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1. INTRODUCCION

1.1 CONCEPTOS GENERALES

El sector forestal uruguayo comienza a tomar importancia a partir del afio 1989,
con la creacion de la ley forestal (N° 15.939), la cual promovid la produccion de arboles
de determinadas especies, entre ellas el género Pinus sp. El pais alcanzo de esta manera
una masa critica de plantaciones forestales que permitié la conformacion de polos de
produccién e industrializacion.

Los datos mas recientes aportados por la Direccion Forestal muestran que la
superficie total forestada es de 1.524.897 has, de las cuales el género Pinus bajo
proyecto ocupa 173.075 has. (URUGUAY. MGAP. DF, 2007).

El desarrollo del sector ha revelado la existencia de una gran demanda tecnologica
en todas las etapas de la cadena de la madera, segin sus diferentes destinos (pulpa,
aserrado y energia). Esta brecha tecnologica se ha ido acentuando en los tltimos afios
por la dindmica adquirida del sector y por las propias caracteristicas de la investigacion
forestal, condicionada por la longitud del ciclo bioldgico de los arboles.

Se ha observado un gran cambio en la forma de produccion de plantines,
concentrandose la adquisicion de tecnologia en las grandes empresas dedicadas a esta
etapa, lograndose una buena calidad de plantin en un periodo de tiempo de 5 a 6 meses,
con la utilizacion de sustratos compostados, riego y fertilizaciones periddicas.

El uso de sustratos inocuos ayud6 a la disminucion de la aparicion de
microorganismos patogenos para las plantas, como los causantes de enfermedades por
ejemplo “damping off” o caida de almacigos, como sucedia cuando se usaban mezclas
con tierra. También se logra una homogeneidad en caracteres morfologicos en plantines
con minimas pérdidas de ellos.

Dentro de los factores que actuan en las etapas de la cadena de produccion, se ha
hecho hincapié en estos ultimos afios, en disminuir la utilizacién de agroquimicos, con el
fin de que el medio ambiente se vea menos afectado por la contaminacion de éstos.

Esto ha llevado a la investigacion de nuevas alternativas, como ser el control biologico
de fitopatogenos en la etapa de vivero, ya que es muy comun la aparicion de éstos
debido a las condiciones de humedad y temperatura en el invernaculo.

El control bioldgico se concibe dentro de un plan de Manejo Integrado, agregado a
un conjunto de medidas que tienen en cuenta el seguimiento de las poblaciones de los
patogenos a través de monitoreos. Sin embargo, antes que el control bioldgico llegue a



ser un componente importante en el manejo de enfermedades de plantas, éste debe
probar ser efectivo, confiable, consistente y economico (Afon et al., 2004).

Es sabido que el género del hongo Trichoderma, mas especificamente la especie
Trichoderma harzianum actia controlando a hongos que forman parte del complejo
“damping off”, como ser Pythium ultimum Trow, Rhizoctonia solani Kiihn, Sclerotium
spp, Sclerotinia spp, Fusarium oxysporum Schlecht.

También otra enfermedad de gran importancia controlada por este agente es el “moho
gris” causado por Botrytis cinerea.

Asumiendo que la cepa de Trichoderma harzianum usada en este ensayo puede ser
utilizada con objetivos de biocontrol y biopromocion del crecimiento, el presente trabajo
intenta evaluar el efecto promotor de crecimiento de plantines de Pinus taeda y su
posible efecto como inductor de resistencia.

Para este ultimo fin se llevd a cabo la determinacion de la actividad enzimatica de
peroxidasas, como ejemplo de una de las proteinas pertenecientes a los mecanismos de
defensa.

En el pais se cuenta con los medios para analizar esta enzima y no para otras que
también tienen actividad relacionada con los mecanismos de defensa inducidas por
Trichoderma.

El ensayo fue realizado en el vivero “La Buena Union” de la empresa Colonvade
S.A., ubicado en Ruta N°5, Km. 456, en el Departamento de Rivera. Esta empresa se
dedica fundamentalmente a la produccion de plantines de pino.

Como punto importante, se busca la optimizacion en el proceso que realiza, para
lograr buena calidad de plantin y produccion homogénea con disminucion de
agroquimicos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la aplicacion de un
biocontrolador y biopromotor en plantas de Pinus taeda creciendo en vivero en sustrato
inoculado con Trichoderma harzianum.

1.2.2 Objetivos especificos

- Observar si Trichoderma harzianum promueve el crecimiento de plantines de
Pinus taeda.

- Estudiar la viabilidad de sustituir la fertilizacion starter por aplicacion de
Trichoderma harzianum.



Explorar la posibilidad de que Trichoderma induzca resistencia en las plantas
midiendo la produccion de peroxidasas.

Determinar la colonizacion y sobrevivencia de Trichoderma harzianum en
sustrato, durante el ciclo de produccion de plantines de Pinus taeda.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE Pinus taeda

2.1.1 Descripcion de la especie

Pinus taeda Linnaeus (Pinus lutea Walter), “Loblolly pine” o pino americano es
uno de los cuatro principales pinos del sudeste de los Estados Unidos (Bonifacino et al.,
citados por Afion et al., 2004).

Sus caracteristicas morfologicas son:

- Arbol de gran porte, alto, derecho, que alcanza en el pais de origen unos 50m
de altura con un didmetro de hasta 1.8 m.

- Copa piramidal con ramas inclinadas hacia abajo.

- Corteza de color castafio rojiza a canela profundamente surcada con placas
oblongas, chatas, gruesas, fuertemente apretadas, con un espesor de 1.5 a 2.5 cm.

- Hojas de 15-20cm de largo, agrupadas en hacecillos de 2 a 3 aciculas con vaina
persistente.

- Conos sésiles en numero de 2 a 4, oblongos a cilindricos-ovoides, color rojizo
claro, con escamas fructiferas delgadas y mucrén provisto de espina.

- Semilla alada de forma romboidal, 2.5 mm de largo; presenta tegumento
castafio oscuro a veces con manchas negras (Burmidad et al., citados por Afdn et al.,
2004).

2.1.2 Requerimientos nutricionales de la especie Pinus taeda

En este item se consideran aquellos elementos nutricionales que son esenciales
para el desarrollo y la obtencion de un plantin de buena calidad. Estos son los tomados
en cuenta por la empresa al momento de fertilizar. Los elementos son: nitrégeno, fosforo
y potasio.

Por el notorio efecto de la fertilizacion en el crecimiento de las plantas, los

niveles de nutrientes son ajustados para las distintas etapas de desarrollo de los
plantines.
Estas etapas se pueden separar en tres fases: la fase de establecimiento (arranque) que
abarca emergencia y crecimiento del plantin; la fase de rédpido crecimiento (cria) que
involucra la etapa exponencial de crecimiento y la fase de endurecimiento o rustificacion
(terminacion) en la cual aparece el brote terminal, el crecimiento exponencial cesa y
existe un incremento del desarrollo de las raices.



En la primera etapa mencionada el elemento fundamental aplicado en mayor dosis
es el fosforo y tiene diferentes funciones en la planta, pero una de las mas importantes es
su rol en el almacenamiento y transferencia de energia obtenida de la fotosintesis y del
metabolismo de los carbohidratos. Dicha energia es almacenada hasta su utilizacion, en
un compuesto conocido como adenosin trifosfato (ATP) (Hernandez, 1999).

En la segunda fase la mayor incorporacion es la de nitrogeno, la cual promueve el
desarrollo foliar y en altura de los plantines.
El nitrogeno juega un rol esencial en el crecimiento vegetal, ya que es constituyente de
moléculas como: clorofila, aminoacidos esenciales, proteinas, enzimas, nucleoproteinas,
hormonas, adenosin trifosfato, etc. Las plantas requieren nitrogeno en muy altas
cantidades, solo comparables a las del potasio.

La tercera etapa de la fertilizacion se realiza agregando una buena cantidad de
potasio, lo cual favorece su rustificacion preparando al plantin para ser llevado a campo.
Aunque el Potasio no forma parte estructural de la planta, son requeridas grandes
cantidades de este nutriente para el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que tiene
funcion de estabilizador del pH y osmoregulador, es necesario para la sintesis de
proteinas y carbohidratos. Actiia como activador de numerosas enzimas y participa en la
apertura y cierre estomatico (Dell, citado por Cabrera y Tejera, 2002).

El potasio, por otra parte, estd asociado a los mecanismos de defensa de la planta contra
las enfermedades. La incidencia y severidad del ataque producido por hongos
fitopatdgenos se reduce notoriamente en plantas que tienen buen aporte de potasio.

Cuadro 1: Concentraciones foliares de nutrientes en plantines de Pinus elliottii

Rango
Nutriente | tipico !

N (%) 0,8-1,2

P (%) 0,085-0,09
K (%) 0,25-0,3

B (ppm) [4,0-8,0

': Rangos dptimos aproximados para concentraciones foliares en P.elliottii
(Pritchett, citado por Cardenas, 2003).



2.1.3 Distribucion en el lugar de origen

Pinus taeda presenta un amplio rango de distribucion, se encuentra en rodales

puros y es la principal especie comercial del sureste de Estados Unidos, excepto en
Florida donde Pinus elliottii Engelm var. elliottii prevalece. Es la especie dominante en
cada uno de los estados de la costa atlantica y del golfo de México, ademas del sur de
New Jersey.
Los arboles crecen mejor en suelos profundos de drenaje imperfecto. Se desarrollan
desde el nivel del mar, hasta elevaciones de 640 metros al norte de Alabama y Georgia;
las precipitaciones anuales oscilan entre 1000 y 1500mm y las temperaturas entre —23 y
38 °C.

La limitacion de la extension de la especie se debe a la temperatura baja en el norte
y en el oeste a la escasez de lluvias (Burmidad et al., citados por Afion et al., 2004).

Pinus taeda es uno de los principales pinos del sur de Estados Unidos y presenta las
siguientes ventajas para plantacion en nuestro pais:

- amplio rango de dispersion natural

- alto rendimiento

- facilidad de extraccion de semilla, limpieza y conservacion de la misma

- facilidad de manejo en el vivero

- adaptabilidad a gran variabilidad de sitios (incluyendo suelos marginales) y
relativa resistencia a dafos por heladas

Entre las desventajas se destacan:

- conos dificiles de separar de los arboles y costosa recoleccion

- la semilla estd sujeta a dormancia y frecuentemente requiere tratamientos
especiales para estimular su germinacion

- presenta susceptibilidad a Rhyacionia bowliana, insecto que ataca a los brotes
nuevos

En el area de distribucion natural de Pinus taeda, a diferencia de lo que sucede en
Uruguay, las precipitaciones se distribuyen uniformemente en las cuatro estaciones del
aflo, las temperaturas son mas extremas, en especial las minimas de invierno, siendo por
lo tanto favorecida esta especie con las temperaturas de nuestro pais (Burmidad et al.,
citados por Aion et al., 2004).



2.1.4 Produccién de Pinus taeda en Uruguay

Pinus taeda es en Uruguay una de las especies forestales introducidas que mas se
ha plantado en las tltimas décadas. La excelente adaptabilidad y comportamiento que ha
demostrado tener en nuestras condiciones, la ubican como una de las especies para el
presente y futuro desarrollo forestal (Burmidad et al., citados por Afion et al., 2004).

El cultivo de esta especie tiene como objetivo de produccion en nuestro pais, la
obtencion de madera de calidad para aserrado, fabricacion de tableros contrachapados
(plywood), ya sea para uso nacional y en mayor porcentaje para la exportacion.

La produccion se concentra en el norte del pais, principalmente en los
departamentos de Rivera y Tacuarembo, donde las condiciones de suelo son las mas
favorables y también alli se concentran las industrias (aserraderos, plantas de

debobinado).

2.2 CONCEPTO DE CALIDAD DE LA PLANTA FORESTAL

El concepto de calidad a nivel general se define como un conjunto de cualidades
de una persona o cosa. Varios autores coinciden en que la planta de alta calidad es
aquella que sobrevive a un estrés ambiental prolongado y produce un vigoroso
crecimiento posterior a la plantacion (Cuevas, citado por Coppola et al., 2000).

Las plantas llevadas a campo deben tener un buen arraigamiento y buen
crecimiento segun el sitio de plantacion.

Se deben realizar tareas de mantenimiento como ser la limpieza de malezas, para
disminuir la competencia por lugar, nutrientes y agua con los plantines.

Una planta de mala calidad, ya sea que tenga altura insuficiente, baja densidad de
raices, o presencia de torceduras a nivel de tallo, ocasiona en plantacion problemas como
son: la mayor reposicion, bajos crecimientos y posteriormente una alteracion en la
produccion estimada del rodal. Uno de los problemas de esta baja calidad, puede ser que
no se adapte al sitio de la plantacion o no ser morfoldégicamente o fisioldgicamente
adecuada.

Como forma de asegurar la adaptabilidad a las condiciones de nuestro pais, las
semillas de las cuales se obtendran las plantas deben haber sido probadas anteriormente
en un ensayo de origenes o saber realmente si son buenas para el sitio a plantar.



Por lo mencionado anteriormente y a modo de sintetizar, se pueden considerar los
siguientes parametros para evaluar calidad de planta forestal:

- Edad: las plantas jovenes tienen gran cantidad de raices, lo que asegura un buen
arraigamiento al momento de la plantacion final. La edad estd muy relacionada a la
altura, se considera que un plantin con 25cm de parte aérea est pronto para plantacion. '

Como ventaja de una buena altura se menciona que le permite a la planta competir
con la vegetacion herbacea y arbustiva que la rodea (Coppola et al., 2000).
Es un indicador que por si solo es de poco valor para evaluar la calidad de la planta, sin
embargo, si se combina con el didmetro, mediante alguna relacion puede ser un
indicador importante (Coppola et al., 2000).

- Diametro de cuello: es el parametro de mayor utilidad para evaluar la calidad de
plantines, ya que puede reflejar el tamafo del sistema radical y la durabilidad de la
planta (Coppola et al., 2000). Investigaciones realizadas por Stoekler y Slabaugh (1965),
Schubert y Adams (1971), han demostrado fuerte correlacion entre el diametro del
cuello y la sobrevivencia de los plantines, después de la plantacion (Cardenas, 2003).
Los valores entre 3 y 4 mm de diametro de cuello son los seleccionados para
plantacion.’

- Equilibrio parte aérea/parte radicular: en general se indica, que lavada la planta y
secada al aire, el peso de la parte aérea no debe duplicar el peso de la parte radicular.

Cuando las condiciones en el vivero no son las requeridas por las plantas se
pueden observar cambios en su fisonomia, por ejemplo, una planta con poca raiz esta
creciendo en condiciones de anegamiento, por otro lado una planta con escasas hojas
indica una falta de luz o nutrientes (Montoya y Camara, 1996). Esto llevara a problemas
de arraigamiento en plantacion y posterior reposicion.

- Forma de la raiz: ésta debe ser fasciculada, con cantidad abundante de raices
secundarias para que la planta haga una buena absorcion de agua y nutrientes. La forma
ideal es recta, colgante, sin enroscamientos y sin lastimaduras (Coppola et al., 2000).

- Longitud de la raiz: es dificil determinar una longitud tipo, pero como ejemplo, una
raiz larga dificulta y encarece la plantacion, en cambio, una raiz corta expone a la planta
a la sequia por no tener capacidad de exploracion en el suelo para la absorcion de agua.

1 Posse J.P.2007. Com. personal



- Estado sanitario: las plantas deben encontrarse con una coloracion tipica; coloraciones
anormales indican exceso o déficit de nutrientes 6 presencia de algin organismo
patdgeno.

La presencia de heridas pueden originar sitios de entrada de bacterias y hongos,
por lo cual, plantas dafiadas serian descartadas para llevar a campo, ya que si no estan
atacadas en vivero puede ser probable que ocurra un ataque posteriormente.

- Arquitectura de la planta: es la forma en que se disponen el tallo, las ramas y el
follaje de acuerdo con el sistema radical. Dicha arquitectura tiene un fuerte componente
genético, por lo que deben producirse genotipos seleccionados para lograr una adecuada
productividad (Coppola et al., citados por Afidon et al., 2004).

Una planta con buena conformacion presenta: tallo recto, no bifurcado
(monopodial), sin dafios, aciculas verdaderas (presencia de vaina basal) de color verde
intenso.

- Grado de rustificacion: debe ser medio, ya que una planta muy rustificada tiene
baja tasa de crecimiento inicial en el campo, pero no sufre tanto la falta de agua como
una planta suculenta, que tiene como ventaja un mayor desarrollo inicial (Coppola et al.,
citados por Afion et al., 2004).

- Micorrizacion: Existen numerosas relaciones mutualisticas entre hongos y raices
de plantas vasculares y no vasculares. Una de las mas extendidas la constituyen las
asociaciones micorriticas, que involucran varios tipos de hongos del suelo y raices. La
especie Pinus taeda necesita de esta asociacion para su normal crecimiento.

El tipo de micorrizas que se asocian con el género Pinus son las ectomicorrizas,
las cuales presentan ciertas caracteristicas:

- Se presentan como un manto fingico alrededor de las raices, hifas intercelulares,
formando una red (red de Hartig) entre las primeras células corticales y un
conjunto de filamentos miceliares. Estos filamentos exploran el suelo para
asegurar la nutricion mineral de la asociacion (Frioni, 2006).

