% en la M.S.R. en relacion al no
tratado (Gltima fecha). Para E. globulus no hubo diferencias.
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Gréafico No. 5

Evolucion de la materia seca de la raiz a lo largo del tiempo
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4.6. MATERIA FRESCA DE RAIZ

Para primera fecha se encontraron diferencias significativas para variable especie
y para la interaccion, no viéndose para tratamiento
En E. grandis no se vieron efectos de aplicacién de Trichoderma. En E. globulus la
media de materia fresca fue mayor para sin tratamiento.

En la segunda y tercer fecha no se vieron diferencias significativas para especie y
tratamiento, si se hallaron en la interaccion. La interaccion presenta diferencias
altamente significativas y negativas del E. globulus sin Trichoderma respecto al E.
globulus con Trichoderma

Los plantines de E. grandis con Trichoderma resultaron con mayor peso de raiz
fresca, presentando de mayor o igual peso que E. globulus con y sin Trichoderma.
En la Gltima fecha no hubo efectos de tratamientos ni de especies, por lo tanto las medias
resultaron ser iguales estadisticamente. Graficamente se puede observar una tendencia
mayor sobre E. grandis con Trichoderma hacia el final del periodo.
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Grafico No. 6
Evolucion de la materia fresca de raiz a lo largo del tiempo
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4.7. RESULTADO DEL ANALISIS DEL LABORATORIO DE GENETICA

4.7.1. Método 1 Tincién histoquimica

La actividad de la peroxidasa es determinada por la tincion del material
sembrado a tonalidades de color rojo. Esto nos muestra que:
1) Esta metodologia utilizada no mostrd un resultado muy claro y eficiente para
determinar la actividad de la peroxidasa tanto en plantas de E. grandis y E. globulus.
2) Se detect6 un cambio hacia un color rojo tenue para E. grandis y E. globulus fresco
recientemente colectado (tubos 11y 12)
2) Se observa el mismo resultado para ambas dosis de extracto proteico 1mly 1,5 ml.
3) No se detectd actividad para ninguno de los plantines conservados en freezer.
4) Al detectarse niveles de peroxidasa en plantas no tratadas con Trichoderma, se
asumiria que estos arboles habrian sufrido algun tipo de estrés ya sea por una interaccion
patdgeno-planta.
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Figura No. 8 Foto de los resultados de la actividad de peroxidasa sobre la placa de petri

4.7.2. Método 2 electroforesis

Las causas en la variabilidad de una misma enzima (isoenzimas) son: causas
genéticas o sea por diferencias en la secuencia de nucledtidos del ADN; o por cambios a
nivel postraduccionales, cuando el ARN mensajero es traducido al lenguaje proteico a
nivel de citoplasma, donde se producen cambios en los aminoécidos que el ARN de
transferencia ha agregado al formar la proteina

Figura No. 9 Foto de la migracion obtenida de la migracion en dilucion 1/3

«— A
< B

Fig. 2. Foto de placa donde se visualizan bandas de primer corrida electroforética.
(Condiciones de migracién: Tampon 11 SP diluido 1/3, tiempo: 30’

74



Esquema que representa la placa de depésitos de muestras 1/3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
GLC | GLC | GLS | GLS | GRC | GRS | GRC | GRS | GLC | GLC | GLS | GRS
T T T T T T T T T T T T

No. No. No. No. No. No. No. No. No. No. No. No.
2 4 5 7 9 10 12 13 2 4 5 7

Nota: los nimeros de la parte inferior se refieren a la ubicacion del pocillo de la bandeja
de crecimiento. Referencias: GLST (glob sin trat), GLCT(glob con trat), GRST(grand
sin trat), GRCT(grand con trat)

En la migracién electroforética de las dos especies de Eucalyptus se pudo
detectar migracién diferencial. Esto es coherente con los materiales que se estan
estudiando (dos especies diferentes, que pueden tener diferencias en sus cadenas de
aminodcidos y por lo tanto migrar diferente en el campo eléctrico).

En la fig. 2, se observa en los nimeros 5, 6, 7, 8 y 12, bandas mas electropositiva
que coincide con la especie E. Grandis, identificado como zona B; y nimeros: 1, 2, 3, 4,
9, 10y 11 que corresponden a E. globulus (zona A). De esta manera se detectan
variaciones en la secuencia de nucleétidos que codifican para esta proteina debido a
cambios genéticos. Esto fue claramente identificado con dilucién 1/3 y tiempo de
migracion: 30 min.

La fuerza i6nica de la solucion tampdn debe mantenerse a un nivel adecuado
para garantizar la solubilidad de la muestra y suficiente capacidad amortiguadora.
Ademas el tiempo de corrida cuanto mayor es, favorece una correcta separacion de las
bandas. Si el tiempo de corrida es muy corto se minimiza la dispersion de las muestras y
ensanchamiento de las bandas. Por ello se modifico la dilucion y aumento el tiempo de
corrida para obtener una mayor claridad en las bandas (Garcia, 2001)
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Figura No. 10 Foto de la migracion obtenida de la migracion en dilucion 1/10

- ni ‘.v’ 5 il 7 . O 7 \

Fig. 3. Foto de placa donde se visualizan bandas de segunda corrida electroforeética
(Condiciones de migracion: Tampon 111 SP diluido 1/10, tiempo: 35°)

Esquema que representa la placa de depdsitos de muestras 1/10

1 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 11 12

GLS |GLS |- |GLS |GLC |GLC | GRS |GRS |GRS |GRC | GRC | GLS
T T T T T T T T T T T
No.1 | No. 3 No.4 | No.5 | No.8 | No.9 | No. No. No. No. No.
10 11 12 13 4

Nota: los numeros de la parte inferior se refieren a la ubicacién del pocillo de la bandeja
de crecimiento. Referencias:GLST (glob sin trat), GLCT(glob con trat), GRST(grand sin
trat), GRCT(grand con trat)

Se observaron en ambas diluciones bandas que migran més hacia el polo
positivo en algunas plantas con tratamiento (zona A) y menos migracion de bandas en
plantas sin tratamiento (zona B). Pero hay plantas con tratamiento tanto para E. globulus
como E. grandis que migraron al mismo nivel que las plantas sin tratamiento (zona B).
Las bandas més cercanas al polo positivo son mas electronegativas (indicado con
flecha).

Las diferencias en la composicion de la cadena de aminoacidos determinan la
carga neta de la proteina, donde si se sustituyen aminoacidos de cargas positivas,
negativas o neutras por otra contraria, modificarian la carga de la proteina generando
una migracion diferencial en el campo eléctrico.
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Estas bandas mas electronegativa (zona A) podria explicarse por cambios en
los aminoacidos que codifican para dicha proteina (peroxidasa) a nivel postraduccional
en la sintesis proteica, ya que es la Unica etapa que se encuentra influenciada por el
ambiente, por la incorporacion de Trichoderma. Estos producirian cambios en el
metabolismo de las plantas, que conducirian a un mayor crecimiento meristematico,
donde estan involucradas las peroxidasas.

A través de este resultado se podria concluir que Trichoderma estaria afectando
la sintesis proteica de peroxidasa, enzima que esta involucrada en mecanismos de
defensa de la planta (como ya se mencioné anteriormente en la bibliografia). Actuando
directamente en la produccién como en la detoxificacion de R.O.S. (especies reactivas
de oxigeno), donde éstas activan la muerte celular programada, biosintesis de
fitoalexinas, activacion de cascadas MAPK, actividad antimicrobiana, movilizacion de
Ca++ y transporte de iones, fortalecimiento de la pared celular como en la activacion de
genes de defensa, resistencia sistémica inducida como ya se mencioné en la revision.
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5. CONCLUSIONES

1)- Segun los resultados de nuestro ensayo se concluyd que existen respuestas
diferenciales a la aplicacion de Trichoderma al sustrato dependiendo de la especie en
cuestion. (Eucalyptus globulus o Eucalyptus grandis)

2) Para la especie E. grandis en las dos Ultimas fechas de medicién, todos los
parametros estudiados generaron una respuesta positiva y estadisticamente significativa
para los plantines que fueron tratados con Trichoderma, se observd mayor crecimiento
en los plantines.

3) E. Globulus no se observé respuesta al agregado de Trichoderma al sustrato,
se observaron respuestas negativas en comparacién con el sustrato sin tratar. Se
buscaron las posibles causas de este resultado:

A. Temperaturas medias ambientales bajas registradas para ese afio en dicha zona
fueron muy bajas, las cuales afectaron el crecimiento y desarrollo de
Trichoderma. (Se adjunta anexo de temperaturas diarias mensuales 2007) ya
que los agentes de biocontrol estan afectados por cambios de temperatura,
humedad, rocio, lluvia, viento y radiacion, la concentracion de nutrientes como
aminodcidos, acidos organicos, azlcares, exudados y heridas afectan la eficacia
y supervivencia de los antagonistas

B. Otra posible explicacion de estos resultados pueden ser causados por la
competencia con el resto de la microfauna presente en la rizoosfera. Entre ellas
la interaccion entre microorganismos antagonistas. Como es conocida la
interaccidn negativa entre diferentes agentes de biocontrol. (por ej Pseudomona
y Trichoderma)

4) Los resultados obtenidos en el andlisis de isoenzimas peroxidada constataron

diferencias asociadas a la presencia de Trichoderma harzianum, lo cual verificaria la
sobrevivencia y colonizacion en el tiempo.
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5.1. RECOMENDACIONES

1) Seria recomendable el uso de diferentes mezclas de cepas de Trichoderma para
poder ampliar el rango de condiciones ambientales en las que actia. También se podria
utilizar diferentes tipos de biocontroladores para aumentar los nichos ecol6gicos a
colonizar. Para formular estas mezclas se deben realizar andlisis de compatibilidad

2) Otros posibles mecanismos para poder determinar la presencia de Trichoderma
a través de la medicion de peroxidasa es mediante el uso de otros sustratos diferentes
como Benzidina, Ortodianisidina y Guayacol, que se explicaran a continuacion:
La actividad de peroxidasa puede ser determinada por estas tres reactivos, cominmente
son utilizadas en la medicina animal como vegetal. Estos indicadores difieren en su
sensibilidad, donde Guayacol se caracteriza por ser el menos sensible, este cambia de
color en presencia de perdxido de hidrogeno (un compuesto de color diferente)

