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1 INTRODUCCION

1.1 CONCEPTOS PRELIMINARES

En el afio 1987 con la aprobacion de la Ley Forestal, el sector forestal
comienza a tomar relevancia como rubro agricola a nivel nacional. Desde la
creacion de dicha ley hasta la actualidad, el sector en su conjunto, ha
sobrellevado una considerable transformacion en sus diferentes etapas.

Una de las fases que mayores cambios experimenté dentro de la
cadena forestal, fue la produccion de plantines en viveros para establecimientos
comerciales. La primera transformacion significativa que vislumbraron los
viveros, corresponde a un aumento considerable de la demanda de plantines de
calidad, generada por el dinamismo que causoO en el sector la creacion de la
mencionada Ley Forestal. En este punto comienza a haber una tendencia de
utilizar solamente las especies comprendidas en dicha ley, por lo que la
produccion dentro del vivero se concentra solamente en unas pocas especies
(Pinus elliottii, Pinus taeda y Pinus pinaster, para coniferas).

Las técnicas de produccion de las especies de coniferas experimentan
un cambio radical, de la mano de la incorporacion de paquetes tecnologicos
importados desde el exterior. En un principio se producian plantines a raiz
desnuda con poca manipulacién de los mismos; se sembraban las semillas
directamente en el suelo (previamente acondicionado) para la formacion de
almécigos en canteros. Posteriormente se pasa a producir plantines en
contenedor con intervenciones practicamente diarias; utilizando sustratos
estériles, bajo la proteccion de invernaculos con complejos sistemas de riego y
fertilizacion. Con la demanda creciente de plantines cada vez de mejor calidad,
se observa una transicion en los tipos de viveros existentes; se registra una
concentracion de la producciébn en unos pocos viveros de gran capacidad
productiva (muchos de ellos pertenecientes a las propias empresas con
plantaciones), desapareciendo un gran numero de ellos, probablemente por no
poder hacer frente a la inversiones necesarias para incorporar las nuevas
tecnologias disponibles en pais.

En lo que respecta al cuidado de la sanidad de los plantines, también se
observan cambios importantes. Muchos de los pesticidas que en el pasado se
aplicaban para el control de las enfermedades, en tiempos actuales su uso esta
prohibido en el pais, o presentan importantes restricciones en su aplicacion por
organismos de certificacion. Con el aumento de la superficie de plantaciones,



cada vez mas aparecen nuevas plagas y enfermedades que antes no estaban
registradas en el pais.

El control de las enfermedades pasa a enmarcarse dentro del contexto
de Manejo Integrado de Plagas. En una aproximacion al Manejo Integrado de
Plagas, se define como aquellas practicas tendientes a la proteccion de los
cultivos, que son ambientalmente apropiadas, socialmente benéficas y
econdmicamente viables. Segun Boller et al. (2004), el Manejo Integrado de
Plagas se aplica a enfermedades, plagas y malezas. Dentro del contexto de la
agricultura sustentable, en la proteccion de los cultivos se coloca el énfasis en
las medidas preventivas (control indirecto), que deben ser utilizadas en mayor
orden, antes que las medidas curativas (control directo). El control consiste en
la gestion de las poblaciones de la plaga para mantenerlas por debajo del nivel
gue causa pérdidas economicas. Las decisiones acerca de la necesidad de
aplicar medidas de control deben contar con las herramientas mas avanzadas,
tales como los métodos de prondstico y umbrales econdmicos cientificamente
comprobados. Los instrumentos de proteccion directos de los cultivos son el
ultimo recurso, y se deben aplicar en caso de que ocurran pérdidas
econOmicamente inaceptables, y no se puedan prevenir por medios indirectos.

De esta manera, se deja de lado la necesidad de aplicacion de grandes
cantidades de pesticidas, de gran toxicidad para el medio ambiente y trabajador
rural. Hay una menor dependencia del control quimico de las enfermedades,
basado en el uso indiscriminado de pesticidas, con aplicaciones sistematicas
sin ningan criterio biolégico; empleando productos de amplio espectro, con un
namero muy reducido de principios activos y con un tiempo prolongado de
persistencia en el medio.

Enmarcado en el al Manejo Integrado de Plagas, surge un gran interés
por parte de los viveristas forestales en incorporar como herramienta el Control
Biolégico de enfermedades, como una herramienta alternativa al uso de
pesticidas quimicos; ya que Su usO no representa un impacto ambiental
negativo para el ambiente ni para los seres humanos. Cook y Beker (1984)
definen al Control Biologico como la reduccion de la densidad de in6culo o de
las actividades productoras de enfermedad de un patégeno o un parasito, en su
estado activo o durmiente, mediante uno 0 mas organismos, lograda de manera
natural o a través de la manipulacion del ambiente, del hospedero o del
antagonista, o por la introduccioén masiva de uno o mas antagonistas.

En el contexto del Control Biolégico de enfermedades, el género de
hongos Trichoderma aparece como un potencial agente de control biolégico,
debido a su capacidad sapréfita competitiva y a su habilidad de parasitar un
amplio espectro de hongos fitopatégenos. Varios estudios han demostrado los



diferentes mecanismos de accidén que presenta Trichoderma como agente de
biocontrol, entre los que se incluye la competencia por factores esenciales,
micoparasitismo, antibiosis, efecto promotor del crecimiento vegetal, induccion
de resistencia a enfermedades en plantas, asi como la solubilizacion de
nutrientes.

En este trabajo lo que se busca evaluar es el efecto que presenta
Trichoderma harzianum cepa L1, sobre la calidad de plantines de Pinus taeda
producidos en un vivero forestal ubicado en el departamento de Rivera. La
calidad de los plantines producidos se evalla a través de diferentes parametros
propuestos para la especie. De esta manera se analiza el efecto de
Trichoderma sobre el crecimiento de los plantines, asi como en la induccion de
resistencia a enfermedades y estado nutricional de los mismos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Obijetivo general

El objetivo del presente trabajo es evaluar la conveniencia de incluir un
fungicida biologico disponible en el mercado local, dentro de un esquema de
produccién de plantines de Pinus taeda en vivero forestal.

1.2.2 Obijetivos especificos

1. Evaluar al antagonista Trichoderma harzianum cepa L1 como posible agente
de control biologico, frente a enfermedades desarrolladas en vivero forestal
de la especie Pinus taeda.

2. Evaluar y cuantificar a Trichoderma harzianum cepa L1 como posible
biopromotor de crecimiento en plantines de Pinus taeda producidos en un
vivero forestal, en funcion de los parametros de calidad de plantin
estipulados para la especie.

3. Determinar mediante analisis isoenzimatico, el efecto de Trichoderma
harzianum cepa L1 como posible inductor de resistencia frente a
fitopatdbgenos, sobre plantines de Pinus taeda producidos en vivero forestal.



4. Evaluar y cuantificar la supervivencia y colonizacion de Trichoderma
harzianum cepa L1 incorporado al sustrato de produccion de Pinus taeda,
durante todo el ciclo de producciéon en un vivero forestal.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA Y DETERMINACION DE LA CALIDAD DE PL ANTIN
FORESTAL

2.1.1 Concepto de calidad de plantin forestal y su importancia

El establecimiento exitoso de una plantacién, es el principal objetivo de
un proyecto de inversion forestal, el cual depende de numerosos factores, entre
los que se destacan: la preparacion previa del terreno, la técnica de plantacion,
los cuidados posteriores a ésta y la calidad de planta (Villar 2003, Garcia 2007).

Duryea, citado por Villar (2003) define a un plantin de calidad como
aquel que es capaz de alcanzar un desarrollo (supervivencia y crecimiento)
optimo en un medio determinado y, por tanto, cumplir los objetivos establecidos
en un plan de repoblacion. De manera similar, Cuevas, citado por Coppola et al.
(2000) lo define como aquel que sobrevive a un estrés ambiental prolongado y
produce un vigoroso crecimiento posterior a la plantacion. Johnson y Cline,
citados por Sigala (2009) introducen el aspecto econdmico en la definicion y
caracterizan al plantin de calidad como aquel producido al menor costo posible
en funcién de su objetivo, ademas de tener la capacidad de sobrevivir y crecer
adecuadamente después de ser plantado.

El modelo de calidad ideal de una planta no es constante y se modifica
segun la especie utilizada, el sitio a forestar, los objetivos de la reforestacion, el
estado fenologico de la planta y la edad de la misma (Carneiro 1995, Villar
2003).

Carneiro, citado por Carneiro (1995) determina que los criterios para la
clasificacion de calidad de plantin, se basan en dos criterios fundamentales: el
aumento del porcentaje de sobrevivencia de plantines después de la
repoblacion, y la disminucion de la frecuencia de labores culturales de
mantenimiento del sitio recién implantado.

Cuando la supervivencia de los plantines no alcanza niveles aceptables,
la reposicion de los individuos muertos se hace necesaria, aumentando
significativamente el costo de los proyectos (Carneiro 1995, Villar 2003).
También el crecimiento inicial deficiente de los plantines, obliga a implementar
la necesidad de limpieza del sitio, aumentando los costos de mantenimiento
posplantacién (Carneiro 1995, Garcia 2006). Esta escasez en el crecimiento,



genera que las plantas presenten una menor tasa de crecimiento por superficie
al aflo, aumentando el tiempo de ejecucion del proyecto; igualmente se genera
una tendencia a la falta de uniformidad del producto final, debido a la calidad del
fuste (Carneiro, 1995).

Utilizar plantines de calidad ideal para las circunstancias planteadas,
tiene una repercusion directa sobre el aumento de la supervivencia y reduccion
de mantenimiento, en la repoblacion. Carneiro (1995), Villar (2003) constatan la
relacion directa entre la calidad de los plantines utilizados en la reforestacion, y
la calidad del producto final obtenido de la misma. El utilizar plantines de buena
calidad condiciona al reforestador, que el fracaso de una reforestacion no es
debido a la calidad del plantin sino a otros factores. A su vez, un vivero al
producir un producto de calidad, se estaria asegurando futuras ventas, asi
como un sobreprecio debido a la calidad del producto vendido (Villar 2003,
Garcia 2006).

En la actualidad existen dos tendencias sobre en que etapa debe ser
evaluada la calidad de los plantines; por un lado se plantea que la misma sea
evaluada a campo, acorde al desempefio posterior a la reforestacion; por otro
lado, existe la tendencia a que la calidad sea evaluada aun en etapa de vivero.
Esta segunda tendencia se debe a que la calidad de los plantines se ve
modificada, segun las técnicas de produccion, asi como el transporte, modo de
replantacién, etc. (Brissette, citado por Carneiro, 1995). Carneiro (1995),
Coéppola et al. (2000) hacen una revision detallada sobre éstas practicas
culturales que afectan la calidad de los plantines producidos.

Villar (2003) considera que la calidad de un plantin forestal es la
resultante de la interaccion de cuatro componentes: la calidad genética, el
estado sanitario, la morfologia y la fisiologia. Dado que la calidad morfolégica y
fisiologica de una planta depende, en gran medida, de sus caracteristicas
genéticas; en este trabajo se hara énfasis en aquellos caracteres morfologicos y
fisioldégicos que condicionan el establecimiento y desarrollo de las plantaciones.

2.1.2 Parametros morfoldégicos gue determinan la cal idad de plantin

La morfologia de un plantin es la manifestacion de la respuesta
fisiologica del mismo a las condiciones ambientales y a las practicas culturales
realizadas dentro del vivero (Birchler et al., 1998). Villar (2003) hace referencia
a los atributos morfolégicos que determinan la calidad de plantin como, un
conjunto de caracteres tanto de naturaleza cualitativa (presencia de dafios o
heridas, deformaciones radicales, tallos mdultiple, etc.) como cuantitativa
(tamafio de plantin 0 alguna de sus partes y la proporcion entre ellas) sobre la



forma y estructura de la planta o alguna de sus partes. La mayoria de estos
parametros se pueden cuantificar a simple vista o con mediciones sencillas;
ademas, el numero de probables parametros a estudiar es elevado y algunos
de ellos estan muy correlacionados, por lo que se deben elegir aquéllos que
proporcionen una mayor informacién respecto a la calidad de los plantines y
sean de medicion sencilla, rapida, accesible y economica (Birchler et al. 1998,
Villar 2003).

El cuadro 1 muestra los principales parametros morfolégicos utilizados
en algunos trabajos (Schmidt-Vogt, citado por Carneiro 1995, Villar 2003, Alia et
al. 2005) para evaluar la calidad de diferentes plantines forestales.

2.1.2.1 Longitud de la parte aérea

Sin dudas éste parametro es el que presenta mayor facilidad a la hora
de ser determinado, pero por si solo carece de valor para evaluar la calidad de
plantines, ya que ofrece so6lo una somera aproximacion del area
fotosintetizadora y transpirante, e ignora la arquitectura del tallo. Sin embargo si
se relaciona a éste con otros parametros, puede llegar a adquirir relevancia
como indicador de calidad de plantin (Céppola et al. 2000, Sigala 2009).

Carneiro (1995) hace una intensa revision sobre trabajos que estudian
la altura de plantin forestal (incluyendo a Pinus taeda) y en ellos hay consenso
sobre que, los plantines que presentan mayores alturas en la parte aérea, se
observa una disminucién en el porcentaje de sobrevivencia a campo en los
primeros estados de crecimiento. Contrariamente, los plantines de menor altura
presentan mayores porcentajes de sobrevivencia.

También se concluye la existencia de una correlacion positiva entre la
dimension de los plantines y la tasa de crecimiento de éstos, una vez que se
han establecido; llegando las plantas a una mayor altura afios posteriores a la
plantacion. Estos resultados concuerdan con los trabajos que también citan
diferentes autores, como ser Birchler et al. (1998), Villar (2003), Sigala (2009).

A la hora de seleccionar la altura final que tendra un plantin, se debe
tener presente que aquellos que presentan una altura superior a la establecida
para plantines de calidad optima, son mas susceptibles al vuelco por efecto del
viento, presentan mayores tasas de transpiracion, pero incrementan
considerablemente su ritmo de crecimiento debido a una mayor superficie
fotosintetizadora. Por su lado, los que presenten una altura deficiente van a
mostrar una menor capacidad de competencia con la vegetacion circundante y
un mayor riesgo por dafios a pisoteo (Villar, 2003).



Cuadro No. 1: Principales parametros morfoldgicos utilizados a la hora de
evaluar la calidad de plantines forestales.

PARAMETROS MORFOLOGICOS
Plantines con heridas no cicatrizadas
Plantines parcialmente o totalmente desecados
Tallos con fuertes curvaturas
Tallos multiples
Tallos con muchas guias
Tallos y ramas incompletamente maduros
Tallos desprovistos de una yema terminal sana
Tallos y ramas con parada vegetativa incompleta
Inexistencia de ramificaciones o claramente insuficiente
Formacion de aciculas
Aciculas recientes fuertemente dafiadas
Cuello de raiz dafado
Raices principales gravemente enrolladas, torcidas o dafadas
Raices secundarias ausentes o dafiadas
Plantines que presentan dafios causados por organismos
Sistema radicular claramente insuficiente
Altura de parte aérea
Peso total de plantin
Relacion peso total de plantin / altura de parte aérea
Peso de la parte aérea
Relacion peso de la parte aérea / altura de parte aérea
Diametro del cuello
Relacion diametro de cuello / altura de parte aérea
Relacion peso parte aérea / peso parte radicular
Relacion largo parte aérea / largo parte radicular
Peso del sistema radicular
Relacion peso del sistema radicular / altura de la parte aérea
Largo de raices
Superficie activa de raices
Frecuencia de micorrizas en raices
Porcentaje de raices
Largo de aciculas
Cantidad y largo de yemas

Cualitativos

Cuantitativos




2.1.2.2 Diametro del cuello

Es un parametro también de facil medicion, siendo el mas importante en
la utilizacion como criterio de evaluacién de calidad en plantines. El didmetro de
cuello da una aproximacion de la seccion transversal de transporte de agua, del
tamafo del sistema radicular, de la resistencia mecanica y de la capacidad
relativa para tolerar altas temperaturas en la superficie del suelo (Cleary y
Greaves, citados por Birchler et al., 1998). Plantines con diametro de cuello
mayor, soportan mejor los dafios causados por animales e insectos, y muestran
mayor resistencia al doblamiento (Coppola et al. 2000, Sigala 2009).

Al igual que el parametro anterior, Carneiro (1995) hace una intensa
revision de trabajos sobre el tema y concluye que hay una fuerte correlacion
positiva entre la sobrevivencia a campo de los plantines y su didmetro de cuello
al momento de ser plantados. Esta misma relacion se observa entre el diametro
del cuello y los incrementos iniciales de los mismos, pero esa superioridad de
ve disminuida al utilizar plantines de gran altura en la parte aérea.

2.1.2.3 Relacion altura parte aérea / diametro de ¢ uello

Este parametro se conoce con el nombre de indice de esbeltez o
robustez, y se define como la relacion entre la altura de la parte aérea (medida
en cm) y el diametro de cuello (medido en mm).

indice de esbeltez = Alt_lfra parte aerea (cm)
Diametro cuello (mm)

Un indice de robustez con valores bajos esta asociado a mejor calidad
de plantin, ya que éste es mas robusto; en cambio, valores altos indican que el
plantin es mas esbelto y que existe desproporcion entre la altura de la parte
aérea y el didmetro de cuello (Sigala, 2009). Debido a esto, los plantines que
presentan indices de esbeltez intermedios muestran los mayores crecimientos
en campo, mientras tanto, los plantines achaparrados como los muy ahilados
(indices de esbeltez bajos y altos, respectivamente) presentan un menor
desarrollo (Villar, 2003).

Este parametro de calidad toma relevancia cuando los plantines son
producidos en contenedor, donde la cantidad de éstos por superficie a veces no
es la més adecuada. Normalmente existe una buena correlacion entre la altura
y la masa de la parte aérea, pudiendo existir situaciones en que un plantin sea
alto pero su parte aérea no sea grande. Esta situacion ocurre cunado los
plantines con producidos a densidades altas o a la sombra. Como consecuencia



de esto, las partes aéreas se elongan mucho pero se ramifican poco, los tallos
son delgados y, en términos relativos, suelen poseer menos follaje. Por ello, a la
hora de evaluar la calidad de plantines, conviene que se referencie su altura de
la parte aérea, con el diametro de cuello (Villar, 2003).

2.1.2.4 Relacion entre biomasa de la parte aéreay biomasa de la parte
radicular

Es un parametro utilizado para determinar el balance entre el area de
transpiracion y el area de absorcion de agua. Para determinar el cociente, se
utilizan los pesos secos de ambas partes (Birchler et al. 1998, Céppola et al.
2000, Sigala 2009). Para establecer el peso seco de parte aérea o raiz,
Coppola et al. (2000) proponen que los plantines sean secados a estufa a una
temperatura de 65° a 70° C durante 48 horas; mientras que Carneiro (1995)
plantea que ésta determinacién se realice a una temperatura de 105° C, hasta
peso constante, lo que ocurre usualmente antes de las 24 horas.

Dicho parametro también sirve para comparar las tasas de crecimiento
de la parte aérea y de la raiz ya que es una medida dinamica de distribucion de
carbono dentro del plantin (Johnson y Cline, citados por Sigala, 2009).

Los plantines que presenten un cociente menor de parte aérea y parte
radicular pueden conservar un mejor estado hidrico, con un consumo mas
moderado de agua en situaciones de deficiencia hidrica; de lo contrario pueden
mermar su desarrollo en el campo debido al deterioro de dicho balance (Villar,
2003).

Por su cuenta, plantines con cocientes muy bajo, tienen menor
capacidad de crecimiento y supervivencia, debido al deterioro de su balance de
carbono, especialmente bajo condiciones de estrés. Un excesivo desarrollo de
tejidos no fotosintéticos (raices) implica que las fosas de carbono sean
mayores, y por lo tanto, menor la disponibilidad de carbohidratos para la
elongacion de los tallos y las raices (Villar, 2003).

Olivo y Buduba (2006) utilizan en la evaluacion de calidad de plantines
de Pinus ponderosa el indice Tallo Raiz de Iverson, calculado como la relacion
de pesos secos entre el tallo y la raiz. lverson, citado por Olivo y Buduba (2006)
sefala valores entre 1,5 y 2 como Optimos para su indice, variando éstos de
acuerdo a la especie analizada.

Peso seco tallo (g)
Peso seco raiz (g)

Incide tallo raiz =
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De la combinacion de los dos udltimos parametros (altura / diametro y
biomasa tallo / biomasa raiz), surge el indice de Calidad de Dickson (ICD),
propuesto por Dickson et al., citados por Carneiro (1995). Este indice se calcula
mediante la relacién entre el peso seco total del plantin (g) y la suma de la
esbeltez y la relacion parte aérea / parte radicular. Dickson et al., citados por
Carneiro (1995) consideran que cuanto mas alto es el valor de su indice (ICD),
mejor es la calidad del plantin.

Peso seco plantin (g)
Altura parte aérea (cm) N Peso seco parte aérea ()
Didametro cuello (mm) Peso seco raiz (g)

icD =

Otro indice de evaluacion que surge de la combinacion de los factores
mencionados, es el indice de Lignificacion propuesto por Prieto et al. (2004). El
indice de Lignificacion consiste en determinar el porcentaje de peso seco, con
relacion al contenido de agua en los plantines, lo cual expresa el nivel de
preacondicionamiento de las plantas y se obtiene al dividir el peso seco entre el
peso fresco, multiplicado por cien.

indice de lignificacion :( Peso seco plantin (g) ]xlOO

Peso verde plantin (g)

Una disminucion del suministro de agua a los plantines induce estrés
hidrico, lo cual contribuye a reducir el crecimiento en altura, promover la
aparicion de la yema apical (dormicién invernal en coniferas) e iniciar
mecanismos de resistencia a sequias y bajas temperaturas (Prieto et al., 2004).
Por lo tanto, cuanto mayor sea el estrés hidrico, mayor va a ser el mencionado
indice. Este toma relevancia en la dltima fase de produccion de los plantines
dentro del vivero, cuando lo que se busca es el endurecimiento de los mismos,
preparando a los plantines para que sufran el menor estrés posible durante el
transporte a campo y una vez plantados. Este etapa de rustificacion se vincula
directamente con el proceso de lignificacion de los tejidos; o sea con el indice
en cuestion.

2.1.2.5 Biomasa

Sobre este parametro, Carneiro (1995) hace una revision de diferentes
trabajos, llegando a la conclusién de que el peso de los plantines (cantidad de
biomasa) presenta una gran correlacién positiva con la sobrevivencia a campo
de los mismos. Es asi que un plantin de calidad debe ser lo mas pesado
posible, para que tenga la mejor eficiencia fisiolégica y un mayor crecimiento,
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siempre y cuando presente buen balance entre la parte aérea y la raiz, de
manera que no se afecte su supervivencia (Thompson, citado por Sigala, 2009).

Existen varias formas de combinar en un mismo indice la biomasa de
un plantin, tanto los pesos de las diferentes partes del mismo (parte aérea y
raiz) como la forma de expresarlos (peso verde o peso seco). Carneiro (1995)
define a una de éstas combinaciones como el Porcentaje de Raiz, determinado
como el porcentaje en peso seco de las raices, sobre el peso seco total del
plantin.