- Las hifas del hongo no penetran en el interior de las células de la raiz, si no que
se ubican sobre y entre las separaciones de éstas. Este tipo de micorrizacion es el
que predomina entre los arboles de zonas templadas, siendo especialmente
caracteristico en pinos, hayas y robles. Los hongos son tanto Basidiomycota
como Ascomycota.



2.3 CARACTERISTICAS DE Trichoderma harzianum

2.3.1 Clasificacién taxondmica

- Reino MYCETAE (Hongo superior)

- Division EUMYCOTA

- Subdivision DEUTEROMY COTINA Hongos imperfectos (hongos asexuales)
- Clase HYPHOMYCETES

- Orden HYPHALES (MONILIALES), las esporas asexuales se forman sobre las
hifas (o en su interior) y se encuentran expuestas libremente a la atmosfera

- Género Trichoderma
- Especie Trichoderma harzianum

(adaptado de Agrios, 1995).

2.3.2 Historia y evolucién

Las especies pertenecientes al género Trichoderma estan mundialmente presentes
y son facilmente aisladas del suelo, madera en descomposicion y en otras formas de
materia organica. Ellas son clasificadas como hongos imperfectos que raramente
presentan etapa sexual. La etapa sexual, cuando estd presente, se encuentra como
hongos Ascomycetes en el género Hypocrea.

La taxonomia tradicional estd basada en las diferencias morfologicas,
principalmente en el aparato de esporulacion asexual; en la actualidad ya se estdn
empleando técnicas moleculares para la identificacion y clasificacion de los organismos.
Consecuentemente la taxa ha ido de nueve a treinta y tres especies.

Dentro del género Trichoderma, las cepas silvestres se adaptan con facilidad y
pueden ser heterocaridticas (nicleo de distinto genotipo dentro de un mismo organismo),
las cepas comerciales usadas para control bioldgico pueden ser homocarioticas (nucleos
similares o idénticos). Este aspecto, en conjunto con el control estricto de la variaciéon a
través de la deriva genética, permite que las cepas comerciales no presenten mayor
variabilidad (Afion et al., 2004).
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Las colonias tienen rapido crecimiento y las esporas (conidios) se presentan de
color verde caracteristico del género. El reverso de las colonias es incoloro, amarillento,
verde-amarillento, y muchas especies producen clamidosporas, esporas de resistencia,
que se forman por engrosamiento de la pared de las células del micelio.

Este hongo saproéfito, forma estructuras de resistencia denominadas clamidosporas
intercalares o terminales en cortas ramificaciones, las cuales son unicelulares, pero
pueden fusionarse entre dos o mas de forma subglobosa, elipsoidal o periforme, de
coloracion subhialinas a amarillentas, de 4 a 12 um de didmetro, con una pared de 1 pm
de espesor (Bissett, citado por Cabrera et al., 2002). Estas son estructuras que permiten
sobrevivir y persistir de un afio a otro a hongos en el suelo y por su naturaleza
representan la forma de propagacion mas efectiva (Lewis y Papavizas, citados por
Cardenas, 2003).

2.3.3 Trichoderma como agente de biocontrol

El potencial de Trichoderma en el control de enfermedades fue descubierto en
1930 por Richard Weindling y en los siguientes afios se ha sumado el control de muchas
otras patologias.

En los 80" Baker en la Universidad de Colorado y Chet en Israel demostraron que
cepas de Trichoderma harzianum tenian la habilidad de promover el crecimiento de las
plantas y que este efecto estaba aparentemente separado de su habilidad como
bicontrolador (Harman y Kubicek, 1998).

Esto ha llevado a su uso en la produccion comercial para muchos cultivos en
EEUU, con mezclas de especies del mismo género en otros paises (Howell, 2003).

En la ultima década se ha utilizado en Uruguay productos comerciales a base de
Trichoderma para el control de enfermedades en vivero, principalmente horticola. Hoy
en dia también se esta implementando en viveros forestales.

Las especies de Trichoderma actian como hiperparasitos competitivos y
parasitismo directo de determinadas especies de Trichoderma sobre los hongos
fitopatogenos (Yedidia et al. 1999, Ezziyyani et al. 2003).

También se sabe que la induccion localizada de muerte celular, en el lugar de
infeccion de la planta hospedadora, estd acompafiada por una activacion transcripcional
de genes de defensa que codifican la sintesis de metabolitos antimicrobianos y proteinas.
Estas reacciones han sido confirmadas al demostrarse que no solo los patdogenos
atenuados son capaces de inducir reacciones de resistencia en las plantas, sino también
los microorganismos saprofitos agentes de biocontrol entre ellos los pertenecientes al
género Trichoderma, Bacillus y Pseudomonas (Smith et al., Van Peer et al., Maurhofer
et al., Benhamou y Chet, Ongena et al., Ezziyyani et al., citados por Ezziyanni et al.,
2004).
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Figura 1: Cultivos de T. harzianum cepa L1 aislada por Lage y cia.

Trichoderma produce enzimas (quitinasas, glucanasas, proteasas) inducibles con la
presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de sustratos,
lo cual facilita su produccion masiva para uso en la agricultura. Su gran tolerancia a
condiciones ambientales extremas y hébitat, donde los hongos son causantes de diversas
enfermedades, le permiten ser un eficiente agente de control. De igual forma pueden
sobrevivir en medios conteniendo herbicidas, fungicidas y pesticidas como DDT.
Ademas su gran variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control
biologico bajo diferentes sistemas de produccion y cultivos.

Trichoderma, toma nutrientes de los hongos (a los cuales degrada) y de materiales

organicos ayudando a su descomposicion, por lo cual las incorporaciones de materia
organica y compostaje favorecen su desarrollo ya que le proporcionan nutrientes.

2.3.4 Requerimientos nutricionales de Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum es un hongo aerobio obligado y al ser saproéfito del suelo,
usa un amplio rango de compuestos como fuentes de carbono y nitrogeno.

Este se desarrolla mejor con L-alanina, L-aspartico, acido L-glutdmico y acido
casamino como fuentes de nitrogeno. El desarrollo sobre NH*" fue considerablemente
superior que sobre NO®"; en tanto que algunos aislamientos de Trichoderma hamatum y
Trichoderma koningii fueron incapaces de usar NO®". Las mejores fuentes de carbon
fueron: dextrosa, fructosa, manosa, galactosa, xylosa, ribosa y celobiosa. Todos los
aislamientos probados descomponen rapidamente la celulosa (Danielson y Davey,
citados por Cabrera y Tejera, 2002).
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2.3.5 Factores que afectan el desarrollo vy la supervivencia de Trichoderma

2.3.5.1 Humedad

Dentro del género Trichoderma, las diferentes especies difieren en los
requerimientos de los contenidos de humedad. Algunas especies estan adaptadas a
condiciones de excesiva humedad como es el caso de Trichoderma hamatum y
Trichoderma pseudokoningii, mientras que otras necesitan niveles de humedad
moderados en el suelo para un buen desarrollo. Por lo general, el crecimiento en el suelo
se vio favorecido cuando no habia situaciones extremas de excesos de humedad o
cuando el suelo estaba demasiado seco (Danielson y Davey, citados por Cabrera y
Tejera, 2002).

2352 pH

Hay pocos estudios detallados del efecto del pH sobre el crecimiento del hongo en
sus medios naturales, pero usualmente el crecimiento optimo estd dentro del rango 4 a
6.5 y solamente pocas especies toleran un pH menor a 3.
La respuesta de los conidios a los nutrientes es también afectada por el pH, siendo
mayor la germinacion bajo condiciones acidas que neutras; mientras que la formacion de
los conidios parece no estar influenciada por cambios en el pH entre 2.2 y 7.6
(Danielson y Davey, citados por Cardenas, 2003).

2.3.5.3 Temperatura

La influencia de la temperatura sobre el crecimiento parece ser un fendmeno
adaptativo. Las especies originarias de climas calidos tienen temperaturas Optimas
mayores (Danielson y Davey, citados por Cardenas, 2003).

En un trabajo realizado por Danielson y Davey, citados por Cabrera et al. (2002), se
aislaron 16 cepas de diferentes especies, las cuales presentaron un rango de temperaturas
maximas entre 28° a 42 °C, con un rango de temperaturas Optimas de 22° a 34 °C.

Una de las cepas aisladas de Trichoderma harzianum, registré un buen crecimiento ain
a los 7 °C, tolerando una temperatura maxima para su desarrollo de 32 °C y mostrando
una temperatura 6ptima de 27 °C.
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2.3.6 Mecanismos de biocontrol de Trichoderma

El género Trichoderma comprende un gran nimero de especies que actiian como

agentes de control bioldgico, las propiedades antagonistas en las cuales se basan son la
activacion de multiples mecanismos.
Las especies de Trichoderma ejercen biocontrol contra hongos fitopatdogenos de manera
indirecta compitiendo por nutrientes y espacio, promoviendo el crecimiento de las
plantas o a través de mecanismos defensivos. También actiia directamente a través de
mecanismos como micoparasitismo.

Estos mecanismos indirectos y directos pueden actuar en coordinacion y su
importancia en el proceso de biocontrol depende de la especie de Trichoderma, del
hongo atacado, del cultivo hospedero y de las condiciones ambientales, incluyendo
disponibilidad de nutrientes, pH, concentracion de hierro en el suelo y temperatura.

La activacion de cada mecanismo implica la produccion de compuestos
especificos y metabolitos como factores de crecimiento de las plantas, enzimas
hidroliticas y antibidticos (Benitez et al., 2004).

2.3.6.1 Inactivacion de enzimas del patogeno

Enzimas de Botrytis cinerea, como quitinasas, glucanasas, pectinasas y cutinasas,
fueron suprimidas por la accion de una secrecion de proteasas de T. harzianum T39 en la
superficie de las plantas (Elad et al., 1999).

2.3.6.2 Competencia

La competencia es un mecanismo indirecto, donde no hay acciéon directa del
antagonista sobre el patogeno. En este caso ambos compiten imponiéndose uno de ellos
por ser capaz de procurarse de manera mas rapida y eficiente los nutrientes y o el sitio
necesario para desarrollarse. Este mecanismo hace referencia al desigual
comportamiento de dos 0 mas microorganismos ante un mismo requerimiento, cuando la
utilizacion de éste por uno de ellos reduce la cantidad disponible para otros (Mondino y
Vero, 2006).

Las especies de Trichoderma son consideradas competidores agresivos.
Trichoderma spp. tiene un rapido crecimiento y alta velocidad para colonizar el sustrato.
La competencia por la rizosfera de los agentes de biocontrol es importante,
especialmente en tratamientos de semillas. Esta es la zona critica de proteccion contra
patogenos. Es importante para el control de enfermedades de raiz, ya que un
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biocontrolador no puede competir por espacio y nutrientes si no puede crecer en la
rizésfera.

Las especies de Trichoderma, ya sean aplicadas al suelo o como tratamiento de
semillas, acompanan rapidamente el desarrollo del sistema radicular de las plantas
tratadas.

Tratamientos del suelo con esporas de Trichoderma harzianum, suprimen el desarrollo
del hongo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum y F.oxysporum f. sp. meloni.

La competencia es uno de los mecanismos utilizados, aunque no estd comprobado

que sea la actividad principal.
Marchetti et al., sugirieron la competencia a nivel de atmdsfera como mecanismo de
biocontrol. En experimentos in vitro, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, y Chalara
elegans, fueron fuertemente inhibidos por Trichoderma, mientras que Fusarium
oxysporum y Cytospora sp., mostraron resistencia a la actividad antagoénica de cuatro
especies de Trichoderma (Ozbay y Newman, 2004).

Trichoderma produce sustancias volatiles que inhiben el crecimiento de otros
hongos. Estas sustancias son notorias cuando Trichoderma es sembrado en placas y al
abrirlas se percibe olor a coco. >

2.3.6.3 Antibiosis

Trichoderma spp produce antibioticos volatiles y no volatiles.
Howell y Stipanovic (1983), aislaron y describieron un antibidtico, glovirin de
Gliocladium (Trichoderma) virens que fue fuertemente inhibitorio de Pythium ultimum y
Phytophtora. Sivan et al., citados por Ozbay y Newman (2004) reportaron que
Trichoderma era antagonista de Pythium aphanidermatum, producia componentes
inhibitorios.

Cuando se hacia crecer Trichoderma en una membrana de celofan sobre agar y
luego se removia esta membrana y en este agar se inoculaba Pythium, se vio que el
crecimiento del patdégeno era parcialmente inhibido por sustancias producidas por
Trichoderma.

Liftshitz et al., citados por Ozbay y Newman (2004), mostraron que el control de
especies de Pythium en porotos por Trichoderma harzianum cepa T12 y T. koningii cepa
T8, no era a causa de la competencia ni del micoparasitismo. Ellos explicaron el
biocontrol por la produccion de un factor toxico por el organismo biocontrolador que
inhibia el crecimiento de los patdégenos. A pesar de esto, los intentos de correlacionar la
antibiosis in vitro por Trichoderma sobre patogenos fungicos con lo que realmente
pasaba en sistemas naturales, no dieron resultado.

? Mondino P. 2007. Com. personal
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En bibliografia sobre Trichoderma se ha encontrado que secreta un numero de
antibioticos y antifungicos que incluyen: pironas, isocianatos, péptidos y trichotecenos.
No estd demostrado que estos metabolitos de accion antibiotica sean un factor de
biocontrol bajo condiciones de campo por lo que son un punto de especulacion (Ozbay y
Newman, 2004).

2.3.6.4 Produccion de enzimas

Las mas recientes busquedas que se han hecho para determinar los mecanismos de
control han conducido a explicaciones alternativas de biocontrol.

Enzimas como quitinasas o glucanasas producidas por el agente biocontrolador
son las responsables en suprimir al patdégeno. Estas enzimas funcionan quebrando los
polisacaridos, quitina y B-glucanos que son los responsables de la rigidez de las paredes
celulares de los hongos y destruyendo la integridad de la pared celular.

Las hifas del biocontrolador penetran el tejido cortical y epidérmico de la raiz
destruyendo las hifas del patogeno, con un pequeiio o nulo dafio en el tejido sano de la
planta (Howell, 2003).

Se ha visto que T. harzianum presenta este mecanismo en el control de alguna de

las enfermedades pero que no es el Unico, por lo tanto se podria decir que los
mecanismos no act@ian aisladamente sino que se combinan. Este hongo tiene la
capacidad de producir proteasas que inactivan las enzimas hidroliticas de Botrytis
cinerea. Las proteasas rompen las enzimas hidroliticas en las cadenas peptidicas y sus
constituyentes —aminoacidos-, con lo cual destruyen la capacidad de actuar sobre las
células de la planta.
El concepto de la biosintesis de enzimas como un mecanismo de biocontrol se ha
expandido hasta incluir el sinergismo entre la produccion de enzimas y antibidticos. Esto
quiere decir que el efecto de ambos procesos tiene buenos resultados en el control de
enfermedades (Benitez et al., 2004).

2.3.6.5 Resistencia inducida

Cepas especificas de hongos del género Trichoderma, colonizan y penetran los
tejidos radiculares de las plantas e inician una serie de cambios morfologicos y
bioquimicos que se considera que son parte de la respuesta de defensa de la misma. Esto
lleva a una resistencia sistémica inducida en toda la planta.

Esto fue demostrado con aislamientos de T. harzianum T39. Células del agente de
biocontrol aplicadas a raices de plantas y células muertas aplicadas a las hojas de pepino
indujeron control de moho polvoriento (mildiu).
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Raices de pepino inoculadas con T-203, mostraron mayor actividad de quitinasas, alfa
B1,3-glucanasas, celulasas y peroxidasas cuando fueron comparadas con el testigo sin
tratamiento, 72 horas después de la inoculacion (Yedidia et al.,1999).

2.3.6.6 Micoparasitismo

Trichoderma spp. son géneros activos como micoparasitos y por lo tanto pueden
servir como un potencial agente de biocontrol.
Trichoderma crece hacia las hifas de otros hongos, enrollandolos y degradan las paredes
celulares del hongo por la secrecion de diferentes enzimas liticas.

El proceso de micoparasitismo limita el crecimiento y actividad de los hongos
patogenos de las plantas. Trichoderma ataca las hifas de los hongos mediante el
enrrollamiento, con ganchos y apresorios como cuerpos y penetra la pared de las células
hospederas secretando enzimas liticas. Es una interaccion especifica y no una simple
respuesta al contacto. Trichoderma reconoce las sefiales del hongo hospedero.

Se conoce que Trichoderma harzianum produce una alta concentracion de enzimas
degradadoras de pared celular como alfa-1,3-glucanasas y diferentes enzimas
quitinoliticas. Estas enzimas han sido sugeridas como la clave del micoparasitismo.
Varias enzimas han sido purificadas, caracterizadas y su habilidad para inhibir la
germinacion de esporas y elongacion de las hifas del patégeno fue demostrada in vitro
(Corréa et al., 2001).

Algunos resultados experimentales reportaron un rol potencial atribuido a
quitinasas. Se piensa que €stas son enzimas clave en el micoparasitismo.