El Guayacol es un sustrato que puede ser catalizado por la peroxidasa, donde es
oxidado a un compuesto coloreado de tetraguayacol. El cambio de color a rojo puede ser
usado como una medida de la actividad enzimatica por lecturas espectrofotométricas de
las absorbancias en relacion con el tiempo

Segun un estudio realizado en la Universidad de Valencia por Castello et al.
(s.f.) donde se compararon diferentes reactivos entre ellos Bencidina. El objetivo fue
determinar la presencia de peroxidasa, se concluyé que este es uno de los mejores
reactivos para determinar la peroxidasa de origen vegetal, siendo su afinidad especifica
por especie.
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6. RESUMEN

El aumento en el uso de productos quimicos en el area agricola, ha incrementado

los efectos negativos sobre el ambiente y la salud humana. Como consecuencia de ello
los estudios de organismos biocontroladores y biopromotores de crecimiento han
comenzado a tener mayor difusion en nuestro pais. Existen varios antecedentes que citan
a Trichoderma un agente promotor de crecimiento para numerosas especies vegetales.
El ensayo consistio en la aplicacion de Trichoderma harzianum (Trichosoil) en plantines
de Eucaliptus globulus y grandis, llevandose a cabo en dos etapas: en primera instancia
en un vivero “Forestal Solis”, ubicado en Solis de Mataojo, donde se midieron
parametros morfolégicos. La segunda etapa fue realizada en el laboratorio de genética
en la facultad de agronomia. El ensayo fue realizado sobre dos especies Eucalyptus
globulus y grandis, con y sin aplicacidon de Trichoderma harzianum (dos tratamientos),
las mediciones de parametros morfoldgicas se realizaron en cuatro diferentes fechas en
la etapa de vivero. En la segunda instancia se procedié al andlisis de peroxidasa a
través de técnicas de tincion histoquimica y electroforesis. En ambas técnicas se utiliz6
extracto proteico proveniente de dos origenes: de plantines congelados obtenidos del
vivero, en cuatro fechas y, de plantines frescos sembrados en el laboratorio de genética.
La incorporacion de Trichoderma harzianum tuvo un efecto de promocion de
crecimiento solamente para Eucalyptus grandis en las Ultimas etapas de crecimiento,
dicho efecto no se evidencio para Eucalyptus globulus. En el analisis de electroforesis
los extractos de plantines no tratados con Trichosoil mostraron una migracion menor,
mientras que algunos de los extractos que fueron tratados presentaron una mayor
migracion, pudiéndose asociar a la existencia de peroxidasa relacionada directamente a
la presencia de Trichoderma harzianum.

Palabras clave: Plantines; Biopromotor; Biocontrolador; Trichoderma harzianum;
Eucalyptus grandis; Eucalyptus globulus; Peroxidasa.
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7.SUMMARY

The side effects in health and environment raised due to the increase in the use of
chemicals in Agriculture. As a result, in our country the studies in biocontrol organisms
and and growth biopromoters started to spread. Several studies refer to Trichoderma as a
growth promote agent for several species. The procedure of applying Trichoderma
harzianum (Trichosoil) in Eucalyptus globulus and grandis seedlings was carried away
in two phases; firstly morphological parameters were measured in “Forestal Solis” a
nursery located in Solis de Mataojo. The second phase was done in the Genetics
Laboratory of University of Agriculture. The trials were done in two species; Eucalyptus
globulus and grandis, trying with and without applying Trichoderma harzianum (two
procedures), in four different dates during nursery stages, morphological parameters
were measured. Secondly, by histochemycal staining techinques and electrophoresis, the
analysis of peroxidase was done. The protein extract used in both cases came from two
sources; frozen seedlings collected in the nursery in four different dates and fresh
seedlings grown in the genetics laboratory. While in Eucalyptus grandis, the application
of Trichoderma harzianum showed a growth promote effect in the final stages, in
Eucalyptus globulus this effect was unnoticed. Some of the Trichosoil treated extracts
migrated more than those that were not applied with Trichosoil in the electrophoretic
analysis; this could be due to the presence of peroxidase which is related directly to the
presence of Trichoderma harzianum.

Key words: Baby plants; Biopromoter; Biocontroller; Trichoderma harzianum;
Eucalyptus grandis; Eucalyptus globulus; Peroxidase.
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9. ANEXOS

Datos de parametros morfoldgicos realizados a campo y laboratorio
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0,0702 0,0211| 0,0114 0,0032
0,0724 0,0224| 0,0153 0,0063
0,0627 0,0137| 0,0147 0,0053
0,1 0,0155| 0,0172 0,0051
0,0749 0,015 0,015 0,0049
0,0516 0,0103| 0,0108 0,0031
0,0837 0,0207| 0,0148 0,0058
0,0601 0,0168| 0,0122 0,0053
0,0579 0,0091| 0,0109 0,0038
0,0489 0,0078| 0,0086 0,0021
0,0285 0,012] 0,0051 0,0015
0,0552 0,0089| 0,0108 0,0026
0,0069 0,0017 0,005 0,0009
0,028 0,0065| 0,0058 0,0018
0,0267 0,0077| 0,0085 0,0027
0,0391 0,0112| 0,0085 0,0024
0,0329 0,0087| 0,0069 0,0036
0,0321 0,0166| 0,0056 0,0023
0,0426 0,0051| 0,0054 0,0014
0,0153 0,0049| 0,0018 0,0015
0,0361 0,0035| 0,0052 0,0022
0,081 0,0204 0,014 0,003
0,0776 0,0237 0,012 0,0034
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sin
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con
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con
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0,0263 0,0022| 0,0037 0,0009
0,0443 0,0051| 0,0063 0,0023
0,1059 0,0241| 0,0179 0,0054
0,0991 0,0264| 0,0189 0,0068
0,0751 0,0276| 0,0154 0,0073
0,0681 0,0187| 0,0151 0,0066
0,0982 0,0203| 0,0197 0,0044
0,1006 0,0246 0,017 0,0051
0,0881 0,0106| 0,0161 0,0029
0,0712 0,0057| 0,0119 0,0023
0,0774 0,0106| 0,0139 0,0041
0,0319 0,005| 0,0054 0,0029
0,0549 0,0126| 0,0117 0,004
0,0239 0,0012| 0,0045 0,0014
0,0124 0,0328| 0,0193 0,0062
0,01332 0,0341| 0,0256 0,0068
0,0632 0,0129 0,014 0,0051
0,1208 0,0181 0,022 0,0068
0,1522 0,0197| 0,0318 0,0039
0,2289 0,0754| 0,0548 0,0146
0,2521 0,0622| 0,0578 0,012
0,1854 0,0303| 0,0403 0,0065
0,2465 0,0762| 0,0534 0,0145
0,1142 0,015| 0,0208 0,0034
0,1774 0,0409| 0,0351 0,0071
0,06 0,0068| 0,0111 0,0021
0,1462 0,0241| 0,0293 0,0062
0,1519 0,0468| 0,0331 0,0082
0,2236 0,0405| 0,0436 0,0078
0,2153 0,0396| 0,0472 0,009
0,1305 0,0281| 0,0233 0,0047
0,1743 0,0467| 0,0356 0,0078
0,2122 0,0363| 0,0372 0,0062
0,1351 0,0306| 0,0229 0,0054
0,2703 0,0338| 0,0537 0,0074
0,1407 0,0184| 0,0276 0,0041
0,1834 0,0226| 0,0317 0,0024
0,3161 0,0368| 0,0619 0,0065
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0,1222 0,0153| 0,0222 0,0048
0,1892 0,0159| 0,0368 0,0049
0,0856 0,005 0,016 0,0007
0,1954 0,0328| 0,0356 0,0063
0,3238 0,0562| 0,0712 0,0098
0,2664 0,0505| 0,0527 0,0079
0,1328 0,0396| 0,0306 0,0087
0,1955 0,0288| 0,0397 0,0089
0,2181 0,0344 0,042 0,0067
0,3002 0,0687| 0,0625 0,0146
0,1351 0,0162| 0,0221 0,0069

0,184 0,0258| 10,0348 0,0047
0,2737 0,0822| 0,0563 0,014

0,189 0,0337| 0,0382 0,0089
0,1555 0,0383| 10,0259 0,0071
0,2584 0,0479| 0,0542 0,0093
0,1309 0,0358| 10,0247 0,0046
0,1762 0,051 0,031 0,0069
0,3216 0,056| 0,0672 0,0104
0,1958 0,041 0,0356 0,0086
0,2467 0,0574| 0,0515 0,0099
0,1436 0,076| 0,0327 0,0111
0,3573 0,0887| 0,0654 0,0117
0,4527 0,0571| 0,0711 0,0083
0,2066 0,0378| 10,0356 0,006
0,1878 0,0322| 0,0321 0,0055
0,2221 0,0247| 0,0345 0,0036
0,1871 0,0691 0,039 0,0103
0,2897 0,0508| 0,0379 0,0073
0,2418 0,0392| 0,0356 0,0057
0,3223 0,0432| 0,0519 0,0064
0,2307 0,0749 0,043 0,0121
0,3395 0,0519| 0,0478 0,0074
0,2486 0,0484| 0,0448 0,0081
0,4451 0,056| 0,0733 0,0088
0,2205 0,0403 0,037 0,0069
0,2516 0,0359| 0,0421 0,0063
0,1543 0,0309 0,028 0,0047
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sin
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sin
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sin
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con
con
con
con
con
con
con
con
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con
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con
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15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
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15/09/2007
15/09/2007
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15/09/2007
15/09/2007
15/09/2007
17/10/2007
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17/10/2007
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0,1907 0,0454| 0,0414 0,0071
0,2801 0,0312| 0,0494 0,0057
0,1708 0,0206| 0,0318 0,0028
0,0947 0,0448| 0,0176 0,0078
0,4136 0,0353| 0,0839 0,0057
0,2012 0,0335| 0,0393 0,0086