Peso seco sistema radicular (g)

Porcentaje de Raices = .
Peso seco plantin (g)

2.1.3 Parametros fisioldégicos que determinan la cal idad de plantin

Los parametros fisioldgicos de un plantin, comprenden los aspectos
internos de éstos, y se relacionan directamente con su comportamiento a
campo en el mediano y largo plazo después de su plantacion (Céppola et al.
2000, Garcia 2007).

Carneiro (2005) evidencia que la calidad fisiologica de los plantines
puede ser mas importante que los efectos de orden morfologico; pero dado la
complejidad a la hora de ser evaluados, muchos trabajos sobre calidad de
plantines forestales omiten el estudio de estos pardmetros, aunque se sepa la
gran importancia que este tema presenta.

Sumado a esta dificultad, el estudio de los parametros fisiologicos se
refiere al estado del plantin en el momento puntual de realizar la medicion y su
validez no se extiende mas alla de las cuatro semanas, debido a que cambian
rapidamente en el corto plazo (Garcia, 2007).

Algunos de los parametros fisiologicos mas utilizados que aparecen en

la bibliografia se presentan en el siguiente cuadro (Carneiro 1995, Céppola et
al. 2000, Villar 2003, Garcia 2007).
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Cuadro No. 2: Principales parametros fisioldgicos utilizados a la hora de
evaluar la calidad de plantines forestales.

PARAMETROS FISIOLOGICOS
Contenido de humedad
Concentracion de nutrientes
Concentracion de carbohidratos
Letargo de yemas terminales
Liberacioén de electrolitos en raices finas
Termografia foliar por infrarrojos
Potencial de formacién de nuevas raices
Prueba de vigor
Resistencia a las heladas
Conductancia estomética y tasa de
fotosintesis
Emision de compuestos volétiles inducidos
por estrés
Concentracion de clorofilas

2.1.3.1 Contenido de humedad

El agua es considerada como unos de los principales factores limitantes
del crecimiento en los sistemas de produccion de plantines en contenedor bajo
invernaculo. Esta importancia del agua de debe a que cualquier proceso
fisiolégico del plantin, esta directa o indirectamente afectado por el agua
(Landis, 1989).

Dentro de estos procesos fisiolégicos, al agua afecta en primera
instancia la germinacion de las semillas, pero también incide en la division
celular de las plantas y su déficit provoca acumulacion de solutos y hormonas
gue retrasan su crecimiento; afecta el movimiento de las células guardas de los
estomas (regulando el balance hidrico de los plantines), también regula la
fotosintesis y la resistencia a la difusion de las aciculas (Carneiro 1995, Sigala
2009). Asimismo se ha observado una correlacion positiva entre valores de éste
parametro con los pardmetros morfologicos, como ser didmetro de cuello, altura
parte aérea y relacion altura / diametro de cuello (Carneiro 1995, Céppola et al.
2000). Si ocurre un déficit prolongado de humedad durante el ciclo productivo
de los plantines, su crecimiento y vigor seran menores, y en consecuencia la
mortalidad en campo sera mayor (Sigala, 2009).
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El estado del agua en las plantines puede ser descrito de tres formas
distintas: contenido de humedad, potencial hidrico y movimiento del agua;
siendo el potencial hidrico (y) el indicador de mayor utilizacion. Este es definido
como la energia necesaria para generar el movimiento del agua dentro del
plantin (Landis, 1989).

Segun Landis (1989), se recomienda que durante el ciclo productivo de
los plantines el potencial hidrico (y) de éstos, varie en funcion de las diferentes
etapas de produccion. Para lograr dicha variacién, el viverista adapta los
diferentes regimenes de riego, segun la fase de produccion que se encuentre.

Durante la primera etapa, correspondiente al establecimiento, los riegos
deben ser frecuentes y de bajo caudal para lograr que la capa superficial de
sustrato (lugar de siembra) esté saturada y favorecer la germinacion de las
semillas.’ Un riego deficitario puede causar una disminucion en el porcentaje de
germinacion por muerte de semillas, y un excesivo riego, favorecer las
condiciones para la aparicion de enfermedades del complejo Damipg-off de pre-
emergencia (Landis, 1989).

La segunda etapa, correspondiente a la de crecimiento rapido, los
sucesivos riegos deben ser esparcidos en el tiempo y de alto caudal. De esta
manera se logran periodos regulares con ligero déficit hidrico (bajos y) que
resultan en un crecimiento mas robusto de los plantines.*

Por udltimo, en la tercera etapa que corresponde a la de endurecimiento,
el riego se retiene durante periodos cortos de tiempo, hasta que los plantines
comiencen a mostrar marchitez, logrando de esta manera los efectos de
endurecimiento vistos en esta secciony en la 2.1.2.4.

2.1.3.2 Concentracién de nutrientes

Landis (1989) reconoce que del total de elementos existentes, tan solo
15 son esenciales para el crecimiento de las coniferas. El carbono, hidrogeno y
oxigeno son obtenidos a partir del agua y del dioxido de carbono atmosférico, y
en total estos tres elementos, representan el 96% de la materia seca de la
planta (Sigala, 2009). Los restantes 13 elementos son de origen mineral y son
absorbidos como iones del suelo o sustrato; éstos se dividen en
macronutrientes (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio y azufre) y
micronutrientes (hierro, manganeso, zinc, boro, cobre y molibdeno). En la lista

! Hayashi, R. 2010. Riego en vivero. In: Curso Produccién Intensiva de Plantines de Eucaliptus
y Pino (2010, Montevideo). Textos. Montevideo, Facultad de Agronomia. 45 p. (sin publicar).
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de micronutrientes se excluye el cloro al no ser elemental para las coniferas,
pero si para otras plantas.

Cada especie producida dentro del vivero, presenta requerimientos
particulares de los mencionados elementos esenciales (nutrientes), que
permitiran un crecimiento y vigor Optimos. Estos requerimientos no son
constantes para capa especie, sino que varian segun las diferentes etapas de
desarrollo de los plantines. Si estos nutrientes necesarios no estan disponibles
cuando los plantines los necesiten (en cantidades y proporciones adecuadas),
el crecimiento y la productividad de éstos se veran afectados negativamente
(Birchler et al., 1998). También puede suceder que los niveles de nutrientes se
encuentren en exceso, con respecto a las requerimientos de los plantines, lo
gue genera una disminucion en su crecimiento o incluso llegar a la muerte por
toxicidad.

El primer resultado de la deficiencia de nutrientes es la reduccién en el
crecimiento del plantin, disminuyendo la productividad aun sin presentarse
sintomas visibles; si esta condicion persiste, pueden aparecer sintomas visibles
de deficiencia y reducirse aun mas el crecimiento. Otra particularidad de una
deficiencia de nutrientes, es que se pueden proporcionar las condiciones para
generar una calidad inferior de plantines, predisponiéndolos al ataque de
enfermedades (Carneiro 1995, Garcia 2007).

Se ha observado que los plantines con buen estado nutricional
presentan mejores condiciones para soportar el estrés generado durante la
plantacion, lo que repercute directamente en una correlacion positiva entre la
concentracion de nutrientes en aciculas y la supervivencia y crecimiento de los
plantines en el campo (Carneiro, 1995).

Esta condicion de superioridad de los plantines esta relacionada con
ciertos factores fisiologicos afectados por el estado nutricional de los mismos,
como la capacidad de crecimiento radicular, la resistencia a sequias y la
resistencia a heladas. En lo que respecta al sistema radicular, los plantines
producidos con niveles éptimos de nutrientes presentan un adecuado desarrollo
y buena formacion del mismo (Carneiro, 1995). Bajo condiciones de estrés
hidrico, la concentracion de potasio en los tejidos puede condicionar la
supervivencia de los plantines a campo, debido a la funcion de este mineral en
los ajustes osmoéticos y a una reduccion de la tasa de transpiracion (Villar,
2003). Por ultimo, se ha visto una influencia positiva de la concentracién de
boro en aciculas, con respecto a la resistencia a las heladas que presentan los
plantines en el campo (Carneiro 1995, Coppola et al. 2000).
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Carneiro (1995) encuentra una estrecha relacion entre el estado
nutricional de los plantines y sus parametros morfologicos. En este punto, sin
dudas el nitrogeno es el mineral que presenta mayor influencia, dado que es el
elemento mineral mas abundante en los plantines. La supervivencia a campo y
el tamafio de los plantines se correlaciona positivamente con el contenido de
nitrdgeno en aciculas. Sin embargo, concentraciones de nitrégeno foliar muy
elevadas generan plantines desbalanceados, con aumento en el crecimiento de
la parte aérea en relacibn a las raices; causando los efectos vistos
anteriormente (Villar 2003, Garcia 2007). Otro papel determinante del nitrégeno,
es la relacion directa que presenta con los procesos fisiologicos mas
importantes que ocurren en los plantines, como ser la fotosintesis.

En la seccion 2.2 se retoma nuevamente el tema relacionado a la
nutricion mineral de los plantines, pero especificamente en lo que respecta a la
produccion de Pinus taeda dentro el vivero.

2.1.3.3 Concentracion de carbohidratos

Los carbohidratos presentes en un plantin se pueden dividir en tres
grandes grupos: estructurales (celulosas y hemicelulosas), reservas (almidén) y
azucares solubles. Los correspondientes a los dos primeros grupos son
carbohidratos de alto peso molecular, mientras que el tercer grupo corresponde
a carbohidratos metabdlicamente activos de pequefio peso molecular (Marshall,
citado por Birchler et al. 1998, Villar 2000).

Desde el punto de vista de interés como atributo fisiolégico, solamente
toman relevancia los carbohidratos no estructurales (almidon y azucares
solubles). La cantidad y el estado de las reservas de estos carbohidratos en el
plantin es un pardmetro fisiologico que puede dar alguna indicacion del vigor y
comportamiento en el campo del mismo (Birchler et al., 1998).

Segun Coppola et al. (2000) los carbohidratos méas importantes a la
hora de evaluar la calidad fisiolégica de un plantin son la sacarosa y el almidon.
Durante periodos de elevadas tasas fotosintéticas, un porcentaje importante de
carbohidratos producidos son almacenados en forma de almidones en hojas,
tallos y raices; el resto es consumido durante procesos de mantenimiento del
metabolismo. Cuando ocurren periodos en donde las tasas fotosintéticas son
reducidas, los almidones almacenados anteriormente se desdoblan para ser
utilizados por el plantin para el proceso de respiracion. Esta condicién hace que
durante el invierno donde la fotosintesis se inhibe, o durante el periodo de
estrés post-plantacion, los plantines deban presentar una adecuada
concentracion de carbohidratos de reserva para que sean utilizados durante el
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proceso de mantenimiento de la respiracion de los plantines, hasta que ocurran
las condiciones propicias de reanudar con elevadas tasas la fotosintesis
(Coppola et al. 2000, Villar 2003, Sigala 2009).

2.1.4 Ejemplos sobre calidad de plantin en  Pinus taeda

2.1.4.1 Padrones definidos por Carneiro

Estudios realizados por Carneiro (1995) en el estado de Parana en
Brasil, demuestran que para la especie Pinus taeda solo los plantines que
presenten un diametro de cuello mayor a 3,7 mm deberian ser llevados a
campo para su plantacion. Esta conclusion se basa en funcién del desempefio
(sobrevivencia y crecimiento) que presentaron los plantines a los 15 meses de
ser plantados. En este mismo trabajo se recomienda que la altura de la parte
aérea de los plantines se situe entre los 20 y 30 cm; estableciéndose de esta
manera, un rango minimo y maximo para la relacion altura parte aérea /
diametro de cuello de 5,4 y 8,1 respectivamente. Los valores mencionados son
aplicables para cualquier fase del periodo de produccion de los plantines.

En lo que tiene que ver con la relacion peso seco aéreo / pero seco
raices, el mismo autor recomienda cocientes entre 2,12 y 2,87, para
espaciamientos que van desde 2x2 hasta 10x10 respectivamente. Para este
ultimo cociente, estudios de Wakeley, citado por Carneiro (1995) obtienen
resultados similares a los de Carneiro, con un intervalo del cociente entre 1y 3.
Finalmente Boyer y South, citados por Carneiro (1995) llegan a la conclusion de
gue, para sitios secos la maxima altura que deberian tener los plantines sea de
30 cm y con una relacidn peso seco aéreo / peso seco raices menor a 2,5.

2.1.4.2 Padrones definidos por la empresa Weyerhaeu ser

En la definicién de plantin de calidad Optimo, Rose et al., citados por
Birchler et al. (1998) (cuadro 3) incorporan nuevos parametros a los definidos
por Carneiro (1995). Dentro de estos, la altura de la parte aérea se establece
como la deseable al rango dentro de los 20 y 25 cm. El diametro del cuello
minimo que los plantines deben tener a la hora de ser expedidos por el vivero,
queda definido a los 4 mm; estableciéndose la relacion altura parte aérea /
diametro de cuello, de 5 y 6,25 como minima y maxima respectivamente.
También se define el volumen que debe ocupar el sistema radicular, siendo el
valor minimo aceptable de 3,5 cm?®.

Dentro de la arquitectura que adopte el plantin se define la presencia de
una yema terminal bien desarrollada y con parada invernal. Un tallo sin
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bifurcaciones y dominante, que no presente ramificaciones de ningun tipo. Por
ultimo se define la arquitectura deseada que el sistema radicular deberia
adoptar, con una raiz principal bien desarrollada y de consistencia fibrosa, la
gue debe estar acompafiada por un minimo de 6 raices laterales secundarias.

Cuadro No. 3: Parametros morfologicos que definen un plantin ideal de Pinus
taeda segun las especificaciones fijadas por la compafia Weyerhaeuser para

sus plantaciones.

Pinus taeda

ALTURA AEREA 20 -25cm
Terminal bien
y YEMAS desarrollada
' TALLO Unico y dominante
RAMIFICACIONES Ausentes
- DIAMETRO o 4 mm
CUELLO
SISTEMA > 6 las laterales y de
RADICULAR 1°" orden fibroso
- VOLUMEN 3
RAIZ >3,5¢m

Fuente: Rose et al., citados por Birchler et al. (1998).

2.1.4.3 Padrones definidos por el Servicio Forestal (USDA)

La figura 1 muestra los atributos que deberia presentar un plantin de
Pinus taeda para que sea considerado de calidad 6ptima, segun la definicion
del Servicio Forestal de Estados Unidos. En ella se aprecia que se considera la
presencia de una yema apical invernal bien desarrollada. La arquitectura del
mismo se compone por un unico tallo principal, el cual deberia estar lignificado.
Por su parte el sistema radicular deberia estar conformado por una raiz
principal, mas 5 raices secundarias como minimo. Una novedad que no se
presenta en ninguno de los dos sistemas de evaluacion de calidad de plantines
mencionados anteriormente, es la presencia de abundantes micorrizas
asociadas el sistema radicular.

En lo que tiene que ver con las dimensiones en si, se establece una
altura de la parte aérea de 10 pulgadas (25,4 cm) con un diametro de cuello de
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7/32 pulgadas (5 mm). El largo de la raiz principal se establece en 6 pulgadas
(15,24 cm); quedando definida de esta manera una relacion tallo / raiz de 2 a 1.

Figura No. 1: Caracteristicas de un plantin de Pinus taeda (loblolly pine) con
calidad 6ptima (modificado de USDA. Forest Service, s.f.).
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2.2 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES EN Pinus taeda

Durante la produccién de plantines en contenedor, el sustrato utilizado
no es capaz de aportar la cantidad de nutrientes minerales demandados por
parte de los plantines; es asi que la fertilizacion (al igual que el riego), se torna
indispensable a la hora de producir plantines con crecimiento y calidad optima.
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Como se menciona anteriormente, cada una de las especies producidas
requiere concentraciones particulares de nutrientes minerales, por lo que el
programa de fertilizacion aplicado debe ser disefiado para mantener estas
concentraciones especificas en el medio de crecimiento, manteniéndolas en
balance entre los diferentes minerales, y también deber ser disefiado para
permitir los cambios nutricionales necesarios durante las etapas del ciclo de
produccion (Landis, 1989). Un caso particular donde los ajustes de la
fertilizacion no es planificada previamente, ocurre cuando suceden situaciones
imprevistas donde lo que se busca es corregir dichas concentraciones mediante
la refertilizacion.?

A la hora de desarrollar un programa de fertilizacion para el vivero, se
debe tener presente las especies utilizadas (origen y procedencias), clima,
etapas fisiolOgicas, sustrato y demas caracteristicas del sistema de produccion
propias de cada vivero. Por tal motivo es fundamental identificar los efectos de la
aplicacion de diferentes nutrientes minerales, con el fin de determinar momentos y
dosis 6ptimas de fertilizacion en cada etapa de produccién (Afion et al., 2004).

Al no haber disponible en el pais un programa de fertilizacion para
plantines de Pinus taeda, cada vivero debe calibrar su propio programa en
funcion de la regresion entre las diferentes dosis de nutrientes minerales
aplicadas (minerales disponibles mas que aplicados) y el rendimiento de la
propia especie, teniendo en cuenta las especificaciones mencionadas
anteriormente (Carneiro 1995, Afion et al. 2004).

2.2.1 Padrones de referencia para la fertilizacion

Estudios realizados con plantines de Pinus taeda por South y Davey,
citados por Carneiro (1995) recomiendan como nivel minimo de fosforo (P) el
correspondiente a 40 ppm, para el potasio (K) 90 ppm, calcio (Ca) 200 ppm,
este Ultimo dato para sustratos de textura franco arenosa a arena franca,
debiendo ser la saturacion en base mayor a 40%; magnesio (Mg) 25 ppm para
sustratos con mas del 75% de arena, 35 ppm para sustratos franco arenosos y
40 ppm para sustratos francos y franco limosos, debiendo estar la saturacién en
base para el Mg en orden del 10 a 20%; azufre (S) 10 ppm Yy sodio
intercambiable (Na) del sustrato no deberia ser superior a 10 ppm.

Otros autores discriminan las diferentes dosis de aplicacion, segun la
etapa del ciclo de produccion. Tinus y McDonald, citados por Landis (1989)

2 zamalvide, J. P. 2010. Fertilizacion en viveros forestales; conceptos principales a manejar para
la toma de decisiones. In: Curso Produccion Intensiva de Plantines de Eucaliptus y Pino (2010,
Montevideo). Textos. Montevideo, Facultad de Agronomia. 20 p. (sin publicar).
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recomiendan los niveles 6ptimos presentados en el cuadro 4, para coniferas
producidas en contenedor.

Cuadro No. 4: Niveles 6ptimos para los 12 elementos esenciales en soluciones
de fertilizante liquido, para coniferas producidas en contenedor.

Fase de

Fase de o Fase de
establecimiento crec'lrr_uento endurecimiento
rapido

Macronutrientes (ppm)
N 50 150 50
P 100 60 60
K 100 150 150
Ca 80 80 80
Mg 40 40 40
S 60 60 60

Micronutrientes (ppm)
Fe 4.00 4.00 4.00
Mn 0.80 0.80 0.80
Zn 0.32 0.32 0.32
Cu 0.15 0.15 0.15
Mo 0.02 0.02 0.02
B 0.50 0.50 0.50

Fuente: Tinus y McDonald, citados por Landis (1989).

En la primera etapa de produccion los plantines necesitan alta
disponibilidad de P, por lo que en las fertilizaciones se debe priorizar la
aplicacion del mismo. Especial atencion merece el N, ya que es necesario
aplicar pequefias dosis, para evitar la formacion de tejidos suculentos que
favorezcan la predisposicion al atague de patdgenos. Durante la segunda etapa
el nutriente que toma mayor relevancia es el N, que es requerido en grandes
cantidades por los plantines para mantener las altas tasas de crecimiento, sobre
todo de la parte aérea. Finalmente, en la tercera etapa se debe aumentar la
disponibilidad de K para favorecer la rustificacion de los plantines; también es
necesario disminuir la disponibilidad de N para detener el crecimiento de los
mismos y lograr la rustificacion mencionada (Afion et al., 2004).

2.2.2 Métodos de diagndstico del estado nutricional en plantines

La oferta en cantidad de nutrientes minerales del sustrato es tan
variable, que incluso, puede ocurrir que los minerales se encuentren en forma
no disponible para los plantines. Incluso cuando estos se encuentran bajo la
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forma disponible, algunas condiciones, como baja aireaciéon, CIC, textura del
sustrato, régimen de riego y fertilizacion, pueden incidir en la absorcion de los
nutrientes. El pH, humedad del sustrato, ausencia de micorrizas e intensidad
luminica pueden afectar la absorcion mineral. Todas estas variables hacen que
la relacion entre la concentracion de minerales aplicadas durante la fertilizacion,
y su utilizacion por parte de los plantines para realizar los diferentes procesos
fisiologicos, no sean iguales (Carneiro, 1995).

Por este motivo, se torna indispensable para un vivero que produce
plantines en contenedor, determinar el estado nutricional de los mismos, asi
como determinar el nivel de deficiencia y predecir su respuesta frente al
agregado de determinada dosis de fertilizante. Landis (1989), Carneiro (1995)
reconocen varias técnicas de diagndéstico frente a esta situacion, siendo las mas
comunes para el pais la sintomatologia foliar y el analisis de tejidos.

2.2.2.1 Sintomatologia foliar

La deficiencia de nutrientes minerales en plantines se caracteriza por
presentar sintomas especificos y observables. Esta deficiencia se torna una
herramienta valida para evaluar el estado nutricional de los plantines y ademas,
presenta la ventaja de ser una técnica aplicable en el vivero sin depender de
ningun laboratorio (Landis 1989, Barbazan 1998).

El diagnostico de deficiencias de nutrientes abarca criterios que
incluyen la apariencia de la parte aérea de los plantines (cambio de color,
deformaciones, sanidad) y la evolucion durante el transcurso de los sintomas
(Carneiro, 1995).

Esta herramienta presenta algunas desventajas entre las que se incluye
gue, cuando se observa los sintomas de deficiencia de un mineral en particular,
en los plantines ya ha ocurrido una seria deficiencia del mismo, pudiendo haber
causado una marcada reduccion del rendimiento. Puede ocurrir que un sintoma
visual no sea caracteristico de una deficiencia originada por un solo mineral
sino de dos o mas minerales. Algunos sintomas son menos caracteristicos, ya
gue pueden estar asociados a un stress provocado por otros factores que
afectan el crecimiento de los plantines (luz, agua, temperatura, pH); ciertas
enfermedades y plagas pueden ocasionar sintomas visuales parecidos a
deficiencias de nutrientes; el exceso de un nutriente puede originar deficiencia
de otro, generando un desbalance nutricional (Carneiro 1995, Barbazan 1998).

Por las desventajas que presenta este método para evaluar el estado
nutricional de los plantines, un correcto diagndstico exige gran experiencia
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practica por parte del observador, ademas de un complemento con otras
técnicas de diagnostico.

Segun May (1984), Carneiro (1995), FAO (2006) los principales
sintomas asociados a una deficiencia nutricional en el género Pinus, son los
siguientes:

Nitrogeno: Pérdida de crecimiento, baja densidad de ramillas, aciculas nuevas
cortas y/o clorgticas (amarillentas), las mas viejas pueden presentar manchas
necroticas o de color pardo. Las raices presentan un excesivo crecimiento.

Fosforo: Aciculas fusionadas, torcidas y mas cortas, de color purpura pudiendo
tener manchas necréticas; follaje de baja densidad presentando cambio de
color a tonos amarillentos; menor crecimiento en altura a pesar de un aspecto
saludable del plantin; disminucién del desarrollo radicular.