Trichoderma produce celulasas, alfa 1,3-glucanasas, quitinasas y degrada los
glucanos en la pared de Pythium spp. y la quitina y glucanos en la pared de Rhizoctonia
solani (Ozbay y Newman, 2004).

Las hifas de Trichoderma enrollan y penetran las hifas del patdogeno diluyendo el
contenido citoplasmatico.

2.3.7 Biopromocion de crecimiento por Trichoderma harzianum

El género Trichoderma aparte de controlar enfermedades producidas por diferentes
patdgenos, tiene la capacidad de promover el crecimiento de las plantas inoculadas con
el mismo.

Howell (2003) ha mostrado que plantas tratadas con una cepa de T. harzianum
han sido mas eficientes en la utilizacion del nitrégeno del suelo, debido a que existe una
fuerte interaccion entre una bacteria fijadora del nitrogeno (Bradyrhizobium japonicum)
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y Trichoderma harzianum. Tedricamente la combinacién bacteria-hongo permite una
eficiencia mayor en el uso de nitrégeno por la planta.

Estudios posteriores confirman que plantas inoculadas con Trichoderma presentan
un mayor desarrollo de las raices aumentando significativamente el peso seco radicular y
aéreo, mayor area foliar que plantas control (sin Trichoderma). También se ve un
aumento en los niveles de algunos nutrientes en raiz y tallo como ser Cu, P, Fe, Zn, Mn
y Na. Los autores consideran el aumento de la nutricién en la planta esta directamente
relacionada con el beneficio general del efecto en el crecimiento sobre el sistema
radicular con Trichoderma harzianum.

2.3.8 Proteccion de semillas contra el ataque de hongos patdgenos

Trichoderma coloniza las semillas botanicas protegiendo las futuras plantulas en la
fase post-emergente de patdogenos fungicos, garantizando la proxima cosecha. Asi las
semillas reciben una cobertura protectora cuyo efecto se muestra cuando la misma es
plantada en el sustrato correspondiente.

Las semillas agricolas, tratadas con Trichoderma protegen eficientemente las
pléntulas en el semillero sin necesidad de tratamiento del suelo previo a la siembra.

El empleo de Trichoderma por medio de las semillas es probablemente la forma
mas econdmica y extensiva para introducir el biocontrol en la produccién, el método
sencillamente consiste en tratar las semillas con una suspension acuosa de esporas o en
forma de polvo, con o sin necesidad de adherente.

2.3.9 Efectos adversos de Trichoderma harzianum como agente de biocontrol

El uso de este agente puede tener un efecto adverso en el proceso de
micorrizacion, debido a que suprime la colonizacién de las raices por los hongos
micorriticos (Smith y Read, 1997).

18



2.3.10 Caracterizacion de la principales enfermedades controladas por Trichoderma
harzianum

En este capitulo se hace énfasis en la caracterizacion de dos enfermedades:
Damping-off y Moho gris, ya que son las que aparecen mas frecuentemente en los
viveros donde existe produccion de coniferas como lo es Pinus taeda.

2.3.10.1 Damping off

Esta enfermedad se conoce con el nombre comun de “Enfermedad de los
almdacigos”, “Podredumbre de cuello” o “Mal de los semilleros”.
Los agentes causales de este mal son un grupo de varias especies: Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Phytophthora spp., Sclerotium spp, etc. (Romero,
2004).

Se trata de una enfermedad cosmopolita caracterizada por provocar dafios de alto
nivel de manera rapida como ser:

- fallas de germinacion

- ataque de pre-emergencia

- ataque post-emergencia

- ataque de copas “top killing”

- podredumbre de raiz “root rot”

Las caracteristicas ambientales como ser humedad y temperatura hacen variar la
presencia o ausencia de los diferentes patogenos del damping off, ya que todos tienen
rangos de sobrevivencia distintos.

2.3.10.2 Moho gris

Es una enfermedad producida por el patégeno Botrytis cinerea pers ex Fr.
(Romero, citado por Afidon et al., 2004) que ha cobrado mucha importancia en los
viveros forestales, ya que, su presencia provoca el vuelco de apices que aparecen
cubiertos de moho gris y posteriormente ocurre la muerte de la planta.

El patogeno Botrytis cinerea produce gran cantidad de micelio gris y varios
conidi6foros largos y ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos
de conidios ovoides, unicelulares, incoloros o de color gris. El hongo libera facilmente
sus conidios cuando el clima es humedo y luego éstos son diseminados por el viento. El
hongo a menudo produce esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro.

Otro factor de estrés ambiental predisponente al ataque de Botrytis es la baja intensidad
luminica, ya que provoca un debilitamiento de la planta y posterior colonizacion del
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patdégeno. Asi como también es favorecida por clima hiumedo y temperaturas medias
(18 a 23° C) para que se desarrolle adecuadamente, esporule, libere y germinen sus
esporas y producir la infeccion.

Botrytis inverna en el suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cual se
desarrolla sobre restos de plantas en proceso de descomposicion. Al parecer, este hongo
no infecta a las semillas, pero puede propagarse con las mismas si estdn contaminadas o
sobre restos de plantas a los que ha infectado (Agrios, 1996).

En la pagina a continuacion se presenta el cuadro No. 2 en el cual se muestran las
diferentes especies de hongos fitopatogenos controlados por Trichoderma.
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Cuadro 2: Diferentes especies de hongos fitopatogenos controlados por el Trichoderma

Fitopatogenos
controlados
Trichoderma

por

Armillaria spp

Colletotrichum
gloeosporioides

Fusarium moniliforme
Phytophthora infestans
Phytophthora spp
Pythium spp

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Macrophomina phaseolina

Sclerotinia sclerotiorum

Rosellinia necatrix

Botrytis cinerea

Cylindrocladium
scoparium

Fuente: adaptado de Herrera-Estrella y Carsolio (1998).

Enfermedad

Pudricién de raices.

Antracnosis

Pudriciéon
Gota
Pudriciéon

Pudricion algodonosa,
volcamiento

Marchitamientos
vasculares

Pudricion algodonosa,
volcamiento

Carbon de las raices.
Pudricién algodonosa,
volcamiento
Pudriciéon blanca de
raices

Moho gris

Volcamiento
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Cultivo

Frutales

Papa, tomate, frijol, fresa, flores,
tomate.

Maiz
Papa, pepino de agua
Tabaco, flores, frutales, etc.

Varios cultivos.

Papa, tomate,
maiz, clavel.

frijol, platano,

Zanahoria, tomate, lechuga, col,
café, papa, cebolla, ajo,
pimenton.

Maiz, frijol, melon, ajonjoli.

Habichuela, tomate, lechuga,
col, café, papa, cebolla, ajo,
pimenton.

Aguacate, manzano

Papa, tomate, frijol, fresa, flores,
tomate.

Pino



2.4 PEROXIDASAS

Al igual que los animales, las plantas estan expuestas a patogenos de diversa
naturaleza que pueden causarles enfermedad, e incluso la muerte. Y al igual que los
otros organismos, las plantas poseen mecanismos para defenderse de ellos.

También se sabe que la induccion localizada de muerte celular, en el lugar de
infeccion de la planta hospedadora, esta acompafnada por una activacion transcripcional
de genes de defensa que codifican la sintesis de metabolitos antimicrobianos y proteinas.
Estas reacciones han sido confirmadas al demostrarse que no so6lo los patogenos
atenuados son capaces de inducir reacciones de resistencia en las plantas, sino también
los microorganismos saprofitos agentes de biocontrol, entre ellos los pertenecientes al
género Trichoderma, Bacillus y Pseudomonas (Ezziyyani et al., citados por Ezziyyani et
al., 2005).

Las defensas preformadas de las plantas se clasifican en bioquimicas y mecanicas.
Dentro de las reacciones bioquimicas estd involucrada la activacion de proteinas
relacionadas a la patogénesis (proteinas PR, pathogenesis-related). Estas son
sintetizadas por la planta en respuesta a condiciones de estrés y al ataque del patdgeno,
acumuldndose rapidamente luego del reconocimiento. Algunas PR son quitinasas o
glucanasas, enzimas capaces de degradar a los polisacaridos que constituyen la pared
celular de muchos hongos, reduciendo su crecimiento. Otro ejemplo de proteinas PR son
las peroxidasas que degradan peréxidos y las lipooxigenasas, enzimas que generan
moléculas que extienden a toda la planta el estado de “alerta”.

En el caso de las peroxidasas, se trata de una respuesta bioquimica, y las
caracteristicas de la misma son las siguientes:

- Involucran tres grandes grupos de compuestos: péptidos y proteinas; metabolitos
secundarios, e inhibidores de proteasas.

- La mayoria de las plantas sanas poseen metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas. Tales compuestos pueden estar presentes en su forma activa, o
estar almacenados como precursores inactivos que son convertidos en las formas
bioldégicamente activas por enzimas de la planta, en respuesta al ataque de
patogenos o al dafio de los tejidos.

- En general, estos compuestos inhibidores preformados se encuentran
almacenados en vacuolas u otros organelos de las capas celulares externas de la
planta (Buchanan et al., 2000).

- Las peroxidasas dentro de la célula vegetal se encuentran dentro de organelos
especificos llamados peroxisomas, que a su vez se alojan dentro de los
cloroplastos (Fleischer y Packer, 1974).
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La respuesta de la planta implica modificar el metabolismo de las células vegetales
involucradas en la reaccion de defensa. Esto incluye la activacion de genes involucrados
en funciones de defensa, la apertura de canales para el intercambio de iones, la
modificacion de proteinas y la activacion de enzimas preexistentes.

Respuestas inmediatas de las células invadidas

Generaciin de especies reactivas de oxigeno y
sintesis de dddo nifrico (s=fiales)

Aparura de canales idnicos

Fosforilacianfde fosforkacin de proteinas
Reareqlos del esquekin ciloplasmatico
Respuasta hipersensible (HR) ¥ muerda celular
Induccidn génica J

Patdgeno

D

M
)

Respuestas locales y activacion de genes

Alteraciones en ks rutas de metabolismo 2o
Frenado del ciclo celular

Sintesis da profeinas PR

Acurnulacidn de Acides benzoico y salicilico, y
productidn de etileno y 4cido jasmarico Eenales
difesibles)

Fortificacién de las paedes celulams l_

=3}

P

5
Respuestas sistémicas y activacion de genes W
Glucanasas i
Quitinasas wl
Peroxidasas

Sintesls de ofras proteinas PR

Figura 2: Representacion esquematica del orden temporal de activacion de las defensas
de la planta, localmente y sistémicamente (en toda la planta), desde el sitio inicial de
invasion por el patégeno (adaptado de Buchanan et al., 2000).

Esta induccion de las respuestas defensivas de la planta en forma rapida y
altamente localizada resulta en la generacion de un ambiente de condiciones
desfavorables para el crecimiento y reproduccion del patdgeno. Al mismo tiempo, las
células vegetales eliminan y dificultan la dispersion de toxinas generadas por el
patdégeno. Estas respuestas inician una respuesta sistémica de mas larga duracion
denominada Resistencia Sistémica Adquirida que previene a la planta contra ataques
futuros del mismo u otros patdogenos.

Dado que estas respuestas requieren una gran inversion de componentes celulares,

las defensas se mantienen bajo un ajustado control genético y solo se activan frente a la
presencia del patogeno (Levitus, 2003).
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Las peroxidasas son un tipo de enzimas muy extendidas en toda la escala
filogenética.
Catalizan reacciones bisustrato de caracter redox, utilizando el peréxido como oxidante
(a lo que deben su nombre) y un segundo sustrato de caracteristicas reductoras que es
oxidado por el peroxido.

Practicamente todas las peroxidasas son hemoproteinas (excepcion notable es la
glutation peroxidasa, que es una selenoproteina) y tienen como sustrato comun el H,O,
(peroxido de hidrogeno).

Se encuentran localizadas en: animales, plantas, hongos y organismos procariotas.
Las peroxidasas de plantas se caracterizan por ser glicoproteinas monoméricas que
contienen dos iones calcio y 4 puentes disulfuro. Como enzima mads representativa y
estudiada se encuentra la peroxidasa de raiz de rabano conocida por sus siglas en inglés
como HRP. Se trata de una enzima de secrecion, que interviene en diversos procesos:
formacion de radicales libres (sintesis de pared celular); oxidacion de metabolitos
secundarios (reaccion de defensa); regulacion del crecimiento y diferenciacion celular.
Las peroxidasas tienen un gran interés medio ambiental y biotecnoldgico. Son utilizadas
para el tratamiento de residuos industriales y agrarios; en las industrias papeleras para el
blanqueamiento de la pulpa de celulosa; en la obtencién de plantas transgénicas; en el
control de plagas mediante la sintesis de insecticidas no perjudiciales para el medio
ambiente (Hernédndez, 1998).

La superfamilia de peroxidasas en las plantas se divide en 3 clases, basado en las
diferencias de estructura primaria:

- Clase 1: incluyen enzimas intracelulares en plantas, bacterias y algunos tipos de
hongos, como citocromo ¢ peroxidasa microbiana (EC1.11.1.5), catalasa peroxidasa
bacteriana (EC 1.11.1.6) y ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11).

- Clase 2: peroxidasas extracelulares de hongos incluyendo ligno-peroxidasas
(EC 1.11.1.14) y Mn*" peroxidasa independiente (EC 1.11.1.13).

- Clase 3: las peroxidasas de plantas (EC 1.11.1.7) fueron descriptas originalmente como
peroxidasas y son secretadas fuera de las células o transportadas dentro de las vacuolas.
Son ampliamente encontradas en animales, plantas y microbios y oxidan un vasto rango
de componentes (donadores de electrones) en la presencia de peroxido de hidrégeno
(H203).

A esta clase pertenecen las peroxidasas estudiadas en este ensayo.
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Varias funciones fisiologicas para las peroxidasas de la clase 3 han sido sugeridas,
por ejemplo:
remocion de H,O,
oxidacion de reductores toxicos
biosintesis y degradacion de lignina
respuesta de defensa ante heridas
catabolismo de auxinas

Tienen un amplio rango de especificidad de sustrato y existe una multitud de formas
de isoenzimas, haciendo dificil saber cual es la funcion precisa (Kawaoka et al., 2003).

En cuanto a la respuesta de defensa ante heridas, ésta ha sido explicada por las
peroxidasas por su rol catalitico en el entrecruzamiento de pectinas y proteinas
estructurales de las paredes celulares o por la polimerizaciéon de mondémeros fenolicos de
la lignina y suberina, en un ensayo realizado por Benitez et al. (2004).

2.5 TRICHOSOIL ®

Trichosoil es un fungicida bioldgico a base de una cepa de Trichoderma
harzianum, cepa L1 aislada por Lage y Cia. S.A. en el Departamento de Canelones a
partir de un escleroto de Sclerotum rolfsii en un cultivo de ajo.

Trichosoil se compone de: Trichoderma harzianum cepa L1 (minimo 5 x 10® ufc/g de
producto) en un 58,8 % y de materia inerte en un 41,2 %.

Formulado en un soporte sélido de facil aplicacion, que se incorpora a sustratos
para la produccion de plantines o en suspension acuosa como riego en el transplante o al
cuello de plantines o plantas de cultivos forestales, horticolas y ornamentales.

También puede ser aplicado en canteros con suelo desinfectado, ya sea solarizado o con
desinfectante de suelos, o en suelos sin desinfectar con una mayor dosificacion.

Ha sido especialmente desarrollado para el control de hongos patogenos del
género Sclerotium spp, Sclerotinia spp, Botrytis spp, Fusarium spp y los pertenecientes
al complejo damping-off.

En condiciones de invernaculo y de campo, Trichosoil detiene el desarrollo del
micelio del patdgeno y de las estructuras de resistencia, como los esclerotos. A éstos
ultimos no acceden los productos quimicos y permanecen en el suelo como fuente de
in6culo potencial para sucesivos cultivos.

Tiene un espectro definido de tolerancia a fungicidas como flutolanil, ipriodone,

metalaxil, propamocarb, folpet, entre otros, y se han constatado incrementos en el
porcentaje de plantas sanas y reduccion de la incidencia y severidad del patogeno
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(Sclerotium spp y Sclerotinia spp) cuando se aplica Trichosoil con los fungicidas
citados.

También es posible alternarlo con fungicidas en un plan de Manejo Integrado de
enfermedades como las causadas por Botrytis cinerea, Sclerotinia spp o

Fusarium spp; tomando la decisién de aplicar uno u otro producto segiin el ciclo en que
se encuentre el patdogeno y las condiciones ambientales.

Debe tenerse en cuenta que Trichosoil no ejerce accién inmediata de control y es
necesario un tiempo luego de su aplicacion para que colonice el sustrato o superficie
vegetal, lo cual depende entre otras cosas, de las condiciones de temperatura y humedad
(Andn et al., 2004).

La producciéon de agentes microbianos como en este caso Trichosoil, se obtiene
cumpliendo las siguientes etapas:

1)- La seleccion de cepas que requiere la definicion de todos aquellos parametros de
eficiencia, competitividad y persistencia en el sistema que permitan comparar el mayor
numero posible de individuos aislados y también cepas seleccionadas liberadas o de
colecciones extranjeras, que mantengan estabilidad genética frente a la manipulacion y
sucesivos cultivos sin sufrir alteraciones de su genoma.