0,189 0,0325| 0,0309 0,0054
0,0898 0,0293| 0,0177 0,0058
0,1878 0,0302 0,033 0,005
0,2389 0,0351| 0,0505 0,0067
0,1402 0,0473| 0,0279 0,0079

0,177 0,0344| 0,0357 0,0075
0,2418 0,0439| 0,0493 0,0082

0,137 0,0228 0,022 0,0049
0,2052 0,0314| 0,0334 0,0052
0,2661 0,0739| 0,0525 0,011
0,1576 0,0323| 0,0292 0,0043
0,2805 0,0459| 0,0592 0,0094

0,158 0,0449| 0,0268 0,0067

0,311 0,0641| 0,0579 0,0092
0,9103 0,0621| 0,0457 0,0095
0,0883 0,0329| 0,0193 0,0055
0,2218 0,0795| 0,0468 0,0221
0,3171 0,0826 0,065 0,021
0,3299 0,111 10,0815 0,031
0,1037 0,0518| 0,0265 0,0146
0,1997 0,0644| 0,0462 0,0125
0,2519 0,1621| 0,0551 0,0293
0,4083 0,1716| 0,0864 0,0337
0,3194 0,1043| 0,0653 0,0254
0,3138 0,1582| 0,0647 0,0289
0,1358 0,0328| 0,0272 0,0068
0,4712 0,1885| 0,1126 0,0406
0,2555 0,0623 0,058 0,0149
0,3066 0,1337| 0,0687 0,0294
0,1085 0,0384| 0,0222 0,0075
0,1593 0,0736| 0,0361 0,0147
0,2644 0,048| 0,0623 0,0177
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17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
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17/10/2007
17/10/2007
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0,1671 0,0685| 0,0384 0,0145
0,4289 0,16/ 0,1067 0,0359
0,0757 0,0149| 0,0142 0,0079
0,1054 0,0446 0,02 0,0043
0,3094 0,1401 0,074 0,0262

0,258 0,0628| 0,0528 0,0116

0,464 0,2002| 0,1117 0,0426
0,3238 0,1246| 0,0749 0,0254
0,1883 0,0686| 0,0421 0,0131
0,0968 0,0135| 0,0162 0,0015
0,2334 0,0851 0,055 0,0147

0,257 0,0515| 0,0557 0,0138
0,1117 0,0181| 0,0276 0,0065
0,0749 0,0126 0,021 0,0044
0,1602 0,0377 0,043 0,0089
0,1253 0,0403| 0,0316 0,0069
0,1843 0,0481| 0,0504{ 0,00135
0,1192 0,0245| 0,0309 0,0092

0,211 0,0434| 0,0536 0,0145
0,0776 0,0101| 0,0174 0,0041

0,455 0,1358| 0,1018 0,0316
0,5752 0,123| 10,1491 0,0308
0,1943 0,059| 10,0411 0,0141
0,1243 0,0492| 0,0231 0,0125
0,2688 0,072 0,0604 0,0162
0,0722 0,0115| 0,0169 0,0038

0,181 0,0497| 0,0442 0,0119
0,1347 0,269| 0,0336 0,0083
0,1137 0,032 0,03 0,0065

0,167 0,0464| 0,0405 0,0102
0,1176 0,0292| 0,0302 0,0076

0,195 0,0291| 0,0489 0,0088
0,0621 0,0259| 0,0133 0,0053
0,0526 0,0086| 0,0105 0,0021
0,0563 0,0076| 0,0118 0,0026
0,0616 0,0075| 0,0127 0,0011
0,0916 0,0213| 0,0194 0,0029
0,0427 0,0072| 0,0187 0,0025
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0,0152 0,0008| 0,0013 0,0006
0,015 0,002 0,0015 0,0005
0,0202 0,0049| 0,0057 0,0022
0,0549 0,0108| 0,0149 0,0039
0,0204 0,0056| 0,0057 0,0011
0,0481 0,006| 0,0021 0,0026
0,1356 0,03| 0,0273 0,0059
0,1244 0,0257| 0,0252 0,0054
0,1453| 0,00462| 0,0324 0,01
0,0953 0,0239 0,02 0,0069
0,5006 0,1317 0,112 0,032
0,238 0,0562 0,051 0,0123
0,089 0,0246| 0,0151 0,0041
0,0769 0,0202| 0,0141 0,0038
1,0407 0,33| 0,2296 0,073
0,2169 0,044| 10,0527 0,013
0,3283 0,13| 0,0813 0,0294
0,0932 0,0224| 0,0234 0,0065
0,18 0,1249| 0,0427 0,0218
0,27 0,1587| 0,0627 0,0341
0,2154 0,1045| 0,0521 0,0203
0,2175 0,1142| 0,0472 0,0196
0,3145 0,1525| 0,0768 0,032
0,2417 0,1343| 0,0635 0,0255
0,2971 0,948| 0,0698 0,0201
0,1691 0,0575| 0,0462 0,0125
0,216 0,0591 0,05 0,0126
0,2136 0,0699| 0,0543 0,02
0,3039 0,0998| 0,0722 0,0224
0,4872 0,3175| 0,1202 0,0773
0,0848 0,0287| 0,0366 0,0181
0,087 0,0208 0,03 0,0117
0,1274 0,025| 0,0427 0,014
0,1089 0,0254| 0,0415 0,0146
0,1449 0,0271| 0,0308 0,0069
0,0528 0,009| 0,0109 0,0021
0,809 0,0221| 0,0161 0,0053
0,26 0,0619| 0,0589 0,0171
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0,2725 0,0663| 0,0625 0,0166
0,2359 0,09| 0,0525 0,0199
0,1847 0,0937| 0,0426 0,0185
0,1489 0,0553| 0,0325 0,0102
0,1688 0,0743| 0,0416 0,0121
0,3595 0,0948| 0,0924| 0,00257
0,2734 0,112 0,06 0,023
0,1981 0,0741 0,05 0,0156
0,2484 0,0972 0,058 0,0243
0,1333 0,0273| 0,0275 0,0061
0,0408 0,009| 0,0179 0,0026
0,1529 0,0382| 0,0334 0,0087
0,0547 0,0067| 0,0132 0,0036
0,0759 0,0129| 0,0207 0,0042
0,0445 0,0055| 0,0122 0,0002
0,0565 0,0116| 0,0168 0,0034
0,0129 0,0004| 0,0046 0,0004
0,0195 0,0002| 0,0055 0,0005
0,0233 0,0012| 0,0069 0,0011
0,0382 0,002| 0,0099 0,0015
0,0982 0,0305| 0,0212 0,0072
0,0304 0,0023| 0,0063 0,0017
0,0865 0,0273 0,019 0,0061
0,0941 0,0279| 0,0206 0,0058
0,0805 0,0105| 0,0167 0,0029
0,0982 0,017] 0,0194 0,004
0,0961 0,0176| 0,0189 0,0045
0,0926 0,0182| 0,0167 0,0049
0,1429 0,0282| 0,0288 0,0064
0,119 0,0406| 0,0283 0,0098
0,1069 0,0201| 0,0249 0,0058
0,1916 0,0439| 0,0482 0,0102
0,0886 0,0151| 0,0186 0,0002
0,0662 0,0155 0,015 0,0047
0,14 0,0364| 0,0326 0,0087
0,1352 0,03| 0,0291 0,0069
0,074 0,0187| 0,0156 0,0036
0,0809 0,0169 0,019 0,0042
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sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
con
con
con
con
con
con
con
con

17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007

32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32

0,0716 0,011] 0,0186 0,0018
0,1307 0,0306 0,027 0,0074
0,0191 0,0027| 0,0026 0,0005
0,1503 0,0678| 0,0303 0,0125
0,2013 0,0774| 0,0425 0,013
0,194 0,0565| 0,0418 0,101
0,0584 0,01 0,0124 0,0024
0,0195 0,0019| 0,0042 0,0014
0,0282 0,0047| 0,0063 0,002
0,0487 0,0056| 0,0107 0,0012
0,064 0,0106| 0,0132 0,0022
0,05 0,0136| 0,0089 0,0031
0,07 0,0124 0,015 0,0028
0,1355 0,0237| 0,0287 0,0058
0,0528 0,01 0,0088 0,0013
0,0915 0,0343 0,021 0,0043
0,0391 0,0013 0,001 0,0001
0,1362 0,0425 0,031 0,007
0,15 0,0749 0,031 0,0145
0,0915 0,0369| 0,0184 0,005
0,0594 0,0069 0,009 0,0027
0,0757 0,0865| 0,0576 0,02
0,4869 0,16 0,11 0,0341
0,1936 0,094| 0,0424 0,0161
0,19 0,0419 0,04 0,0091
0,05 0,0225 0,01 0,0032
0,3603 0,1042| 0,0961 0,0201
0,2149 0,0786| 0,0541 0,0128
0,2929 0,1252| 0,0824 0,0203
0,0709 0,0282| 0,0173 0,0039
0,3219 0,1083| 0,0793 0,0246
0,3639 0,0983| 10,0949 0,0249
0,2176 0,0253 0,06 0,0068
0,2834 0,0751| 0,0722 0,0204
0,3319 0,0444| 0,0822 0,0124
0,1919 0,0495| 0,0569 0,0108
0,3219 0,059 0,088 0,0133
0,1119 0,0188 0,032 0,004




E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul

con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
sin

sin

sin

sin

sin

sin

17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007

32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32

0,244 0,0471| 0,0618 0,01

0,252 0,055| 0,0654 0,0149
0,2445 0,04 0,06 0,011
0,2722 0,08 0,0761 0,02
0,4132 0,084, 10,1082 0,0248
0,1126 0,0274| 0,0299 0,0068
0,1584 0,0312| 0,0451 0,0089
0,2822 0,067 0,0749 0,0176
0,5551 0,1004 0,138 0,0263
0,1507 0,0238| 0,0363 0,0062
0,2587 0,0695| 0,0648 0,0164
0,1973 0,0326| 0,0565| 0,00077
0,2849 0,1247 0,073 0,0309
0,2833 0,0744 0,077 0,0195
0,2313 0,0851| 0,0584 0,0193
0,1658 0,0487| 0,0467 0,0137
0,2387 0,0649 0,627 0,015
0,3651 0,1172| 0,0947 0,0234
0,3355 0,11| 0,0789 0,0173
0,3702 0,0743| 0,0977 0,0169
0,3093 0,069| 0,0863 0,0189
0,1929 0,033] 0,0414 0,0072
0,3113 0,0937| 0,0836 0,0215
0,1625 0,0225 0,045 0,0068