Potasio: Aciculas mas cortas y cloréticas (castafio-rojizas, purpuras o
amarillentas en la parte distal); disminucion del desarrollo radicular; menor
lignificacion de tejidos, pudiendo causar su muerte.

Calcio: Aciculas de brotes terminales muy pequefias, de coloracion amarillenta
seguida por una necrosis; en casos severos de deficiencia ocurre muerte de
brotes, en algunos casos con exudacion de resina.

Magnesio: Amarillamiento de las aciculas de la parte superior del plantin,
tornandose doradas en las puntas.

Azufre: Cambio de color de las aciculas mas nuevas que viran a amarillentas.
Hierro: Clorosis de aciculas con ausencia de desarrollo de nuevos brotes.

Manganeso: Menor desarrollo de los plantines que lo normal; aciculas
cloréticas, presentando tejidos necroticos en casos avanzados de deficiencia.

Zinc: Menor desarrollo de los plantines que lo normal; aciculas cortas,
amarillentas, a veces con coloracion bronceada en las extremidades; desarrollo
de brotaciones laterales cortas.

Cobre: Menor desarrollo de los plantines que lo normal; aciculas levemente

amarillentas, pudiendo presentar deformaciones espiraladas; ramillas y brote
terminal también doblados, con mayor crecimiento horizontal que vertical.
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Boro: Aciculas nuevas cloréticas y necréticas, en caso de deficiencia severa
estas se secan y caen ocasionando muerte descendente. Brote terminal
deteriorado que muere progresivamente avanza la deficiencia.

Molibdeno: Puntas de las aciculas nuevas cloréticas, seguida por necrosis de
tejidos; posteriormente la sintomatologia se extiende la resto de los tejidos del
plantin.

2.2.2.2 Analisis de tejidos

El andlisis quimico de tejidos vegetales consiste en establecer la
concentracion de un elemento (o fraccion del mismo) en una muestra
proveniente de una parte definida de la planta, tomada en una etapa
determinada de su desarrollo fisiologico. De esta forma, el andlisis de plantas se
considera como una fotografia de la concentracién de los nutrientes en el
momento de tomar las muestras; por lo que se utiliza como herramienta para
diagnosticar el estado nutricional de los plantines (Barbazén, 1998).

El analisis nutricional de tejidos mas utilizado en los viveros forestales
corresponde al analisis foliar, el cual refleja la disponibilidad de nutrientes en el
sustrato, y también la capacidad de los plantines para extraerlo de la solucién
del medio de crecimiento. Debido a esto, la concentraciébn de nutrientes
minerales en el analisis foliar, es una medida verdadera de la efectividad del
programa de fertilizacién llevado a cabo en el vivero (Landis 1989, Carneiro
1995).

La herramienta de analisis foliar se torna imprescindible a la hora de
evaluar el estado nutricional de los plantines y orientar sobre la necesidad de
fertilizacion, para obtener un 6ptimo rendimiento de los plantines (Landis 1989,
Barbazan 1998).

A la hora de interpretar el analisis foliar se han desarrollado diferentes
metodologias, las cuales se basan en la existencia de wuna relacion
caracteristica entre la concentracion de un nutriente mineral en el tejido de la
planta y su crecimiento (Cuadro 5).
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Cuadro No. 5: Curva caracteristica que muestra la relaciéon entre el crecimiento
de las plantas y los niveles de nutrientes en los tejidos de la misma.

Intervalo de deficiencia Intervalo

optimo

Consumo en
exceso

Intervalo
toxico

__ Sintomas El_ecesidag
visibles oculta |

| T

A

A = Punto critico

Incremento en el crecimiento ———

Incremente de la concentracién del nutriente en el tejido  ——p

Fuente: Landis (1989).

El primer tramo de la curva representa el intervalo de deficiencia de un
nutriente mineral, ya que éste se encuentra a bajas concertaciones que son
capaces de limitar el crecimiento de la planta. Sobre el extremo inferior de éste
intervalo, la planta exhibe los sintomas caracteristicos de deficiencia descritos
en la seccidén 2.2.2.1; mas sobre la parte superior del mismo intervalo, la
concentracion del nutriente sigue siendo deficiente como para limitar el
crecimiento de las plantas, pero en menor medida, ya que no provoca sintomas
de deficiencia. Es comun que se denomine a ésta situacion como de necesidad
oculta. Cuando la disponibilidad de un nutriente mineral no es limitante, el
crecimiento de las plantas alcanza un comportamiento constante, llamado
intervalo optimo de nutriente; es en este intervalo donde ocurre la maximizacion
del crecimiento. El siguiente intervalo corresponde a un consumo en exceso, Yy
se presenta cuando un mineral esta presente en el medio de crecimiento en
cantidades excesivas; aqui las plantas continlan absorbiendo éste nutriente
mineral, sin que exista un aumento del rendimiento. Finalmente el Ultimo
intervalo corresponde al toxico y se presenta cuando la concentracién de un
nutriente en el tejido de las plantas alcanza niveles extremadamente elevados,
gue provoca toxicidad nutricional en ella, y su crecimiento puede disminuir
(Landis 1989, Barbazan 1998).

Una de las maneras de interpretar los resultados de un analisis foliar
consiste en comparar la concentracion de un nutriente mineral determinado en
la materia seca de la muestra problema, con un valor de referencia para la
especie llamado nivel critico o concentracion critica para ese nutriente.
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Como se observa en la cuadro 5, este nivel critico surge de considerar
las distintas relaciones que existen entre la concentracion de nutrientes dentro
de la planta y el crecimiento de la misma. El nivel critico ocurre a la menor
concentracion del nutriente dentro del intervalo 6ptimo, y se puede definir como
la concentracién de nutrientes en la planta por debajo de la cual la tasa de
crecimiento se reduce significativamente (Barbazan, 1998).

De manera general, May (1984) establece los diferentes niveles
optimos de los principales nutrientes minerales, para plantines de confieras
producidas en contenedor, adicionando para los macronutrientes la informacién
de analisis de tallos y raices.

Cuadro No. 6: Niveles éptimos de concentracion de nutrientes
para plantines en coniferas.

Nutrientes Aciculas Tallos Raices
Macronutrientes (%MS)

N 1.50 0.60 -

P 0.18 0.17 0.15

K 0.60 0.60 0.50
Ca 0.20 0.13 0.04
Mg 0.12 0.12 0.12

Micronutrientes (ppm)

Na 200 - -
Fe 175 - -
Mn 300 - -
Zn 50 - -
Cu 3.5 - -

B 7.0 - -

Fuente: modificado de May (1989).

Una de las limitaciones mas importantes que presenta la comparacion
del dato del analisis de planta con niveles criticos, es que son pocas las
especies que se han investigado realmente dichos valores de referencia;
ademas este valor varia dentro de una misma especie segun las etapas de
crecimiento de los plantines y el sistema de produccion del vivero. Por tales
motivos, cada vivero deberia tener determinados sus propios estandares de
analisis de plantas que mejor se adapten a sus condiciones de produccion. Otra
limitacion de la técnica consiste en que solo se define la parte mas baja del
intervalo optimo (cuadro 5), sin proporcionar informacion acerca de cuando la
concentracion excede dicho intervalo, pudiendo llegar a ser téxica (Landis 1989,
Barbazan 1998).
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La otra manera de interpretar los analisis foliares, consiste en comparar
los resultados del analisis foliar de los plantines con respecto a un rango de
suficiencia de referencia, correspondiente al intervalo optimo del cuadro 5.
Como dentro de este intervalo el crecimiento no se ve limitado, cualquier dosis
de fertilizacion que haga crecer los plantines a un ritmo dentro de dicho
intervalo, se considera adecuada.

De manera general, Landis (1989) proporciona los intervalos adecuados
de concentracion de nutrientes minerales, que deberian presentar los andlisis
foliares de plantines para coniferas producidas en contenedor.

Cuadro No. 7: Estandares de nutrientes minerales para plantines de coniferas.

Rango 6ptimo
(brotes tiernos)
Macronutrientes (%oMS)

N 1.40-2.20
P 0.20-0.40
K 0.40 - 1.50
Ca 0.20-0.40
Mg 0.10-0.30
S 0.20 - 0.30
Micronutrientes (ppm)
Fe 60 - 200
Mn 100 - 250
Zn 30 - 150
Cu 4-20
Mo 0.25-5.0
B 20 - 100

Fuente: Landis (1989).

Al igual que la interpretacion de los andlisis foliares mediante el nivel
critico, el rango 6ptimo de concentraciones presenta la misma limitacion con
respecto a la informacion de cuales son los rangos mas apropiados de cada
nutriente mineral, para las diferentes especies producidas dentro del vivero. A
Su vez, presenta una ventaja con respecto al nivel critico, dado que se informa
sobre un valor maximo de concentracibn para los nutrientes minerales,
considerando el intervalo de consumo en exceso. De esta manera, el rango de
suficiencia de concentraciones permitiria un manejo mas flexible de los datos
(Landis 1989, Barbazéan 1998).
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2.3 MARCADORES MOLECULALES COMO HERRAMIENTA DE
DIAGNOSTICO

El gran desarrollo que ha tenido en las ultimas décadas la biologia
molecular, ha permitido disponer de un amplia y creciente gama de técnicas de
marcadores genéticos, que son factibles de ser utilizadas como instrumento de
diagnodstico y multiples aplicaciones, presentandose una gran perspectiva de
aplicacion en la forestacion (Alia et al. 2005, Araya et al. 2005).

Alia et al. (2005) definen un marcador molecular como *“cualquier
biomolécula que presenta un polimorfismo detectable del que se puede extraer
una informacion”. Los autores restringen esta definicion a los marcadores
proteicos y de ADN, por corresponder mas directamente al origen de la
variacion entre los seres vivos.

De manera similar, King y Stansfield, citados por Araya et al. (2005)
establecen que “un marcador genético puede definirse como un gen, cuya
expresion fenotipica se puede discernir y puede ser utilizado para identificar a
un individuo o una célula que contiene un determinado genotipo”.

Alia et al. (2005), Araya et al. (2005) enumeran las propiedades
generales que deberia presentar un marcador molecular para que sea
considerado dutil:

Polimorfismo . El marcador debe permitir la deteccion de una proporcion
elevada de variantes de la informacion genética o de la biomolécula que se ha
empleado como indicador entre las muestras en estudio. Stansfield, citado por
Romano (2003) define al concepto de polimorfismo como “la existencia de dos o
mas formas genéticas contrastantes de una caracteristica dada en una
poblacion, a frecuencias mayores que las que pueden ser debidas a mutaciones
recurrentes, donde la forma menos frecuente debe estar en una frecuencia de
1% o mas”.

Codominancia . EI marcador debe permitir detectar las dos copias del locus
presente en cada muestra (heredadas de cada una de uno de los progenitores).

Distribucion uniforme en el genoma . El marcador debe estar distribuido por
todo el genoma, de modo que su andlisis permita estimar de una manera mas
eficiente la variabilidad existente entre las muestras analizadas.

Discriminante . En virtud de esta propiedad, el marcador permite distinguir
nitidamente una muestra (o grupo de muestras) de otra.
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Otras caracteristicas deseables en un marcador molecular, que le
otorga mayor valor como indicador indirecto de la base genética son:

Independiente del ambiente . La deteccion del marcador no debe verse influida
por las condiciones ambientales del experimento y donde se desarrollan los
organismos en estudio.

Reproducible entre laboratorios . Caracteristica ligada con la anterior, permite
la comparacion de resultados.

Rapidez . El andlisis que se realiza con un marcador molecular debe ofrecer sus
resultados rapidamente, en el menor tiempo posible.

Economia de andlisis . El estudio con un marcador molecular debe resultar
econdémico y facil de realizar.

2.3.1 Clasificacion de los marcadores moleculares

Segun los criterios que se tomen en el momento de clasificar los
marcadores moleculares, se distinguen diferentes grupos. Dichos grupos se
diferencian segun que tipo de técnica se apligue en el momento del analisis,
tipo de informacion que proporcionan y caracteristicas de la molécula o
fragmento de molécula analizado (Jiménez y Collada, 2000).

Segun Jiménez y Collada (2000) los marcadores se clasifican segun la
tecnologia utilizada, diferenciandose dos grandes grupos: los basados en el
analisis de proteinas y los basados en el analisis del ADN. Este dltimo grupo a
su vez, se divide en dos subgrupos: los que utilizan técnicas de revelado
mediante hibridacion con sondas marcadas, y los obtenidos mediante
amplificacion via PCR (Polymerase Chain Reaction).

Otro criterio de clasificacion empleado, se basa en como se presenta la
informacion genética del organismo; si se presenta en condicion diploide en los
genes situados en el genoma nuclear, o haploide en aquellos ubicados en el
genoma citoplasmético (mitocondria o cloroplasto); de esta forma los
marcadores se caracterizan como haploides o diploides (Jiménez y Collada
2000, Gallo et al. 2006).

También se pueden clasificar los marcadores como codominantes o
dominantes, en funcion de la posibilidad de distinguir los dos alelos en caso de
heterocigosis, o si solo es posible observar el alelo dominante (Jiménez y
Collada, 2000). Gallo et al. (2006) encuentran otros criterios mas especificos
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como ser, polimorfismo en el nimero de alelos, si el marcador pertenece o no a
regiones codificantes, complejidad técnica para desarrollar y utilizar el marcador
y costo en el empleo del mismo.

2.3.1.1 Marcadores proteicos

Los marcadores proteicos examinan los productos directos de la
expresion de los genes, son generalmente codominantes y permiten el anélisis
a la vez de varios loci a bajo costo. Al estudiar indirectamente al ADN pueden
aparecer diferentes efectos que dificulten su analisis, como ser el efecto
ambiental en la expresion génica, el tiempo necesario para que un individuo
exprese una caracteristica (desarrollo fenoldgico del individuo), presencia de
interaccion con otros genes (epistasis) y redundancia del cédigo genético
(Jiménez y Collada 2000, Araya et al. 2005). Dentro de este grupo, se
diferencian dos técnicas como las més utilizadas, el andlisis isoenzimatico y la
electroforesis en dos dimensiones.

Andlisis isoenzimatico. Esta técnica se basa en la separacion de las distintas
formas moleculares que pueda tener una enzima (diferencias en la secuencia
de aminoéacidos, sin alterar su funcién proteica). Estas formas denominadas
isoenzimas se pueden distinguir, en funcion de su carga neta total, cuando son
sometidas a un campo eléctrico. En la seccion 2.3.6 se describe en detalle
dicha técnica.

Electroforesis bidimensional de proteinas (2D-PAGE) . La electroforesis
bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) es una técnica que permite
separar e identificar una proteina sin actividad enzimatica, de un combinado
proteico complejo. En primera instancia (primera dimension) las proteinas son
separadas bajo un gradiente de pH hasta que se estabilicen en su punto
isoeléctrico. La segunda separacion (segunda dimension) ocurre en funcion de
sus pesos moleculares. Finalmente las proteinas en el gel se revelan mediante
diferentes técnicas de tincion.

2.3.1.2 Marcadores de ADN

Los marcadores de ADN permiten detectar la variacion entre individuos
al estudiar directamente las secuencias de nucleétidos de diversas regiones de
sus genomas. Presentan la ventaja con respecto a los marcadores proteicos, de
no verse afectados por condiciones del ambiente ni de la etapa de desarrollo de
los individuos analizados. Se caracterizan también por presentar un elevado
nivel de polimorfismo, al examinar tanto la informacion genética que se expresa
como la que no lo hace, y presentar diferentes caracteristicas en cuanto a su
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tipo de herencia (ADN nuclear, mitocondrial o cloroplasto) y dominancia
(dominante y codominantes) (Jiménez y Collada, 2000).

RFLPs (Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Restriccion). La
metodologia de estos marcadores se basa en el uso de enzimas de restriccion.
Estas enzimas de origen bacteriano, reconocen secuencias especificas de
nucleétidos de la molécula de ADN del organismo a estudiar, las cuales son
cortadas en el sitio donde se encuentra dicha secuencia (sitios de restriccion).
Los fragmentos de ADN obtenidos luego de la aplicacion de dichas enzimas,
pueden separarse en un gel de electroforesis, donde los fragmentos mas
pequefios (de menor peso molecular) tienen mayor movilidad electroforética por
lo que migraran mas lejos del punto de aplicacién que los de mayor tamafio.
Finalmente las posiciones que toman en el gel los fragmentos de ADN de
diferente tamafo (polimorfismo) se detecta por hibridacion con una sonda
especifica (un fragmento de secuencia conocida marcado mediante
radiactividad o quimioluminiscencia), que es homodloga a un determinado
fragmento del genoma, razén por la cual se hibridan entre si (Ramirez et al.
1991, Jiménez y Collada 2000, Alia et al. 2005).

La técnica de RFLPs presenta como desventaja ser costosa y laboriosa,
ademas requiere el uso de sondas marcadas generalmente con radioactividad,
una elevada cantidad de ADN, informacién previa sobre las secuencias en
estudio para seleccionar la sonda a utilizar.

RAPDs (Amplificacion al Azar de ADN Polimérfico). Esta técnica utiliza la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como sistema de amplificacion in
vitro de ADN. Dicha reaccion se basa en la obtencidon de un gran namero de
copias de fragmentos de ADN molde (secuencia de un organismo a estudiar),
mediante la accion de una ADN-polimerasa. Dicha enzima requiere la presencia
de una secuencia de oligonucledtidos que actie como iniciador para comenzar
la replicacion de una de las hebras del ADN: esta primera hebra copia de una
de las cadenas de nucleotidos del individuo a estudiar, actuara como molde en
el segundo ciclo de accion de la enzima, a partir del cebador utilizado
inicialmente, copiando la primera hebra obtenida en su secuencia
complementaria. En RAPDs los cebadores son arbitrarios, 0 sea no se conoce
previamente ni la ubicacion ni el tamafio de la secuencia de ADN a la cual
reconocera y copiara, por lo que la ADN-polimerasa va replicar en cada hebra
del ADN molde, los fragmentos comprendidos entre dos zonas que sean
complementarias al iniciador utilizado las cuales tienen posiciones inespecificas
en los ADN molde (en posicion arbitraria en el organismo a estudiar, pero que
sea complementaria al ADN molde). Esta copia de secuencias se puede repetir
tantas veces se desee, siguiendo un protocolo de ciclos de tiempo y
temperatura especificos para su desarrollo. Finalmente los fragmentos
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obtenidos durante la amplificacibn son separados por electroforesis y
detectados mediante una tincion especifica del ADN, generalmente bromuro de
etidio (Jiménez y Collada 2000, Alia et al. 2005).

Una caracteristica de los RAPDs es que el analisis de las electroforesis,
se efectia por la presencia o ausencia de bandas (polimorfismo) para los
fragmentos de ADN obtenidos por accién de la polimerasa, los cuales pueden
ser de la misma o diferente longitud, dependiendo de la distancia en el
organismo a estudiar entre sitios que tengan secuencias complementarias al
cebador. Si la secuencia presenta diferencias en la cadena de nucledtidos de
origen materno y paterno, se detectard en la electroforesis un fragmento
amplificado de mayor tamafio, por lo tanto son marcadores dominantes. Una de
las mayores ventajas que presenta esta herramienta, es que se trabaja con
cebadores universales, 0 sea que se aplican a cualquier especie, pero se
desconoce la informacion de la secuencia que se amplifica. La existencia de
cebadores universales hace de RAPDs una técnica de bajo costo y sencillez de
aplicacion (Jiménez y Collada 2000, Alia et al. 2005). Sin embargo, presenta
problemas en su reproducibilidad y podrian cometerse errores al momento de
hacer un analisis entre especies que compartan similitudes en su genoma
(Araya et al., 2005).

Microsatélites o SSRs (Repeticiones de Secuencias S imples). Los
microsatélites son repeticiones de secuencias simples (de hasta seis
nucleétidos, motivo de repeticién) que aparecen esparcidos por todo el genoma
nuclear y también en el extra nuclear. Estan tipicamente constituidos por el
motivo de repeticion (que se puede repetir varias veces dentro del mismo
microsatélite, polimorfismo), y dos regiones flanqueantes (cebadores o
iniciadores), que se encuentran a ambos lados del motivo de repeticion. Al igual
que los RAPDs, los microsatélites utilizan la técnica de PCR para amplificar una
secuencia a partir de ADN molde; para ello previamente se debe conocer la
secuencia que flanquea al microsatélite, para de esta manera construir un
cebador homologo (especifico) a dichas regiones. Una vez replicados los
fragmentos de ADN obtenidos son separados en funcion de su peso molecular
por electroforesis; para detectar los diferentes fragmentos (polimorfismos) se
emplean generalmente en la reaccion de polimerizacion, nucleétidos marcados
con algun fluorocromo, lo que permite la identificacion por fluorescencia de los
diferentes fragmentos obtenidos en la electroforesis. Dichos polimorfismos se
deben a diferencias de peso molecular producidas por distintos nimeros de los
motivos de repeticion que se presentan en los individuos analizados (Jiménez y
Collada 2000, Alia et al. 2005).

La técnica muestra como ventajas un alto grado de polimorfismo,
debido a que los microsatélites se corresponden con regiones hipervariables del
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genoma,; se trata de marcadores codominantes, por lo que se pueden distinguir
las muestras que son homocigotos para el motivo de repeticion de las
heterocigotos; para el caso de utilizar genoma nuclear; también presentan una
alta repetitividad y sencillez a la hora de su analisis.

AFLPs (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos A mplificados). Los
marcadores AFLPs combinan las técnicas que emplean enzimas de restriccion
como los RFLPs con las basadas en el empleo de la reaccion de PCR sin
necesidad de disponer de informacidn previa del genoma a estudiar. En lo que
corresponde al empleo de enzimas de restriccion, el ADN genomico es digerido
mediante dos enzimas de restriccion; en primer lugar se utiliza una enzima de
baja frecuencia de corte que reconoce de 6 a 8 pares de bases, y en segundo
término, una de frecuencia media o alta de corte que reconoce 4 pares de
bases. Una vez que se obtiene un elevado numero de fragmentos de ADN, se
afiaden en los extremos de estos unos adaptadores (fragmentos de ADN de
doble cadena con 20 a 30 pares de bases, complementarios a los sitios de corte
de cada enzima de restriccion) para conformar el iniciador del ADN a amplificar.
Con la obtencion del ADN inicial, comienza la etapa correspondiente a la
polimerizacion via PCR, donde se efectian dos amplificaciones selectivas; este
paso no se efectla a todos los fragmentos obtenidos originalmente sino que
solo a una subpoblacion, de manera de facilitar el analisis en una electroforesis
en gel de poliacrilamida. Finalmente la deteccion de las bandas de la
electroforesis se realiza por hibridacion con una sonda marcada, o
eventualmente con un compuesto fluorescente que reconocera diferencialmente
los fragmentos que hayan sido amplificado a partir de las secuencias
complementarias de cualquiera de las dos enzimas de restriccion aplicadas
inicialmente (Alia et al. 2005, Martinez et al. 2010).

La interpretacion de la electroforesis se realiza en base a la ausencia o
presencia de bandas definidas por fragmentos de ADN amplificado de diferente
peso molecular; por lo tanto la base genética de los marcadores AFLPs es del
tipo dominante. Como desventaja los AFLPs requieren de una infraestructura
considerable para su implementacion en el laboratorio, ademas de ser
relativamente laboriosos y costosos a la hora del andlisis.