2)- Aptitud para el cultivo en medios comerciales, para verificar la habilidad y capacidad
de producir biomasa en contenedores industriales con ingredientes econdmicos y
disponibles en el pais o de facil acceso.

3)- Seleccién del soporte para la vehiculizacion del agente microbiano, teniendo en
cuenta:

-la necesidad de esterilizacion del mismo por el método mas conveniente y
econdémico

-la disponibilidad y facilidades para su manipuleo

-la capacidad de sostener altas poblaciones microbianas en almacenamiento por
periodos no menores a 6 meses.

4)- Formulacién del producto comercial, etapa que comprende todo lo referente al
comportamiento del principio activo (el o los agentes microbianos seleccionados) en el
vehiculo y la compatibilidad con los adyuvantes.

5)- Envase y envasado requieren definicion de las caracteristicas en funcion del
mercado, infraestructura para el envasado y condiciones de almacenamiento en planta y
en el mercado.

Un producto comercial a base de un agente microbiano debera mantener eficacia similar
al potencial de la cepa incluida, estabilidad fisica y biologica en almacenamiento, bajo
costo para el productor (usuario final), practicidad en la aplicacion, buena cobertura del
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follaje, tolerancia a condiciones ambientales adversas, compatibilidad con aquellos
agroquimicos mas empleados, entre otros parametros cualitativos.

Debera tener una concentracion que iguale o supere los estandares preestablecidos para
los cultivos liquidos, el producto salido de planta industrial y el producto almacenado.

En conclusion, la calidad final del producto se define a través de la concentracion
minima exigida para el producto salido de fabrica, la concentracion minima requerida a
la fecha de vencimiento, pureza, viabilidad, estabilidad e identidad genética del
organismo, entre otros pardmetros que deben ser establecidos para cada agente
microbiano (adaptado de Mondino y Vero, 2006).

2.6 USO DE CORTEZA DE PINO COMO COMPONENTE DEL SUSTRATO
UTILIZADO

Debido a que el hongo Trichoderma fue sembrado en el sustrato y el mismo se
compone de 60% de corteza de pino compostada, se dara a ésta una descripcion
detallada de sus caracteristicas, ya que se considera un factor importante para el
desarrollo del hongo y de la planta misma.

A continuacion se hace énfasis en la preparacion y compostaje de la corteza de pino.

2.6.1 Componentes de la corteza

Se considera corteza a todo material sobre el exterior del ultimo anillo del xilema
secundario (Maggs, 1987). Se puede hacer una diferencia entre corteza interna, la cual
incluye el cambium vascular y la porcion viva del floema conductor, y corteza externa la
cual consiste en la peridermis y los tejidos aislados por esta formacion (Zimmerman y
Brown, 1974).

La corteza como medio de desarrollo para la planta se compone de los siguientes
componentes en proporciones variables:

- materia organica y organismos vivos

- fraccion inorgénica con particulas minerales
- agua

- aire

La materia orgénica es la fraccion base en la cual la planta ancla y tiene un 6ptimo
crecimiento radicular. Un buen medio de crecimiento suministra a las raices agua, aire y
elementos nutritivos en proporciones balanceadas. Estos factores anteriormente
nombrados son influenciados por las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
medio.
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2.6.2 Composicién quimica de la corteza

La composicion quimica de la corteza de pino es importante conocerla cuando se
prepara como medio de crecimiento.
La corteza de Pinus taeda contiene: extractivos neutros solubles (17,3%), extractivos
alcali-solubles (20.8%), lignina después de extraccion alcali (20.4), holocelulosa
(41.7%) y cenizas (0.7).
Los compuestos solubles con extractivos neutros son los que presentan mayor
importancia debido a que son los responsables de las propiedades fitotoxicas de la
corteza.

2.6.2.1 Constituyentes organicos
- Taninos

Son los que dan a la corteza el olor caracteristico y no permiten el desarrollo de
semillas debido a que son toxicos y reducen el crecimiento radicular. Esto sucede en
corteza que no ha sido compostada aun.

Afortunadamente los taninos son solubles en agua, por lo que, luego de ser molida
la corteza y pasado cierta cantidad de semanas, su cantidad de reduce a niveles que dejan
de ser toxicos para las plantas. Ademas los taninos son desnaturalizados por calor y por
el proceso de compostaje, el rango de temperatura de la pila de corteza a compostar
ayuda a reducir los niveles de estos compuestos.

- Celulosa

Es el polisacarido de la corteza, forma parte del grupo de la holocelulosa. Su
porcentaje difiere seglin las especies y edades, teniendo los arboles jovenes una mayor
cantidad.

Durante el compostaje la celulosa es la fraccion que es mas rapidamente atacada
por los microorganismos y su contenido determina los requerimientos de nitrogeno
durante el proceso de compostaje. En general la corteza de pino tiene bajas cantidades de
celulosa en comparacion a los Eucalyptus, requiriendo mayor agregado de nitrogeno
para compostaje de corteza de pino que para la de Eucalyptus.

- Lignina
Muchas cortezas tienen levemente una mayor cantidad de lignina que celulosa.

Esta lignina es resistente a la degradacion enzimatica y en periodos largos de tiempo se
observa una minima disminucion de la misma. A causa del alto contenido de lignina en
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la corteza se forma un medio de crecimiento estable que no pierde su estructura ni sus
propiedades fisicas como ocurre en el proceso de descomposicion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR, EPOCA Y DURACION DEL ENSAYO

El ensayo se realiz6 en el vivero “La Buena Unidn” perteneciente a la empresa
Colonvade S.A., en el periodo correspondiente al 4 de diciembre de 2006 hasta el 30 de
junio del 2007.

3.2 INVERNACULO

El invernaculo donde se realizd el ensayo tiene una superficie aproximada de
600m® (10m x 60m); los caminos internos son de hormigén y las bandejas estin
colocadas en rieles de chapa, los cuales a su vez se sostienen en un soporte de madera.
Debajo de estos soportes la superficie del suelo esta cubierta de piedras pequeias que
evitan el crecimiento de malezas, en donde pueden convivir ciertos patdogenos y
pequefios animales que perjudican a las plantas y a los operarios del vivero.

Las bandejas sobre los rieles se encuentran apoyadas a una altura de
aproximadamente 1m, lo que ayuda a un mejor manipuleo y traslado de las mismas.

La estructura del invernaculo se compone de cafios galvanizados cubiertos por
polietileno transparente con filtro para rayos ultravioletas y malla sombrite.
Hay dos tipos de mallas sombrite: una lateral que intercepta el 80 % de la luz solar y una
superior que intercepta el 20 %. A su vez, la misma malla también brinda proteccion
contra pajaros, que se comen las semillas recién sembradas.

;ith;&lz:-r_‘.ﬁtn—i'— R L1

Figura 3: Foto del interior del invernaculo
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3.3 SUSTRATO

El sustrato utilizado en este ensayo se compone de 60 % de corteza de pino
compostada proveniente de Corrientes (Argentina) y 40 % de turba. Las propiedades
del mismo son las siguientes:

* pH: 4,8-5.5
* Conductividad eléctrica: 800-1000 micro Siemens
* Densidad: 380-450 g/Kg (varia con la humedad y tamafio de particulas)

A dicho sustrato se le incorporé Superfosfato de Ca en una dosis de 4kg/m’, en
aquellos tratamientos en los cuales la aplicacion de fertilizacion starter ya se habia
determinado.

3.4 TRICHOSOIL

Se agregd este biofungicida en diferentes cantidades segin los tratamientos
planteados y se hicieron diferentes monticulos de sustrato.
Se utilizaron 3 dosis de Trichosoil 0, 330 y 660grs lo que equivale a 0, 3 y 6 kg/m’ de
sustrato respectivamente.

El producto (Trichosoil) se incorpor6 al sustrato el 21 de noviembre del 2006 y se
cubri6 con nylon, para incubar y promover la germinacion de los conidios y el
desarrollo de mas micelio de Trichoderma harzianum cepa L1.

3.5 BANDEJAS

Las bandejas utilizadas son de PVC negro, de 72 celdas cada una con un volumen
por celda de 93cm’.
La forma de las celdas es de pirdmide truncada e invertida y poseen bordes rectos y
costillas para evitar la espiralizacion de raices.
Las bandejas presentan pequefios espacios huecos entre las celdas con el objetivo de
mejorar la densidad y distribucion de los plantines.

3.6 SEMILLAS
Las semillas de Pinus taeda utilizadas en el ensayo fueron importadas de Pelham,

Alabama (Estados Unidos). Estas fueron tratadas en el pais de origen con CAPTAN
0,8 kg/kg de semillay THIRAM 8,5 g/kg de semilla, como tratamiento fungicida.
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En uno de los tratamientos ensayados, la semilla utilizada no fue tratada previamente
con fungicidas.
Las semillas previo a la siembra se conservaron en heladera a 4°C.

3.7 SIEMBRA

Se llenaron las bandejas el 4 de diciembre de 2006, identificando cada una segun
el sustrato.

La siembra se realizd con una sembradora neumatica, la cual colocaba dos
semillas por celda. Luego se cubrieron las bandejas sembradas con vermiculita.

3.8 RIEGO

El sistema utilizado es por aspersion, lo que asegura alta uniformidad, una mejor

penetracion del agua en profundidad y un menor riesgo de pérdida de semillas y lavado
de sustrato.
Este método de aplicacion consta de un carro moévil con barra hacia los dos lados
equipada con boquillas adaptables segin etapa de crecimiento y aplicacion de
fertilizante. Las boquillas cominmente utilizadas son planas con un caudal de 9mm/hora
para riego.

La frecuencia e intensidad del riego van variando segtn los requerimientos de las
plantas en desarrollo y la época del afio.

v__.___ 2 :ﬁ_—- . 1

Figura 4: Carro movil que realiza el riego por aspersion
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El sistema de riego se compone por los siguientes elementos:

* 4 pozos semisurgentes que generan un caudal de 14 metros cubicos por hora.
» Tanques Australianos con capacidad para 450 metros ctbicos.

* Tajamar de reserva con capacidad para 25.000 metros ctbicos.

* Alas con aspersores sobre un carril autoportante.

La calidad del agua de riego, es muy buena debido a la zona en la que se encuentra
ubicado el vivero, donde aflora el Acuifero Guarani.

Dicha agua no presenta problemas de dureza, ni presencia de materia organica o alta
salinidad.

3.9 FERTILIZACION

Cuadro 3: El siguiente cuadro muestra el programa de fertilizacion aplicado:

Etapa Fecha Fertilizante a | Dosis Dosis  por | Dosis de los
usar por bandeja bloques (30
plantin | grs. bandejas)grs.
grs.
(celda)
Starter SuperP de Ca | 0.558 40.176 1205.28
Arranque 02/02/07 | NPK  (2:3:2) | 0.175 12.6 378
al Fosfato de
16/02/07 | amonio 18:44
Cria 13/03/07 | NPK (3:2:2), | 0.056 4.032 120.96
al Fosfato de
22/03/07 | amonio +
N03NH4
Terminacion | 28/03/07 | NPK (2:3:5) | 0.056 4.032 120.96
al
04/04/07

La fertilizacion fue aplicada junto con el riego, en tres etapas que fueron detalladas
en el cuadro anterior.
La fase de arranque, se llevo a cabo en 2 semanas y la de cria y terminacién en 1 semana
cada una. Las dosis de fertilizante son las aplicadas por tratamiento en el total del ciclo.

En un principio se pretendio seguir el programa de fertilizacion utilizado por la

empresa Colonvade S.A., pero debido al rapido crecimiento de las plantas se decidio
disminuir las aplicaciones.
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Programa de fertilizacion utilizado por Colonvade S.A.:

Semana 1-2-3-4-5-6 | 7-8-9-10 11-12-13-14-15-16 | 17-18-19
Etapa de
fertilizacion | Starter Arranque Cria Terminacion

3.10 TRATAMIENTOS

En el siguiente cuadro se presentan los tratamientos planteados en el ensayo, ene 1
cual se prueban diferentes dosis de Trichosoil y aplicacion o no de fertilizacion starter.

Cuadro 4: Tratamientos planteados en el ensayo:

TO | Con fertilizacion starter (Superfosfato de Ca) Sin Trichosoil | 20 b. sembradas
T1 | Con fertilizacion starter + 330grs de Trichosoil 35 b. sembradas
T2 | Sin fertilizacion starter + 330grs de Trichosoil 36 b. sembradas
T3 | Con fertilizacion starter + 660grs de Trichosoil 36 b. sembradas
T4 | Sin fertilizacion starter + 660grs de Trichosoil 38 b. sembradas
T5 | idem T0/Sin semilla curada 20 b. sembradas

Se realizaron 6 tratamientos en los cuales se vario la dosis de Trichosoil, y la
aplicacion o no de fertilizacion starter. El tratamiento 5 se probo para ver si hay
diferencia, al utilizar semilla no curada, frente al TO que es igual pero con semilla
curada.

Se tomo el tratamiento 0 como testigo, el cual siguid el programa de fertilizacion
comunmente aplicado por la empresa.

3.11 DISENO ESTADISTICO
El disefio estadistico utilizado fue de bloques completos al azar, en donde se

hicieron 5 bloques con los 6 tratamientos cada uno. La unidad experimental son las
bandejas que poseen una capacidad de 72 plantines.
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Figura 5: Disefio del ensayo con los diferentes bloques
3.11.1 Muestreo
3.11.1.1 Sustrato
Se realizo un analisis de sobrevivencia de Trichoderma harzianum.
Las muestras se tomaron el 28 de marzo y posteriormente se llevaron al Laboratorio
Lage y cia. S.A. en donde se realiz6 el andlisis.
3.11.1.2 Plantines
Parametros morfologicos

- altura y didmetro de cuello

Los plantines medidos por bandeja se seleccionaron por sorteo. Se realizaron
dichas medidas el 13, 28 de marzo y 20 de abril.

Parametros fisiologicos
- analisis foliar: Nitrégeno, Potasio, Fosforo y Boro

Se realizd un primer muestreo el 28 de marzo y un segundo muestreo el 04 de abril,
coincidiendo con la segunda y tercer etapa de fertilizacion.
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- peso fresco y peso seco de parte aérea y radicular

Este procedimiento se realiz6 en el laboratorio de Suelos y Aguas de Facultad de
Agronomia.
Para mantener los plantines en buen estado, se colocaron en bolsas de polietileno
tratando de que la parte radicular permaneciera adherida al sustrato himedo y la parte
aérea en contacto con la atmdsfera. Se mantuvieron en heladera hasta la realizacion del
procedimiento.

3.12 MEDIDAS REALIZADAS
3.12.1 En sustrato

Se tomaron muestras de sustrato de los diferentes tratamientos y se almaceno en
heladera hasta el momento de realizar el analisis en el laboratorio de Lage y cia. S.A.

El procedimiento utilizado —Recuento de viables por método de dilucioén en placa-,
para el conteo de colonias fue explicado por la Ing. Agr. Claudine Folch, quien fue la
encargada de efectuarlo en el laboratorio y consta de los siguientes pasos:

- Extraccion de 10 g de sustrato de cada muestra y posteriores diluciones (10-3,
10-4, 10-5).

- Siembra de las distintas diluciones en una cantidad de 0,5 ml por placa de Petri,
previamente esterilizadas en un medio de cultivo con los siguientes contenidos:

* Sacarosa 10 g/l

*Agar10 g

* Extracto de levadura 1,5 g/l

* Cloruro de sodio 0,1 g/l

* Sulfato de magnesio 0,2 g/l

* Sulfato de estreptomicina 50 mg
* Fosfato dipotasico (al 50%) 1 g/l
* Colorante rojo congo 10 ml

- Se ajust6 a un pH de 5-5,3. Las placas se prepararon 2 dias antes de sembrar el
inéculo, conteniendo 13 ml del medio cada placa.

- Posteriormente a la siembra del in6culo, las placas se colocaron en estufa a 23 +
2 °C durante 48 horas cuando se hizo el primer recuento. A las 72 horas se hace
el segundo recuento y se espera hasta la esporulacion del hongo.

- El recuento promedio de las placas se multiplica por la dilucion que le
corresponde. Los datos se expresan en UFC por gramo de sustrato.
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3.12.2 Plantines
3.12.2.1 Analisis foliar

Se realiz6 en el laboratorio de la Ing. Agr. Alicia Crossara. Para el mismo se
tomaron 5 plantines de cada tratamiento, a excepcion de los tratamientos 2 y 4, de los
cuales se tomaron 16 plantines debido a su reducido tamaifio.

3.12.2.2 Mediciones morfologicas

Se midieron los parametros altura y didmetro de cuello, en los mismos plantines
que formaron los bloques. A dichos plantines se los midid en 3 momentos: 13, 28 de
marzo y 20 de abril, coincidiendo las fechas con la terminaciéon de cada fase de la
fertilizacion.

Se utilizaron como instrumentos de medida regla milimetrada para altura y calibre para
diametro de cuello (Anexos Tabla 1).