0,313 0,0699| 0,0865 0,0184

0,189 0,0393| 0,0438 0,0094

0,346 0,0768| 0,0997 0,0187

0,088 0,0157| 0,0246 0,0045
0,2116 0,0224 0,065 0,0056
0,3657 0,0641| 0,0992 0,0165
0,2125 0,0413| 0,0565 0,0105
0,2151 0,0334| 0,0518 0,0074
0,2076 0,0638| 0,0536 0,014
0,3345 0,0975| 0,0867 0,0249
0,1944 0,0464| 0,0462 0,0091
0,3477 0,093| 10,0971 0,0217
0,6852 0,0982| 0,1833 0,0237
0,3619 0,0957| 0,1051 0,0193




E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis

sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
con
con
con
con

17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
17/10/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007

32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
56
56
56
56

0,3253 0,0721| 0,0974 0,0166
0,3375 0,0605| 0,0846 0,0102
0,2259 0,0817| 0,0586 0,0164
0,6848 0,1245| 0,1795 0,0295
0,4025 0,0442| 0,1105 0,0182

0,614 0,1863| 0,1543 0,0414
0,3386 0,113| 0,0873 0,0211
0,4855 0,0851| 0,1375 0,0216
0,1905 0,0762| 0,0519 0,0127
0,3612 0,0784| 0,1023 0,0157
0,3409 0,1152 0,095 0,0241
0,4245 0,0749| 0,1112 0,0196
0,3502 0,0855| 0,0718 0,0179
0,4238 0,0893 0,107 0,0202
0,2554 0,0281| 0,0665 0,0034
0,0729 0,0324| 0,0397 0,0043
0,1623 0,0319| 0,0176 0,0058
0,2488 0,1103| 0,0579 0,0167
0,2544 0,0536| 0,0588 0,0101
0,4355 0,1275| 0,1095 0,0311
0,3843 0,0676| 0,0971 0,0167
0,3425 0,1054| 0,0828 0,02
0,3326 0,0847| 0,0776 0,0177
0,3692 0,0862| 0,0904 0,0164
0,2283 0,0448| 0,0553 0,0103
0,2989 0,0978| 0,0766 0,0173
0,2056 0,0631| 0,0479 0,0133
0,1265 0,0562| 0,0295 0,0122
0,3299 0,0986| 0,0852 0,024
0,3114 0,0642| 0,0719 0,0146
0,3109 0,0674| 0,0506 0,0189
0,1912 0,0425| 0,0754 0,0093
0,3026 0,0577| 0,0773 0,16
0,3611 0,0905| 0,0879 0,0269
0,8769 0,2625| 0,2983 0,0619
0,5986 0,1965| 0,1229 0,0479
0,6254 0,2246| 0,1549 0,0556
0,6271 0,1785| 0,1863 0,0465




E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis

con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007

56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,9047 0,33| 0,2813 0,0691
0,4724 0,1886| 0,1478 0,039
0,6119 0,2231| 0,1661 0,0525
0,8999 0,2424 0,261 0,0514
0,3139 0,0913| 0,0522 0,0159
0,9174 0,3198| 0,2676 0,061
0,4287 0,1622| 0,1778 0,0282
0,7676 0,2797 0,252 0,0518
0,7797 0,2853| 0,2333 0,0529
0,6062 0,2467| 0,2012 0,0499
1,2487 0,4565| 0,3748 0,0944

0,706 0,2534| 0,2131 0,0483
0,3818 0,1131 0,11 0,0358
0,7097 0,253| 0,0263 0,0551
0,8736 0,2768| 0,0266 0,0705
0,9107 0,278 0,027 0,7
0,4244 0,1134| 0,1292 0,0201

0,475 0,1288| 0,1219 0,024
0,2382 0,1797 0,091 0,0287
1,1727 0,3239| 0,2866 0,0576
0,1347 0,0137| 0,0272 0,0018
0,3051 0,1104| 0,0894 0,0255
0,4787 0,1554| 0,1376 0,0409
0,4933 0,1725| 0,1127 0,037
0,6358 0,2495| 0,1843 0,0354
0,7624 0,3454| 0,2352 0,0566
0,7168 0,3009| 0,2168 0,0431
1,1007 0,4324| 0,3049 0,0717
1,0874 0,4656| 0,3272 0,1018
1,3231 0,5423| 0,3747 0,1158

0,543 0,2766| 0,1575 0,0522
1,1118 0,3673| 0,3173 0,084
0,4851 0,1375 0,124 0,0265
0,9165 0,2555| 10,2472 0,0609
0,7806 0,2699| 0,2309 0,061
0,8476 0,3209| 0,2343 0,0688
0,4945 0,188| 0,1405 0,0163
1,1527 0,3606| 0,3223 0,0607




E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis

con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007

56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,2766 0,0619| 0,0722 0
0,4522 0,086| 0,1093 0,0025
0,1225 0,0121 0,021 0
0,1354 0,0201 0,03 0,0093
0,2116 0,0224 0,065 0,0056
0,2198 0,0298 0,065 0,0248
0,3273 0,0908| 0,0731 0,0151
0,2422 0,0742| 10,0559 0,0141
0,2952 0,0502| 0,0686 0,0115
0,4957 0,1284| 0,1118 0,0276
0,3536 0,092| 0,0261 0,0263
0,771 0,3109| 0,0271 0,0252
0,8824 0,3775| 0,0265 0,08
0,7681 0,1685| 0,0264 0,0449
0,2866 0,1008| 0,0735 0,0186
0,3319 0,0936| 0,0819 0,0281
0,1234 0,0304| 0,0317 0,0186
0,5926 0,2184| 0,1726 0,0086
1,8195 0,5995| 0,4549 0,0494
1,2209 0,3216| 0,3563 0,0995
1,1422 0,4184| 0,2921 0,0538
2,2069 0,763| 0,6274 0,1249
1,057 0,2366| 0,2802 0,0429
0,8288 0,293 0,223 0,0368
0,3113 0,07| 0,0447 0
0,1566 0,1211| 0,0159 0
1,0228 0,3901 0,385 0,0784
0,5554 0,1245 0,135 0,0364
0,7004 0,2452| 0,2004 0,0409
1,4258 0,5658 0,49 0,1286
0,7528 0,2353| 0,2073 0,0525
0,18 0,0381 0,049 0,0094
1,0933 0,3645| 0,3188 0,082
0,9524 0,2337| 10,2492 0,0541
1,2364 0,4301| 0,3599 0,0832
0,8315 0,2783| 0,2288 0,0553
0,5097 0,1063 0,129 0,0238
0,6889 0,2385| 0,1927 0,0432




E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis

sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007

56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,5942 0,1635| 0,1836 0,0454
0,211 0,0431| 0,0581 0,0148
0,4449 0,175 0,143 0,0447
0,5618 0,129 0,151 0,0414
0,7048 0,2469| 0,1976 0,0366
0,6392 0,1872| 0,1522 0,034
0,3309 0,079 10,0718 0,0218
0,6809 0,2253| 0,1705 0,0372
0,5947 0,1236| 0,1722 0,0388
1,7392 0,5952| 0,5634 0,1593
0,4422 0,1006| 0,1194 0,0326
0,6459 0,2679| 0,2127 0,0757
1,0167 0,2656| 0,2329 0,0492
0,6742 0,2658| 0,1622 0,0428
0,2641 0,1358 0,046 0,0231
0,6891 0,072 0,1546 0,0016
0,3309 0,0273| 0,0773 0,0399
0,2181 0,0442| 0,0333 0,0149
0,5409 0,158| 0,1308 0,0428
0,304 0,1666| 0,0858 0,0459
0,2909 0,1408 0,064 0,013
0,9426 0,25| 0,2676 0,0418
0,4329 0,1737| 0,1036 0,0178
0,8358 0,3834| 0,2426 0,0549
0,5035 0,2047| 0,1589 0,0476
0,4845 0,3047 0,14 0,0655
0,7008 0,1317| 0,1992 0,039
0,4764 0,16| 0,1421 0,0418
0,5624 0,255| 10,1861 0,0309
0,6451 0,2152| 0,1524 0,0226
0,1875 0,0418| 0,0335 0
0,6211 0,2958| 0,1609 0,0421
0,5079 0,2985| 0,1611 0,0678
0,612 0,1543 0,182 0,0459
0,5938 0,2649 0,174 0,059
0,81 0,3079| 0,2494 0,0629
0,9825 0,2836| 0,2324 0,0513
0,814 0,302| 0,2211 0,056




E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis

sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007

56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,3806 0,1617| 0,0811 0,0189
0,9111 0,2772| 0,2507 0,0516
0,8156 0,479 0,17 0,069
0,3936 0,143| 0,0926 0,0136
0,7374 0,3053| 0,1997 0,0159
0,6632 0,1228| 0,1309 0,0518
0,0956 0,012 0,0047 0
0,203 0,0519| 0,0245 0
0,4 0,1473| 0,0951 0,0115
0,23 0,0973| 0,0372 0
0,5076 0,1744| 0,1205 0,0248
0,2985 0,1167| 0,0531 0,0052
0,2891 0,0997| 0,0462 0,0057
0,5209 0,1764| 0,1324 0,026
0,244 0,0809| 0,0412 0,008
0,4615 0,1776| 0,0474 0,0309
0,2747 0,1708 0,057 0,0302
0,429 0,1058| 0,1048 0,0167
0,9524 0,2321| 0,2633 0,0357
0,5511 0,2049| 0,1408 0,033
0,5048 0,232] 0,1332 0,0229
1,3049 0,4279| 0,3465 0,0784
0,336 0,1359| 0,0748 0,0298
0,4022 0,1454| 0,0694 0,0325
0,411 0,1817| 0,0958 0,0299
0,2737 0,1664| 0,0599 0,0446
0,0843 0,0216| 0,0339 0
0,0789 0,0991| 0,0029 0
0,28 0,099| 0,0258 0,036
0,1335 0,0399| 0,0461 0
0,0179 0 0 0
0,3311 0,1731| 0,0816 0,01
0,2285 0,0862| 0,0325 0
0,3123 0,0723| 10,0485 0
0,3623 0,1043| 0,0748 0
0,3671 0,1115| 0,0672 0,01
0,3899 0,1529| 0,1055 0,0155
0,2169 0,0676| 0,0408 0,0005