2.3.2 Anadlisis isoenzimatico

Las proteinas son biomoléculas formadas por una o varias cadenas de
aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. La secuencia de dichos
aminoacidos en una proteina (estructura primaria) esta determinada
genéticamente mediante el codigo genético. De los veinte aminoacidos
codificables, dieciséis son eléctricamente neutros y cuatro estan ionizados
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(cargados). Dentro de éste Ultimo grupo se encuentran los aminoacidos
cationicos (basicos) lisina y arginina y los aminoacidos anidnicos (acidos)
aspartato y glutamato. De esta manera, la carga neta de una proteina va a
depender del signo de la suma de las diferentes cargas parciales de los
aminoacidos presentes en ella (Ramirez et al. 1991, Romano 2003).

Cuando una proteina cargada eléctricamente es sometida a un campo
eléctrico, ella se movera hacia el electrodo que tenga carga neta opuesta a la
suya. La carga neta de una proteina entre pH 7 y 8 generalmente es negativa,
por lo que cuando es sometida a un campo eléctrico migrara hacia el polo
positivo. De esta manera, cuando una proteina electronegativa es colocada
proximo al catodo de un campo eléctrico, migrara mas al ser atraida por el
mismo anodo y una proteina electropositiva migrara menos al ser atraida por el
catodo.

Mediante la técnica de electroforesis, las proteinas presentes en los
extractos crudos de los tejidos vegetales pueden ser separadas y visualizadas
para su posterior analisis. Dicho método se basa en la propiedad que las
proteinas no desnaturalizadas con diferentes cargas netas, poseen diferentes
rangos de migracion a través de una matriz o soporte al aplicase una corriente
eléctrica (Ramirez et al. 1991, Romano 2003). Segun Ramirez et al. (1991)
ademas de la carga neta de una proteina, existen tres factores mas que
determinan la movilidad de una proteina bajo condiciones de electroforesis: (i)
el pH que esta directamente relacionado a la carga neta de la proteina. Estas al
ser electrolitos débiles, su ionizacion esta muy afectada por el pH del medio que
las rodea. En la realizacion de la electroforesis, la carga neta de una proteina
puede ser controlada utilizando diferentes sistemas buffer. (ii) La intensidad del
campo eléctrico (medida en mA) aplicada durante la electroforesis, que afecta
directamente la movilidad de las proteinas. (iii) las fuerzas de friccion, las cuales
se oponen a la migracion. Segun Murphy et al., citados por Romano (2003), el
tamano y la forma de la proteina afecta la migracion de la misma, al interactuar
con la matriz electroforética segun el tamafo del poro de la matriz. El tamafio
de los poros estd determinado por ejemplo por la concentracion de
poliacrilamida en el gel (Ramirez et al., 1991).

Una vez separadas las isoenzimas por medio de la electroforesis, se las
puede localizar en la matriz que ha sido sometida al campo eléctrico, para su
posterior analisis. Para el proceso de deteccion de actividad isoenzimatica
especifica se utilizan técnicas histoquimicas propias de cada una de ellas, las
cuales permiten identificar enzimas particulares. Asi la tincion selectiva de
isoenzimas individuales se resolvera como un patron de bandas caracteristico
(Romano, 2003). En el procedimiento de tincion, se coloca la matriz de
separacion (gel de poliacrilamida, almidon, acetato de celulosa, agarosa) en



una bandeja de tincion que contiene el sustrato necesario para que actue la
isoenzima correspondiente, coenzimas y/o cofactores requeridos para la
actividad de la isoenzima y un colorante adecuado que tifia el producto de la
reaccion enzimatica, que ponga en evidencia la presencia y posicion de las
isoenzimas en la matriz de migracion, al formarse una o varias bandas visibles
a simple vista (Ramirez et al. 1991, Ramirez 2003, Romano 2003). Por lo tanto,
gracias al procedimiento de revelado, de los cientos o miles de enzimas
presentes en el extracto crudo de un vegetal, pueden identificarse
exclusivamente las enzimas que catalizan una reaccion particular, utilizando el
sustrato y cofactores correspondientes.

Los resultados obtenidos de la aplicacion de electroforesis de
isoenzimas tienen la particularidad que pueden ser interpretados en términos
genéticos. Esto se basa en el supuesto que las distintas movilidades en un
campo eléctrico, son una consecuencia de cambios en la secuencia del ADN
codificante de proteinas. De esta manera, si el patron de bandas de dos
individuos difiere, se asume que estas diferencias tienen una base genética, y
por lo tanto son heredables (Murphy et al., citados por Romano, 2003). Esta
Ultima propiedad, constituye una de las caracteristicas mas relevantes de las
isoenzimas como marcadores moleculares, y es la base genética simple que
tienen la mayoria de los polimorfismos isoenzimaticos (Weeden y Wendel,
citados por Romano, 2003).

Una de las ventajas de la técnica de isoenzimas como marcadores
moleculares es la reproductibilidad del patron de bandas obtenido cuando se
utilizan extractos de un mismo tejido, el mismo estado fisiolégico de la planta y
bajo las mismas condiciones de concentracion de la matriz (gel), migracién
electroforética y tincion (Ramirez y Roca, citados por Ramirez, 2003). Otra de la
ventaja de las isoenzimas es la expresion codominante de las variantes (alelos)
de un determinado locus. Esta condicibn codominante permite diferenciar
individuos homocigotos de heterocigotos, asi como la asignacion de un
genotipo dado a partir de un patron de bandas observado (fenotipo) (Ramirez
2003, Romano 2003). Otras caracteristicas de las isoenzimas que resultan
sumamente valiosas son, su estabilidad en el nimero de loci y la consistente
compartimentacion subcelular (Romano, 2003). El equipamiento y los
materiales necesarios para desarrollar esta técnica y obtener patrones de
bandas, son relativamente de bajo costo y es posible analizar grandes
cantidades de muestras en poco tiempo (Jiménez y Collada 2000, Romano
2003).

La principal desventaja que presenta la técnica radica en los bajos

niveles de polimorfismo que se detectan por la naturaleza de la técnica, por lo
gue el numero de loci isoenzimaticos que se pueden analizar es limitado
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(Jiménez y Collada 2000, Romano 2003). Sumado a esto, los sistemas de
tincion desarrollados hasta el momento no detectan las enzimas que estan por
debajo de sus limites actividad, las proteinas estructurales y las enzimas que
estan presentes en el extracto pero no pueden detectarse porque adn se
desconoce la forma de tefir sus productos (Ramirez et al., 1991). Otras
limitaciones del analisis isoenzimatico, es que dicha técnica no permite detectar
sustituciones de aminoacidos que no alteran la carga neta de la proteina.
También presentan el inconveniente de que representan solamente una
pequeia porcion de todo el genoma del individuo analizado. También es una
limitante que las isoenzimas empleadas puedan estar influenciadas por el
estado fisiologico del organismo en estudio y/o que se exprese en un tejido
especifico. De esta manera, algunas isoenzimas pueden expresarse mejor en
ciertos tejidos como las raices, mientras que otras pueden expresarse mejor en
las hojas. Por esta razon es necesario analizar varias muestras de la poblaciéon
para ensayar todas las isoenzimas disponibles (Ramirez et al. 1991, Romano
2003).

2.3.3 Uso de marcadores moleculares en forestacion

Dentro del rubro forestal la utilizacién que se le ha dado a los diferentes
marcadores moleculares, se pueden resumir en la cuantificacion vy
caracterizacion de la diversidad genética (tanto de poblaciones naturales como
de colecciones de conservacion) y en la seleccion de diferentes materiales
dentro de un programa de mejoramiento genético.

Es sabido que las poblaciones naturales de arboles presentan un alto
nivel de variabilidad, entre los cuales, el genero Pinus aparece como uno de los
de mayor indice (Hamrick et al., citados por Solis e Iglesias, 2001). Loo (2004)
afirma que entre un 90 a 95% de la variacion isoenzimética de las especies
arbéreas corresponde a la variacion interpoblacional, y el restante 5 a 10% a la
extrapoblacional. Los parametros que se utilizan para evaluar dicha variacion
interpoblacional corresponden al porcentaje de loci polimorficos, numero de
alelos por locus, numero efectivo de alelos por locus, y la proporcion media de
loci heterocigotos por individuo (Velazquez, 2004).

Se han desarrollado y aplicado con éxito marcadores moleculares con
el fin de caracterizar e identificar poblaciones forestales, las que incluyen
principalmente comparaciones de la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones a través de grandes distancias geogréaficas, comparaciones de la
estructura genética entre especies, y la determinacion de la subestructura de
una poblacién a través de los diferentes microclimas en los que se encuentra
(Solis e Iglesias 2001, Veldzquez 2004).
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Cuando se trabaja con cultivos in vitro para la multiplicacién y
preservacion de germoplasma, los marcadores moleculares pueden ser Utiles
para detectar la variacion somaclonal que pueda ocurrir en el proceso. Una vez
obtenidos los nuevos tejidos, se caracteriza al nhuevo material para confirmar
gue no hayan ocurrido cambios en el genotipo original de interés (Ramirez et al.
1991, Loo 2004).

También se han utilizado marcadores moleculares para estudiar la
dinamica del movimiento de alelos en una poblacion. Estos estudios se basan
en marcadores moleculares ya que resultan una herramienta adecuada para
analizar los procesos que actuan sobre las poblaciones, como ser flujo
genético, deriva genética y niveles de endogamia (Jiménez y Collada 2000,
Furnier 2004, Ledig 2004). Con estas herramientas ademas se han realizado
estudios sobre la historia de una poblacion, particularmente sobre los patrones
geogréficos de distribucion y la importancia del aislamiento histérico (Moritz,
citado por Jiménez y Collada, 2004). A partir de los datos obtenidos de
marcadores moleculares, es posible entender la conectividad entre poblaciones
naturales fragmentadas y delimitar los alcances geogréficos del concepto de
poblacion genética (Gallo et al., 2006).

Uno de los mayores usos que se le ha dado a estas herramientas de
andlisis genéticos, dentro del estudio de especies arbdreas, consiste en
establecer relaciones de paternidad y analisis de parentesco, lo que contribuye
a la evaluacion de la dispersién de polen y semillas. En menor medida se ha
trabajado con éxito utilizando marcadores moleculares para estudios de
clasificacion taxonémica y de relaciones filogenéticas (Jiménez y Collada 2004,
Gallo et al. 2006).

Los datos genéticos permiten comparar las tendencias actuales con las
histéricas de una poblacion, y comprobar si se estan produciendo procesos que
comprometan la supervivencia de la misma (Jiménez y Collada, 2004). En este
sentido, Muller-Starck y Schubert, citados por Jiménez y Collada (2004) utilizan
marcadores moleculares como bioindicadores, como manera de medir la
respuesta de una poblacion frente a impactos ambientales tolerados por ella; de
este modo se puede llegar a observar los cambios genéticos que ocurren
asociados a la presién selectiva originada por nuevos factores de estres.

En lo que respecta a programas de mejoramiento genético de especies
forestales, son numerosas y diversas las aplicaciones que presentan los
marcadores moleculares. De modo general se han logrado resultados muy
importantes en la busqueda de resistencia a enfermedades e insectos, aumento
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en el volumen de cosechas, tasas de crecimiento y calidad de la madera
(Ajmone et al., citados por Araya et al., 2005).

Desde una perspectiva particular, se ha venido dando utilidad a los
marcadores moleculares en la seleccion de razas de diferentes procedencias,
seleccion de cruzas de familias e individuos en pruebas de progenies (Ledig,
2004); identificacion de material de reproduccion tales como clones, familias,
procedencias y el ya mencionado analisis de parentesco (Jiménez y Collada
2000, Gallo et al. 2006); estudios de caracterizacion del sistema reproductivo y
monitoreo de cruces controlados (Jiménez y Collada, 2000); disefio de los
huertos semilleros, determinacion del porcentaje de contaminacién con
individuos no deseables en la polinizacion, sobre todo en especies anemofilas
(Gallo et al., 2006).

Cada vez es mayor la relevancia que toman los marcadores
moleculares en los protocolos de certificacion de los diferentes materiales
(poblacion base, de reproduccién, comercial, etc.), sirviendo como
complemento (o eventualmente sustitucion) para la determinacion de la pureza
genética de dichos materiales (Alia et al. 2005, Araya et al. 2005).

Sin duda los marcadores moleculares toman relevancia a la hora de
trabajar con especies forestales, dado que en algunos casos (como en
evaluacion, seleccion y verificacion de los materiales disponibles), los
procedimientos tradicionales requieren al menos medio ciclo de rotacion del
cultivo para que los materiales expresen sus caracteristicas fenotipicas; de esta
manera, utilizando marcadores moleculares se reduce significativamente los
tiempos de trabajo, logrando resultados con mayor rapidez (Araya et al., 2005).

2.4 CONTROL BIOLOGICO DE ENFERMEDADES

En condiciones naturales, las plantas se encuentran continuamente en
contacto con poblaciones de microorganismos. Dentro de estas interacciones
pueden existir relaciones altamente perjudiciales para la planta, hasta aquellas
gue benefician tanto a ella como al microorganismo. Si bien las plantas estan
expuestas a una amplia gama de microorganismos patogénicos que las pueden
atacar generando enfermedad, lo normal en la naturaleza es que éstas se
encuentren sanas. Como consecuencia de una estrecha coevolucion entre las
plantas y los microorganismos, las plantas se han adaptado a sobrevivir en un
ambiente colonizado por microorganismos, y algunos de éstos (los patdégenos)
pueden desarrollarse de forma patogénica solo en un ambito limitado de plantas
(Madriz 2002, Mondino y Vero 2006).
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Ademés de las interacciones entre plantas y microorganismos, también
suceden continuas interacciones entre poblaciones de microorganismos,
muchas de las cuales pasan inadvertidas para el ser humano. Un tipo especial
de interaccion entre microorganismos que despierta gran interés, es la que se
da entre los potenciales fitopatdgenos y sus antagonistas; que en definitiva son
los que ayudan a que no se genere enfermedad en las plantas.

El control bioloégico de enfermedades en plantas toma a esta ultima
interaccion entre microorganismo como principio de accion; en donde lo que se
busca es potenciar esas interacciones que se dan entre poblaciones de
microorganismos en forma natural. Sabiendo las interacciones que ocurren
entre los microorganismos, y la de los microorganismos con la planta, se puede
idear técnicas que utilicen estas interacciones para controlar las poblaciones de
fitopatdbgenos e impedir que se desarrolle la enfermedad en la planta; o sacar
provecho de las relaciones benéficas, favoreciendo el crecimiento de la planta o
resistencia a patégenos (Mondino y Vero, 2006).

Complementando a la ya proporcionada definicion amplia de control
biolégico de Cook y Beker, Mondino y Vero (2006) definen de una manera mas
restringida al control biolégico como “la introduccion artificial de organismos
antagonistas en el patosistema, para controlar el patdgeno y favorecer a la
planta, reduciendo el in6culo del patégeno y/o a la intensidad de los sintomas
posteriores a la infeccion”.

De los muchos microorganismos que han demostrado ser eficientes
como antagonistas de fitopatdgenos del suelo, las especies mas ampliamente
estudiadas y aplicadas como biocontroladores corresponden a los géneros
Trichoderma, Gliocladium y Penicillium. Especies del género Trichoderma han
manifestado importante actividad antagonica para controlar los géneros
Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Phytophthora y Fusarium (entre otros), en
diversos cultivos de importancia econémica a nivel de campo. Trichoderma spp.
también ha demostrado capacidad de promocionar el crecimiento de diversas
especies de plantas. Estas caracteristicas del antagonista, hacen que en la
actualidad, a nivel mundial existan diferentes formulados comerciales en base a
este hongo, incluso a nivel nacional.

2.4.1 Elgénero Trichoderma spp.

El género Trichoderma spp. esta compuesto por un grupo de especies
de hongos, que se encuentra en forma natural como saprofitos del suelo y de la
madera, asociado a la rizosfera, o como parasito de otros hongos. Dicho género
presenta la capacidad de adaptarse a varios ambientes, por lo que muestra una
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distribucion cosmopolita. Habitualmente las especies de Trichoderma spp.
muestran una dominancia sobre la poblacion de la microflora edéfica, debido a
su comportamiento agresivo y de competitividad (Gams y Bissett 1998, Infante
et al. 2009).

En un principio las colonias de Trichoderma spp. presentan un color
blanquecino suave, pero en poco tiempo debido a su vertiginoso crecimiento, se
tornan de color verde intenso. El micelio es septado e hialino, del cual se
originan los conidiéforos de aspecto aterciopelados irregulares, cortos y muy
bifurcados. Las ramas principales del conidiéforo producen ramas laterales que
pueden presentarse en forma verticilada o no; a su vez estas ramas pueden
bifurcarse nuevamente. Todas las ramas primarias y secundarias se levantan
aproximadamente sobre 90° con respecto al eje principal. En caso que la
bifurcacion se presente en forma verticilada, el conidiéforo toma un aspecto
piramidal. En la mayoria de los casos, el conidiéforo termina en una 0 mas
fidlides con formas cilindricas o casi subglobosas, que le dan el aspecto a una
botella. Sobre las partes terminales de éstas se forman las esporas (conidios)
unicelulares y esféricas, de tonalidades verdes (a veces puedes ser hialinas),
con paredes lisas 0 asperas, que se disponen en forma de racimos globosos
(con disposicion de gloidspora) que se separan con facilidad. Como estructura
de resistencia pueden formar clamidosporas unicelulares (excepcionalmente
multicelulares) de forma subglobosa. Las clamidosporas se disponen en forma
intercalar en la célula hifal, o terminal sobre una hifa corta (Gams y Bissett
1998, Infante 2009).

2.4.1.1 Clasificacion taxondmica

Desde que Persoon en 1794 propuso por primera vez a Trichoderma
como un género, ha habido una innumerable cantidad de trabajos con el fin de
caracterizar e identificar a las especies que conforman dicho género.

Si bien la identificacion de Trichoderma como género resulta
relativamente fécil, el concepto de especie es dificil de interpretar y hay una
considerable confusion sobre la aplicacion de nombres especificos. Por este
motivo, la taxonomia de la especie es imprecisa, y los criterios utilizados para
clasificarla e identificarla no proporcionan la discriminacion suficiente (Grondona
et al., 1997).



Figura No. 2: A — Cepa nativa de Trichoderma harzianum aislada de un
escleroto de Sclerotinia sclerotiorum creciendo sobre medio de cultivo TSA. B —
Hifas y conidioforos de Trichoderma harzianum (1cm = 20 ym). C — Esquema
de conidiéforo de Trichoderma harzianum. (B modificado de University of
Adelaide, s.f.).

@ Conidios
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Los primeros estudios de clasificacion se basaron en la taxonomia
tradicional, donde se trabajaba en funcion de las diferencias morfolégicas de las
colonias, principalmente en la estructura del conidiéforo como ser: tasa media
de crecimiento de cultivos; dimensiones, ramificacion y agregacion de los
conidiéforos; color, dimension y disposicion de los conidios en el conidioforo
(Gams y Bissett, 1998). Otros métodos taxondmicos complementarios a los
morfolégicos correspondieron al estudio de metabolitos secundarios, ya que el
género muestra una gran diversidad al respecto.

En un tiempo mas reciente con el desarrollo de la biologia molecular, la
secuenciacion del ADN pasa a convertirse cada vez mas en una herramienta
importante de diagnostico dentro de la taxonomia. En el presente, las
secuencias de multiples genes se utilizan para inferir filogenias de las especies
(0o mejor dicho niveles de taxa, que corresponden a especies, formas y
variedades), y también para inferir la evolucion de los rasgos fisicos (Lutzon et
al., citados por Samuels, 2006). Actualmente se dispone de bancos de base de
datos digitales, donde se representan las secuencias de base de la region ITS y
multiples genes, para todas las taxas aceptadas hasta la fecha. Las dos bases
de datos mas completas sobre el género Trichoderma e Hypocrea (su
teleomorfo) son el GenBank correspondiente a la NCBI (National Center for
Biotechnology Information); y la TrichoKEY correspondiente a la ISTH
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(International Subcommittee Trichoderma and Hypocrea). Sin dudas estas
herramientas contribuyen a una mejor caracterizacion e identificacion de las
especies (taxa) de Trichoderma (Samuels, 2006).

Desde el comienzo del estudio del género Trichoderma se conoce el
vinculo estrecho que hay entre éste e Hypocrea. A medida que han avanzado
dichos estudios, el estado teleomorfo de varias especies del género
Trichoderma se han relacionado con Hypocrea, como ser Trichoderma
harzianum y su teleomorfo Hypocrea lixii y Trichoderma virens con Hypocrea
virens (Chaverri y Samuels, citados por Samuels, 2006). Sin embargo otras
especies de Trichoderma no han sido vinculadas a una fase sexual. De manera
similar, el estado anamorfo de varias especies de Hypocrea no se corresponden
al género Trichoderma y son clasificadas dentro de otros géneros como
Acremonium o Verticillium. Todo este complejo estado de clasificacion
taxonomica, ha llevado a que en la actualidad no se haya dado una subdivision
formal de Trichoderma e Hypocrea; es mas, continuamente nuevas especies se
afladen al género (Samuels, 2006).

Hoy en dia utilizando técnicas moleculares filogenéticas, se han
identificado 83 taxa de Trichoderma e Hypocrea; de las cuales 72 corresponden
a la especie Trichoderma, donde 19 especies no han sido vinculadas al
teleomorfo Hypocrea. Dentro del género Trichoderma se han considerado 5
especies como antagonistas: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma pseudokoningii y Trichoderma viride
(Samuels, 2006).

El estado anamorfo de éste hongo es clasificado por Agrios (2004) de la
siguiente manera:

Reino: Fungi.

Filo: Ascomycota.

Clase: Ascomycetes.
Subclase: Pyrenomycetes.
Orden: Hypocreales.
Género: Hypocrea.

Por su parte, Alexopoulos (1966) clasifica al estado teleomorfo de la
siguiente manera:
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Reino: Fungi.

Subdivisién: Deutermomycetes.
Clase: Hypomycetes.

Orden: Hyphales.

Familia: Moniliaceae.

Geénero: Trichoderma.

2.4.2 Factores que afectan el crecimiento v desarro llo de Trichoderma
spp.

2.4.2.1 Disponibilidad de nutrientes

El género Trichoderma se caracteriza por ser un grupo de hongos con
una notable capacidad de metabolizar una diversidad de sustratos, lo que trae
como resultado que éste género de hongos sea dominante sobre la microflora
del suelo, y en las més variables condiciones.

Como fuentes de carbono Trichoderma puede utilizar desde simples,
hasta complejas moléculas para su crecimiento. Las fuentes de carbono mas
comunes incluyen una gama de oligosacaridos, que en términos generales,
corresponden a la inulina, melecitosa, rafinosa, y sacarosa. También es comun
gue éste género degrade una variedad de polisacéaridos incluyendo celulosa,
hemicelulosa, laminarina, pectina, almidon y xilano; ademas de polimeros
relacionados como la quitina (Danielson y Davey, citados por Klein y Eveleight
1998, Kubicek-Pranz 1998). Como alternativa a estos compuestos, se utilizan
como fuente de carbono purinas, piridinas, aminoécidos, taninos y &cidos
organicos de cadena larga (Papavizas, citado por Cabrera y Tejera, 2002).
Incluso Tye y Willets, citados por Klein y Eveleight (1998) sefialan que
Trichoderma es uno de los pocos grupos de organismos que pueden
metabolizar los compuestos C1, como el metanol. Ademas, muchas especies
tienen la capacidad de transformar o incluso degradar compuestos complejos y
persistentes como hidrocarburos y agroquimicos como el alacloro, DDT, aldrina,
dieldrina, malation y dalapon (Klein y Eveleight, 1998).