3.12.2.3 Mediciones fisioldgicas

Se sortearon las celdas de las cuales se sacaron los plantines que formaron las
muestras, éstas estaban formadas por 5 plantines por tratamiento por bloque.
Se realizaron las mediciones el 14 de marzo y el 24 de abril de 2007. (Anexos Tabla 2)

El procedimiento que se realizd fue el siguiente: las muestras de la heladera se
lavaron con agua destilada, se separd parte aérea y radicular de los plantines que
formaron la muestra y se secaron con papel absorbente, luego se prosiguid a pesar en
balanza de alta precision para obtener peso fresco de la parte aérea y radicular.

Para realizar peso seco se sigui6 un procedimiento de INIA, que se basa en el
secado de la muestra en el microondas, variando los tiempos segun el tamafio de la
misma. Las muestras se colocan en bolsas de papel junto a un vaso de Bohemia con agua
y van al microondas por una lapso de 4 a 5 minutos. El vaso de Bohemia permite que la
muestra no se incinere (Cozzolino, 1994).
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3.12.3 Analisis de la actividad de las peroxidasas

Este analisis se realizd en la Catedra de Bioquimica, Facultad de Quimica por
Laura Franco.

La actividad fue expresada en unidades de enzima (UE) definida como "la
cantidad de enzima que cataliza la aparicion de 1 microl de producto (o-dianisidina
oxidada) por minuto en las condiciones ensayadas (Temperatura ambiente, pH 4.8).

El resultado est4 expresado de dos maneras:
1) UE totales por gramo de material fresco utilizado.

2) UE totales por miligramos de proteinas solubles extraidas. La concentracion de
proteinas solubles se realizo por método de Biuret.

La reaccion o prueba de Biuret es un método que detecta la presencia de
compuestos con dos o mas enlaces peptidicos y, por tanto, sirve para todas las proteinas
y péptidos cortos.

La reaccion xantroproteica es un método que se puede utilizar para determinar la
cantidad de proteina soluble en una solucion. El reactivo del biuret (sulfato de cobre en
una base fuerte) reacciona con los enlaces del péptido y cambia el color cuando entra en
contacto con otra sustancia. El espectrofotometro se puede entonces utilizar para medir
la intensidad del color que se produjo. Mientras mas cantidad de proteina esté presente
en la solucion, mas oscuro es el color.

Este test especifico es para reconocer enlaces peptidicos, por lo tanto requiere de la
presencia de al menos un tetrapéptido para que de positivo. Los reactivos utilizados son
NaOH y SO4Cu.5H,O. Opera a través del ion Cu®" el que en reaccion alcalina
interacciona con los iones de N™ de los grupos amino formando un complejo color
violeta.

3.13 OTRAS CONSIDERACIONES

Cabe destacar que durante el ciclo del ensayo no se presentaron enfermedades, por
lo tanto no fue necesario la aplicacion de fungicidas, lo que podria haber disminuido la
cantidad de Trichoderma harzianum en el sustrato.

Hacia el final del ensayo se present6 un ataque de hormigas, lo que no permitio la

medicion de altura de algunos plantines de la muestra, pero este hecho no se considero6
de gran relevancia.
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3.14 ANALISIS ESTADISTICO

A los efectos del anélisis estadistico, los 6 tratamientos se agruparon en 3 grupos:
el primero fue solo el testigo con curasemilla (tratamiento 0), el segundo el testigo sin
curasemilla (tratamiento 5), y el tercero los tratamientos en que se combinaba las dosis
330 y 660grs de Trichosoil, con y sin fertilizacion starter en un factorial completo
(tratamientos de 1 a 4)

Las variables analizadas fueron: Pesos frescos y secos de parte aérea y radicular,
altura y diametro.

Se ajustd un modelo lineal general de medidas repetidas en el tiempo. La forma
general del mismo fue la siguiente:

(MAO)jkm(Ti) + €ijkl + &ijKlm

Donde:
¢ Yijkl es la variable de respuesta (altura y diametro)
e ueslamedia general
e 1ies el efecto del i-ésimo grupo de tratamientos
e j(ti) es el efecto de la j-ésima dosis dentro del grupo de tratamientos
o ok(ti) es el efecto de la k-ésima aplicacion de starter dentro del grupo de

tratamientos

(M)jk(T;) es la interaccion entre dosis y starter dentro del grupo de tratamientos
Bl es el efecto aleatorio de k-ésimo bloque

eijkl es el error experimental

nl es el efecto del I-¢simo muestreo

(mM)jm(t1), (N @)km(Ti), (MAQ)ikm(Ti) son las interacciones con muestreo

eijklm es el error de las medidas repetidas

La autocorrelacion de las medidas repetidas se modelo con estructura autorregresiva
de orden 1. Se uso el procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS version 9.03.
Las medias de los efectos que resultaron significativos, fueron comparados usando el
test de Tukey.

A los efectos de estudiar la relacion entre las medias de todas las variables
estudiadas, se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson con los promedios
generales de los pesos, alturas y didmetros, y los resultados de peroxidasas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A modo de facilitar la visualizacion de los tratamientos para su posterior analisis
se presenta la siguiente tabla:

TO | Con fertilizacion starter (Superfosfato de Ca) Sin
Trichosoil

T1 | Con fertilizacion starter + 330grs de Trichosoil

T2 | Sin fertilizacion starter + 330grs de Trichosoil

T3 | Con fertilizacion starter + 660grs de Trichosoil

T4 | Sin fertilizacién starter + 660grs de Trichosoil

T5 | idem T0/Sin semilla curada

4.1 VARIABLE ALTURA

En el analisis de varianza realizado por el paquete estadistico SAS se observo que
hay diferencias significativas entre los tratamientos, dosis y fechas para la variable
altura, utilizando una probabilidad de 0.05 (Anexos Cuadro 1). La variable altura no fue
afectada por los deméas parametros como lo es la dosis de Trichosoil.

En el andlisis estadistico de esta variable, se observo un efecto de la aplicacion de
Trichosoil (P<0.0001) que no fue el esperado (Anexos cuadro 2), y un efecto de la
aplicacion de fertilizacion starter (P<0.0001), no detectandose un efecto de la dosis de
Trichosoil. No se encontré interaccion con la fecha de muestreo, concluyéndose que el
efecto se mantuvo en el tiempo.

Las dosis de Trichosoil, la aplicacion o no de fertilizacion starter y fecha, tuvieron
un efecto diferente en la variable altura.

Debido a que hubieron diferencias significativas en el andlisis de varianza, se
realiz6 la Prueba Tukey, en donde se agruparon los tratamientos en 3 grupos: 0, 1234 y
5.

Los grupos 0 y 5 presentaron mayores alturas con respecto al grupo 1234. Se vio
que los tratamientos 2 y 4 fueron notoriamente de menor altura, disminuyendo el
promedio. Esto enmascara los valores de altura de los tratamientos 1 y 3 que se
asemejan a los tratamientos 0 y 5. (Anexos cuadro 3)

Segun la tabla que se presenta a continuacion los tratamientos 1 y 3 presentan una
altura superior, similar a los tratamientos sin Trichoderma.
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Cuadro 5: Tabla de alturas promedio y error estandar seglin tratamientos

Altura Error
Tratamiento | Promedio estandar
0 24,3667 A 1,0008
1 22,62 A 1,0008
2 8,71 B 1,0008
3 21,67 A 1,0008
4 9,2 B 1,0008
5 22,026 A 1,0008

Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segun el test de Tukey
Los tratamientos sin Trichosoil y con fertilizacion starter presentan mayor altura
que los que tienen aplicacion de Trichosoil y sin fertilizacion starter (Anexos Cuadro 3).

En el cuadro se muestran los contrastes realizados segun la aplicacion o no de
Trichosoil y la aplicacion o no de fertilizacion starter, para la variable altura.

Cuadro 6: Contrastes para la variable altura

Con Fertilizacion starterTO-T1-T3-T5 22,67 A

Sin Fertilizacion starter (T2-T4 8,96 B
Letras iguales no difieren significativamente
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Figura 6: En estas 2 fotos se observan las diferencias entre los tratamientos 1 a la
izquierda y 4 a la derecha en altura (fotos tomadas el 1° de febrero del 2007).

4.2 VARIABLE DIAMETRO

En el andlisis estadistico de esta variable, se observé un efecto de la aplicacion de
Trichosoil (P<0.0001) que no fue el esperado, o sea los tratamientos con Trichoderma
no presentaron mayor diametro (Anexos cuadro 4), y un efecto de la aplicacion starter
(P<0.0001), no detectandose un efecto de la dosis de Trichosoil. No se encontrd
interaccion con la fecha de muestreo, concluyéndose que el efecto se mantuvo en el
tiempo.

En el andlisis estadistico se vio que las dosis de Trichosoil, la aplicacion o no de
fertilizacion starter y fecha, tuvieron un efecto diferente en la variable “didmetro” Se
mantiene la misma tendencia que para la variable altura.

Los tratamientos que presentaron mayor diametro de cuello fueron 0, 1, 3 y 5 con

un promedio de 0.28mm y los de menor tamafio fueron los tratamientos 2 y 4 con un
promedio de 0.16mm (Anexos Cuadro 5).
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Cuadro 7: Tabla de diametro promedio y error estandar seglin tratamientos

Didmetro | Error
Tratamientos | promedio | estdndar

0292 A |0,006921
0266 A |0,006921
0,1673B  |0,006921
028A  [0,006921
0,1607 B |0,006921

5 0,2867 A 10,006921
Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segin el test de Tukey
(P<0.05)

(W IN |—= O

Para la variable didmetro no existieron diferencias cuando se compararon los
tratamientos con y sin Trichosoil pero aquellos tratamientos que no tuvieron fertilizacion
starter presentaron un menor didmetro en relacion con los que si fueron fertilizados.

En el cuadro se muestran los contrastes realizados segun la aplicaciéon o no de
Trichosoil y la aplicacion o no de fertilizacion starter para la variable didmetro.

Cuadro 8: contrastes para la variable didmetro

Con Fertilizacion starter [TO-T1-T3-T5 (0,28 A

Sin Fertilizacion starter |T2-T4 0,16 B
Letras iguales no difieren significativamente

4.3 PESO FRESCO DE PARTE AEREA

En el analisis estadistico se vio que los tratamientos, la aplicacién o no de
fertilizacion starter y fecha tuvieron un efecto diferente en la variable “peso fresco parte
aérea”. Se mantiene la misma tendencia que para la variable altura (Anexos Cuadro 6).

Se hizo la prueba de Tukey y se observo que los tratamientos se diferenciaron de

la siguiente manera: el tratamiento 0 fue el de mayor peso fresco, diferencidndose no
significativamente de los tratamientos 3 y 5 pero si de los tratamientos 1, 2 y 4.
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Cuadro 9: Tabla de peso fresco parte aérea promedio y error estandar segun
tratamientos.

Peso fresco | Error
Tratamientos | P aérea estandar
0 15917 A 0,6959
1 12,358 B 0,6959
2 2,251 C 0,6959
3 12,905 AB 0,6959
4 2,738 C 0,6959
5 13,877 AB 0,6959

Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segin el test de Tukey
(P<0.05)

Para el peso fresco de la parte aérea se vieron diferencias cuando se compararon
los tratamientos con y sin Trichosoil y con y sin fertilizacion starter, observandose que
los mayores pesos se registraron sin aplicacion de Trichosoil y con fertilizacion starter.

Cuadro 10: Promedio de los muestreos de los tratamientos para la variable peso fresco
parte aérea presentados en forma de contrastes

Con Fertilizacion starter TO-T1-T3-T5 13,76 A

Sin Fertilizacion starter T2-T4 2,49 C
Letras iguales no difieren significativamente

4.4 PESO FRESCO DE PARTE RADICULAR

En el analisis estadistico se vio que los tratamientos, la aplicacién o no de
fertilizacion starter y fecha tuvieron un efecto diferente en la variable “peso fresco parte

radicular”. Se mantiene la misma tendencia que para la variable altura (Anexos Cuadro
7).
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Cuadro 11: Tabla de peso fresco parte radicular promedio y error estandar segin
tratamientos

Peso
fresco Error
Tratamientos | P radic estandar

9435A  |0,2766
9,049 A |0,2766
1,2520B | 0,2766
8,806 A |0,2766
1294B  [0,2766

5 9,446 A 10,2766
Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segin el test de Tukey
(P<0.05)

B WIN (—=|O

El peso fresco de la parte radicular sigue el mismo comportamiento que el peso
fresco de la parte aérea, las diferencias entre los tratamientos con y sin Trichosoil y, con
y sin fertilizacion starter son significativas (Anexos Cuadro 8).

Cuadro 12: Promedio de los muestreos de los tratamientos para la variable peso fresco
parte radicular presentados como contrastes

Con Fertilizacion
starter TO-T1-T3-T5 9,184 A
Sin Fertilizacion
starter T2-T4 1,273 C

Letras iguales no difieren significativamente

4.5 PESOS SECOS DE PARTE AEREA Y PARTE RADICULAR

4.5.1 Peso seco parte aérea

En el andlisis estadistico se vio que los tratamientos, la aplicaciéon o no de
fertilizacion starter y fecha tuvieron un efecto diferente en la variable “peso seco parte
aérea” (Anexos Cuadro 9). Se mantiene la misma tendencia que para la variable altura.
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Cuadro 13: Tabla de peso seco parte aérea promedio y error estandar segun tratamientos.

Peso seco | Error
Tratamientos | P aérea estandar
0 3,937 A 0,21
1 3,116 A 0,21
2 0,69 B 0,21
3 3,271 A 0,21
4 0,673 B 0,21
5 3,84 A 0,21

Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segin el test de Tukey
(P<0.05)

Los tratamientos que no fueron fertilizados con dosis starter presentaron un peso
seco de la parte aérea mucho menor que aquellos que fueron fertilizados, los no tratados
con Trichosoil presentaron un mayor peso comparados con aquellos en donde se aplicd
este producto (Anexos Cuadro 10).

Cuadro 14: Promedio de los muestreos de los tratamientos para la variable peso seco
parte aérea presentados como contrastes

Con Fertilizacion

starter TO-T1-T3-T5 3,541 A
Sin Fertilizacion

starter T2-T4 0,6815 B

Letras iguales no difieren significativamente

4.5.2 Peso seco de parte radicular

En el analisis estadistico se vio que los tratamientos, la aplicacién o no de
fertilizacion starter y fecha tuvieron un efecto diferente en la variable “peso seco parte
radicular”. Se mantiene la misma tendencia que para la variable altura (Anexos Cuadro
11).
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Cuadro 15: Tabla de peso seco parte radicular promedio y error estindar segun
tratamientos.

Peso seco | Error
Tratamientos | P radic estandar

1,408 A  |0,06736
1,283 A |0,06736
0,204 B 0,06736
1,417A  |0,06736
0,179 B 0,06736

5 1,556 A ]0,06736
Nota: medias con igual letra, no difieren significativamente segin el test de Tukey
(P<0.05)

B WIN (= O

Los tratamientos que no fueron fertilizados con dosis starter presentaron un peso
seco de la parte radicular menor que aquellos que fueron fertilizados, los no tratados
con Trichosoil presentaron un mayor peso comparados con aquellos en donde se aplicd
este producto (Anexos Cuadro 12).

Cuadro 16: Promedio de los muestreos de los tratamientos para la variable peso seco
parte radicular presentados como contrastes

Con Fertilizacion

starter TO-T1-T3-T5 1,416 A
Sin Fertilizacion

starter T2-T4 0,1915B

Letras iguales no difieren significativamente

Para los parametros morfolégicos medidos como altura y didmetro de cuello, no se
vio respuesta significativa frente al agregado de Trichoderma harzianum.

Para los parametros fisioldgicos como ser pesos frescos y secos de parte aérea y

parte radicular, tampoco se vio respuesta significativa frente al agregado de
Trichoderma harzianum.
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4.6 ANALISIS FOLIAR

En las distintas fases de fertilizacion se asegurd que la aplicacion fuera con el
nutriente mas necesario para la fase de desarrollo del plantin.

A continuacion se presentan las tablas de niveles criticos y los 2 andlisis foliares
realizados.

Como se puede observar los resultados muestran que los diferentes tratamientos,
tanto en la primera fecha de andlisis como en la segunda presentan valores por encima
del nivel critico.

Cuadro 17: Niveles criticos de nutrientes para concentraciones foliares de Pinus elliottii

Rango
Nutriente | tipico '

N (%) 0,8-1,2

P (%) 0,085-0,09
K (%) 0,25-0,3

B (ppm) [4,0-8,0

': Rangos 6ptimos aproximados para concentraciones foliares en P.elliottii (Pritchett,
citado por Cardenas, 2003).

Para la primera fecha se puede observar que existen diferencias entre los
tratamientos con y sin Trichosoil para el nutriente nitrogeno el cual aparece en los
tratamientos con Trichosoil en un nivel mayor. Para los demds nutrientes no se ve el
mismo comportamiento (Anexos cuadro 13).

Los niveles de nitrogeno para los tratamientos 2 y 4, fueron altamente superiores al
rango tipico, esto se debe a que recibieron la misma aplicacion que los demas
tratamientos pero su crecimiento fue menor por lo que el nutriente quedd en
concentraciones mas altas.