E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.grandis
E.globul
E.globul
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E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul

sin

sin

sin

sin

con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
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56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,3089 0,0774| 0,0563 0
0,4311 0,1753| 0,1054 0,0195
0,6013 0,2111 0,14 0,0236
0,6404 0,1956| 0,1679 0,025
0,9294 0,1832| 0,2752 0,0636
1,1317 0,1708| 0,3254 0,0563
0,8393 0,1652| 0,2404 0,0463
0,543 0,1189| 0,1631 0,0339
0,6915 0,2053 0,22 0,0474
1,1243 0,22| 0,3384 0,0609
0,6806 0,2134| 0,1678 0,0529
0,6352 0,1504| 0,1465 0,0366
0,8814 0,2741| 0,2499 0,0557
0,7589 0,2056| 0,2146 0,058
1,1401 0,2337 0,31 0,0434
0,8878 0,3278| 0,2177 0,0467
1,5229 0,346| 0,3676 0,0842
1,3647 0,2407| 0,3362 0,0568
0,6929 0,1] 0,1596 0,0265
1,23 0,2506| 0,3274 0,062
0,2543 0,07| 0,0693 0,0269
0,5308 0,1583| 0,1442 0,0374
0,8508 0,1683| 0,2339 0,042
0,4691 0,0195| 0,1286 0,019
1,1145 0,2526| 0,3177 0,0483
0,9443 0,2111| 0,2419 0,0554
0,6986 0,205| 0,2076 0,062
0,2634 0,1122| 0,0768 0,024
0,8943 0,1556| 0,2559 0,0433
1,1001 0,2106| 0,2976 0,0565
0,8566 0,1314| 0,1983 0,0338
0,8355 0,1345| 0,2449 0,0365
0,8253 0,2051| 0,2489 0,0446
0,9384 0,2009 0,239 0,0521
0,517 0,1377| 0,1513 0,0323
1,4942 0,33| 0,4575 0,086
1,2104 0,2119| 0,3037 0,0549
0,4759 0,044| 0,1553 0,0143
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E.globul
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con
con
con
con
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sin
sin
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sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
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56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

0,9822 0,1635 0,236 0,0446
1,3758 0,2079| 0,4035 0,0597
1,0203 0,2612| 0,2667 0,0699
0,8699 0,2164| 0,2087 0,0587
0,9895 0,2208| 0,3049 0,0681
0,9174 0,2134| 0,2192 0,0609
0,738 0,1613| 0,1672 0,04
1,0917 0,1961| 0,2892 0,048
0,2453 0,0308| 0,0515 0,0104
0,9236 0,1394 0,278 0,0412
1,21 0,2055| 0,3686 0,0584
0,6298 0,09 0,1741 0,0261
0,5599 0,1233| 0,1456 0,0332
0,89 0,282| 0,2696 0,07
1,464 0,35 0,46 0,0898
1,34 0,4221| 0,3971 0,1
1,023 0,24| 0,2993 0,06
1,2924 0,2433| 0,3639 0,0627
0,6224 0,126| 0,1542 0,0341
0,5609 0,1474| 0,1642 0,0355
0,5922 0,1061| 0,1495 0,0256
0,61 0,1812| 0,1659 0,0401
0,4966 0,0738| 0,1396 0,0231
0,8309 0,1263| 0,2354 0,0381
0,8963 0,1619| 0,2568 0,0465
1,0168 0,2636| 0,2924 0,0774
1,0773 0,1694| 0,2713 0,0415
0,3656 0,0567| 0,0823 0,0143
1,1177 0,2767| 0,2914 0,0758
0,5114 0,12| 0,1214 0,0336
2,0931 0,4843| 0,6362 0,1225
1,4883 0,31| 0,4472 0,07
1,0505 0,2729| 0,3097 0,068
1,3572 0,373| 0,3954 0,0876
0,8114 0,1625| 0,1947 0,0332
1,1876 0,237 0,3497 0,0532
1,7078 0,483| 0,5755 0,1151
0,2911 0,1712| 0,0769 0,0296




E.globul

E.globul

E.globul

E.globul

E.globul

E.globul

E.globul

E.globul
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sin

sin

sin

sin

sin

sin

sin

sin
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con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
10/11/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
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56
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84
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84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84

1,2442 0,29| 0,3364 0,0739
1,1696 0,3044| 0,3469 0,0769
1,2709 0,3046| 0,3495 0,0744
0,7934 0,2052| 0,2234 0,0527
0,9469 0,1895| 0,3062 0,0565
1,1497 0,2114| 0,2847 0,0613
1,8675 0,3469| 0,5581 0,0982
1,3996 0,252 0,431 0,0717
1,2172 0,4032 0,241 0,1324
1,8656 0,6946| 0,6319 0,211
0,537 0,2169| 0,1381 0,0565
0,5935 0,1259| 10,1801 0,0478
0,8008 0,334| 10,2709 0,1035
1,987 0,6396| 0,6686 0,2
1,698 0,7855 0,46 0,2348
1,552 0,7069| 0,5932 0,2043
1,2146 0,5746 0,384 0,14
1,2104 0,4228| 0,4265 0,1229
1,8846 0,4293| 0,2747 0,1156
1,21 0,4689 0,364 0,1265
1,379 0,4649| 0,4788 0,1504
1,347 0,4147| 0,4746 0,1547
0,6956 0,1887| 0,2197 0,0743
1,4987 0,4892| 0,5523 0,1832
1,9108 1,3055| 0,5386 0,2329
2,2779 1,2939| 10,7385 0,3508
0,9915 0,639| 0,3139 0,1626
0,9443 0,4827| 0,3076 0,1196
1,1082 0,3555| 0,3711 0,0967
0,8357 0,4652| 0,2533 0,1061
1,2806 0,356 0,39 0,1081
0,9056 0,3322 0,28 0,0866
0,9695 0,3974| 0,1772 0,1385
0,4249 0,1361| 0,3436 0,047
0,435 0,2191| 10,1354 0,0624
0,5113 0,2768| 0,1384 0,0847
1,7764 0,4913| 0,5866 0,1966
2,8275 1,4872| 0,9727 0,483
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E.grandis
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con
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con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
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84
84
84
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1,6892 0,5619| 0,6107 0,1975
0,8826 0,3502| 0,2965 0,1266

1,123 0,6717 0,343 0,1615
1,2935 0,6163| 0,4196 0,1517
0,9412 0,3328| 0,2782 0,1045
0,3554 0,1366| 0,0988 0,0378
0,3952 0,2412| 0,1172 0,0592
1,8497 0,9389| 0,6322 0,2349
0,9689 0,2233| 0,3304 0,0653

1,833 0,7564| 0,6065 0,2015
1,2155 0,3419| 0,4006 0,099

1,079 0,3808 0,325 0,0964
2,3169 0,6729| 0,7085 0,1891
1,3643 0,4948| 0,4832 0,135
1,5504 0,1849| 0,1604 0,0468
0,6191 0,1874 0,173 0,0393
0,3674 0,121| 10,1126 0,0312
0,4707 0,2147| 0,1492 0,0499
0,7901 0,2756| 0,2051 0,0766

0,711 0,3193| 0,2252 0,0601
0,6292 0,21| 0,1701 0,0494
0,5108 0,1962| 0,1526 0,0489
0,8419 0,4304| 0,2873 0,1249
0,3377 0,1523| 0,0964 0,0434
0,6066 0,2798| 0,1934 0,0773
1,2207 0,3649| 0,4008 0,1174
0,8642 0,1967| 0,3055 0,0774

0,464 0,1002| 0,1563 0,0396
0,4406 0,1182| 0,1471 0,391
0,5504 0,129| 10,1912 0,0483
1,1564 0,3626| 0,4099 0,1171
1,8864 0,5707| 0,6673 0,1725
3,3138 1,2695| 1,1951 0,3412
2,1003 0,6637| 0,7582 0,2062
0,5752 0,3106| 0,1968 0,0857
1,0246 0,3189| 0,3428 0,103
1,3598 0,381 0,4003 0,1302

0,619 0,2249| 0,2163 0,0772
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sin
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sin
sin
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08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
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0,7313 0,1389| 0,2676 0,065
1,6443 0,4399| 0,6488 0,1643

0,394 0,0783| 0,1329 0,0298

1,334 0,3531| 0,5341 0,1522
1,2414 0,3511| 0,4365 0,1257
1,4173 0,3824| 0,5375 0,1367
0,3381 0,1038| 0,1244 0,0342
1,5489 0,3915| 0,5999 0,1493
1,2967 0,4235| 0,4332 0,1314

0,636 0,167 0,1662 0,384
1,7963 0,7367| 0,6427 0,1896
0,8651 0,3413| 0,2903 0,0969
1,0116 0,8103| 0,3413 0,1983
0,3715 0,1274| 0,1169 0,0438
1,1193 0,4689| 0,3257 0,1247
0,6286 0,2943| 0,1858 0,0823
0,5639 0,3559| 0,1731 0,0751

0,851 0,2848| 0,2597 0,0794
0,8774 0,5741| 0,2817 0,1323
0,3885 0,1599| 0,1126 0,0447
1,0203 0,48| 0,3149 0,1435
1,0118 0,4466| 0,3995 0,1361
0,9441 0,3402| 0,3012 0,1004
0,6506 0,1943| 0,2222 0,0857
0,8627 0,4249| 0,3446 0,1164
1,2209 0,5933| 0,2793 0,6117
1,0188 0,5501 0,365 0,1413
1,1431 0,5002| 0,4639 0,1521