Como fuentes de nitrégeno, Trichoderma presenta un amplio espectro
de compuestos. Dentro de los inorganicos, el amonio representa la mayor



fuente de nitrégeno, seguida por el nitrato (Danielson y Davey, citados por
Kubicek-Pranz, 1998). Segun Cabrera y Tejera (2002) otras fuentes inorganicas
corresponden a la urea, y el nitrito. En lo que respecta a las fuentes organicas
mas utilizadas, se encuentran los aminoacidos alanina, &acido aspartico y
glutdmico (Danielson y Davey, citados por Kubicek-Pranz, 1998). Se ha
observado también que Trichoderma viridae puede utilizar las bases purinicas,
la purina de nucleésidos y los nucleétidos correspondientes como Unica fuente
de nitrogeno (Pommere et al., citados por Kubicek-Pranz, 1998).

Estudios realizados para la mayoria de los aislamientos de Trichoderma
de tipo salvaje, demostraron que elementos distintos del carbono y nitrogeno se
puede obtener de fuentes inorganicas, y no hay necesidad de factores de
crecimientos complejos o vitaminas (Kubicek-Pranz, 1998).

Otros nutrientes demandados por Trichoderma bajo la forma de
minerales corresponden al fosforo, azufre, hierro y calcio. Se sabe que la
mayoria de las especies de éste hongo son capaces de utilizar fosfato y sulfato
inorganico como fuentes de fosforo y azufre respectivamente. El hierro es un
elemento esencial para el crecimiento de Trichoderma, pero se requiere en
bajas concentraciones; su mayor parte es absorbida del medio bajo la forma de
i6n férrico, mediante la produccion de sideroforos (seccion 2.4.3.1) (Kubicek-
Pranz, 1998). Krystofova et al., citados por Kubicek-Pranz (1998) demostraron
que el calcio tiene influencia tanto en el crecimiento vegetativo, asi como la
esporulacién del hongo y también se ve involucrado en diferentes mecanismos
bioguimicos. También se sabe que su absorcidén se ve gravemente afectada por
la presencia de iones de metales pesados (Kubicek-Pranz, 1998).

Otros minerales bajo la forma de iones son también importantes para el
crecimiento del hongo, pero se requieren en muy pequefias concentraciones;
mientras que sus altas concentraciones inhiben el crecimiento. Por ejemplo
Frank et al.,, citados por Kubicek-Pranz (1998), demostraron que
concentraciones entre 1 a 10 mM de los iones Cd**, Hg** dan lugar a la
inhibicion del crecimiento y aparicion de morfologia aberrante del hongo.

Todos los estudios detallados anteriormente, referidos a los
requerimientos nutricionales por parte de especies pertenecientes al género
Trichoderma son llevados a cabo bajo condiciones artificiales, las cuales distan
mucho en referencia a las que el hongo va a ser introducido para sacar
beneficio de sus funciones. Dichos ensayos se realizan mediante el aislamiento
y siembra (en medios de cultivos selectivos), de las diferentes cepas bajo la
técnica de cultivos puros; donde el hongo no presenta competencia. Cuando
Trichoderma es utilizado en viveros forestales como agente de control bioldgico,
su inclusion al sistema sustrato-plantin puede llegar a generar una competencia



por nutrientes entre el plantin y el hongo, en el caso de que algunos de los
nutrientes se presente bajo una forma poco disponible o en niveles inferiores a
los requeridos por ambos organismos. Cuando se llega a este punto de
competencia entre nutrientes, la produccion de plantines de calidad, se va a ver
sin dudas afectada sobre todo en lo que refiere a los parametros fisiologicos de
requerimientos de nutrientes (seccion 2.1.3.2). En caso extremo de déficit de
nutrientes, también va a ocurrir una disminucion de la poblacién del hongo
dentro del sustrato, llegando incluso a comprometer la supervivencia del mismo.
Por esta razén, es importante manejar los niveles de nutrientes en un rango
adecuado una vez que el sustrato es inoculado con Trichoderma; prestando
especial atencion en caso de que el sustrato utilizado sea de tipo inerte (arena,
corteza de pino, etc.), donde practicamente todo el aporte de nutrientes es
proporcionado mediante fertilizaciones periodicas.

2.4.2.2 Temperatura

A nivel mundial existe una correlacion positiva entre la distribucion
natural de las diferentes especies de Trichoderma, con respecto a las
condiciones ambientales en las cuales se desarrollan. Este fenOmeno se
evidencia debido a que cada especie presenta diferentes requisitos de
temperatura 6ptima. Por ejemplo, se ha visto que Trichoderma viridae se adapta
mejor a las regiones de temperatura fria, mientras que Trichoderma harzianum
es caracteristico de los climas célidos (Danielson y Davey, citados por Klein y
Eveleigh, 1998). Comprendida esta correlacion, es evidente que las especies
originarias de climas mas célidos tienen una mayor temperatura Optima y
viceversa.

Dentro del amplio rango de temperaturas a las cuales las especies de
Trichoderma se han adaptado, se puede considerar que la mayoria de estas
presentan como Optimo de temperatura el intervalo entre los 25 a 30° C
(Danielson y Davey, citados por Klein y Eveleigh, 1998). Especies como
Trichoderma citrinoviride y Trichoderma saturnisporum, parecen tener el 6ptimo
de temperatura mas alto (entre 38 y 44° C); Trichoderma viridae y Trichoderma
polysporum con el rango optimo de temperatura mas fresco (entre los 20 a 25°
C); y en términos medios, especies como Trichoderma harzianum con un rango
de temperatura célido que oscila entre los 22 a 33° C, con una temperatura
optima de 27° C (Danielson y Davey, citados por Kubicek-Pranz, 1998).

Se ha visto que la temperatura es un factor determinante durante el
proceso de colonizacion del hongo, dado que influye cualitativamente y
cuantitativamente en dicho proceso; también se ha visto reflejado su efecto



sobre la esporulacion de Trichoderma (Danielson y Davey, citados por Klein y
Eveleigh, 1998).

2.4.2.3 Humedad

Las especies del género Trichoderma presentan diversos
comportamientos en lo referente al contenido de humedad en el medio en que
se desarrollan. En términos generales se puede decir que este género exhibe
un comportamiento que va desde mesoéfilo a hidrofilo, con respecto a la
actividad del agua (Kubicek-Pranz, 1998). La mayoria de las especies de
Trichoderma pasa de un estado latente a uno activo, a medida que aumenta el
contenido de humedad del suelo, desarrolldndose éptimamente hasta un 60%
de la capacidad de campo del mismo. Estudios realizados por Jackson et al.,
citados por Kubicek-Pranz (1998) con las especies Trichoderma virens,
Trichoderma citrinoviride y Trichoderma viridae exhibieron que las tasas de
extension de las hifas de las tres especies, se redujeron con el aumento de
potencial de agua en el rango de -0,7 a -14,0 MPa. El mismo autor trabajando
con Trichoderma harzianum demuestra que una disminucién de la actividad de
agua promueve la esporulacion del hongo. También se concluye que la
germinacion de los conidios es particularmente sensible a la creciente presion
osmotica. Finalmente, el potencial hidrico también se ha informado en influir en
la formacién de compuestos volatiles en Trichoderma viridae (Kubicek-Pranz,
1998). Otros autores como Danielson y Davey, citados por Klein y Eveleigh
(1998), Papavizas, citado por Cabrera y Tejera (2002), reafirman que
Trichoderma harzianum es relativamente intolerante de los niveles de humedad
bajos.

2.4.2.4 pH

En términos generales, se ha observado que diferentes especies de
Trichoderma son mas frecuentes en los suelos acidos y ligeramente &cidos.
Como regla general se acepta que las diferentes especies crecen muy poco a
pH mayor que 7; el crecimiento suele ser optimo entre pH 4 y 6.5, y s6lo unas
pocas especies parecen tolerar un pH menor a 3. La concentracién de iones de
hidrégeno tiene un fuerte impacto en el crecimiento de Trichoderma, debido a
muchos nutrientes (por ejemplo, azlcares y aminoacidos) atraviesan la
membrana plasmatica por simporte junto al H" (Kubicek-Pranz, 1998). Dentro de
los nutrientes, merece especial atencién el i6n férrico (Fe**), dado que a partir
de un pH de 7.5 empieza a tornarse no disponible bajo condiciones alcalinas.
Segun Cabrera y Tejera (2002) las mejores tasas de crecimiento de
Trichoderma harzianum ocurren a un pH de 5.5, con reducciones en el
crecimiento por debajo de pH 4.1. Estudios de Lejeune et al., citados por
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Kubicek-Pranz (1998) demuestran que la formacion de conidios en Trichoderma
no se ve afectada por los cambios en el pH entre 2.2 y 7.6. También se observa
gue la germinacion de los conidios es mayor bajo condiciones &cidas con
respecto a las neutras.

2.4.2.5 Oxigeno

Trichoderma es un hongo netamente aerobio obligado, aunque se han
aislado algunas cepas en ambientes con una presion parcial de oxigeno muy
baja, con buenos desempefios de crecimiento. En consecuencia, varias
especies de Trichoderma son inhibidas por altas presiones parciales de CO,,
dependiendo del pH. La inhibicién es mas fuerte en condiciones de pH neutro y
ligeramente alcalino (Danielson y Davey, citados por Kubicek-Pranz, 1998). Un
estudio particular de Hutchinson y Cowan, citados por Kubicek-Pranz (1998)
reporta un efecto inhibidor de CO, producido por Trichoderma harzianum, en el
crecimiento y la esporulaciéon de dos hongos fitopatégenos Aspergillus niger
(que produce un moho negro en varias especies horticolas) y Pestalotia
rhododendri (endéfito de la familia Ericaceas). También se sugiere que algunas
cepas de Trichoderma pueden ser mas tolerantes a la acumulacion de CO, con
respecto a otros hongos. En el caso de incorporar a un sustrato Trichoderma
como agente de biocontrol en la produccion de plantines en vivero, es
fundamental considerar las caracteristicas del sustrato en lo referente a una
buena aireacién, no solo para el hongo, sino también para el sistema radicular
del plantin. Utilizando sustratos con baja proporcién de la fase sdlida (del orden
del 15% del peso seco), o sea buena macroporosidad, se asegura un buen
intercambio gaseoso en el sistema sustrato-atmosfera tanto del O, como del
CO, producido.?

2.4.3 Mecanismos de accidon directos de  Trichoderma spp. como agente
de biocontrol

Los microorganismos antagonistas presentan diversos mecanismos de
accion que les permiten ejercer su control sobre las poblaciones de
fitopatdbgenos. Generalmente cada uno de estos antagonistas presenta mas de
un mecanismo de accidon que se involucra en el proceso de control de los
patogenos; ademas esta diversidad de mecanismos de accion, es una
caracteristica deseable a la hora de seleccionar un microorganismo como
biocontrolador, dado que se disminuye la probabilidad de aparicion de razas
resistentes de patdgenos (Cabrera y Tejera 2002, Mondino y Vero 2006).

Cuando estos mecanismos de accion comprenden una interaccion
directa entre el sistema patdégeno-antagonista, se habla de mecanismos de
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accion directos. Dentro de la accion biocontroladora del género Trichoderma, se
diferencian  principalmente tres mecanismos de accion directos:
micoparasitismo, antibiosis y competencia. Algunos autores reconocen ademas
de los mencionados, otros mecanismos de accion para el género Trichoderma
tales como: la secrecion de enzimas que contrarrestan la accion enzimatica del
patogeno, y la produccion de compuestos inhibidores (Zimand et al., Elad et al.,
citados por Cabrera y Tejera 2002, Kapt et al., citados por Cardenas 2003,
Mondino y Vero 2006, Harman et al., citados por Infante 2009).

2.4.3.1 Competencia

La competencia se define como el comportamiento desigual de dos o
MAs organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion
de éste por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los
demas. La competencia ocurre, siempre y cuando, haya escasez de algun
factor esencial para el desarrollo de los microorganismos involucrados.

Sin dudas, este tipo de mecanismo de accion se ve favorecido por las
caracteristicas intrinsecas del género Trichoderma; algunas de las cuales ya se
han mencionado directa o indirectamente: alta velocidad de crecimiento y
desarrollo, abundante esporulacién, gran capacidad de sobrevivir en
condiciones muy extremas (tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, presencia
de compuestos téxicos como herbicidas y fungicidas, etc.). Todas estas
caracteristicas referidas al género Trichoderma, lo convierten en un excelente
competidor por los diversos factores esenciales de crecimiento para los
microorganismos, ademas de ser un eficiente agente de control biolégico
(Benitez et al. 2004, Infante 2009).

Las interacciones de competencia entre los microorganismos, puede
establecerse en base a diferentes factores como ser: espacio fisico, luz,
oxigeno o nutrientes (Mondino y Vero, 2006).

Uno de los principales factores por cuales los microorganismos
compiten es el nicho especifico referente a la rizosfera. Debido a los variados
exudados radiculares (ricos en nutrientes) que se encuentran en dicha zona,
parte de la poblacion microbiana presente en el suelo (entre ellos los
fitopatogenos) se ve atraida a ocupar dicho nicho. Para ello, Trichoderma
cuenta con una gran capacidad de colonizacion de las raices y utilizacion de los
exudados radiculares, con el fin de proteger a las raices del posible ataque de
fitopatdbgenos (Mondino y Vero, 2006). En viveros forestales, la competencia por
espacio va a depender fundamentalmente de si el sustrato utilizado esta libre
de patdgenos (sustrato estéril) o si hay una microflora natural (Infante, 2009).



La competencia por nutrientes puede ser por fuentes de carbono
(azlcares y polisacaridos), nitrogeno y microelementos. En viveros forestales
cuando se emplean sustratos con alto contenido de materia organica, este tipo
de antagonismo es poco eficaz y es irrelevante desde el punto de vista practico.
Sumado a esto, hay que considerar las practicas de fertilizaciones periddicas
gue se realizan, y que generan niveles de nutrientes minerales, en los cuales
dificil se llegue a establecer competencia entre microorganismos (Mondino y
Vero 2006, Infante 2009).

Un caso especial de competencia por minerales ocurre con el nutriente
mineral hierro. Es sabido que en la mayoria de los hongos filamentosos, la
absorcion de hierro es esencial para su crecimiento. En condiciones normales,
el hierro se encuentra en suelos y sustratos bajo la forma de i6n férrico (Fe®")
gue es insoluble y poco disponible para los microorganismos. Cuando los
niveles de hierro son limitantes, Trichoderma tiene la capacidad de liberar al
medio unas moléculas de bajo peso molecular, llamadas sideréforos capaces
de quelatar al i6n férrico, y asi incorporarlo (bajo una forma disponible) al
interior de sus células (Mondino y Vero 2006, Benitez et al. 2009).

2.4.3.2 Micoparasitismo

Se entiende como micoparasitismo al proceso por el cual un organismo
degrada y asimila hongos. Durante el micoparasitismo se establece una
simbiosis antagdnica entre organismos, donde el micoparasito coloniza a un
hongo vivo, degrada sus paredes celulares, asimila y finalmente se nutre del
contenido celular de éste ultimo. Generalmente durante este proceso estan
implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas y celulasas, que se
corresponden con la composicidén y estructura de las paredes celulares de los
hongos parasitados (Mondino y Vero 2006, Infante et al. 2009).

El micoparasitismo es un proceso complejo el cual se divide en cuatro
etapas: crecimiento quimiotrofico, reconocimiento, adhesion y enrollamiento, y
actividad litica. El desarrollo de cada una de las etapas depende de los
microorganismos involucrados, de la accion biotréfica o necrotréfica del
antagonista y de las condiciones ambientales (Mondino y Vero 2006, Chet y
Benhamou, citados por Infante 2009).

Crecimiento quimiotrofico: El quimiotropismo positivo es el
crecimiento del antagonista en direccion hacia el patdgeno, bajo el estimulo de
algun compuesto quimico. Durante la etapa de localizacion, Trichoderma puede
detectar al hospedante a distancia y sus hifas crecer en direccion al patégeno
como respuesta a un estimulo quimico. Reconocimiento: El reconocimiento
entre el hospedero y el micoparasito se realiza a través de interacciones del tipo
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lectinas-carbohidratos, entre las paredes de ambos organismos. Las lectinas
son proteinas enlazadas a azucares o glicoproteinas, las cuales aglutinan
células y estan involucradas en las interacciones entre los componentes de la
superficie de las células y su ambiente extracelular (Chet et al., citados por
Infante et al., 2009). El reconocimiento entre cepas de Trichoderma y especies
de hongos fitopatdogenos son efectivas sélo contra patégenos especificos, por lo
gue el reconocimiento molecular es el evento esencial que precede al proceso
antagonista. Adhesion y enrollamiento: Una vez que la respuesta de
reconocimiento es positiva, el micoparasito se une al hospedero. En el género
Trichoderma las hifas del micoparasito se adhieren a las del hospedante
mediante la formacion de estructuras parecidas a ganchos y apresorios y se
enrollan alrededor de estas (figura 3). Actividad litica: En la ultima etapa del
proceso de micoparasitismo, ocurre la produccion de enzimas liticas
extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, capaces
de degradar las paredes celulares del hongo hospedero, que posibilitan la
penetracion de las hifas del antagonista. Las especies del género Trichoderma
excretan enzimas (celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y quitinasas) que
participan en la lisis de la pared celular de las hifas del hospedante, facilitando
la insercion de estructuras especializadas y de sus propias hifas, que absorben
nutrientes del interior del hongo fitopatdgeno. Finalmente el proceso termina
con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula del hospedante, el cual
se presenta con sintomas de disgregacion, lo que disminuye la actividad
patogénica del mismo.

El micoparasitismo no esta restringido solamente a la destruccion de
hifas; sino que también se puede dar sobre las estructuras de resistencia de
diferentes hongos. Es comdn encontrar poblaciones naturales de Trichoderma
colonizando esclerotos de Sclerotinia sclerotiorum (Mondino y Vero, 2006).
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Figura No. 3: Imagen tomada con microscopio electronico de barrido donde de
observa hifas de Trichoderma spp. enrolladas sobre una hifa de Rhizoctonia
spp. (centro) durante el proceso de micoparasitismo (modificado de Science

Photo Library, s.f.).

2.4.3.3 Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibidticos o metabolitos téxicos
producidos por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Dichos
compuestos de bajo peso molecular estan asociados al metabolismo
secundario de los microorganismos antagonistas, y son capaces de inhibir el
desarrollo o incluso provocar la muerte de los microorganismos patdgenos,
actuando a muy bajas concentraciones. Los antibioticos pueden ser de tipo
volatiles y no volatiles, pudiendo actuar los primeros sin que haya contacto
fisico entre los microorganismos involucrados. Los antibioticos volatiles tienen
un efecto esencialmente fungistatico, debilitando al patdgeno y lo hacen mas
sensible a los antibiéticos no volatiles, lo que se conoce como un
hiperparasitismo de origen enziméatico. Como la antibiosis actia sobre el
patdgeno atacando un sitio blanco especifico, es preferible que no sea el
principal mecanismo de accién de un antagonista, ya que existe el riesgo de
aparicion de razas del patdgeno resistentes al antibiotico (Mondino y Vero 2006,
Infante et al. 2009).

Para el género Trichoderma, se han identificado hasta la fecha mas de
180 compuestos con funcion antibidtica sobre microorganismos. Dentro de los
compuestos relacionados a la actividad antagénica de fitopatdégenos, se pueden
mencionar acido harzianico, tricholinas, antibidticos de 6-pentil-pirano,
massoilactona, gliovirinas, glisopreninas y acido heptelidico (Vey et al., citados
por Benitez, 2004); gliotoxina y viridina (Diaz, citado por Infante et al., 2009);
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trichodermina, suzukacilina, alamectina, dermadina y trichotecenos (Martinez,
citado por Infante et al., 2009).

2.4.4 Mecanismos de accion indirectos de  Trichoderma spp. como agente
de biocontrol

Ademas de los mecanismos de biocontrol directos mencionados
anteriormente, Trichoderma presenta una serie de mecanismos cuya accion
biorreguladora ocurre en forma indirecta sobre los microorganismos patdgenos.
En dichos mecanismos sucede una interrelacion entre el agente de biocontrol y
el hospedero, teniendo su efecto en forma indirecta sobre el patdégeno. Dentro
de los mecanismos indirectos que presenta el género Trichoderma, se
encuentra el efecto promotor del crecimiento en plantas, la solubilizacion de
elementos nutritivos, que en su forma original no son accesibles para las
plantas y la induccion a la resistencia. Otros autores atribuyen a Trichoderma
diferentes mecanismos de accién como detoxificacion de toxinas excretadas por
patégenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de
infeccion, la capacidad de crear un ambiente favorable al desarrollo radicular lo
gue aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Cardenas 2003, Harman,
citado por Infante et al. 2009).

2.4.4.1 Efecto promotor del crecimiento en plantas

Diferentes especies pertenecientes al género Trichoderma presentan
una relacion simbidtica con las raices de plantas, que determinan un aumento
considerable en el crecimiento de las mismas. En la actualidad existen
numerosos trabajos realizados con varias especies de interés agricola, que
demuestran el efecto biopromotor sobre del crecimiento de estos cultivos al
agregarle diferentes cepas de Trichoderma. Para una revision exhausta de
estos trabajos se puede consultar diferentes autores como: Bailey y Lunsden
(1998), Cardenas (2003), Afion et al. (2004).

También existen algunos trabajos en lo referente al aumento del
rendimiento del género Pinus en viveros forestales, debido a la inclusion de
formulados comerciales en base a cepas de Trichoderma. Afon et al. (2004)
trabajando con plantines de Pinus taeda, con diferentes dosis de fertilizacion y
la inclusion o no de Trichoderma harzianum cepa L1, concluyen que los
plantines inoculados presentan una altura mayor del 24%, con respecto a los no
inoculados. A su vez, los plantines inoculados exhiben un diametro de cuello un
15% mayor, con respecto a los sin inocular; un 49% mas en materia fresca y un
38 % mas en materia seca, en referencia a los sin inocular. Estudios similares
realizados por Negrone et al. (2008) con la misma especie forestal y diferentes
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dosis de inoculacion de Trichoderma harzianum capa L1, presentan algunos
comportamientos disimiles en los parametros estudiados por Afion (2004), pero
llegan a la conclusién que la inoculacion no tuvo un efecto biopromotor en el
crecimiento de los plantines. Finalmente un estudio realizado por Donoso et al.
(2008) con plantines de Pinus radiata, utilizando diferentes sustratos y
aplicacion o no de Trichoderma harzianum cepa Queule mediante fertirrigacion,
llega a las conclusiones de que la aplicaciéon de Trichoderma harzianum tuvo
influencia significativamente mayor, solo en la variable area radicular, pero fue
indiferente a la altura del plantin, biomasa aérea y total, y peso seco de las
raices.