Cabe aclarar que el desbalance inicial de nutrientes explicado por la no
fertilizacion starter con fosforo no se observa en los cuadros de andlisis foliares
presentados, debido a que éstos se realizaron luego de comenzado el programa de
fertilizacion aplicado. El efecto observado de menor altura en los tratamientos que no
fueron fertilizados con starter refleja que ocurri6 el desbalance nutricional mencionado.’
Para poder avalar lo dicho anteriormente se deberia haber realizado un analisis foliar
previo a la etapa de fertilizacion de arranque.

Con respecto a la aplicacion o no de fertilizacion starter se puede observar que

los tratamientos que no fueron fertilizados presentan un nivel superior de nitrogeno en
comparacion con los que fueron fertilizados.
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Esto se relaciona con el menor crecimiento de aquellos plantines sin fertilizacion
starter, ya que el balance de nutrientes en este caso, implica una mayor oferta de N, lo
cual segin Buford y McKee, citados por Fernandez et al. (2000), implica una pérdida en
crecimiento que puede deberse a un incremento en la competencia de los
microorganismos por el fésforo a consecuencia de un incremento poblacional como
respuesta a una mayor oferta de N.

La absorcion de nutrientes por las plantas en contenedor es elevada, pues las
condiciones en el medio de crecimiento, tales como temperatura, nivel de humedad y
pH, propician una rapida absorcion de iones.

El consumo excesivo de cualquiera de los 13 elementos minerales esenciales, es posible,
pero las plantas acumulan elevados niveles de ciertos nutrientes (N,K) en mayor medida
que otros.

Los niveles nutricionales elevados en el follaje, especialmente de N, pueden resultar
dafiinos. Las plantas toman el N rapidamente y parecen almacenarlo en el follaje, porque
las concentraciones de N foliar contintan aumentando, sin que se presente un
crecimiento adicional (Gilliam et al., 1980).

Swan, citado por Landis (1989) considera que los niveles foliares superiores de 2.5
a 2.8% de N, representan consumo excesivo, y en el caso de este ensayo los niveles de
nitrégeno obtenido en ambos andlisis foliares realizados fueron de 3,07 y 2,73%
respectivamente, para los tratamientos que no tuvieron fertilizacion starter.

Timmer y Armstrong, citados por Landis (1989), encontraron que las elevadas
tasas de fertilizacion con N, pueden reducir el peso y fibrosidad del sistema radical. Esto
también fue observado en este ensayo, donde los tratamientos sin fertilizacion starter y
por lo tanto mayor oferta de nitrogeno, presentaron menor peso fresco y seco de parte
radicular.

Para la segunda fecha no se vieron diferencias entre los tratamientos con y sin
Trichosoil para ninguno de los nutrientes. En cambio en la comparacion de aplicacion o

no de fertilizacion starter se observan diferencias en el % de nitrogeno pero en los demas
nutrientes no ocurre lo anterior (Anexos Cuadro 14).

3 del Pino, A. 2008. Com. personal
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Cuadro 18: Datos promedios de los muestreos para las 2 fechas de analisis foliar y los
contrastes para aplicacion o no de Trichosoil y aplicacion o no de fertilizacion starter

A. foliar 1° fecha  |Tratamientos  |%Nitrogeno |%Fosforo |%Potasio |Ppm B
Con Trichosoil T1-T2-T3-T4 2,26 0,29 0,65 60,75
Sin Trichosoil TO-T5 1,20 0,22 0,67 55,00
Con Fertilizacion

starter TO-T1-T3-TS [1,33 0,25 0,65 53,50
Sin Fertilizacion

starter T2-T4 3,07 0,29 0,66 69,50
A. foliar 2° fecha Tratamientos  |%Nitrégeno |%Fdsforo %Potasio |[Ppm B
Con Trichosoil T1-T2-T3-T4 2,18 0,31 0,96 17,50
Sin Trichosoil TO-T5 1,88 0,37 0,97 18,50
Con Fertilizacion

starter TO-T1-T3-TS |[1,72 0,33 0,94 17,25
Sin Fertilizacion

starter T2-T4 2,73 0,31 0,99 19,00

Debido a la importancia de la fertilizacion starter por su aporte inicial de fosforo
el cual es requerido en el crecimiento inicial, al no aplicarse este nutriente, la planta
recién germinada no tiene la energia suficiente para su posterior desarrollo. Por esta
razon se podria explicar que la no aplicacion de fertilizacion starter da como resultado
plantas pequefias, de escaso crecimiento, con reducido sistema radical y tallos delgados
(Hernandez, 1999).

Esto también se explica por que se genera una mayor oferta de N lo cual ocasiona
consecuencias, por ejemplo se puede inhibir la formacion de micorrizas y por lo tanto
afectar la absorcion de fosforo, también se vio que con elevadas tasas de fertilizacion
con N, se puede reducir el peso y fibrosidad del sistema radical.
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4.7 NIVEL DE Trichoderma harzianum EN EL SUSTRATO

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos del conteo de UFC de
Trichoderma.

Cuadro 19: Nivel de Trichoderma harzianum en el sustrato

Tratamientos| UFC/gr
0 7*10°
1 2,9*%10°
2 22%10°
3 43*10°
4 2,2%10°
5 8*10°

Como se observa en la tabla anterior, los valores de los tratamientos inoculados
con Trichoderma presentan mayor UFC/gr que aquellos que no fueron inoculados. Esta
medida se realizd a los 4 meses de instalado el ensayo, lo que demuestra una buena
sobrevivencia de Trichoderma en el sustrato.

Los tratamientos 0 y 5, los cuales no fueron inoculados con Trichosoil presentan
UFC de Trichoderma, esto se debe a que es un organismo cosmopolita y es comin
encontrarlo a pesar de que no haya sido sembrado en el sustrato.

4.8 PEROXIDASAS
A continuacion se presentan los resultados de la actividad de peroxidasas
expresadas de 2 formas: unidades de enzima por gramo de material fresco utilizado y

unidades de enzima por miligramo de proteinas extraidas.
La concentracion de proteinas solubles se realizO por método de Biuret.
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Cuadro 20: Resultados de la actividad peroxidasa (UE/gr de material fresco utilizado)

(UE/gr de material
Tratamientos fresco utilizado)
T0 7
T1 4.8
T2 13.1
T3 7.2
T4 6
T5 7.5

Cuadro 21: Resultados de la actividad peroxidasa (UE/ mg de proteina extraida)

UE/mg proteina

Tratamientos extraidas

TO 1.2

Tl 0.8

T2 1.5

T3 1

T4 1.3

T5 1.3

Cuadro 22: Grafica de UE/mg de proteina extraida seglin tratamientos

UE/mg prot extraidas por tratamiento

g 2
by :g 1.5 —
- 14
on = —
£ 35 05
=
=} 0
TO Tl T2 T3 T4 T5
Tratamientos

En los datos que se presentan se observa que no hay diferencia significativa en la
actividad peroxidasa para los diferentes tratamientos.
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Con respecto a los tratamientos que difieren en la aplicacion o no de fertilizacion
starter, asi como la aplicacion o no de diferentes dosis de Trichoderma, no se pudo
inferir ninguna conclusion.

4.9 CORRELACIONES

La tabla presentada a continuacion muestra las correlaciones entre la
concentracion de peroxidasas y las variables medidas en este ensayo.

Cuadro 23: Correlaciones entre la actividad peroxidasa y las variables medidas

Peroxidasa|PF PA |PF PR |[PS PA |PS PR |ALT DIAM
Peroxidasa |1 -0,56223 |-0,64482 |-0,52454 |-0,58186 |-0,6579 |-0,5695
Probabilidad
de error 0,2455 |0,1668 0,2854 0,2257 0,1555 10,238

Nota: El valor superior es el coeficiente de correlacion observado, y el segundo es la
probabilidad de error en la prueba estadistico con hipdtesis p=0

Estas correlaciones fueron realizadas por medio del paquete estadistico SAS, a
modo de realizar un analisis indirecto de la presencia de las peroxidasas en relacion a las
variables tenidas en cuenta. Cabe aclarar que dicho analisis es indirecto porque se hizo
una sola medicion de la concentracion de peroxidasas (no hubo repeticiones), lo que no
permitio aplicar un analisis estadistico apropiado.

Las correlaciones que se toman en consideracion para su descripcion son aquellas
que presentan menor probabilidad de cometer error.

- Correlacion “peroxidasa — peso fresco parte radicular”: presenta una relacion
negativa, esto significa que cuando el peso fresco de la parte radicular aumenta,
la concentracion de peroxidasas disminuye.

- Correlacion “peroxidasa — altura”: presenta una relacion negativa, esto significa

que cuando la altura aumenta, la concentracion de peroxidasas disminuye.

En cuanto a las demas correlaciones, no se consideraron para su descripcion debido a
que la probabilidad de error era elevada y por lo tanto no es conveniente inferir alguna
conclusion a partir de las mismas.
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5. CONCLUSIONES

La aplicacion de Trichosoil (Trichoderma harzianum cepa L1) no promueve el
crecimiento de los plantines de Pinus taeda.

No es viable la posibilidad de sustitucion de la fertilizacion starter por la
aplicacion de Trichoderma harzianum cepa L1.

No se pudo constatar la posibilidad de que Trichoderma harzianum induzca
resistencia (analisis de peroxidasas) en los plantines de Pinus taeda.

La colonizacion y sobrevivencia de Trichoderma harzianum en el sustrato se
mantuvieron en niveles aceptables para su accion como biopromotor.

Para obtener resultados mas confiables se deberian haber planteado otros
tratamientos mas contrastantes entre si para una mejor visualizacion de lo que se quiere
ensayar. Los tratamientos planteados fueron realizados pensando en los objetivos
productivos del vivero, se deberia haber tenido en cuenta los resultados obtenidos en
ensayos realizados anteriormente con Trichoderma para continuar con la linea de
investigacion.
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6. RESUMEN

Este ensayo fue llevado a cabo con el fin de seguir avanzando en la investigacion del uso
de Trichoderma harzianum como control biolégico y biopromotor, siendo una
herramienta en la implementacioén de un plan de manejo integrado. Se inocul6 el sustrato
en el mes de noviembre, con el hongo de interés colonizando al mismo y se llegd a un
numero de unidades formadoras de colonias acorde al nimero adecuado para un buen
control de enfermedades. Se separaron diferentes pilas de sustrato segin cantidad de
Trichosoil aplicado. Luego de un mes de inoculado el sustrato se prosiguio a la siembra
de las semillas de Pinus taeda proporcionada por el vivero “La Buena Union” de la
empresa Colonvade, en donde se realizo el ensayo. Cada tratamiento se diferencid segin
aplicacion o no de Trichosoil y fue en esta etapa en donde se aplicé o no la fertilizacion
starter. Los tratamientos que se plantearon fueron los siguientes: TO como testigo; T1
con aplicacion de starter y no de Trichosoil; T2 sin aplicacion de starter y con dosis
simple de Trichosoil; T3 con aplicacion starter y el doble de dosis de Trichosoil; T4 sin
aplicacion starter y con dosis simple de Trichosoil; T5 como el testigo TO pero otra
semilla. Se llevaron las bandejas sembradas al invernaculo y se mantuvieron alli durante
todo el ciclo de vivero. Se realizaron mediciones de parametros morfologicos a partir
del 13 de marzo, fecha en la cual las semillas de todos los tratamientos ya habian
germinado y permitian la toma de altura y didmetro de cuello. A partir de la misma fecha
se tomaron muestras para pesos frescos y secos de parte aérea y radicular de todos los
tratamientos. Se obtuvo como resultados que la aplicacion de fertilizacion starter fue
determinante en el desarrollo de los plantines tanto en altura como en diametro, lo que
no se vio fue la respuesta a la aplicacion de Trichosoil en ninguno de los parametros
medidos, pero esto si se observo en otros ensayos realizados anteriormente. A modo de
profundizar en la investigacion, se estudid la actividad peroxidasa frente a la presencia
de Trichoderma harzianum, no obteniéndose ningtn resultado concluyente debido a que
no se realizaron las repeticiones correspondientes. Finalizando este resumen se puede
decir que por mas que no se llegaron a los resultados esperados, este ensayo ayuda a
tener una fuente mas de antecedentes, adaptada a las condiciones locales de produccion
de plantines de pino. También sirven como base para plantear ensayos en un futuro.

Palabras clave: Plantines; Sustrato; Vivero; Pinus taeda; Trichoderma harzianum;
Fertilizacion; Biocontrol; Biopromotor.
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7. SUMMARY

This trial was carried on in order to go deeper into the investigation of the use of
Trichoderma harzianum as a biocontrol and biopromoter agent and a tool in the
implementation of an integrate plant management. The substrate was inoculated with the
fungus Trichoderma harzianum in november and the survival was maintained during the
cicle of the planting in acceptable levels for an appropriate control of diseases. The
diferent piles of substrate were separated according to the dosis of Trichoderma applied
in each one. The sowing of Pinus taeda seeds was made after a month of the inoculation
of the substrate with the fungus. The seeds were provided by the breeding ground “La
Buena Union” (Colonvade S.A.), were the trial was made. Each treatment differed
according to the aplication or not of Trichosoil and was at this fase, where the starter
fertilization was applied. The treatments proposed were the following: TO with stater
fertilization, without Trichosoil; T1 with starter fertilization + 330g of Trichosoil; T2
without starter fertilization + 330g of Trichosoil; T3 with starter fertilization + 660g of
Trichosoil; T4 without starter fertilization + 660g of Trichosoil; TS Idem TO/ without
cured seed. The sowed containers were taken to the breeding ground and keep there
during the whole cycle. Evaluations of morphological parameters were made since
March 13" up to complete the total germination, so it was possible to take height and
neck diameter measures. Also samples were taken to measure fresh and dry weight of
the aerial and radicular zone for all treatments. The results showed that the aplication of
starter fertilization was determinant in the development of the seedlings, as much in
heigth as in neck diameter. The response to the application of Trichosoil was not seen in
any measured parameters, but this was seen in other experiments previously done. In
order to go deep into this investigation, a study on the peroxidase activity in the presence
of Trichoderma harzianum was carried on. But the results obteined were not conclusive
because the corresponding repetitions were not made. Finalizing this summary it can be
concluded that the expected results were not reached, this trial is an important source of
antecedents, adapted to the local conditions of Pinus taeda seedlings production in
Uruguay. Also is a base for future trials in this subject.

Key words: Baby plants; Substrate; Breeding ground; Pinus taeda; Trichoderma
harzianum; Fertilization; Biocontroller; Biopromoter.
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9. ANEXOS

Tabla 1 de medicion de altura y diametro de cuello

Medicion de altura 'y 13/03/2007
didmetro de cuello
Bloque N°1
TO T1 T2
N° N° N°
plantin | Altura | Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
2 24 0,25 15| 195 0,25 9 8 0,15
11 20 0,25 22| 216 0,25 10 11 0,15
23] 26,6 0,3 35| 19,6 0,2 13| 10,6 0,15
29 28 0,2 36 18 0,2 18 8 0,15
31] 255 0,25 4] 24,6 0,25 28| 4,6 0,15
39| 25,7 0,35 43 20 0,2 33 7,5 0,15
45 27 0,4 51 18 0,2 35 10 0,2
54| 17,6 0,25 58 20 0,25 44 6 0,15
53] 17,8 0,2 71 17 0,2 64 11 0,15
64 21 0,25 72| 145 0,25 51 7,8 0,15
T3 T4 T5
N° N° N°
plantin | Altura | Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
2 16 0,2 3 7,5 0,2 5 19 0,25
3 23 0,35 4 7 0,15 10 26 0,2
10| 23,2 0,3 9 9 0,2 23| 21,6 0,25
19 24 0,3 16 7,2 0,1 33 25 0,25
22| 24,5 0,25 28 9,4 0,15 37] 218 0,3
42| 24,5 0,3 37 7,9 0,2 40 21 0,35
49 16,6 0,25 48 9,8 0,2 43 21,2 0,25
51 21 0,3 50 9,6 0,2 58] 21,8 0,3
56| 21,5 0,3 59 5,6 0,15 64| 19,5 0,25
58] 24 0,3 0] 88 0,2 69| 23 0,25
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Bloque N°2

TO T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura | Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
6] 16,5 0,2 5| 212 0,3 3 7,2 0,1
7] 20,8 0,2 10| 23,6 0,2 11 7,6 0,1
10| 22,5 0,3 20 27 0,3 16 8 0,2
26 29 0,35 24| 28,6 0,25 26 7,8 0,2
39 18 0,2 28| 29,5 0,3 28 8,8 0,15
45| 26,4 0,2 32 21 0,2 41 7 0,15
49| 25,8 0,3 35| 28,6 0,25 52 9,5 0,2
58| 24,6 0,25 45| 23,4 0,25 54| 8,6 0,25
66 24 0,25 53| 24,2 0,25 58 8,5 0,2
68 23 0,3 64| 20,5 0,25 66 8,4 0,15

T3 T4 T5

N° N° N°

plantin | Altura | Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
1 21 0,4 9 7,5 0,15 13| 17,2 0,35
15| 215 0,2 17 8 0,15 17| 19,4 0,3
22| 17,8 0,25 21 7,5 0,2 28| 21,4 0,3
30| 19,6 0,25 29 6 0,15 32 20 0,25
32| 175 0,35 34] 5,6 0,15 34 22 0,25
46 11 0,2 39 5 0,1 36| 225 0,2
50 23 0,2 42 10 0,2 43 15 0,3
54| 25,4 0,3 46| 10,3 0,2 45 22,2 0,25
58| 194 0,25 59 8,5 0,3 53 17 0,3
59| 18,6 0,25 65 7,5 0,2 63| 12,4 0,25