0,302 0,1868| 0,0729 0,0741
0,8865 0,3239| 0,2917 0,0423
0,3386 0,3101| 0,0748 0,0828
0,7073 0,1093| 0,2276 0,027

0,426 0,1354| 0,1403 0,0599
1,8057 1,0685| 0,6383 0,3232
0,7379 0,3313| 0,2661 0,1047
0,5891 0,2929| 0,2164 0,083
0,8434 0,321 10,2274 0,0817
0,6703 0,3026| 0,2291 0,0803
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08/12/2007
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08/12/2007
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08/12/2007
08/12/2007
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08/12/2007
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0,8071 0,3502| 0,2434 0,0912
0,6992 0,3777 0,203 0,0876
0,9106 0,2826| 0,2734 0,0717
0,8 0,5226| 0,2346 0,1517
0,5632 0,3572 0,145 0,0977
1,4789 0,6692| 0,4577 0,1648
0,7891 0,3655| 0,2476 0,102
0,475 0,241 0,1826 0,0515
0,3676 0,2443| 0,1116 0,0996
0,6313 0,3935| 0,2333 0,0718
1,2552 0,5846 0,443 0,1674
0,5589 0,4201| 0,2255 0,1032
1,2243 0,6486| 0,3515 0,1502
0,6014 0,2877| 0,2919 0,0734
0,8636 0,2947| 0,2948 0,0956
0,9948 0,3628 0,374 0,1105
0,8197 0,3154| 0,3044 0,1163
0,5942 0,1614| 0,2133 0,0711
0,3272 0,241 10,0942 0,0451
0,5049 0,2454| 0,1345 0,0487
0,482 0,2972| 0,1492 0,0601
0,5092 0,1503| 0,1397 0,0381
1,2433 0,4029| 0,4155 0,1159
0,7942 0,2455| 0,2391 0,0624
0,4441 0,161 0,144 0,0468
0,7798 0,2696| 0,2638 0,0758
0,7413 0,2558| 0,2498 0,0869
0,8895 0,3227| 0,2699 0,1
0,9477 0,4525| 0,3321 0,1192
0,5847 0,1991| 0,1994 0,0763
0,8303 0,3516| 0,2943 0,1196
0,7003 0,2149| 0,2256 0,0754
0,5938 0,1563| 0,1982 0,064
1,1969 0,5097| 0,4367 0,1692
0,3764 0,2616| 0,1067 0,0402
0,7924 0,4699| 0,2657 0,1002
0,7014 0,4624 0,191 0,0841
0,461 0,4451| 0,1313 0,0771
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E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul

sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con

08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007

84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84

0,3884 0,1559| 0,1189 0,046
0,3826 0,1342| 0,1211 0,0397
0,1283 0,0401| 0,0335 0,0134
0,2958 0,0962| 0,0972 0,0313
0,3519 0,0712| 0,0713 0,021
0,3814 0,1718| 0,1042 0,0347
0,2694 0,1231| 0,0247 0,0067
0,3631 0,1262| 0,1137 0,0296
0,3094 0,1214| 0,0903 0,0329
0,9396 0,414| 0,3008 0,089
0,5699 0,2568| 0,1701 0,051
0,2963 0,1079| 0,0751 0,0252
0,6391 0,2047| 0,2433 0,0812
0,5769 0,2628| 0,1696 0,0787
0,5599 0,2592| 0,1716 0,0768
0,7854 0,383] 0,2779 0,1303
1,1359 0,2618| 0,3119 0,079
0,5614 0,1553| 0,1419 0,0438
1,2259 0,4007 0,333 0,1035
1,3869 0,2718| 0,4481 0,07
0,7698 0,1619 0,281 0,0523

1,911 0,5202| 0,6654 0,1386
1,3137 0,3841| 0,4225 0,102
1,2041 0,1859| 0,3957 0,0625
1,2975 0,2639| 0,3775 0,0874
2,0885 0,3933 0,665 0,1152
1,6616 0,3408 0,533 0,0999
1,0495 0,2343| 0,2909 0,0792
0,7984 0,2888| 0,1908 0,0668
1,3724 0,4282| 0,3816 0,1016
2,3123 0,3207| 0,6988 0,1959
2,3191 0,1015 0,925 0,025
1,5218 0,4739| 0,4194 0,0958
2,0839 0,767| 0,6266 0,181
1,9203 0,3441 0,573 0,0879
1,8089 0,4557| 0,4901 0,1099
1,8933 0,6779| 0,5581 0,14
1,5047 0,5705| 0,4338 0,12




E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul

con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
con
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin

08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007

84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84
84

1,4723 0,3973| 0,4159 0,0895
1,3912 0,2994| 0,5656 0,0899
1,3034 0,318] 0,3799 0,0909
1,2046 0,327 0,3519 0,1028
1,7984 0,1627 0,499 0,0634
0,9489 0,2337| 0,2537 0,0732
2,1204 0,4304| 0,6032 0,1006
1,8184 0,3012| 0,5944 0,0818
1,1087 0,226 0,342 0,0536
1,6596 0,3358| 0,5317 0,0918
1,7955 0,3798| 0,6381 0,1061
1,2529 0,4| 0,3908 0,2249
1,9044 0,5109 0,633 0,083
1,6905 0,5576| 0,5975 0,0835
1,5865 0,4817 0,434 0,1069
1,1569 0,3659| 0,3675 0,1147
2,7582 0,9668| 0,8119 0,1312
1,778 0,3699 0,567 0,1355
2,2401 0,4099| 0,6481 0,1137
1,0142 0,213 10,2712 0,0542
2,5876 0,4222| 0,7834 0,1094
1,6433 0,4905| 0,4791 0,1343
1,3187 0,3161| 0,4195 0,0853
0,879 0,2097| 0,2817 0,0464
1,853 0,413| 0,5449 0,1011
1,3126 0,3497| 0,3783 0,0965
1,7129 0,4445| 0,5254 0,1019
2,47 0,5862| 0,8497 0,1479
1,568 0,4312| 0,4737 0,0971
1,644 0,2737| 0,5339 0,0806
0,8826 0,1103| 0,2404 0,0366
1,051 0,384 0,301 0,1057
1,9759 0,1936| 0,5719 0,0589
1,2883 0,3941| 0,4073 0,1379
0,972 0,0947 0,244 0,0341
1,299 0,3765| 0,3843 0,0757
1,4877 0,2147| 0,4326 0,0661
1,3248 0,2436| 0,3818 0,0773




E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul
E.globul

sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin
sin

08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007
08/12/2007

ANAVA para parametro altura

Analisis
dia

0.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus

de
Variable
alt

de

SC
128.47
123.98
4.29
1.22
111.41
239.88
Alfa=0.05
0.9604
Medias
6.33

la

N

120
Analisis
gl

3

1

1

1

116

119
DMS=0.36614
gl:

N

40

84 3,1087 0,7782| 10,9293 0,1928
84 1,5765 0,2938| 0,4703 0,0708
84 1,5075 0,2048| 0,5112 0,062
84 1,6904 0,3765| 0,4972 0,1025
84 2,2286 0,8985 0,749 0,1197
84 2,2528 0,5149| 0,5363 0,1287
84 2,0062 0,4818 0,414 0,0901
84 2,6099 0,749| 10,6824 0,132
84 2,6426 0,6112| 0,8552 0,1263
84 2,3092 0,2863| 0,7019 0,0808
84 1,4451 0,4383| 0,4565 0,0937
84 2,5596 0,6346 0,895 0,1565
84 2,4368 0,518| 0,6961 0,1936
84 1,628 0,4273 0,755 0,1266
84 1,4271 0,3894| 0,6705 0,105
84 1,2386 0,5402| 0,8489 0,1625
84 3,52 0,821 1,1792 0,2251
84 1,3014 0,2365| 0,0937 0,0822
84 3,1125 0,4801| 0,1012 0,1737
84 3,3029 0,8093| 0,4078 0,1897
varianza

R2 R2 Aj CcVv

0.54 0.52 20.02

de la Varianza | (SC tipo
CM F p-valor

42.82 44.59 <0.0001

123.98 129.10 <0.0001

4.29 4.47 0.0366

1.22 1.27 0.2624

0.96

116

A




E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

32.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis

4.18
distintas
Alfa=0.05
0.9604
Medias
5.46

5.05
distintas
Alfa=0.05
0.9604
trat

sin

con

sin

con
distintas
Variable
alt

de

SC
165.58
141.92
5.68
10.27
713.79
879.37
Alfa=0.05
3.0245
Medias
8.56

6.93
distintas
Alfa=0.05
3.0245
Medias
7.91

7.59
distintas
Alfa=0.05
3.0245
trat

sin

con

con

80

indican
DMS=0.35552
gl:

N

60

60

indican
DMS=0.68217
gl:

Medias

6.64

6.03

4.27

4.08

indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.45945
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.44611
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.85601
gl:

Medias

8.62

8.51

7.32

B
diferencias

116

A
B
diferencias

116

n

20

20

40

40
diferencias
RZ
0.19
de

CM
55.19
141.92
5.68
10.27
3.02

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236
n
40
40
80

significativas(p<=

significativas(p<=

o @ > >

significativas(p<=
R2?

0.18

la

F

18.25

46.92

1.88

3.39

significativas(p<=

significativas(p<=

0.05)

0.05)

0.05)

Aj CcVv
23.26
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.1720
0.0667

(SC

0.05)

0.05)

tipo



E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

sin
distintas
Variable
alt

de

SC
777.02
557.93
0.01
193.68
1744.46
2521.48
Alfa=0.05
7.3918
Medias
15.49
12.25
distintas
Alfa=0.05
7.3918
Medias
13.88
13.86
distintas
Alfa=0.05
7.3918
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
alt

de

SC
974.95
781.07
1.81
182.66
2261.41
3236.35
Alfa=0.05
9.5822

6.55
indican
N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.71825
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.69741
gl:

N

120

120

indican
DMS=1.33821
gl:

Medias

16.43

14.54

13.21

11.29

indican

N

240

Analisis

gl

DMS=0.81778
gl:

80
diferencias
RZ
0.31
de

CM
259.01
557.93
0.01
193.68
7.39

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ
0.30
de

CM
324.98
781.07
1.81
182.66
9.58

236

B
significativas(p<=
R2?