La actividad simbionte entre las raices y cepas de Trichoderma resulta
en una mejora del crecimiento y desarrollo de las plantas. Esta mejoria se ve
reflejada por un aumento en el desarrollo de la masa radicular, con un aumento
de la formacion de pelos radiculares y mayor profundidad de enraizamiento.
Durante el proceso de simbiosis entre la planta y Trichoderma, las hifas del
hongo deben colonizar a la planta antes de estimular su crecimiento y/o
proteger las raices contra el atague de fitopatbgenos. El proceso de
colonizaciéon implica la capacidad de adherirse y reconocer las raices de las
plantas, penetrar en la planta, y soportar metabolitos toxicos producidos por ella
en respuesta a la invasion de un organismo extrafo, ya sea patdégeno o no. Las
plantas reaccionan contra la invasibn de hongos mediante la sintesis y
acumulaciéon de fitoalexinas (dentro de las cuales se encuentran las
peroxidadas, seccion 2.4.4.4), flavonoides y terpenoides, derivados fendlicos,
agliconas y otros compuestos antimicrobianos (Benitez et al. 2004, Harman
2006).

Si bien no se conoce con exactitud los procesos por el cual
Trichoderma estimula el crecimiento vegetal, se ha identificado algunas cepas
gue producen fitohormonas (auxinas, citoquininas y etileno) con poder inductor.
Dentro del grupo de las citoquininas se ha identificado a la zeatina, y en las
giberelinas a GA3 y grupos relacionados a esta ultima (Arora et al., citados por
Benitez et al., 2009).

2.4.4.2 Solubilizacién de nutrientes minerales

Muchos de los microorganismos que colonizan y penetran los tejidos de
las raices de las plantas se han identificados en la participacion de la
solubilizacion de nutrientes minerales, que se encuentran bajo formas poco o
no disponibles para las plantas. Este mecanismo podria explicar, al menos en
parte, el efecto de los microorganismos en la promocion del crecimiento vegetal
debido al resultado de la biofertilizacion (Altomare et al. 1999, Benitez et al.
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2004). Algunas capas de Trichoderma harzianum son el fiel reflejo de las
mencionadas interacciones microbianas con raices de plantas, donde con
frecuencia se mejora la captacion y asimilacion de nutrientes en el sistema
antagonista-planta.

La capacidad que poseen ciertas cepas de Trichoderma harzianum en
solubilizar la mas variada gama de nutrientes, se han fundamentado en tres
posibles mecanismos: la acidificacion del medio, la produccion de metabolitos
de quelacion, y la actividad redox; que es de esperar, actien en conjunto
aunque sea para un mismo nutriente (Altomare et al. 1999, Benitez et al. 2004).

El fosforo en la solucion del suelo (el disponible para las plantas), se
encuentra en muy bajas concentraciones debido a que forma complejos
fosfatados insolubles del tipo P-Al, P-Fe y P-Ca, los cuales no pueden ser
absorbidos por las plantas. Sin embargo, el fosfato de calcio insoluble puede
ser disuelto y puesto a disposicidén de las plantas por los microorganismos de la
rizosfera, a través de un mecanismo que se cree que implica la liberacion de
acidos organicos por parte de estos ultimos (Cunningham y Kuiack, citados por
Altomare et al.,, 1999). Cepas de Trichoderma harzianum son capaces de
acidificar su entorno debido a la secreciéon de &cidos organicos derivados
principalmente del metabolismo de la glucosa, y otras fuentes de carbono, y asi
solubilizar fosfatos, y cationes minerales como el hierro, manganeso y
magnesio (Harman et al., citados por Benitez et al., 2004).

En un trabajo realizado por Altomare et al. (1999), se estudid la
capacidad de Trichoderma harzianum cepa T-22 de solubilizar in vitro
(POg4)2Caz, MnO,, Fe,03 y Zn metélico mediante la liberacion de diferentes
compuestos organicos como el acido oxalico, acido citrico, acido malico, acido
succinico, &cido lactico y acido fumarico. En este estudio los autores concluyen
gue la acidificacién no es un mecanismo de solubilizacion ya que el pH de los
medios de cultivos nunca cayé por debajo de 5.0, lo necesario para solubilizar
los diferentes complejos.

En la seccion 2.4.3.1 ya se ha tratado el rol de algunos
microorganismos de la microflora del suelo, en la interaccion entre el mineral
hierro y su absorcion por parte de las plantas. Es sabido que bajo condiciones
restrictivas de hierro, ciertos microorganismos liberan al medio metabolitos con
alta capacidad de quelatacion del i6n Fe®*". Por su parte, el manganeso puede
ocurrir naturalmente en los suelos en varios estados de oxidacion, pero se
encuentra disponible para las plantas sélo en la forma reducida (Mn?*), siendo
insolubles los estados de oxidacion mayores a éste. El estado de oxidacion del
manganeso en el suelo depende de las condiciones del mismo (valores de pH
inferiores a 6 favorecen la reduccion y valores por encima de 6.5 favorecen la



oxidacion) y de la actividad de los microorganismos de la rizésfera, que pueden
oxidar o reducir el manganeso, y por lo tanto influir en su disponibilidad (Huber y
McCay-Buis, citados por Altomare et al., 1999).

En el mismo trabajo citado anteriormente (Altomare et al., 1999) se
concluye que la cepa T-22 produce sideroforos capaces de complejizar al hierro
en quelato-Fe pero no al manganeso; por lo que dicho proceso interviene al
menos parcialmente en la solubilizacion del hierro.

En el proceso de asimilacion de iones metalicos por parte de los
microorganismos, se ha encontrado que a menudo participan mecanismos
enzimaticos reductores (actividad redox). Por ejemplo, el hierro para ser
absorbido por las plantas debe ser previamente reducido de Fe** a Fe™. La
absorcion de hierro por las raices se cree que es regulada por la actividad de un
sistema de membrana plasmatica redox, es decir, el quelato-Fe** reductasa,
que reduce el Fe** a quelatos de Fe?*. El quelato-Fe®" reductasa también
parece ser capaz de reducir otros metales como Mn®*, Mn* y Cu®, y su
actividad es estimulada por condiciones de deficiencia de hierro y cobre (Norvell
et al., citados por Altomare, 1999).

En el trabajo de Altomare et al. (1999) se demuestra que la cepa T-22
produce metabolitos difusibles capaces de reducir el Fe** a Fe?' y el Cu** a
Cu*’. Finalmente los autores trabajan en la solubilizacién del zinc metalico por
intermedio de la cepa T-22. El estado de oxidacién estable del zinc es Zn?*, que
es la forma requerida por las plantas y hongos. Por lo tanto, la solubilizacion del
zinc metalico (estado de oxidacion 0) depende de su oxidacién a Zn?**. La cepa
T-22 demostro tener la capacidad de acelerar la disolucion oxidativa de zinc
metalico, liberando Zn**. En este caso, el efecto de Trichoderma harzianum
puede incluir la liberacién de complejos ligantes que secuestran Zn?*, lo que
aumenta la disolucién de zinc metalico.

2.4.4.3 Induccién de resistencia

Segun Agrios (2004), la resistencia se define la capacidad de un
organismo para excluir o superar, por completo o en algun grado, el efecto de
un agente patdgeno o factor perjudicial de otro tipo. En plantas se diferencian
dos tipos de resistencia: la resistencia constitutiva o preformada, y la resistencia
inducida. A cada uno de los tipos de resistencia se los puede dividir, a su vez,
en estructural y bioquimica. En términos generales, dentro de la resistencia
constitutiva estructural se encuentran: deposicion de cera y cuticula sobre
células de la epidermis, modificacion de la estructura de las paredes celulares
por la acumulaciéon de ciertos materiales (lignina, callosa, suberina, gomas,
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cutina, glicosidos fendlicos, fenoles, quinonas, esteroides, glicoalcaloides,
terpenoides y tioninas), tejidos con paredes celulares gruesas, tamario,
localizacion y forma de los estomas y tricomas. En la resistencia constitutiva se
diferencias los siguientes componentes bioquimicos: fitoanticipinas
(compuestos antimicrobianos preformados de las fitoalexinas), lectinas,
proteinas inhibidoras de poligalacturonasas, quitinasas y glucanasas. Por su
parte, dentro de la resistencia inducida, para el caso de los componentes
estructurales de diferencian: reaccién de defensa citoplasmatica, estructuras
celulares de defensa (engrosamiento y compactacion de la pared celular,
deposicion de calosa y lignificacidon), estructuras histologicas de defensa
(formacion de corcho, capas de abscision, tilides), y reaccidbn de
hipersensibilidad. Finalmente en los componentes bioquimicos, se reconocen:
la produccion de fitoalexinas, especies reactivas de oxigeno, radicales libres,
iones calcio, siliconas vy silicatos, polifenoloxidasas, peroxidasas y las proteinas
relacionadas a la patogénesis.®

En base a los estudios realizados sobre la herencia entre variedades
resistentes o susceptibles de hospederos, y razas virulentas o avirulentas de
patdgenos, se ha llegado a la conclusion de que para cada gen resistente en
las plantas (gen R) existe un gen especifico complementario de avirulencia (gen
avr) en el fitopatogeno. Basandose en estos estudios de han identificado dos
posibles tipos de interacciones entre planta-patdégeno. Por un lado se
encuentran las relaciones incompatibles, que se refieren a una interaccion entre
una planta resistente (portadora del gen R) y un patégeno avirulento (portador
del gen avr); en este caso la planta cuenta con la informacion genética capaz de
activar los mecanismos de defensa que impiden el desarrollo de la enfermedad.
El otro tipo de relaciones son las compatibles, que se establecen cuando una
planta susceptible (no portadora del gen R) interactia con un patdégeno virulento
(no portador del gen avr); en este caso, la planta no cuenta con la informacién
genética necesaria para activar los mecanismos de defensa (o si cuenta, pero
se activan retrasadamente) y se origina la enfermedad (Agrios, 2004).

Para el caso de las interacciones planta-patbgeno donde se
desencadena una enfermedad, dicho acontecimiento podria ser evitado si los
mecanismos de resistencia que presenta una planta fuesen activados a tiempo.
Se habla de resistencia inducida cuando una planta que es estimulada
adecuadamente, expresa sus mecanismos de resistencia en respuesta a dichos
estimulos (Mondino y Vero, 2006).

3 Galeano, P. 2010. Resistencia inducida en plantas; bases moleculares y su importancia en el
Control Biolégico. In: Curso Control Bioldégico de Patégenos de Plantas (2010, Montevideo).
Textos. Montevideo, Facultad de Agronomia. 29 p. (sin publicar).
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Los mecanismos de resistencia inducida a enfermedades pueden ser
clasificados en funcién del tipo de inductor, el tipo de respuesta y el tipo de
sefial que coordina la respuesta de resistencia a distancia, en dos grupos: la
resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR),
(Hammerschmidt, citado por Mondino y Vero, 2006).

En la resistencia sistémica adquirida se han identificado inductores de
la mas variada naturaleza quimica, entre los cuales se pueden encontrar
inductores de tipo exdgenos y endogenos, dependiendo de como son
producidos. Para el caso de inductores enddgenos, el origen es parasitario o
producido por algun agente fisico externo. A su vez, este tipo de inductores se
subclasifica en bioticos y abidticos. Los inductores enddgenos se asocian con
fragmentos celulares liberados desde la pared celular de la planta (por ejemplo
polisacaridos, proteinas o peptidoglucanos), derivados del resultado de las
interacciones primarias con el patégeno. De esta forma la resistencia sistémica
adquirida se puede activar por: la infeccion de patégenos que ocasionen una
lesion necroética localizada, por repuesta de hipersensibilidad, &cido salicilico,
acido 2,6-dicloroisonicotinico, acibenzolar-S-metil (Walters y Heil, 2007), sales
de fosfatos o silice (Mondino y Vero, 2006). Hoy en dia, todos estos inductores
son llamados PAMPs (por sus siglas en ingles de patrones moleculares
asociados a patogenos). La percepcion de las moléculas inductoras por la
planta huésped resulta en la activacion de una via de sefializacion, en donde
los PAMPs se unen a receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que
operan en la transduccién de la sefial y en la activacién de genes de la célula
vegetal, comprometidos en las tareas de defensa (Walters y Heil, 2007).
También se sabe que el comienzo de SAR esta asociado con niveles elevados
de acido salicilico a nivel local y sistémico y con la expresion de un conjunto
especifico de genes que codifican proteinas relacionadas a la patogénesis (PR).
La activaciéon de la expresiéon de genes PR y SAR depende de la transduccion
de la sefal de acido salicilico y ésta, a su vez, es dependiente del regulador
transcripcional NPR1 (Walters y Heil 2007, Van Wees et al. 2008). Si bien al dia
de hoy no esta totalmente clara la naturaleza de la sefial difusible desde que
una planta reconoce a los PAMPs, hasta que se activan los genes
correspondientes a la defensa, se sabe que hay un aumento de la
concentracion intracelular de iones H* y Ca®*, mientras disminuye la de CI"y K".
Este intercambio de iones es un prerrequisito para la activacion de las proteinas
guinasas activadas por mitogenos (MAPK) y de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (vistas en la seccion 2.5.4.4) a través de una NAD(P)H
oxidasa asociada a membrana. Una vez activadas las MAPK, algunas son
traslocadas al nucleo y otras son rapidamente fosforiladas y esfosforiladas
(Vojnov et al., 2010).
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La induccion por SAR genera una sefalizacion caracterizada por la
expresion de genes PR de forma local como sistémica, dando proteccion a
diferentes organos de la planta; generalmente es contra un amplio espectro de
patégenoss, incluyendo hongos, bacterias y virus, con un efecto de larga
duracion.

Por otro lado, la resistencia sistémica inducida (ISR) es activada por
diferentes microorganismos estrechamente relacionados o en asociacion con
los tejidos de las raices de la planta. En esta asociacion microorganismo-planta
se han identificado principalmente a rizobacterias promotoras del crecimiento de
la planta (PGRP), como las principales especies activadoras de ISR. Las
bacterias PGPR mejores caracterizadas, corresponden a las cepas de varias
especies de Pseudomonas no patogénicas para el sistema de raices de las
plantas. Asimismo, se han realizado numerosos trabajos que identifican a cepas
del género Trichoderma, también como posibles inductores de la defensa en la
planta (Bailey y Lunsden 1998, Benitez et al. 2004, Van Wees et al. 2008).

La ISR es activada por multiples moléculas en esta interaccion
microorganismo-plata, las cuales se reconocen con el nombre de patrones
moleculares asociados a microbios (MAMPs). Entre estas moléculas se
encuentran la quitina, celulosa, xylanosas, flagelina, lipopolisdacaridos,
sideroforos, hidrofobina y N-acyl-L-homoserine lactone (molécula que actia
como sensores de quérum en ciertas bacterias) (Van Wees et al. 2008, Vojnov
et al. 2010). Los antibiéticos que son producidos por algunos microorganismos
beneficiosos, también pueden actuar como MAMPs en el desencadenamiento
de la respuesta inmune (Van Wees et al., 2008). Los MAMPs son percibidos por
los RRPs (citados anteriormente para SAR) que se encuentran en la membrana
plasmatica de la célula vegetal (Vojnov et al., 2010).

Estudios realizados en Arabidopsis demuestran que la respuesta de
defensa de la planta esta controlada por una red de sefalizacion, en la que las
fitohormonas acido jasménico (JA) y etileno (ET) juegan un papel importante.
Hay amplia evidencia de un entrecruzamiento de las vias JA y ET, lo que
permite que las plantas ajusten finamente su respuesta de defensa, en funcion
del invasor encontrado. Durante la regulacion de la defensa, se ha observado
un aumento de la produccion de estas dos hormonas, lo que conlleva a la
activacion de los distintos conjuntos de genes relacionados con la defensa
(Walters y Heil 2007, Wan Wees et al. 2008). A diferencia de SAR, la ISR no es
dependiente de la acumulacion de la hormona &cido salicilico; y también se ha
observado que en algunos casos esta asociada con la expresion de genes PR,
pero en otros casos no es dependiente de dichas proteinas (Hoffland et al.,
citados por Walters y Heil 2007, Van Wees et al. 2008).
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Figura No. 4: Modelo para la via de sefalizacion de ISR en Arabidopsis, donde

se muestra la relacion entre los factores de transcripcion NPR1, MYB72 y ELI3,

las hormonas &cido jasménico (JA) y etileno (ET) y la potenciacion sistémica de
la defensa (modificado de Wan Wees et al., 2008).
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Los mismos estudios en Arabidopsis confirmaron que ISR esta bajo
control del regulador transcripcional NPR1 (al igual que SAR), y que el mismo
esta integrado y responde a las diferentes vias de defensa dependientes de las
hormonas mencionadas (Pieterse et al., citados por Walters y Heil 2007, Wan
Wees et al. 2008). Analisis de un subconjunto de genes referidos a la respuesta
de defensa en Arabidopsis, demostraron que el factor de transcripcion MYB72
se requiere en los primeros pasos en la sefializacion de ISR. Asimismo, se
supone que MYB72 actuaria ligado con otro componente de sefializacion, el
cual corresponde al factor de transcripcion ELI3 (figura 4). En Arabidopsis, la
ISR mediada por rizobacterias se asocia a menudo con la potenciacion
sistémica de la defensa (Priming), mediante la expresion de genes de respuesta
de JA/ ET y el deposito elevado de calosa en el lugar de entrada de patégenos
(Van Wees et al., 2008). Esta respuesta de defensa no es activada
directamente, pero ante el ataque de patdgenos la planta responde mas
rapidamente.®
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Fenotipicamente ISR es similar a SAR ya que actita en forma
inespecifica contra patdégenos taxondmicamente diferentes (Walters y Helil,
2007).

2.4.4.4 Peroxidasas en la respuesta de defensa

Las peroxidasas son un conjunto de enzimas correspondientes al grupo
de las oxidorreductasas, que se encuentran ampliamente distribuidas en
animales, plantas y microorganismos. Estas enzimas son formadas dentro de
los organelos peroxisomas, y tienen como funcion catalizar la oxidacién de
ciertos compuestos dadores de hidrogeno (por ejemplo fenoles y aminas
aromaticas indoles y sulfonatos) utilizando como sustrato comun a peroxidos
(incluyendo el peréxido de hidrégeno H,0O;) que actian como aceptores de
electrones. Las peroxidadas presentan mdultiples formas isoenzimaticas que
difieren tanto en la estructura primaria de la proteina, como en sus propiedades
guimicas.

Las peroxidasas se pueden clasificar en dos superfamilias en funcion
de sus diferencias estructurales: la superfamilia de las peroxidasas animales y
la superfamilia de las bacterias, hongos y plantas. Esta ultima superfamilia se
puede dividir a su vez en tres clases: la clase | incluye la peroxidasa del
citocromo ¢ de la levadura Saccharomyces cerevisiae (que interviene en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial), las peroxidasas de ascorbato
de las cianobacterias, las algas y las plantas, y las catalasas/peroxidasas de las
bacterias y de los hongos. La clase Il comprende a las peroxidasas
extracelulares de los hongos ligninoliticos, como la lignina peroxidasa y las
peroxidasas dependientes de Mn*? (magneso peroxidasa). La clase Il incluye
las peroxidasas de secrecidon de las plantas, que participan en diversos
procesos fisiolégicos relevantes tales como resistencia a patdgenos,
fitorremediacion por degradacién (oxidacion) de compuestos toxicos, accion
antioxidante, degradacion de la lignina, catabolismo de auxinas, biosintesis del
etileno, asi como también en diversos mecanismos frente a condiciones de
estrés (Hansberg, 2002).

Varios estudios han identificado a enzimas peroxidasas como
integrantes de las complejas vias de sefializacion intercelular de resistencia
inducida en plantas. Por un lado las peroxidasas actian como proteinas
relacionadas a la defensa (proteinas PR), participando en la respuesta
hipersensitiva de SAR, donde esta reaccion hipersensitiva es utilizada por la
planta como una estrategia de defensa, en la que las células vecinas a la
infeccidn entran a la muerte celular programada para eliminar la fuente mas
inmediata de energia y nutrientes para el microorganismo invasor (Camarena,
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2006). También se las han implicado en la transduccién de sefiales en la via del
acido salicilico, mencionado anteriormente para SAR. Por otro lado, en ISR las
peroxidasas intervienen también en las complejas vias de sefalizacion entre el
acido jasmonico y el etileno.

Hasta aqui se ha mencionado el rol de las peroxidasas relacionado con
la activacion de ciertos genes que codifican para enzimas PR, pero también se
sabe que desempefian una funcion que no esta directamente relacionada con la
induccidén de la resistencia en la planta, pero que contribuyen a la respuesta de
defensa en la misma. Este es el caso de la regulacion del metabolismo de
especies reactivas de oxigeno, por parte de las enzimas peroxidasas (Diaz et
al., 2010). Uno de las mas répidas reacciones de defensa en las plantas frente
al ataque de patdégenos es la explosion oxidativa, la que conduce a la
produccion transitoria de grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno
(EROs). Segun Diaz et al. (2010) las EROs desempefiarian al menos tres
funciones en la defensa de la planta: (i) crean el ambiente apropiado que
promueve el proceso de lignificacion y la formacion de puentes cruzados en la
pared celular (o que las torna mas resistentes al ataque de enzimas fungicas),
(i) poseen también una accién toxica directa sobre el patdgeno frenando su
crecimiento, y (iii) sirven como moléculas sefiales para inducir la expresion de
algunos genes relacionados a la defensa.

Actualmente se sabe que la generacién de EROs ocurre en dos fases,
una inicial, que sucede minutos después de la adicién de un patégeno, y una
secundaria, que comienza de una a tres horas después que la fase inicial ha
terminado. Aunque ambas fases involucran sustratos y vias de induccion
similares, las dos fases se regulan de manera independiente. Esto se debe a
gue la fase | es una reaccion biolégicamente no especifica que involucra
patdgenos incompatibles, mientras que la fase Il del estallido depende de la
expresion avr en la interaccion patdgeno-planta y la expresion del grupo de
genes involucrados en la respuesta hipersensitiva (Levine et al., citados por
Camarena, 2006).

Estas especies son derivados del O, y son mas reactivos que éste en
su estado basal de triplete y ademas, estan parcialmente reducidas. Dichas
EROs corresponden al superéxido (Oy), perdxido de hidrégeno (H20,), y el
radical hidroxilo (OH") (Hansberg 2002, Camarena 2006).

El O, se forma cuando el O, capta un electron. Esto ocurre en todos los
organismos que respiran, pues una pequefia parte (aproximadamente el 1%) de
los electrones que pasan por la cadena respiratoria salen de ésta y son
captados por el O,. Esto sucede principalmente a nivel de la semiubiquinona o
del ubiquinol y también del complejo | (NADH coenzima Q reductasa). Ademas
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de la mitocondrial, las cadenas de transporte de electrones del reticulo
endoplasmatico y de la membrana nuclear también pueden generar O,. La
superfamilia de hemoproteinas correspondientes a los citocromos P450 puede
generar O,. Algunas oxidasas como la oxidasa del NADPH, y algunas
peroxidasas inespecificas también producen O,. El anién O, es el radical
menos reactivo de los tres considerados, debido a que no posee la capacidad
de atravesar la membrana plasmética y es dismutado rapidamente a H,O,. Solo
reacciona a un nivel considerable con las quinonas, los fenoles, el hierro libre o
unido a algunas proteinas (por ejemplo los centros Fe-S), afectando la
actividad de las enzimas que contienen estos metales y también con otros
radicales (el propio Oz, el oxido nitrico y los radicales fenoxi). El O, inhibe
algunas enzimas como la deshidrogenasa de 6—fosfogluconato, la aconitasa y
la fumarasa lo que afecta la reduccion del NAD" y el ciclo de Krebs. También
inhibe la tercera enzima de la via de sintesis de los aminoacidos ramificados, la
deshidratasa del dihidroxiacido, la reductasa de ribonucleétido que genera los
bifosfato de desoxirribonucledsidos para la sintesis del ADN. También el Oy
reduce el Fe®* en Fe?* y reacciona con el ascorbato (Hansberg 2002, Camarena
2006). La rapida generacion del anion O, o su producto de dismutacion H,O, se
han reportado en el inicio de SAR, en muchos estudios de respuesta
hipersensitiva con bacterias y hongos avirulentos o con patégenos virales
(Mehdy, citado por Camarena, 2006).