Bloque N° 3

TO T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura| Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
3| 20,7 0,2 1 175 0,15 8 6,7 0,1
12 22 0,25 6| 115 0,1 10| 10,5 0,15
15| 23,8 0,3 9| 17,7 0,15 15 5 0,1
17| 21,4 0,25 17| 235 0,2 22 7 0,15
18| 22,7 0,2 24 22 0,25 35 5 0,15
44| 10,5 0,15 25| 24,6 0,254 44| 5,3 0,15
54 12 0,15 44| 235 0,2 53 5,1 0,1
61| 16,1 0,15 54| 19,5 0,2 57 5,5 0,1
62| 20,6 0,25 61] 22,1 0,2 60| 8,8 0,15
66| 18,5 0,2 64| 20,2 0,2 70| 6,5 0,15

T3 T4 T5

Ne No Ne

plantin | Altura [ Didmetro | plantin [ Altura | Diametro | plantin | Altura | Diametro
11 12,1 0,1 4] 8,1 0,15 5| 265 0,25
13| 16,9 0,15 141 45 0,1 7| 20,6 0,25
15| 18,1 0,2 16 6 0,1 8 24 0,25
25 19 0,3 22 8 0,15 17| 19,3 0,25
30| 185 0,2 34 42 0,1 24| 19,1 0,25
45 19 0,25 42 6 0,1 28| 2472 0,3
56 20 0,3 44| 8,1 0,15 49 15 0,2
62| 135 0,2 51 10 0,1 56| 18,7 0,2
64| 17,5 0,3 59| 12,3 0,15 59| 16,9 0,2
67 17 0,2 68 54 0,1 62| 225 0,2




Bloque N° 4

TO T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura | Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
3| 235 0,25 6 19 0,22 8 6 0,15
10 22 0,3 15 20 0,2 11 5 0,15
21| 22,8 0,3 25 16 0,21 20 55 0,12
29 21 0,3 29 19 0,25 21 5,6 0,14
32| 235 0,28 35 18,5 0,25 28 10 0,16
45 29 0,3 39| 228 0,2 38 5 0,15
54 27 0,3 44| 20,5 0,25 41 8 0,18
56| 28,5 0,28 53| 21,2 0,2 43 7,8 0,18
63 26 0,25 61| 16,5 0,22 45 8,4 0,19
67 24 0,31 65| 18,8 0,25 57 8,3 0,12

T3 T4 T5

N° Ne° N°

plantin | Altura [ Didmetro | plantin [ Altura | Diametro | plantin | Altura | Diametro
1| 17,2 0,25 5 6,8 0,12 6| 218 0,26
11| 20,5 0,18 10( 115 0,2 7| 24,2 0,2
22 20 0,25 21 55 0,1 22 22,8 0,21
29| 235 0,3 23 8 0,11 35| 24,6 0,28
40| 20,5 0,25 38 9,6 0,18 38 32 0,23
47| 255 0,28 40 7 0,12 16| 26,2 0,21
52 20 0,32 43 11 0,18 50 29 0,25
60 23 0,28 58 75 0,14 58| 26,5 0,3
65| 20,5 0,25 60 55 0,1 69 27 0,3
68| 20,2 0,25 67 7,6 0,1 62 21,2 0,38




Bloque N° 5

TO T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura| Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
4 16 0,2 18] 195 0,21 9 54 0,11
10 13 0,2 27| 20,5 0,24 11 6,5 0,15
13 17 0,22 29| 26,5 0,3 12 6,4 0,1
25| 26,5 0,28 32| 245 0,28 15| 54 0,1
33| 155 0,25 43| 17,5 0,25 34] 5,6 0,15
36 30 0,3 46| 29,5 0,25 41 7 0,11
56| 24,5 0,3 47| 218 0,24 43 6,6 0,18
57 24 0,3 54| 225 0,28 51 3,8 0,1
60 30 0,4 58 22 0,22 60| 8,8 0,11
62 22 0,25 42 19 0,2 71 12 0,11

T3 T4 T5

N° N° N°

plantin | Altura| Didmetro [ plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro
5 8,5 0,15 9 45 0,15 12 20 0,2
6| 215 0,25 16 7,3 0,12 18| 17,2 0,2
16 23 0,28 23 10 0,12 21| 14,1 0,22
24| 26,5 0,22 24 6 0,15 27| 238 0,28
28 20 0,24 33| 115 0,18 30| 24,1 0,25
41 21 0,3 54 5 0,15 34 15 0,3
46| 255 0,28 59 8 0,12 37 10 0,3
50 24 0,3 62 8 0,16 42| 23,5 0,3
53 20 0,25 65 6 0,1 65 16 0,2
69 25 0,28 70 12 0,11 72| 22,6 0,25




Medicién de

alturay
didmetro de
cuello 28/03/2007
Bloque N° 1
T0 Tl T2
NO NO NO
plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro [ plantin | Altura | Didmetro
2] 255 0,3 15 20 0,3 9 7 0,2
11] 20,5 0,3 22| 215 0,3 10| 10,1 0,2
23 28 0,35 35| 20,5 0,25 13| 10,6 0,15
29 275 0,25 36 18 0,25 18 8 0,2
31| 245 0,3 4 26 0,3 28 4,6 0,2
39 26 0,4 43| 20,5 0,3 33 7,5 0,2
45 27 0,4 51 19 0,25 35 10 0,15
54 20 0,3 58 20 0,3 44 6 0,2
53 17 0,25 71 16 0,25 64| 115 0,2
64| 215 0,3 72| 16,5 0,3 51 8 0,2
T3 T4 T5
Ne Ne° Ne
plantin [ Altura | Didmetro | plantin | Altura [ Diametro [ plantin | Altura | Didmetro
2 15 0,25 3 7,5 0,2 5 20 0,3
3 24 0,35 4 55 0,2 10| 254 0,3
10| 235 0,3 9 8 0,2 23 21 0,3
19| 255 0,3 16 6,7 0,15 33 26 0,3
22| 25,2 0,3 28 10 0,2 37| 215 0,35
42 24 0,35 37 6,6 0,2 40( 21,5 0,35
49 16 0,3 48 8,5 0,2 43 21 0,3
51| 20,5 0,3 50 8,5 0,2 58 23 0,3
56 22 0,3 59 6,2 0,15 64| 185 0,25
58| 24,2 0,3 70 8,5 0,2 69 23 0,3




Bloque N° 2

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
6 16 0,2 5 20 0,3 3 8 0,2
7] 215 0,25 10 24 0,3 11 8,5 0,15
10| 235 0,3 20 28 0,3 16 9,5 0,2
26| 29,6 0,3 24 30 0,3 26 7,5 0,2
39 18 0,3 28 31 0,35 28 9,6 0,2
45 27 0,3 32| 225 0,3 41 7,5 0,15
49 27 0,3 35| 28,7 0,3 52 9,5 0,2
58 25 0,3 45| 26,1 0,35 54| 7.7 0,2
66 23 0,3 53 26 0,3 58 7,6 0,2
68| 23,2 0,35 64 19 0,3 66 8 0,2

T3 T4 T5

NO NO NO

plantin | Altura | Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
1| 215 0,4 9 7 0,2 13 17 0,35
15| 215 0,3 17 8,5 0,2 17 8,5 0,3
22 18 0,3 21 8,5 0,2 28| 21,6 0,35
30| 18,6 0,35 29 6,5 0,2 32 20 0,3
32| 175 0,3 34 6,5 0,15 34| 225 0,35
46| 115 0,25 39 5 0,15 36| 225 0,3
50 23 0,25 42 9 0,2 43 15 0,3
54| 24,5 0,35 46| 10,5 0,2 45] 23,5 0,3
58 20 0,3 59 8,5 0,2 53 16 0,3
59| 185 0,3 65 7,5 0,2 63| 12,5 0,25




Bloque N° 3

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
3 23 0,3 1{ 18,5 0,2 8 7 0,15
12| 235 0,3 6| 135 0,15 10| 125 0,15
15| 26,5 0,35 9| 21,1 0,2 15 6 0,1
17| 235 0,3 17 25 0,25 22 7,2 0,2
18| 235 0,25 24 25 0,3 35 5 0,15
44 11 0,2 25| 26,6 0,3 441 55 0,2
54 12 0,2 44| 25,6 0,25 53 6,5 0,2
61 18 0,15 54| 215 0,25 57 5,5 0,15
62 22 0,3 61 24 0,25 60 10 0,2
66 20 0,25 64| 22,5 0,25 701 75 0,2

T3 T4 T5

NO NO NO

plantin | Altura | Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
11| 125 0,25 4 10 0,15 5| 285 0,25
13| 175 0,25 14 7 0,1 7| 215 0,3
15| 19,5 0,25 16 7,5 0,1 8 26 0,25
25| 215 0,3 22 9,5 0,2 17| 2172 0,3
30 19 0,3 34 5,5 0,1 24 21 0,25
45| 20,5 0,3 42 8,5 0,15 28| 26,5 0,3
56| 21,5 0,3 44 11 0,2 49 155 0,2
62| 14,5 0,25 51 11 0,2 56| 20,5 0,3
64| 18,5 0,3 59| 135 0,2 59 18 0,3
67| 185 0,25 68 6,5 0,1 62 23 0,3




Bloque N° 4

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
3| 26,2 0,3 6 20 0,3 8 7 0,15
10| 24,1 0,3 15 21 0,25 11 5 0,15
21| 248 0,3 25| 17,6 0,25 20| 7,2 0,15
29| 23,1 0,35 29| 20,5 0,3 21 6 0,15
32| 264 0,3 35| 204 0,3 28| 10,5 0,15
45 32 0,3 39 25 0,25 38 6 0,15
54| 29,8 0,4 44 22,1 0,3 41| 10,2 0,2
56| 30,8 0,3 53| 23,6 0,25 43 8 0,2
63 28 0,3 61| 185 0,3 45 10 0,2
67 27 0,35 65| 20,8 0,3 57| 10,1 0,15

T3 T4 T5

NO NO NO

plantin | Altura | Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
1| 17,2 0,25 5 6,8 0,12 6| 21,8 0,26
11| 20,5 0,18 10| 115 0,2 7| 24,2 0,2
22 20 0,25 21 5,5 0,1 22| 22,8 0,21
29| 235 0,3 23 8 0,11 35| 24,6 0,28
40| 20,5 0,25 38 9,6 0,18 38 32 0,23
47| 255 0,28 40 7 0,12 46| 26,2 0,21
52 20 0,32 43 11 0,18 50 29 0,25
60 23 0,28 58 7,5 0,14 58| 26,5 0,3
65| 20,5 0,25 60 5,5 0,1 69 27 0,3
68| 20,2 0,25 67 7,6 0,1 62| 21,2 0,38




Bloque N° 5

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
4| 18,5 0,25 18] 22,4 0,3 9 8 0,15
10| 155 0,25 27 23 0,3 11 8,1 0,15
13 19 0,3 29 29 0,3 12 7,5 0,15
25 28 0,3 32| 265 0,3 15| 6,2 0,15
33| 18,8 0,25 43| 19,1 0,3 34 6 0,15
36 33 0,3 46| 26,1 0,3 41 7,3 0,15
56 26 0,3 A7 24 0,3 43 8,5 0,2
57| 26,5 0,3 54 24 0,3 51 5,2 0,15
60 33 0,4 58| 24,5 0,25 60 10 0,2
62| 247 0,3 42 20 0,3 71| 12,6 0,2

T3 T4 T5

NO NO NO

plantin | Altura | Diametro | plantin | Altura | Didmetro | plantin | Altura | Didmetro
5 10 0,15 9 7 0,15 12| 20,2 0,25
6| 238 0,3 16 7,9 0,12 18| 18,6 0,25
16| 25,5 0,3 23 13 0,12 21| 145 0,3
24| 28,5 0,25 24 8,5 0,15 27 26 0,3
28| 22,7 0,3 33| 15,1 0,18 30| 25,7 0,25
41| 245 0,3 54 6,9 0,15 34] 19,1 0,3
46| 28,8 0,35 59 9,1 0,12 37 11 0,25
50 28 0,35 62| 11,2 0,16 42 25 0,3
53] 20,5 0,35 65 6,7 0,1 65| 17,5 0,25
69 27 0,4 70| 13,1 0,11 72| 252 0,25




Medicién de

alturay 20/04/2007
didmetro de
cuello
Bloque N°1
T0 T1 T2
Ne° Ne° N©°
plantin | Altura| Diametro | plantin [ Altura [ Diametro [ plantin | Altura [ Didmetro
2] 30,2 0,3 15| 235 0,3 9| 112 0,2
11 24 0,2 22| 25,6 0,3 10 15 0,2
23 32 0,35 35| 24,6 0,3 13| 14,6 0,2
29| 31,3 0,3 36 23 0,3 18 12 0,2
31 28 0,25 4] 29,5 0,4 28 8 0,15
39| 30,5 0,3 43) 22,8 0,3 33] 10,8 0,2
45| 32,5 0,3 51| 22,2 0,3 35| 10,5 0,2
54| 22,8 0,3 58| 23,9 0,3 44| 15,2 0,2
53 21 0,3 711 195 0,3 64| 14,6 0,2
64| 255 0,3 72| 20,1 0,25 51 12 0,2
T3 T4 T5
Ne° Ne° N©°
plantin | Altura| Diametro | plantin [ Altura [ Diametro [ plantin | Altura [ Didmetro
2 17 0,3 3] 125 0,2 5| 241 0,3
3 27 0,35 4 9 0,15 10| 27,2 0,3
10 25 0,35 9| 12,6 0,2 23 25 0,4
19| 282 0,3 16| 11,4 0,2 33] 30,5 0,3
22| 28,5 0,3 28| 152 0,15 37| 264 0,4
42 275 0,3 37 10 0,15 40| 25,8 0,4
49| 17,8 0,35 48 9,8 0,15 43| 26,4 0,3
51| 23,5 0,3 50| 11,9 0,2 58| 27,8 0,35
56 25 0,3 59| 10,2 0,2 64| 20,5 0,35
58| 26,8 0,35 70| 11,6 0,2 69| 26,8 0,35




Bloque N° 2

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin [ Altura|Diametro|plantin [ Altura|Didmetro | plantin [ Altura|Didmetro
6[h 0,25 5/h 0,3 3 6 0,18
7[h 0,3 10|h 0,3 11 8,2 0,18
10]h 0,3 20]h 0,3 16 [ h 0,2
26|h 0,25 241h 0,25 26| 115 0,18
39]h 0,3 28]h 0,3 28|h 0,16
45]h 0,22 32]h 0,28 41 8 0,18
49|h 0,3 35]h 0,35 52 8,5 0,2
58|h 0,3 45]h 0,28 54 10 0,18
66| h 0,3 53]h 0,28 58 6,5 0,15
68|h 0,3 64 |h 0,25 66 10 0,18

T3 T4 T5

N° N° N°

plantin [ Altura|Didmetro|plantin [ Altura|Didmetro | plantin [ Altura|Diametro
1[h 0,3 9lh 0,15 13|h 0,3
15]h 0,27 17 8,3 0,13 17 [h 0,15
22|h 0,26 21 6,2 0,2 28|h 0,3
30 19 0,3 29 5,5 0,2 32|h 0,28
32| 154 0,3 34 88 0,13 34|h 0,28
46| 14,5 0,22 39]h 0,1 36|h 0,25
50| 215 0,23 42 10 0,15 43|h 0,25
54| 25,5 0,32 46 8,3 0,15 45|h 0,3
58 21 0,3 59 9,5 0,12 53|h 0,3
59 18 0,25 65 10 0,18 63 15 0,28




Bloque N° 3

TO T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro
3lh 0,3 1 215 0,25 8 11 0,15
12| 26,5 0,4 6| 17,3 0,15 10 19 0,2
15 30 0,4 9[h 0,2 15 10 0,15
17| 17,3 0,35 17| 28,5 0,3 22| 115 0,15
18 26 0,4 24| 29,5 0,35 35| 85 0,15
44h 0,3 25]h 0,3 44| 10,5 0,2
54 15 0,3 44 |h 0,3 53] 11,2 0,15
61)h 0,3 54|h 0,3 57 10 0,15
62|h 0,35 61| 215 0,25 60 15 0,15
66| h 0,3 64 |h 0,2 70 11 0,15

T3 T4 T5

N° N° N°

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro
11 15 0,3 4 13 0,18 5[h 0,25
13| 19,7 0,3 14 8 0,15 7|h 0,35
15| 235 0,25 16 |h 0,22 8|h 0,32
25| 25,5 0,3 22| 135 0,2 17|h 0,32
30 23 0,3 34 7,5 0,15 24 19 0,28
45 23 0,3 42|h 0,1 28 24 0,3
56| 25,7 0,3 44| 135 0,2 49| 155 0,25
62 18 0,2 51|h 0,2 56| 18,5 0,32
64| 225 0,3 59 18 0,18 59 19 0,3
67| 235 0,35 68 8,5 0,15 62| 225 0,32