0.30

la

F

35.04

75.48

1.8E-03

26.20

significativas(p<=

significativas(p<=

O T W >

significativas(p<=
R2?

0.29

la

F

33.92

81.51

0.19

19.06

0.05)

Aj CcVv
20.39
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.9666
<0.0001

(SC

0.05)

0.05)

0.05)

Aj CcVv
21.19
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.6640
<0.0001

(SC

tipo

tipo



esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

Medias
17.16
13.33
distintas
Alfa=0.05
9.5822
Medias
15.34
15.15
distintas
Alfa=0.05
9.5822
trat

sin

con

con

sin
distintas

N

80

160
indican

DMS=0.79405

gl:

N

120
120
indican

DMS=1.52364

gl:
Medias
18.18
16.14
14.17
12.50
indican

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias

significativas(p<=

significativas(p<=

Oo0w>»

significativas(p<=

ANAVA para parametro materia fresca parte aérea

Columnal
Analisis
dia

0.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Columna2
de
Variable
mfpa

de

SC

0.98

0.85
1.6E-03
0.12

1.66

2.64
Alfa=0.05
0.0070
Medias
0.22

0.09
distintas
Alfa=0.05
0.0070
Medias
0.16

0.15

Columna3
la

N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.02213
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.02149
gl:

N

120

120

Columna4
varianza

R2?

0.37

de

CM
0.33
0.85
1.6E-03
0.12
0.01

23

A
B

6

diferencias

23

A
A

6

Columna5

significativas(p<=

0.05)
0.05)
0.05)
Colu
mna
Columna6 7
Aj cVv
61.53
Varianza  (SC
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.6368
0.0001
0.05)

Colu
mna

tipo



Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

32.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo

distintas
Alfa=0.05
0.0070
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mfpa

de

SC

1.06
0.81
2.7E-04
0.22
4.14
5.20
Alfa=0.05
0.0175
Medias
0.30
0.17
distintas
Alfa=0.05
0.0175
Medias
0.23
0.23
distintas
Alfa=0.05
0.0175
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mfpa

de

SC

8.12

indican
DMS=0.04123
gl:
Medias
0.25
0.19
0.11
0.07
indican
N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.03500
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.03398
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.06521
gl:

Medias

0.33

0.26

0.20

0.14

indican

N

240

Analisis

al

3

diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ

0.20

de

CM
0.35
0.81
2.7E-04
0.22
0.02

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236
n

40
40
80
80
diferencias
RZ
0.22
de
CM
2.71

significativas(p<=

o0 w>

significativas(p<=
R2?

0.19

la

F

20.13

46.31

0.02

12.79

significativas(p<=

significativas(p<=

O ww >

significativas(p<=
R2?

0.21

la

F

22.17

0.05)

0.05)

Aj CcVv
62.14
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.9023
0.0004

(SC

0.05)

0.05)

C

0.05)

Aj CcVv
49.07
Varianza
p-valor
<0.0001

(SC

tipo

tipo



esp
trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

6.37

0.09

1.24
28.83
36.95
Alfa=0.05
0.1222
Medias
0.94

0.60
distintas
Alfa=0.05
0.1222
Medias
0.79

0.75
distintas
Alfa=0.05
0.1222
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mfpa

de

SC

41.93
32.36
0.20

7.49
63.49
105.42
Alfa=0.05
0.2690
Medias
1.70

0.93
distintas
Alfa=0.05
0.2690
Medias

e

236

239
DMS=0.09233
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.08966
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.17203
gl:

Medias

1.00

0.89

0.69

0.50

indican

N

240

Analisis

al

239
DMS=0.13703
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.13305
gl:

N

6.37
0.09
1.24
0.12

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ
0.40
de
CM
13.98
32.36
0.20
7.49
0.27

236

A

B

diferencias

236

52.16
0.75
10.17

significativas(p<=

significativas(p<=

0w > >

significativas(p<=
R2?

0.39

la

F

51.95

120.27

0.75

27.85

significativas(p<=

<0.0001
0.3889
0.0016

0.05)

0.05)

0.05)

Aj CcVv
43.78
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.3889
<0.0001

(SC

0.05)

tipo



con 1.35 120 A

sin 1.28 120 A

Letras distintas indican diferencias | significativas(p<= | 0.05)
Test:Tukey | Alfa=0.05 | DMS=0.25530

Error: 0.2690 gl: 236

esp trat Medias n

E.globulus  sin 1.86 40 A

E.globulus | con 1.55 40 B

E.grandis con 1.14 80 C

E.grandis  sin 0.71 80 D

Letras distintas indican diferencias | significativas(p<=  0.05)

ANAVA de pardmetro materia seca parte aérea

Anélisis de la varianza

dia Variable N R2 R2 Aj CVv
0.00 mspa 240 0.5418 0.5359 45.3855
Cuadro de Analisis de la Varianza | (SC tipo
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.0327 3 0.0109 93.0066 <0.0001
esp 0.0317 1 0.0317 270.5932 <0.0001
trat 0.0001 1 0.0001 0.4308 0.5122
esp*trat 0.0007 1 0.0007 5.9886 0.0151
Error 0.0277 236 0.0001

Total 0.0604 239

Test:Tukey | Alfa=0.05 DMS=0.00286

Error: 0.0001 gl: 236

esp Medias N

E.globulus | 0.0401 80 A

E.grandis 0.0157 160 B

Letras distintas indican diferencias | significativas(p<= 0.05)
Test:Tukey | Alfa=0.05 DMS=0.00278

Error: 0.0001 gl: 236

trat Medias N

con 0.0284 120 A

sin 0.0274 120 A

Letras distintas indican diferencias | significativas(p<= 0.05)

Test:Tukey | Alfa=0.05 DMS=0.00533
Error: 0.0001 gl: 236



esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

32.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat

trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mspa

de

SC
0.1154
0.1059
0.0026
0.0038
0.5265
0.6419
Alfa=0.05
0.0022
Medias
0.0837
0.0391
distintas
Alfa=0.05
0.0022
Medias
0.0649
0.0579
distintas
Alfa=0.05
0.0022
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mspa

de

SC
0.8050
0.6527
0.0013
0.1253

Medias
0.0414
0.0388
0.0180
0.0134
indican
N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.01248
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.01212
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.02325
gl:

Medias
0.0844

0.0830

0.0468

0.0315

indican

N

240

Analisis

gl

3

1
1
1

n
40

40

80

80
diferencias
RZ

0.1798

de

CM
0.0385
0.1059
0.0026
0.0038
0.0022

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ
0.2193
de

CM
0.2683
0.6527
0.0013
0.1253

o @ > >

significativas(p<=
R2?

0.1694

la

F

17.2450

47.4904

1.1590

1.6829

significativas(p<=

significativas(p<=

W w > >

significativas(p<=
R2?

0.2093

la

F

22.0927

53.7433

0.1102

10.3208

0.05)

Aj
87.4911
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.2828
0.1958

0.05)

0.05)

0.05)

Aj
58.0757
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.7402
0.0015

Ccv

(SC tipo

Ccv

(SC tipo



Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

Dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras

2.8663
3.6713
Alfa=0.05
0.0121
Medias
0.2635
0.1529
distintas
Alfa=0.05
0.0121
Medias
0.2107
0.2057
distintas
Alfa=0.05
0.0121
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
mspa

de

SC
3.2054
2.3292
0.0851
0.5496
7.8654
11.0707
Alfa=0.05
0.0333
Medias
0.5093
0.3003
distintas
Alfa=0.05
0.0333
Medias
0.4248
0.3848
distintas

236

239
DMS=0.02911
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.02827
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.05424
gl:

Medias

0.2853

0.2418

0.1796

0.1261

indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.04823
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.04683
gl:

N

120

120

indican

0.0121

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ
0.2895
de

CM
1.0685
2.3292
0.0851
0.5496
0.0333

236

A

B

diferencias

236

A

A
diferencias

significativas(p<=0.05)

significativas(p<=0.05)

A

A

B

B

significativas(p<=0.05)
R2 Aj
0.2805 49.3446
la Varianza
F p-valor
32.0590 <0.0001
69.8881 <0.0001
2.5530 0.1114
16.4893 0.0001

significativas(p<=0.05)

significativas(p<=0.05)

Ccv

(SC tipo



Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

Alfa=0.05
0.0333
trat

sin

con

con

sin
distintas

DMS=0.08986
gl:

Medias

0.5401

0.4785

0.3710

0.2296

indican

236

n

40

40

80

80
diferencias

ANAVA de pardmetro materia fresca raiz

Analisis
dia

0.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus

de
Variable
mfraiz

de

SC

0.028
0.026
4.5E-05
0.002
0.046
0.074
Alfa=0.05
0.0002
Medias
0.041
0.019
distintas
Alfa=0.05
0.0002
Medias
0.031
0.030
distintas
Alfa=0.05
0.0002
trat

sin

la

N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.00368
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.00358
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.00686
gl:

Medias

0.045

varianza
RZ

0.381

de

CM
0.009
0.026
4.5E-05
0.002
1.9E-04

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236
n
40

0w > >

significativas(p<=0.05)

R2 Aj

0.373 52.781
la Varianza
F p-valor
48.360 <0.0001
134.362 <0.0001
0.234 0.6292
10.328 0.0015

significativas(p<= 0.05)

significativas(p<= 0.05)

Ccv

(SC



E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

32.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
E.globulus
E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

con
con

sin
distintas
Variable
mfraiz
de

SC
0.074
0.004
0.005
0.046
1.331
1.404
Alfa=0.05
0.0056
Medias
0.070
0.061
distintas
Alfa=0.05
0.0056
Medias
0.071
0.061
distintas
Alfa=0.05
0.0056
trat

con

sin

con

sin
distintas
Variable
mfraiz
de

SC
0.156
0.001
0.010
0.106
3.238
3.394

0.038
0.022
0.016
indican
N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.01984
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.01926
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.03696
gl:

Medias

0.081

0.080

0.060

0.042

indican

N

240

Analisis

gl

40

80

80
diferencias
RZ
0.052
de
CM
0.025
0.004
0.005
0.046
0.006

236

A
A
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

80

40

40

80
diferencias
RZ
0.046
de
CM
0.052
0.001
0.010
0.106
0.014

B

C

C
significativas(p<=
R2?
0.040
la

F
4.356
0.726
0.948
8.167

significativas(p<=

significativas(p<=

@ > > >

significativas(p<=
R2?