La mayor parte del H,O, o agua oxigenada proviene de la dismutacion
del O, aunque también algunas oxidasas lo producen como las oxidasas de
aminoacidos, las oxidasas de hexosas y las oxidasas de fenoles, entre otras. El
H,O, es una molécula poco reactiva y puede difundir alguna distancia desde su
punto de produccién a través de los compartimentos celulares, aunque tiende a
formar aductos con algunos carbohidratos, aminoécidos y bases nitrogenadas.
A pesar de ser una molécula poco reactiva, es toxica debido principalmente a
que genera ‘O, y OH". Reacciona poco con el ascorbato y no reacciona con
compuestos como el NAD(P)H, el ADN, los lipidos, o la mayoria de las
proteinas. El H,O, puede inactivar algunas enzimas oxidando los grupos tiol;
por ejemplo, la deshidrogenasa de gliceraldehido—3—fosfato de la glucdlisis, o la
fosfatasa de fructosa—1,6—difosfato del cloroplasto. Tanto la Cu-Zn superoxido
dismutasa y la Fe-superoxido dismutasa pueden inhibirse por el H,O,. El H,0O,
reacciona lentamente con algunos cetoacidos, como el piruvato o el a-—
cetoglutarato. En muchas células se generan modificaciones en las bases del
ADN cuando se les aflade H,O,. Esto se debe en gran parte a los metales de
transicién, fundamentalmente el Fe?*, que se encuentran unidos al ADN y que
en presencia del H,O, generan OH que modifica las bases del mismo
(Hansberg 2002, Camarena 2006). Después del reconocimiento de un
patogeno, la generacion del H,O, puede inhibir el desarrollo del mismo
mediante el fortalecimiento de las paredes celulares de la célula huésped,
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debido a que produce enlaces cruzados de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
y la union de compuestos fendlicos en la pared celular que pareciera tienen un
efecto microbicida (Métraux et al. 2002, Bradley et al., Wu et al., citados por
Camarena y de la Torre 2007). Todas estas alteraciones en la estructura de la
pared celular después de la infeccion por un patdgeno, pueden contribuir a la
resistencia, ya sea deteniendo el ingreso del mismo directamente o
disminuyendo el proceso de penetracién, permitiendo que la planta active
después sus mecanismos de defensa. Segun Peng y Kuc, citados por
Camarena (2006) la adicion de H,O, inhibe la germinacion de esporas de
numerosos hongos patdégenos; también se ha propuesto que la sintesis de
proteinas PR puede inducirse artificialmente inyectando H,O, en las hojas de
las plantas. De esta manera el H,O, actia como una sefial para inducir un
rango de respuestas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares dentro de células y
plantas. Dado que el H,O, se produce en respuesta a una variedad de
estimulos, es probable que sea un mediador entre diferentes vias metabdlicas;
a pesar de que su vida media es sélo de 1 milisegundo (lo que la excluye de ser
una sefial movil que induce las respuestas de defensa en tejidos sistémicos), se
necesita de un sistema de amplificacion de la sefial de H,O; y se ha propuesto
gue el acido salicilico juega el papel agonista durante la respuesta
hipersensitiva (Van Camp et al., citados por Camarena y de la Torre, 2007).

El radical OH se forma a partir del H,O,, cuando éste Ultimo acepta un
electr6n desapareado, por ejemplo, de un metal de transicién como el Fe** o el
Cu’, el cual se fragmenta y forma el radical hidroxilo (OH) y el i6n hidroxilo OH".
El radical OH" es uno de los compuestos mas reactivos que existen. El OH" casi
no se puede difundir porque reacciona rapidamente, y lo hace practicamente
con cualquier biomolécula en el sitio en donde se produce, debido a que las
células no tienen mecanismo enzimatico para eliminarlo. EI OH™ puede atacar
tanto las purinas como las pirimidinas, asi como la desoxirribosa y ademas
generar rupturas en el ADN. La mayoria de dafios en las proteinas son
ocasionados por el OH". Este reacciona con cualquier aminoacido en el sitio
donde se forma, que generalmente son sitios en donde se encuentra un metal
de transicion. La deshidrogenasa del glutamato dependiente del NADPH se
inactiva cuando es oxidada por un OH" que se forma por la reaccién del H,O,
con un hierro unido a su sitio alostérico. Los dafios producidos por el OH son
irreversibles y en términos generales marcan las proteinas para su degradacion
(Hansberg 2002, Camarena 2006). Se ha observado que la oxidacion de los
lipidos de membrana por radicales libres, puede matar a las células
directamente y tener un efecto directo en la actividad antimicrobiana. De esta
manera, los &cidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos que constituyen
las membranas celulares, son vulnerables al ataque del radical libre OH
mediante la peroxidacion lipidica. Este proceso consiste en una reaccion en
cadena que comienza cuando los metilenos entre dos dobles enlaces pierden
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facilmente un hidrogeno (hidrogeno alilico) que es sustraido por el OH, y
mediante una sucesion de reacciones, finalmente se generan muchos
lipoperoxidos. Los lipoperoxidos se pueden reducir mediante glutation
peroxidasas de fosfolipidos o son eliminados a través de las fosfolipasas como
la fosfolipasa A2, que aumenta durante la tension oxidativa (Hansberg, 2002).
Segun Vivianco et al. (2005) las complejas vias de sefalizacion en ISR, ademas
de comprender a las hormonas etileno y jasmonato (como ya se menciono), se
ha identificado como componentes primarios de emision de la sefal a derivados
de acidos grasos (aldehidos volatiles) formados por peroxidacion lipidica y
escision de la cadena alifatica llamados “voléatiles C6”. Segun Métraux et al.
(2002) la formacion de radicales fendlicos en la pared celular mencionados
anteriormente, esta implicado en el proceso de peroxidacion lipidica y puede
activar la expresion de genes de defensa.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 DESCRIPCION DEL ENSAYO

El ensayo se realizd en las instalaciones del vivero forestal “La Buena
Unién” perteneciente a la empresa Terrasys SRL, localizado a la altura del
456Km de la ruta nacional No. 5 Brigadier General Fructuoso Rivera (latitud
31°15'22", longitud 55°37'2"), proximo a la interseccion de la ruta No. 30;
ubicado en el parador Buena Union, departamento de Rivera. El periodo
comprendido durante el ensayo corresponde a seis meses (de enero a junio)
del afio 2010, para plantines de plantacion de invierno.

El vivero cuenta con instalaciones de buen desarrollo tecnoldgico, que
incluyen el invernaculo donde se desarrolla el ensayo. La superficie del mismo
es de aproximadamente unos 1000 m? cuya estructura esta compuesta por
cafos galvanizados, una cubierta de polietileno transparente con filtro para
rayos ultravioletas, malla media sombra y cubiertas laterales que permiten su
levantamiento. Los caminos internos estan formados por hormigdn y se cuenta
con un sistema de soporte tipo mesas fijas de maderas, las cuales poseen unos
rieles para posicionar y movilizar las bandejas de produccion. Toda la superficie
cuenta con un sistema de irrigacion del tipo carro movil con aspersion aérea.

Figura No. 5: Ensayo instalado en el interior del invernaculo.

Se utiliza la especie Pinus taeda, donde la semilla es local de Rivera y
cosechada de un rodal semillero de 11 afios de edad, con procedencia del pais
Zimbabue, pero con origen desconocido. Las semillas previo a la siembra son
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desinfectadas con hipoclorito y tratadas con curasemillas de formulacion
Disulfuro de tetrametil thiuram (TMTD).

El sustrato utilizado consiste en una mezcla compuesta por 50% de
corteza de pino compostada de origen argentino y 50% de turba rubia de musgo
(Sphagnum) de granulacion fina, con origen canadiense (nombre comercial
PRO-MOSS fine®, de la empresa Premier). A la mezcal del sustrato se le
incorporé dos semanas antes de la siembra, el fungicida organico Trichosoil® a
razén de 2 kg/m® de sustrato. Trichosoil® es un fungicida bioldgico registrado
por la empresa LAGE y Cia. S.A. que tiene una formulacion en polvo seco, que
presenta como sustancia activa la cepa nativa Trichoderma harzianum cepa L1.
El formulado comercial se compone en un 58,8% por la misma cepa (minimo
5x10° ufc/ g de producto) y el restante 41,2% corresponde a materiales inertes.
Una vez incorporado Trichosoil® al sustrato, este se recubre con una lona
durante dos semana para permitir la esporulacién del antagonista. Pasadas las
dos semanas, el sustrato queda pronto para rellenar las bandejas.

Las bandejas utilizadas en el ensayo son de forma rectangular, de
material plastico PVC, las cuales contienen 72 celdas fijas (12x6) con un
volumen individual de 96 cm®. La forma de las celdas es de piramide truncada
invertida y poseen paredes rectas con una costilla antiespiralamiento de las
raices por pared. El arreglo especial de las celdas dentro de la bandeja
presenta un disefio en el cual dos celdas contiguas estan separadas por un
pequefio hueco que permite una cierta cantidad minima de espacio de
crecimiento para los plantines. Como las bandejas son reutilizables, antes de su
uso se tratan con fungicida caprico.

La siembra de las semillas se comienza el dia 4 de enero del 2010,
llevdndose a cabo con una sembradora automatica que deposita en promedio
1,1 semillas por celda. Una vez finalizado el proceso de siembra, las bandejas
se recubren con una delgada capa de vermiculita, que permite a la semilla estar
fisicamente retenida en la cavidad (sito de siembra), y a la vez evitar el
crecimiento excesivo de algas y musgo, los cuales pueden retrasar o inhibir
completamente su germinacion.

La incorporacibn de nutrientes minerales se realiza mediante

fertirrigacion, en base a las tres etapas del ciclo productivo presentadas en la
seccion 2.2.1, y se resumen en el cuadro 8.
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Cuadro No. 8: Resumen del programa de fertilizacion de los plantines durante
el ciclo de produccion en el vivero.

Fecha inicio ., Proporcién
Concentracion de P

Fase post siembra : o ® de
(dias) nutrientes N-P-K N-P-K
Establecimiento 15 N mlicg:;r-gﬁlﬁrdife-:gtes 1:2:0

. 18-18-18-18
Crer(gr?clj%nto 35 + nitrodoble 2:1:1
P + micronutrientes

0-52-34 alternado 0:2:1
Endurecimiento 60 con 18-18-18-18 1 ) > ) 1

+ micronutrientes

) Concentraciones expresadas en porcentaje en sus equivalentes a N: N total,
P: P205, K: Kzo

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para el andlisis estadistico del experimento se trabaja con el modelo
lineal con medidas repetidas en el tiempo, con un disefo de parcelas divididas y
estructura DCA. En el disefio de parcelas divididas se asocian a la parcela
mayor los tratamientos y a la parcela menor el tiempo. Se considera una
estructura DCA ya que hay un manejo homogéneo dentro del sistema de
produccion de los plantines como ser: riego, fertilizacion, sustrato utilizado y
procedencia de las semillas. Esto trae como resultado que las unidades
experimentales (bandejas) sean todas homogéneas y se haya optado por la
mencionada estructura de disefio experimental. Dentro de la unidad
experimental, se considera 10 repeticiones en cada una de las variables
estudiadas.

Modelo estadistico: Yi=u+ i+ T+ (|T)ij + 0 + €ij

i=1,2
j=1,2,3
Donde:

Yj = Variables aleatorias en estudio: altura parte aérea (cm), diametro altura de

cuello (mm), peso fresco plantin (g), peso fresco parte aérea (g), peso freso raiz
(9), peso seco plantin (g), peso seco pare aérea (g), peso seco raiz (g).
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M = Media poblacional.

I = Efecto de la i-ésima Inoculacion. En este caso se utiliza la simbologia |
(Inoculacion) para diferenciarlo del factor Tiempo, pero en el resto del trabajo se
representa como T de Tratamiento. De esta manera se tienen dos tratamientos,
To= sustrato sin inocular (testigo) y T,= sustrato inoculado con Trichosoil®.

T, = Efecto del j-ésimo Tiempo. Para este caso se tiene que t;= 8 de febrero, t,=
13 abril y t3= 4 de junio.

(IT); = Efecto de la interaccion entre la i-ésima Inoculacion y el j-ésimo Tiempo.
O; = Error asociado a la parcela mayor.
&= Error experimental.

El modelo estadistico presenta una serie de supuestos a saber:

- El modelo es correcto (en relacion al material experimental).

- Es aditivo.

- No existe interaccion Tratamiento x Tiempo.

- &~ N; E (g5) = 0 para todo i, j; V (&) = o? para todo i, j; 0 sea que los errores
experimentales (g;) son variables aleatorias independientes que presentan
una idéntica distribucion Normal, con media igual a cero y varianza
constante para todos los i, j.

. Por definicién a; = g — M.

Las hipétesis estadisticas de interés a probar son:
Hipotesis nula: Los plantines sin inocular presentan igual didmetro a la altura del
cuello respecto a los plantines inoculados con Trichoderma; o sea, ver si
realmente el valor medio del diametro del cuello (medido en mm) para los
plantines sin inocular, es significativamente igual (con p < 0,05) al didmetro del

cuello medio de los plantines inoculados.

Ho:aTo=a Ty
HO:|JTO=|JT1
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Hipotesis alterna: Los plantines sin inocular presentan diferente diametro a la
altura del cuello respecto a los plantines inoculados con Trichoderma; o sea, ver
si realmente el valor medio del diametro del cuello (medido en mm) para los
plantines sin inocular, es significativamente diferente (con p < 0.05) al diametro
del cuello medio de los plantines inoculados.

Ha:a Ty #a Ty
Ha:uToZu T,

Al igual que para la variable diametro a la altura del cuello, las hipétesis
nula y alterna se repiten para las demas variables en estudio (altura parte
aérea, pesos frescos y secos).

El analisis de los resultados se realiza mediante ANAVA con el software
Infostat®, donde se utiliza como criterio de decisién el rechazo de la hipétesis
nula con p menor a 0,05 (nivel de significancia).

3.3 MUESTREO Y MEDICIONES

3.3.1 Parametros morfolégicos en plantines

Los parametros morfologicos medidos en los plantines corresponden al
Didmetro a la Altura del Cuello (DAC), medido en mm y la Altura de la Parte
Aérea (H), medida en cm. Para el primer caso se utilizé un calibre con precision
de 1mm y para el segundo, un centimetro con precision de 1mm. En total se
tomaron al azar 20 bandejas (10 inoculadas con Trichosoil® y 10 sin inocular), y
se midieron el DAC y H en todos los plantines de las bandejas; cabe aclarar que
todas las bandejas no poseian el 100% de plantines (72 plantines) por fallas en
germinacion, emergencia, etc. del lote de semilla. Ambos parametros, se
registraron en tres oportunidades durante el ciclo de produccion de los plantines
en el vivero, correspondiendo éstas a las fechas de: i) 8 de febrero, ii) 13 de
abril y iii) 4 de junio, todas del afio 2010. En la medicion de los pardmetros en
diferentes fechas, siempre se utilizé las mismas bandejas aleatorizadas desde
un principio, (repeticiones sobre las mismas bandejas a lo largo del tiempo).

Con los valores medios de los parametros analizados, se calculan los
diferentes indices propuestos en la seccion 2.1.2, que determinan la calidad
optima de plantin para la especie Pinus taeda. Dichos indices se estudian para
las mediciones realizadas en las tres fechas mencionadas anteriormente, o solo
en las ultimas dos, segln si se cuenta con todos los factores de determinan
cada uno de los indices. Los factores en estudio corresponden a: indice de
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esbeltez, indice de calidad de Dickson, indice tallo raiz, indice de lignificacion y
porcentaje de raices.

3.3.2 Parametros fisioldégicos en plantines

Los parametros fisiologicos medidos en los plantines corresponden al
Peso Fresco Total (PF total), que a su vez de divide en Peso Fresco del Tallo
(PFt) y Peso Fresco de las Raices (PFr); también se incluye el Peso Seco Total
(PS total), que a su vez de divide en Peso Seco del Tallo (PSt) y Peso Seco de
las Raices (PSr). Tanto en la medicion de pesos frescos como secos, se utilizé
una balanza de precision electrénica con una precision de 0,01 g. Para evaluar
los pesos secos se sumerge el terron o pan de sustrato en agua, con el fin de
disgregarlo y separarlo del sistema radicular del plantin, tratando de dafar lo
menos posible las raices mas pequefias. Posteriormente se seca el agua en
exceso del sistema radicular con papel secante, para luego secarlo
definitivamente en estufa de secado de laboratorio a aproximadamente 70 °C,
hasta que llegue a peso constante. Para la medicion de PF total y PS total, de
las bandejas inoculadas con Trichosoil®, se seleccionaron 50 plantines (5 por
cada una de las 10 bandejas inoculadas sorteadas anteriormente para DAC y
H). El mismo procedimiento se realizé para las bandejas sin inocular, aunque
posteriormente se debieron retirar 5 plantines al azar de los 50 seleccionados
para realizar otras pruebas; quedando asi un total de 45 plantines muestreados
sin inocular.

Otro parametro fisiolégico que se evalué fue la concentracion de
nutrientes minerales mediante el analisis foliar. Dichos analisis se realizaron en
un laboratorio local especializado en el rubro (Laboratorio del Sur SRL.)
llevando a cabo los siguientes métodos de determinacién: Para el nitrdgeno se
utilizé el método Kjeldahl de oxidacion humeda, propuesta por el mismo autor
en el afo 1883; para el fosforo se utilizd el método del acido ascorbico
propuesto por Murphy y Riley en el afio 1962; para el potasio se utilizé la
técnica de espectrofotometria de emision atdmica, previa digestion seca
(cenizas); finalmente para calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y
boro, se utiliz6 la técnica de espectrofotometria de absorcién atdmica, previa
digestion seca (cenizas). Para evaluar la concentracién de nutrientes en tejidos,
se seleccionaron en total 10 plantines al azar, donde 5 corresponden a las
bandejas inoculadas con Trichosoil®y 5 a las sin inocular, obteniéndolos de las
mismas 20 bandejas seleccionadas anteriormente para DAC y H (1 plantin por
bandeja seleccionada).
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A diferencia de los pardmetros morfolégicos, en los parametros
fisiologicos se toman las muestras en solo dos periodos durante el ciclo de
produccion de los plantines en el vivero. Dichas fechas corresponden al 13 de
abril y 4 de junio del 2010 (dltimas dos fechas de para los parametros
morfologicos).

Otro pardmetro que se analiza es el nivel de supervivencia de los
plantines a lo largo del ciclo productivo en el vivero, segun hayan sido o no
inoculados con Trichoderma. Para este caso se contabilizaron el total de los
plantines presentes en cada una de las bandejas seleccionadas para los
parametros DAC y H, para las tres fechas de muestreo que se venia trabajando.

3.3.3 Andlisis isoenzimatico

El andlisis de la actividad peroxidasa en los plantines se realizd
mediante la técnica de analisis de isoenzimas. Dichos estudios fueron llevados
a cabo en el laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Biologia Vegetal
de la Facultad de Agronomia, con el apoyo del Lic. Jorge Pereira.

De las 20 bandejas seleccionadas originalmente para DAC y H, en la
fecha 4 junio del 2010 se tomé 1 plantin al azar para estudiar la actividad de
peroxidacion, totalizando 10 plantines inoculados con Trichosoil® y 10 sin
inocular. De cada plantin a analizar se extrajo una cantidad de tejido foliar
(asumiéndose que estaban en las mismas condiciones fisioldgicas), segun la
repeticion de la placa que corresponda (detallado en el cuadro 8). Con este
material vegetal se prepard un extracto proteico, a partir del macerado de cada
muestra de hoja, en tubos “eppendorf” de 1,5 ml con varillas de plastico y tijera
entomoldgica, bajo temperatura controlada (aproximadamente 5°C) en 100 ul
de un tampon de extraccion de Proteinas (Souza-Chies, 1992), con la siguiente
composicion:

En un volumen final de 200 ml se prepard la siguiente solucion:

Tris-HCI 50 mM pH 7,6 1,211 g
KCI 10 mM 149 mg
MgCl, - 6 H,O 10 mM 406 mg
EDTA 1mM 74,44 mg
Beta mercapto-etanol 14 mM

A 10 ml de la solucion preparada sin 3-mercapto-etanol, se le agregaron 9,8 ul
de dicho producto (1l — 14,3 moles).
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Cuadro No. 9: Caracteristicas de las muestras empleadas para la obtencion de
los homogeneizados de tejidos y corridas electroforéticas, segun el No. de

placa.
No. Muestras sembradas por Concentracién de la relacion
Repeticion  placa segun tratamiento  Peso fresco tejido / agua (mg/ml)
Placa 1 3 50/ 100
Placa 2 6 5/50
Placa 3 6 50/50
Placa 4 6 50 /50

Las migraciones electroforéticas de las muestras analizadas se
realizaron en placas de acetato de celulosa (94 X 76 mm, Helena Laboratories,
Beamount, TX; No. ref. 3024). La migracion se desarrollé a temperatura
ambiente en cubas horizontales de plastico (Helena, mod. 1283, 280 X 170
mm). El kits de aplicacion (Helena) consiste de un aplicador, una placa de
depdsito de muestra, y una placa de alineamiento. Previo al “sembrado”
(depdésito de las muestras en la placa de acetato) mediante el kit de aplicacion,
la misma se somete a un paso de imbibicion con el tampdn de migracién lll
Shaw y Prasad (1970) pH 8,0, con la siguiente composicion:

1 | Preparacion en un volumen final de 1I:

Tris0,5M 60,6 g/l
Acido bérico 40,4 g/l
EDTA 6,0 g/l

Los parametros referentes a la dilucion del tampon de migracion para la
imbibicion, el voltaje y el tiempo de migracién, se pusieron a punto de manera
empirica a los efectos de obtener los mejores resultados para el sistema
isoenzimatico en particular y el material vegetal a estudio. El tiempo de
imbibicion previo a la electroforesis fue de 20 minutos. El tiempo de migracién
vario segun el ensayo entre 25 y 35 minutos, y el voltaje fue de 200 V. Durante
la migracion se controld la resistencia del sistema, de modo que la misma no
excediera los 10 mA, para evitar el recalentamiento de la placa y la
desnaturalizacion de la muestra (Richardson et al., 1986).