Bloque N° 4

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro
3| 285 0,5 6| 20,5 0,3 8 9,5 0,2
10| 25,5 0,35 15 21 0,2 11 7 0,15
21 25 0,3 25 18 0,3 20 9 0,15
29 24 0,35 29 21 0,3 21 11 0,2
32 29 0,4 35| 215 0,25 28 12 0,15
45 36 0,4 39 27 0,2 38 10 0,15
54 33 0,4 44 22,5 0,25 41 12 0,15
56 33 0,4 53] 25,5 0,2 43 12,5 0,2
63 32 0,4 61 19 0,3 45 12 0,2
67 30 0,35 65 22 0,25 57 11 0,15

T3 T4 TS5

Ne Ne No

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura | Didmetro
1 21 0,3 5 11 0,15 6| 275 0,35
11 25 0,3 10| 135 0,2 7 28 0,4
22| 20,5 0,3 21 6 0,1 22 32 0,3
29| 28,5 0,35 23 12 0,2 35 29 0,35
40| 25,5 0,3 38| 155 0,2 38 40 0,4
47 33 0,3 40 11 0,15 46 32 0,3
52 24 0,25 43 15 0,15 50 37 0,35
60| 27,5 0,3 58 12 0,15 58 32 0,35
65 25 0,25 60 7 0,1 69 30 0,3
68 24 0,3 67 13 0,2 62 27 0,35




Bloque N° 5

T0 T1 T2

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro
4 20 0,2 18| 24,5 0,3 9| 105 0,2
10 18 0,3 27 27 0,3 11| 115 0,2
13| 20,6 0,3 29 33 0,35 12 10 0,2
25 31 0,25 32 30 0,35 15 10 0,15
33 22 0,3 43| 23,6 0,25 34| 85 0,15
36 39 0,35 46| 30,5 0,3 41| 115 0,2
56 28 0,25 47| 28,2 0,2 43 9 0,2
57| 30,2 0,4 54| 28,5 0,35 51 8 0,1
60 39 0,35 58| 29,5 0,3 60 12 0,2
62| 26,5 0,3 42 22,7 0,25 71| 14,5 0,2

T3 T4 T5

NO NO NO

plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro | plantin | Altura [ Diametro
5| 145 0,2 9| 10,2 0,2 12 24 0,3
6| 275 0,4 16 12 0,15 18 22 0,35
16| 29,5 0,3 23 18 0,2 21 175 0,2
24 315 0,3 24| 12,5 0,2 27| 30,5 0,4
28 28 0,3 33| 175 0,2 30| 28,5 0,3
41 28,5 0,35 54 11 0,15 34| 255 0,3
46 32 0,35 59| 12,8 0,15 37 15 0,2
50 32 0,35 62| 155 0,2 42 28,5 0,4
53 25 0,3 65 11 0,15 65| 215 0,2
69 30 0,4 70| 175 0,15 72 30 0,35




Tabla 2: Determinacion del peso fresco y seco de los plantines. Fecha 14/03/07

Bloque 1
Peso fresco Peso seco
Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 14,77 7,81 22,58 3,026 0,73 3,756
T1 11,88 7,52 19,4 3,12 0,906 4,026
T2 1,93 0,76 2,69 0,65 0,186 0,836
T3 11,88 7,33 19,21 3 0,866 3,866
T4 2,2 1,08 3,28 0,266 0,066 0,332
T5 13,01 6,21 19,22 3,25 0,88 4,13
Bloque 2
Peso fresco Peso seco
Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 14,66 6,61 21,27 3,86 0,893 4,753
T1 15,29 9,51 24,8 3,84 0,51 4,35
T2 1,6 0,68 2,28 0,68 0,173 0,853
T3 8,01 6,81 14,82 1,91 0,92 2,83
T4 2,24 0,97 3,21 0,73 0,2 0,93
T5 8,86 5,52 14,38 2,26 0,586 2,846
Bloque 3
Peso fresco Peso seco
Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 11,36 7,37 18,73 2,853 1,026 3,879
Tl 9,8 6,6 16,4 2,506 1,026 3,532
T2 1,81 0,97 2,78 0,626 0,173 0,799
T3 12,05 7,91 19,96 2,933 1,066 3,999
T4 2,6 1,24 3,84 0,84 0,28 1,12
T5 13,1 8,37 21,47 3,493 0,84 4,333




Blogue 4

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 12,93 8,06 20,99 3,2 1,146 4,346
T1 8,2 5,266 13,466 1,88 0,56 2,44
T2 1,893 1 2,893 0,706 0,226 0,932
T3 11,42 7,44 18,86 2,813 1,413 4,226
T4 1,84 0,8 2,64 0,613 0,186 0,799
T5 13,21 6,76 19,97 3,346 1,16 4,506
Bloque 5

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 11,94 8,34 20,28 2,88 0,973 3,853
T1 8,86 6,88 15,74 2,08 0,73 2,81
T2 1,733 0,99 2,723 6 0,186 6,186
T3 11,66 7,706 19,366 2,8 1,1066 3,9066
T4 1,8 0,8 2,6 0,813 0,226 1,039
T5| 10,946 6,8 17,746| 2,613 1,13 3,743
Determinacion del peso fresco y seco de los plantines. Fecha 24/04/07
Bloque 1

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 21,58 11,1 32,68 4,61 1,41 6,02
T1 14,54 10,68 25,22 3,21 1,85 5,06
T2 2,88 1,25 4,13 0,73 0,22 0,95
T3 16,02 12,35 28,37 3,94 2,25 6,19
T4 2,6 1,08 3,68 0,58 0,17 0,75
T5 15,97 12,34 28,31 4,52 2,11 6,63




Bloque 2

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 19,05 13,05 32,1 4,93 2,39 7,32
T1 13,57 8,54 22,11 3,57 1,58 5,15
T2 2,44 1,28 3,72 0,6 0,21 0,81
T3 13,85 8,11 21,96 3,71 1,67 5,38
T4 2,32 1,02 3,34 0,57 0,18 0,75
T5 11,55 12,77 24,32 3,17 2,39 5,56
Bloque 3

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 14,95 10,75 25,7 4,24 2,18 6,42
T1 13,52 13,79 27,31 4,03 2,34 6,37
T2 3,3 1,93 5,23 0,78 0,34 1,12
T3 13,91 11,16 25,07 3,79 2,03 5,82
T4 3,6 1,95 5,55 0,9 0,29 1,19
T5 13,72 13,07 26,79 3,79 2,38 6,17
Blogue 4

Peso fresco Peso seco

Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 21,81 10,06 31,87 5,43 1,64 7,07
T1 13,37 10,88 24,25 3,24 1,54 4,78
T2 3,9 1,8 5,7 0,81 0,12 0,93
T3 16,95 11,08 28,03 4,55 1,57 6,12
T4 5,49 2,6 8,09 0,94 0,07 1,01
T5 21,82 12,44 34,26 7,06 2,06 9,12




Bloque 5

Peso fresco Peso seco
Parte aérea | Parte radicular | Total | Parte aérea | Parte radicular Total
TO 16,12 11,2 27,32 4,34 1,69 6,03
Tl 14,55 10,88 25,43 3,68 1,78 5,46
T2 3,62 1,86 5,48 0,71 0,2 0,91
T3 13,3 8,16 21,46 3,27 1,27 4,54
T4 2,69 14 4,09 0,48 0,11 0,59
T5 16,58 10,18 26,76 4,9 1,85 6,75
Cuadrol: Andlisis de varianza para la variable altura
Effect DF DF FValue Pr>F
Bloque 4 20 191 0.1475
TRATAM 2 20 40.27 <.0001
STARTER (TRATAM) 1 20 173.70 <.0001
DOSIS (TRATAM) 1 20 0.05 0.8206
STARTE*DOSIS (TRATAM) 1 20 051 0.4822
Fecha 2 48 32.86 <.0001
TRATAM*Fecha 4 48 0.70 0.5951
STARTE*Fecha(TRATAM) 2 48 040 0.6710
DOSIS*Fecha(TRATAM) 2 48 0.32 0.7250
STAR*DOSI*Fech(TRAT) 2 48 0.31 0.7371

Cuadro 2: Promedios para la variable altura segun tratamientos

Efecto Starter Tratam  Dosis Prom Altura
Starter*dosis(tratam) si 0 0 24,3667
Starter*dosis(tratam) si 5 0 22,0267
Starter*dosis(tratam) no 1234 330 8,7133
Starter*dosis(tratam) no 1234 660 9,2
Starter*dosis(tratam) si 1234 330 22,62
Starter*dosis(tratam) si 1234 660 21,6733




Cuadro 3: Promedio de altura segln tratamientos

Prueba Tukey
Tratamiento
0

5

1234

Promedio Letra

24,3667 A
22,0267 A
15,5517 B

Cuadro 4: Analisis de varianza para la variable diametro de cuello

Effect DF DF FValue Pr>F
Bloque 4 20 432 0.0111
TRATAM 2 20 69.97 <.0001
STARTER(TRATAM) 1 20 248.00 <.0001
DOSIS(TRATAM) 1 20 0.28 0.6021
STARTE*DOSIS(TRATAM) 1 20 223 0.1511
Fecha 2 48 28.25 <.0001
TRATAM*Fecha 4 48 1.71 0.1630
STARTE*Fecha(TRATAM) 2 48 1.36 0.2670
DOSIS*Fecha(TRATAM) 2 48 1.41 0.2547
STAR*DOSI*Fech(TRAT) 2 48 0.19 0.8236
Cuadro 5: Promedio de diametro de los diferentes tratamientos

Tmtos Starter Dosis Diametro Letra

0 Si 0 0,292 A

5 Si 0 0,2867 A

3 Si 660 0,28 A

1 Si 330 0,266 A

2 no 330 0,1673 B

4 no 660 0,1607 B




Cuadro 6: analisis de varianza para la variable peso fresco parte aérea

Effect DF DF FValue Pr>F

Bloque 20 159  0.2159

TRATAM 20 7490 <.0001

STARTER(TRATAM) 20 206.83 <.0001

DOSIS(TRATAM) 20 031 0.5838

Fecha 24  70.88 <.0001

TRATAM*Fecha 24 464 0.0198

STARTE*Fecha(TRATAM) 24 465 0.0413

DOSIS*Fecha(TRATAM) 24 0.06 0.8158

4
2
1
1
STARTE*DOSIS(TRATAM) 1 20 0.05 0.8210
1
2
1
1
1

STAR*DOSI*Fech(TRAT) 24 022 0.6426

Cuadro 7: Analisis de varianza para la variable peso fresco parte radicular

Effect DF DF FValue Pr>F
Bloque 4 20 1.85  0.1583
TRATAM 2 20 164.13  <.0001
STARTER(TRATAM) 1 20 765.73  <.0001
DOSIS(TRATAM) 1 20 0.13  0.7202
STARTE*DOSIS(TRATAM) 1 20 0.27 0.6121
Fecha 1 24 92.09 <.0001
TRATAM*Fecha 2 24 8.40  0.0017
STARTE*Fecha(TRATAM) 1 24 10.82 0.0031
DOSIS*Fecha(TRATAM) 1 24 0.56  0.4630
STAR*DOSI*Fech(TRAT) 1 24 0.36  0.5525




Cuadro 8: Promedio de los diferentes tratamientos para Peso fresco parte radicular

Tratamiento Starter Dosis Peso (grs) Letra
5 Si 0 9,446 A
0 Si 0 9,435 A
1 Si 330 9,049 A
3 Si 660 8,806 A
4 No 330 1,294 B
2 No 660 1,252 B

Cuadro 9: Analisis de varianza para la variable peso seco parte aérea

Effect DF DF FValue Pr>F
Bloque 4 20 0.84 0.5186
TRATAM 2 20 57.60 <.0001
STARTER(TRATAM) 1 20 143.09 <.0001
DOSIS(TRATAM) 1 20 011  0.7459
STARTE*DOSIS(TRATAM) 1 20 0.17 0.6865
Fecha 1 24 5943 <.0001
TRATAM*Fecha 2 24 7.49 0.0030
STARTE*Fecha(TRATAM) 1 24 8.59 0.0073
DOSIS*Fecha(TRATAM) 1 24 017 0.6798
STAR*DOSI*Fech(TRAT) 1 24 0.26 0.6147

Cuadro 10: Promedio de los diferentes tratamientos para Peso seco parte aérea

Tratamientos Starter Dosis Letra
0 Si 0 A
5 Si 0 A
3 Si 660 A
1 Si 330 A
2 No 330 B
4 No 660 B




Cuadro 11: Analisis de varianza para la variable peso seco pare radicular

Effect DF DF FValue Pr>F

Bloque 4 20 2.06 0.1237
TRATAM 2 20 75.54 <.0001
STARTER(TRATAM) 1 20 295.83 <.0001
DOSIS(TRATAM) 1 20 0.65 0.4280
STARTE*DOSIS(TRATAM) 1 20 1.39 0.2517
Fecha 1 24 12251 <.0001
TRATAM*Fecha 2 24 1134 0.0003
STARTE*Fecha(TRATAM) 1 24  31.48 <.0001
DOSIS*Fecha(TRATAM) 1 24 204 0.1665
STAR*DOSI*Fech(TRAT) 1 24 111 0.3016

Cuadro 12: Promedio de los diferentes tratamientos para Peso seco parte radicular

Tratamientos Starter Dosis Letra
5 Si 0 A
3 Si 0 A
0 Si 660 A
1 Si 330 A
2 No 330 B
4 No 660 B

Cuadrol3: Niveles de nutrientes obtenidos en el primer andlisis foliar

Nutrientes
Tratamientos N (%) P (%) K (%) B (ppm)
TO 1,18 0,24 0,71 56
Tl 1,52 0,3 0,62 53
T2 3,1 0,27 0,58 72
T3 1,39 0,26 0,65 51
T4 3,03 0,31 0,73 67
T5 1,21 0,2 0,62 54

Cuadro 14: Niveles de nutrientes obtenido en el segundo analisis foliar




Nutrientes
Tratamientos N((%) P(%) K (%) B (ppm)
T0 1,88 0,37 0,97 19
T1 1,6 0,29 0,89 18
T2 2,69 0,33 0,96 22
T3 1,67 0,33 0,97 14
T4 2,77 0,28 1,02 16
T5 1,81 0,35 1,04 18

Cuadro: Tabla de correlaciones entre peroxidasas y las variables medidas en el ensayo

Peroxidasa PF_PA PF_PR PS_PA PS PR ALT DIAM

Peroxidasa 1,000 -0562 -0,645 -0525 -0,582 -0,658 -0,570

0246 0167 0285 0226 0156 0,238

PF_PA -0,562 1,000 0986 0,995 0979 0992 0,993
< <

0,246 0,000 0,0001 0,001 0,000 0,0001

PF_PR -0,645 0,986 1,000 0987 0,993 0994 0,993
< < <

0,167 0,000 0,000 0,0001 0,0001 0,0001

PS_PA -0,525 0,995 0,987 1,000 0989 0984 0,995
< <

0,285 0,000 0,003 0,000 0,000 0,0001

PS_PR 0592 0979 0993 0989 1,000 0978 0,994
< <

0,226 0,001 0,000 0,000 0,001 0,0001

ALT -0,658 0,992 00994 0984 0978 1,000 0,988

0,156 0,000 <0,0001 0,000 0,001 0,000

DIAM 0570 0,993 0,995 0,995 0994 0988 1,000

< < < < <
0,238 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,000

Nota: El valor superior es el coeficiente de correlacién observado, y el segundo es la
probabilidad de error en la prueba estadistico con hipétesis p=0

Tabla: 1° Analisis foliar (04/04/07)



Nutrientes
Tratamientos N (%) P (%) K (%) B (ppm)
T0 1,18 0,24 0,71 56
T1 1,52 0,3 0,62 53
T2 3,1 0,27 0,58 72
T3 1,39 0,26 0,65 51
T4 3,03 0,31 0,73 67
T5 1,21 0,2 0,62 54

Tabla: 2° Andlisis foliar (07/06/07)

Nutrientes
Tratamientos N (%) P (%) K (%) B (ppm)
TO 1,88 0,37 0,97 19
T1 1,6 0,29 0,89 18
T2 2,69 0,33 0,96 22
T3 1,67 0,33 0,97 14
T4 2,77 0,28 1,02 16
T5 1.81 0.35 1.04 18

Cuadro: Comparacion de fertilizacion entre dosis aplicada por Afion et al y dosis
aplicada en este ensayo

Etapa Fertilizante a usar Grs/plantin

Starter SuperP de Ca
Arranque NPK (2:3:2) Fosfato | 0.25
de amonio 18:44

Cria NPK (3:2:2), Fosfato | 0.28
de amonio + NogNH,4

Terminacion | NPK (2:3:5) 0.17

Etapa Fertilizante | TO (g/pl) | T1

Arranque 18-44-0 0.01 0.01




13-0-46 0.006 0.006
Cria 18-18-18 0.015 0.015
34-0-0 0.004 0.004
0.015 0.015
18-18-18 0.0035 0.0035
13-0-46 0.0035 0.0035
15.5-0-
0+Ca
Terminacion | 11/09/1935 0.013 0.013
0-52-34 0.009 0.009