0.034

la

F

3.781

0.040

0.718

7.756

0.05)

Aj
116.836
Varianza
p-valor
0.0052
0.3950
0.3311
0.0046

0.05)

0.05)

B

0.05)

Aj
57.253
Varianza
p-valor
0.0112
0.8425
0.3976
0.0058

cv

(SC

Ccv

(SC



Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
E.globulus
E.grandis
Letras

dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

Alfa=0.05
0.0137
Medias
0.207
0.204
distintas
Alfa=0.05
0.0137
Medias
0.212
0.198
distintas
Alfa=0.05
0.0137
trat

con

sin

con

sin
distintas
Variable
mfraiz

de

SC

0.483
0.043
0.032
0.294
11.380
11.863
Alfa=0.05
0.0482
Medias
0.402
0.373
distintas
Alfa=0.05
0.0482
Medias
0.400
0.375
distintas
Alfa=0.05
0.0482

DMS=0.03095
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.03005
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.05766
gl:

Medias

0.233

0.222

0.191

0.174

indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.05801
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.05633
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.10809
gl:

236

A
A
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

80

40

40

80
diferencias
RZ
0.041
de
CM
0.161
0.043
0.032
0.294
0.048

236

A

A
diferencias
236

A

A

diferencias

236

significativas(p<=

significativas(p<=

@ > > >

significativas(p<=
R2?

0.028

la

F

3.335

0.890

0.660

6.105

significativas(p<=

significativas(p<=

0.05)

0.05)

B
B

0.05)

Aj
57.383
Varianza
p-valor
0.0202
0.3465
0.4173
0.0142

0.05)

0.05)

Ccv

(SC



esp

trat

E.globulus  sin
E.grandis con
E.globulus | con
E.grandis sin

Letras

distintas

Medias
0.427
0.423
0.377
0.324
indican

n
40
80
40
80
diferencias

ANAVA para parametro materia seca raiz

Analisis
dia

0.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

de
Variable
msraiz
de

SC
0.00061
0.00060
0.00001
2.1E-06
0.00125
0.00186
Alfa=0.05
0.0000
Medias
0.00731
0.00395
distintas
Alfa=0.05
0.0000
Medias
0.00578
0.00547
distintas
Alfa=0.05
0.0000
trat

con

sin

con

sin
distintas
Variable

la

N

240
Analisis
gl

239
DMS=0.00061
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.00059
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.00113
gl:

Medias
0.00736
0.00725
0.00420
0.00369
indican

N

varianza
RZ
0.32892
de

CM
0.00020
0.00060
0.00001
2.1E-06
0.00001

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

40

80

80
diferencias
RZ

> > > >

significativas(p<= 0.05)

RZ
0.32039

la

F
38.55707
113.63904
0.98372
0.40293

significativas(p<=

significativas(p<=

o @ > >

significativas(p<=
R2?

Aj
45.41039
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.3223
0.5262

0.05)

0.05)

0.05)
Aj

Ccv

(SC

Ccv



32.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total
Test:Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
E.globulus
E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis

msraiz
de

SC
0.00318
0.00146
0.00005
0.00168
0.05381
0.05699
Alfa=0.05
0.0002
Medias
0.01786
0.01264
distintas
Alfa=0.05
0.0002
Medias
0.01575
0.01475
distintas
Alfa=0.05
0.0002
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
msraiz
de

SC
0.02831
0.00677
0.00295
0.01221
0.57945
0.60776
Alfa=0.05
0.0025
Medias
0.05291
0.04164

240
Anélisis
gl

239
DMS=0.00399
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.00387
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.00743
gl:

Medias
0.02117
0.01494
0.01456
0.01033
indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.01309
gl:

N

80

160

0.05587
de

CM
0.00106
0.00146
0.00005
0.00168
0.00023

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

80

40

80
diferencias
RZ
0.04658
de

CM
0.00944
0.00677
0.00295
0.01221
0.00246

236

0.04387
la

F

4.65551
6.39539
0.23473
7.37217

significativas(p<=

significativas(p<=

@ > > >

significativas(p<=
R2?

0.03446

la

F

3.84347

2.75559

1.20016

4.97127

105.01571
Varianza | (SC
p-valor

0.0035

0.0121

0.6285

0.0071

0.05)

0.05)

B
B

0.05)

Aj cVv
109.14575
Varianza | (SC
p-valor

0.0103

0.0982

0.2744

0.0267



Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
E.globulus
E.grandis
Letras

dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total
Test:Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
Letras
Test:Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test:Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
E.globulus
E.grandis

distintas
Alfa=0.05
0.0025
Medias
0.05099
0.04356
distintas
Alfa=0.05
0.0025
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
msraiz

de

SC
0.06646
0.00404
0.01123
0.03168
1.19497
1.26143
Alfa=0.05
0.0051
Medias
0.11315
0.10445
distintas
Alfa=0.05
0.0051
Medias
0.11605
0.10154
distintas
Alfa=0.05
0.0051
trat

con

sin

con

sin

indican
DMS=0.01271
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.02439
gl:

Medias
0.05676
0.05293
0.04906
0.03036
indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.01880
gl:

N

160

80

indican
DMS=0.01825
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.03502
gl:

Medias
0.13259
0.10938
0.09952
0.09371

diferencias

236

A
A
diferencias

236

n

40

80

40

80
diferencias
RZ
0.05268
de

CM
0.02215
0.00404
0.01123
0.03168
0.00506

236

A
A
diferencias

236

A
A
diferencias

236
n
80
40
40
80

significativas(p<=

significativas(p<=

@ > > >

significativas(p<=
R2?

0.04064

la

F

4.37485

0.79805

2.21782

6.25586

significativas(p<=

significativas(p<=

o> > >

0.05)

0.05)

B
B

0.05)

Aj
64.54346
Varianza
p-valor
0.0051
0.3726
0.1378
0.0131

0.05)

0.05)

Ccv

(SC



Letras

ANAVA para didmetro

distintas

Anélisis
dia
0.00

Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test:Tukey
Error:

trat

sin

con

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

Dia

32.00
Cuadro

de
Variable
diam

de
SC
2.04
1.13
0.88
0.23
3.58
5.63

Alfa=0.05
0.0309
Medias
0.76

0.56
distintas
Alfa=0.05
0.0309
Medias
0.75

0.57
distintas
Alfa=0.05
0.0309
trat

sin

con

sin

con
distintas
Variable
diam

de

indican

120

Anélisis
gl

DMS=0.06565
gl:

N

40

80

indican
DMS=0.06374
gl:

N

60

60

indican
DMS=0.12231
gl:

Medias

0.90

0.63

0.60

0.51

indican

N

240

Analisis

diferencias

varianza
RZ
0.36

de
CM
0.68
1.13
0.88
0.23
0.03

116

A
B
diferencias

116

A
B
diferencias

116

n

20

20

40

40
diferencias
RZ

0.14

de

significativas(p<=0.05)

R2
0.35

22.07
36.74
28.38
7.59

significativas(p<=

significativas(p<=

W ww >

significativas(p<=
R2?

0.12

la

Aj
28.11

Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0068

0.05)

0.05)

0.05)

Aj

35.72
Varianza



F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total

Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test:Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

56.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error

Total
Test:Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.grandis
Letras
Test: Tukey

SC

7.71

7.01

0.47

0.05
49.11
56.82
Alfa=0.05
0.2081
Medias
1.52

1.16
distintas
Alfa=0.05
0.2081
Medias
1.38

1.29
distintas
Alfa=0.05
0.2081
trat

con

sin

con

sin
distintas
Variable
diam

de

SC

9.91

3.50

1.88

2.41
39.52
49.43
Alfa=0.05
0.1675
Medias
1.99

1.73
distintas
Alfa=0.05

239
DMS=0.12052
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.11702
gl:

N

120

120

indican
DMS=0.22454
gl:

Medias

1.55

1.49

1.22

1.09

indican

N

240

Analisis

gl

239
DMS=0.10811
gl:

N

80

160

indican
DMS=0.10497

CM

2.57
7.01
0.47
0.05
0.21

236

A
B
diferencias

236

A
A
diferencias

236
n

40
40
80
80
diferencias
RZ
0.20
de
CM
3.30
3.50
1.88
2.41
0.17

236

A

B
diferencias

12.35
33.68
2.25
0.25

significativas(p<=

significativas(p<=

o w > >

significativas(p<=
R2?

0.19

la

F

19.74

20.91

11.20

14.38

significativas(p<=

p-valor
<0.0001
<0.0001
0.1347
0.6173

0.05)

0.05)

0.05)

Aj

22.53
Varianza
p-valor
<0.0001
<0.0001
0.0010
0.0002

0.05)



Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.globulus
E.globulus
E.grandis
E.grandis
Letras

dia

84.00
Cuadro
F.V.
Modelo
esp

trat
esp*trat
Error
Total
Test:Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
Letras
Test: Tukey
Error:

trat

con

sin

Letras
Test: Tukey
Error:

esp
E.grandis
E.globulus
E.globulus
E.grandis
Letras

0.1675
Medias
1.95
1.77
distintas
Alfa=0.05
0.1675
trat

sin

con

con

sin
distintas
Variable
diam

de

SC

2.06
2.1E-03
1.41
0.13
43.39
45.45
Alfa=0.05
0.1838
Medias
2.30
2.29
distintas
Alfa=0.05
0.1838
Medias
2.38
2.22
distintas
Alfa=0.05
0.1838
trat

con

con

sin

sin
distintas

gl:

N
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