El posterior revelado de las placas de electroforesis se efectud
inmediatamente terminada cada migracion, sobre una matriz de agarosa al 1,2
% (w/v), con los reactivos necesarios para la coloracion especifica. Las
soluciones utilizadas para detectar la actividad de peroxidacién presenta la
siguiente composicién (Richardson et al., 1986).
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En una solucién final de 10 ml se adicionaron los siguientes compuestos:

Acetato de sodio 0,2 M pH5,0 9ml

CaCl, 0,1 M 200 pl
Amino etil carabazol 15 mg
Dimetilformamida (DMF) 1ml

Tras la aparicion de bandas se detiene la reaccion (el tiempo depende
de las condiciones de las muestras analizadas y del sistema isoenzimético,
variando entre 10 y 30 minutos). Se fija la coloracién, colocando la placa en una
solucion de acido acético 5 % durante 10 minutos. Posteriormente se enjuaga la
placa con agua destilada y se deja secar a temperatura ambiente. Las placas
pueden ser almacenadas indefinidamente a temperatura ambiente sin ninguna
precaucion especial y fotografiadas.

3.3.4 Sobrevivenciade Trichoderma harzianum cepa Ll en sustrato

Para la evaluacion de la sobrevivencia del antagonista durante el ciclo
de produccion de los plantines, se tomaron al azar 5 plantines de las 10
bandejas seleccionadas originalmente para DAC y H inoculadas con Trichosoil®
y 5 plantines de las bandejas sin inocular. Cada uno de los 10 plantines
seleccionados, se tomaron en dos fechas de muestreo, correspondientes al 13
de abril y 4 junio del 2010 (1 plantin por bandeja seleccionada).

El recuento de las colonias de Trichoderma, fue realizado por la Ing.
Agr. Claudine Folch en los laboratorios pertenecientes a la empresa LAGE y
Cia. S.A., y la técnica se resume a continuacién.*

I. Extraccion de 10 g de sustrato de cada plantin y posteriores diluciones
(x1073, x10™ y x107).

[I. 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:
Agar 10g
Glicerol 9 cm?/l
Extracto de levadura 1,54/
NaCl 0,149/

* Folch, C. 2010. Com. personal.
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MgSO, 0,2 g/l
Sulfato de estreptomicina 50 mg
K2HPO, (al 50%) 19/l
Colorante rosa de bengala 0,15 g/

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

Posteriormente a la siembra del indculo, 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 doble del recuento promedio de las placas (se multiplica por dos debido
a que se usan 0,5 cm® por placa) se multiplica por la dilucién que le
corresponde. Los datos se expresan en UFC (unidades formadoras de
colonias) por gramo de sustrato.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DIAMETRO ALTURA CUELLO

El analisis de los resultados para esta variable (ver ANAVAs en la
seccion Anexos), indica que hay una interaccion TratamientoxTiempo
(P<0,0001), por lo que los resultados de los efectos principales (inoculacion con
Trichoderma) no pueden interpretarse directamente. En este caso al haber
interaccion entre la parcela mayor y la parcela menor, se elimina el factor
tiempo del modelo para poder inferir sobre los efectos principales del
experimento. Este procedimiento se realiza bajo el supuesto de que el factor
Tiempo es significativo, motivo por el cual se elimina del modelo estadistico.
Como dos mediciones sucesivas se toman entre un intervalo de tiempo
suficiente (aproximadamente 8 semanas), no hay razon para pensar que el
supuesto de que el factor Tiempo no vaya a ser significativo. Al eliminarse el
factor Tiempo del modelo estadistico, el mismo pasa a ser DCA (Yjj= {1 + q; + &)
con tres experimentos aleatorios independientes entre ellos (uno para cada
fecha de muestreo), siempre trabajando sobre las mismas unidades
experimentales.

Una vez realizado el andlisis para cada uno de los momentos de
muestreo, se observa que la inoculacion de los plantines con el hongo
Trichoderma tuvo un efecto significativo, con p<0,0001 para los tres tiempos.
De esta manera el DAC medio de los plantines inoculados (1,05 mm) es
significativamente mayor (p<0,05) al DAC de los sin inocular (0,99 mm) para el
tiempo 1 (ver resultados en el cuadro 9). Para el tiempo 2, el DAC medio de los
plantines inoculados es significativamente mayor al DAC de los plantines sin
inocular (1,90 mm y 1,73 mm respectivamente). Finalmente para el tiempo 3, el
DAC medio de los plantines inoculados es significativamente mayor a los sin
inocular (2,72 mmy 2,16 mm respectivamente).

Curiosamente si se comparan los resultados obtenidos para la variable
DAC en el tiempo 3, respecto a los indices propuestos por diferentes autores
citados anteriormente, se observa que el DAC de los plantines dista algo de ser
similar a los pardmetros propuestos por ellos mismos. Para el caso de Carneiro
el autor fija un DAC acorde mayor a los 3,7 mm; la empresa Weyerhaeuser
propone uno de 4 mm y el Servicio Forestal de los Estados Unidos un DAC de 5
mm. Si bien se esta algo lejos en llegar a dichos niveles para el DAC, al menos
la inclusion de Trichoderma al sustrato presenta una mejoria en el parametro
gue lo hace aproximarse mas a los propuestos por los autores en cuestion.
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Cuadro No. 10: Resultados de las variables analizadas en plantines con y sin

inocular con Trichoderma harzianum.

VARIABLE SIN Trichoderma CON Trichoderma
Tiempo 1 0,99+0,23a 1,05+0,28 b
DAC (mm) Tiempo 2 1,73+0,43 a 1,90+0,66 b
Tiempo 3 2,16 £0,43 a 2,72+0,64 b
Tiempo 1 265+0,41a 2,78+0,39b
H (cm) Tiempo 2 14,64 £2,82 a 14,82 £ 2,56 a
Tiempo 3 20,87 £3,93 a 2497 +£4,71 Db
PF total (g) 0,66 £0,30 a 0,78+0,41b
PFt (g) Tiempo 2 1,41+0,50 a 1,56 +0,47 a
Tiempo 3 2,66 £0,99 a 363+151b
PFr () 1,16 +0,73 a 1,24 +0,73 a
PS total (g) 0,83+0,39 a 0,97+051b
PSt () 0,49 £0,22 a 0,59+0,30 b
PSr (g) 0,17 £0,09 a 0,19+0,11 a

Letras diferentes para la misma variable indican diferencias significativas
(p < 0,05).

4.2 ALTURA PARTE AEREA

El anadlisis de los resultados muestra que hay una interaccion
TratamientoxTiempo (P<0,0001), por lo que los resultados de los efectos
principales no pueden interpretarse directamente. De esta manera se procede
de igual forma que para la variable DAC, transformando el modelo de parcelas
divididas a uno de DCA, teniendo en cuenta los supuestos considerados
anteriormente.

Los andlisis estadisticos para la variable H muestran que para los
tiempos 1y 3 de muestreo, la incorporacion de Trichoderma al sustrato tuvo un
efecto significativo (p< 0,0001) para ambos casos, pero para el tiempo 2 de
muestreo no presento un efecto significativo (p= 0,2287). De esta manera, la H
media de los plantines inoculados (2,78 cm y 24,97 cm) es significativamente
mayor (p<0,05) a la de los plantines sin inocular (2,65 cm y 20,87 cm) para el
tiempo 1 y 3 respectivamente. Para el tiempo 2, la H media de los plantines
inoculados (14,82 cm) no es significativamente diferente a la de los plantines sin
inocular (14,64 cm).

Al contario de lo que sucede para el pardmetro DAC, la H de los

plantines inoculados si se corresponde a los indices propuestos para la especie
Pinus taeda. En este caso para el tiempo 3 se obtiene una H de 24,97 cm y los
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diferentes autores proponen valores de entre 20y 30 cm; 20y 25 cmy 25,4 cm,
para Carneiro, la empresa Weyerhaeuser y el Servicio Forestal de los Estados
Unidos respectivamente.

4.3 PESO FRESCO

Los resultados obtenidos para la variable PF total sugieren que no hay
interaccion TratamientoxTiempo (p=0,0876), por lo que los resultados de los
efectos principales pueden interpretarse directamente: existe efecto de la
incorporacion del antagonista (p=0,0047) sobre el PF total, para un nivel de
significancia de p<0,05. Por lo tanto, se puede inferir que el PF total medio de
los plantines creciendo en sustrato colonizado por Trichoderma harzianum (0,78
0), es significativamente superior al PF total medio de los plantines creciendo en
ausencia del antagonista (0,66 g).

4.3.1 Peso fresco tallo

Los resultados obtenidos sugieren que hay interaccion
TratamientoxTiempo (p=0,0068), por lo que los resultados de los efectos
principales no pueden interpretarse directamente. Al igual que en casos
anteriores, donde ocurria una interaccion entre las parcelas mayor y menor, se
transforma el modelo estadistico a uno DCA.

Los nuevos resultados indican que para el Tiempo 1, el tratamiento de
incorporacion de  Trichoderma harzianum no produce diferencias
estadisticamente significativas (p=0,1227) y para el tiempo 2, si las hay
(p=0,0002). De esta manera, no hay diferencias significativas entre los PFt
medios de los dos Tratamientos para el Tiempo 1 (1,41 gy 1,56 g) y si hay
diferencias significativas para los PFt medios para el tiempo 2 (2,66 g y 3,63 Q).

4.3.2 Peso fresco raiz

Los resultados sugieren que no hay interaccion TratamientoxTiempo
(p=0,7441), por lo que los resultados de los efectos principales pueden
interpretarse directamente: no existe efecto de la incorporaciéon del antagonista
(p=0,3448) sobre el PFr, para un nivel de significancia de p<0,05. Por lo tanto,
puede inferirse que el PFr medio de los plantines creciendo en sustrato
colonizado por Trichoderma harzianum (1,24 g), no es significativamente
diferente al PFr medio de los plantines creciendo en ausencia del antagonista
(1,16 g).

7



4.4 PESO SECO

Los resultados sugieren que no hay interaccion TratamientoxTiempo
(p=0,1046), por lo que los resultados de los efectos principales pueden
interpretarse directamente: existe efecto de la incorporacion del antagonista
(p=0,0115) sobre el PS total, para un nivel de significancia de p<0,05. Por lo
tanto, puede inferirse que el PS total medio de los plantines creciendo en
sustrato colonizado por Trichoderma harzianum (0,97 g), es significativamente
superior al PS total medio de los plantines creciendo en ausencia del
antagonista (0,83 Q).

4.4.1 Peso seco tallo

Los resultados sugieren que no hay interaccion TratamientoxTiempo
(p=0,0752), por lo que los resultados de los efectos principales pueden
interpretarse directamente: existe efecto de la incorporacién del antagonista
(p=0,0015) sobre el PSt, para un nivel de significancia de p<0,05. Por lo tanto,
puede inferirse que el PSt medio de los plantines creciendo en sustrato
colonizado por Trichoderma harzianum (0,59 g), es significativamente superior
al PSt medio de los plantines creciendo en ausencia del antagonista (0,49 g).

4.4.2 Peso seco raiz

Los resultados sugieren que no hay interaccion TratamientoxTiempo
(p=0,2117), por lo que los resultados de los efectos principales pueden
interpretarse directamente: no existe efecto de la incorporaciéon del antagonista
(p=0,2583) sobre el PSr, para un nivel de significancia de p<0,05. Por lo tanto,
puede inferirse que el PSr medio de los plantines creciendo en sustrato
colonizado por Trichoderma harzianum (0,19 g), no es significativamente
diferente al PSr medio de los plantines creciendo en ausencia del antagonista
(0,17 g).

4.5 INDICES DE CALIDAD DE PLANTIN DE Pinus taeda

En el cuadro 9 se resumen los resultados obtenidos para los indices
propuestos en la revision bibliografica, que determinan la calidad optima de un
plantin de Pinus taeda para plantacion.

Para el indice de Esbeltez los resultados sugieren que hay interaccion
TratamientoxTiempo (p<0,0001), por lo que los resultados de los efectos
principales no pueden interpretarse directamente. Al igual que en casos
anteriores, donde ocurria una interaccion entre la parcela mayor y menor, se
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transforma el modelo estadistico a uno DCA. Los nuevos resultados con el
modelo DCA indican que, para el Tiempo 1 la inoculacién con Trichoderma no
produce diferencias significativas (p= 0,4797) y para los Tiempos 2 y 3, si las hay
(p <0,0001 y p= 0,0147 respectivamente). De esta manera, no hay diferencias
significativas entre el indice de Esbeltez medio de los plantines sin inocular
(2,83) y el indice de Esbeltez medio de los plantines inoculados (2,86) para el
Tiempo 1. A su vez, el indice de Esbeltez medio de los plantines inoculados
(8,11 y 9,57) es significativamente menor al indice de Esbeltez medio de los
plantines sin inocular (8,86 y 9,93) para el tiempo 2 y 3 respectivamente.
Anteriormente se habia mencionado que bajos niveles de este indice, estan
asociados a mejor calidad de plantin; de esta manera los plantines creciendo en
sustrato inoculado con Trichoderma presentan una mejor calidad en los
Tiempos 2 y 3 de medicion.

Comparando los parametros obtenidos en este indice con los
propuestos por Carneiro (1995), se concluye que los plantines presentan un
elevado indice en el Tiempo 3, ya que el maximo propuesto por el autor es del
orden de 8,1. Comparando los mismos resultados con los propuestos por la
empresa Weyerhaeuser, citados por Birchler et al. (1998), también se llega a la
misma conclusién de que los plantines presentan un elevado indice de
Esbeltez, ya que se propone un indice maximo de 6,25.

Cuadro No. 11: Principales indices que determinan el patron de calidad de
plantines de Pinus taeda para plantacion.

Tiempo de TRATAMIENTOS

INDICES " SIN CON
medicion Trichoderma Trichoderma
8 febrero 2,83+0,75a 2,86 +£1,00a
Esbeltez 13 abril 8,86 +2,49 a 8,11+1,74b
4 junio 9,93+250a 9,57+243b
Tallo-raiz 3,07 +0,96 a 3,36 +1,00b
1D © 13 abril 0,048 0,059
4 junio 0,081 0,10
Lignificacion 13 abril 21,34 +£5,12 a 21,37 £4,80 a
Porcentaje 0,015+0,025a 0,016 +0,029 b
de raices

©) indice de calidad sin analisis estadistico.
Letras diferentes para la misma variable indican diferencias significativas
(p < 0,05).
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Este efecto de elevado indice de Esbeltez puede estar asociado a una
produccion con alta densidad de plantines que limiten la ramificacion de los
mismos e induzca a la produccion de plantines ahilados (con mucha altura); o a
gue el volumen del contenedor limite el desarrollo del sistema radicular.

Para el indice Tallo-Raiz los resultados sugieren que no hay interaccion
TratamientoxTiempo (p= 0,6076), por lo que los resultados de los efectos
principales pueden interpretarse directamente: existe efecto de la incorporacion
del antagonista (p= 0,0222) sobre el mencionado indice. Por lo tanto, puede
inferirse que el indice Tallo-Raiz medio de los plantines creciendo en sustrato
colonizado por Trichoderma harzianum (3,36), es significativamente superior al
indice Tallo-Raiz medio de los plantines creciendo en ausencia del antagonista
(3,07).

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los
propuestos por Carneiro (1995), se visualiza claramente que los plantines
presentan un indice mayor al propuesto por el autor, ya que se cita como
intervalo oOptimo entre 2,12 y 2,87. Segun este intervalo, la inclusion de
Trichoderma al sustrato tiene un efecto negativo ya que, los plantines sin
inocular presentan un indice que se aproxima mas a los propuestos por el autor.
Sin embargo si se hace una comparacion con los parametros propuestos por
Wakeley, citado por Carneiro (1995), los plantines inoculados con Trichoderma
estan en el limite superior del intervalo propuesto por el autor, que va desde 1 a
3. Este alto indice encontrado para los plantines, se podria justificar debido a
gue como ya se menciond, la inclusion de Trichoderma en el sustrato tiene un
efecto positivo sblo en los pesos secos de la parte aérea, pero no se
encontraron diferencias significativas para los pesos del sistema radicular.

El indice de Calidad de Dickson (ICD) es el Gnico indice que no se
analiza estadisticamente debido a que su férmula combina parametros
morfologicos (medidos en el vivero, Rivera) como fisiologicos (medidos en el
laboratorio de Proteccion Forestal, Montevideo) por lo que no resulté posible
medir el ICD individual de cada plantin. De esta manera se trabaja solo con los
valores medios de cada una de las variables que forman parte del mencionado
indice de calidad.

Observando los valores medios para el ICD, se concluye que los
plantines creciendo en presencia de Trichoderma, presentarian mejores
parametros de calidad de plantin para plantacion en el Ultimo tiempo de
muestreo, debido a que un ICD bajo se asocia a mejor calidad del mismo.

Para el indice de Lignificacion los resultados sugieren que no hay
interaccion TratamientoxTiempo (p=0,8767), por lo que los resultados de los
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efectos principales pueden interpretarse directamente: no existe efecto de la
incorporacion del antagonista (p= 0,9515) sobre el indice de Lignificacion, para
un nivel de significancia de p<0,05. Por lo tanto, puede inferirse que el indice de
Lignificacion medio de los plantines creciendo en sustrato colonizado por
Trichoderma harzianum (21,37), no es significativamente diferente al indice de
Lignificacion medio de los plantines creciendo en ausencia del antagonista
(21,34). El igual comportamiento sobre el indice de Lignificacion de los plantines
bajo diferentes tratamientos, puede ser justificado debido a que los plantines no
entraron en una etapa de rustificacion dentro del vivero, por lo que el
antagonista no presenta un efecto sobre el indice en cuestion.

Si se compara los resultados obtenidos en este trabajo, con respecto a
los obtenidos por Prieto et al. (2004) se observa que se obtienen similares
indices, dado que los autores encuentran un indice de Lignificacién de 21,21
para Pinus engelmannii en pantines creciendo sin estrés hidrico.

El dltimo pardmetro presentado en el cuadro 9 corresponde al
Porcentaje de Raices. Como se observa, los resultados sugieren que no hay
interaccion TratamientoxTiempo (p= 0,3692), por lo que los resultados de los
efectos principales pueden interpretarse directamente: no existe efecto de la
incorporacion del antagonista (p= 0,8106) sobre el Porcentaje de Raices, para
un nivel de significancia de p<0,05. Por lo tanto, puede inferirse que el
Porcentaje de Raices medio de los plantines creciendo en sustrato colonizado
por Trichoderma harzianum (0,016), no es significativamente diferente al
Porcentaje de Raices medio de los plantines creciendo en ausencia del
antagonista (0,015).

Este comportamiento se fundamenta en principio, a que Trichoderma
tuvo un efecto positivo en el aumento de biomasa producida, solo en la parte
aérea de los plantines (tanto de peso fresco como de peso seco), pero no hubo
diferencias significativas para los tratamientos en el sistema radicular. De esta
manera, los plantines inoculados van a presentar un menor porcentaje de raices
como los observados en este trabajo.

4.6 SOBREVIVENCIA DE PLANTINES

En la cuadro 12 se observa el numero de plantines que sobrevive en las
bandejas en cada fecha de muestreo, a lo largo del ciclo productivo de los
plantines en el vivero. Si bien se observa que cada uno de los tratamientos (con
o sin Trichoderma) presenta similares niveles de sobrevivencia que rondan el
86% respecto al primer tiempo de medicion, el nimero final de plantines que
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sobrevive en presencia del antagonista es considerablemente mayor respecto a
los plantines que crecen en ausencia del antagonista. Para este caso, llegan a
turno final un 3,3% mas de plantines con sustrato colonizado por Trichoderma,
con respecto a los plantines sin inocular.

Para el calculo de los niveles de sobrevivencia en el tercer tiempo de
muestreo (4 de junio), hay que tener presente que 15 plantines fueron
colectados en la fecha numero dos (13 de abril) para pruebas de concentracion
de nutrientes (5 plantines por tratamiento) y analisis isoenzimatico (10 plantines
por tratamiento), por lo que no son considerados en el calculo de sobrevivencia
(se suman a los plantines que sobreviven).

Cuadro No. 12: Sobrevivencia de plantines a lo largo del ciclo productivo en
vivero, segun tratamiento. Entre paréntesis porcentaje de sobrevivencia con
respecto al tiempo 1 de muestreo (100%).

G54 - [100%)
{96290
B34
[100%.)

wm
[=k]
=
= (98.3%)
=
2 BO5
=
T
=
]
=

576+ (86.3%)

[86.7%)
54? T T T 1
g febrero 13 abril 4 junio
Tiempo

|—l— COM Trichoderrma  —@— SIN Trichoderma ‘

En el grafico se observa que ambos tratamientos presentan similar
comportamiento a los largo del tiempo, pero en el caso de los plantines
inoculados a mayores niveles de sobrevivencia. Los dos tratamientos exhiben
una menor tasa de mortalidad durante el primer periodo de muestreo (el
tratamiento con inoculacion algo mas elevada), pero para el segundo periodo la
misma tasa aumenta considerablemente en ambos casos.
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4.7 ESTADO NUTRICIONAL

En el cuadro 13 se observan las concentraciones de nutrientes
minerales en aciculas de los plantines de Pinus taeda bajo estudio. Los analisis
foliares correspondientes se discriminan segun la fecha en que fueron tomadas
las muestras para el analisis, asi como si recibieron o no el tratamiento de
incorporacion de Trichoderma al sustrato.

Cuadro No. 13: Concentracion foliar de los diferentes minerales
correspondientes a las dos fechas de muestreo.

Fecha N | P | K |[cCa|[Mg|]Fe|Mn|zn]|cCu|B
muestreo % de materia seca ppm
13 abril
SIN 1,85(0,36 (0,90 (0,23 (0,15]| 60 | 205 | 23 | 25 | 49
Trichoderma
13 abril
CON 1,73(0,29(1,03({0,31({0,14]| 50 190 | 23 | 48 | 44
Trichoderma
4 junio
SIN 1,79(0,30(1,00(0,18 (0,11 | 55 | 170 | 17 | 21 | 51
Trichoderma
4 junio
CON 1,94(0,33(1,10(0,22 (0,13 | 44 | 190 | 16 | 26 | 48
Trichoderma

En el cuadro anterior se puede visualizar que salvo en algunos casos, la
concentracion de nutrientes minerales entra dentro de los parametros
propuestos por May (1984) en niveles 6ptimos, como por Landis (1989) en
intervalos de suficiencia. Esto traeria como consecuencia un adecuado
programa de fertilizacion manejado por la empresa para la especie Pinus taeda.

Para los nutrientes minerales mas importantes (y por lo tanto de mayor
demanda) como lo son el N, P y K, se observa que sus concentraciones
presentan una tendencia de mayor concentracién para los casos en que los
plantines se han desarrollado en sustratos colonizados por Trichoderma. Este
aumento de la concentracion nunca sobrepasa los niveles superiores de
suficiencia, por lo que no se llega a un consumo de exceso por parte de los
plantines, que en caso de serlo, incidiria en los costos de produccion de los
mismos por conceptos de fertilizantes.
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En lo que respecta a las concentraciones donde no se llega a los
niveles de suficiencia propuestos por Landis (1989), se tiene a los nutrientes
minerales de Ca y Fe. Para el Ca en el primer andlisis se observa que los
plantines sin inocular presentan una concentracion mineral muy proxima al nivel
inferior del rango de suficiencia propuesto por Landis (1989); sin embargo,
dicha situacién se mejora, gracias a la inoculaciéon con Trichoderma. Para la
segunda fecha de muestreo, la situacibn mantiene la misma tendencia, pero se
observa que se pasa de un nivel de insuficiencia a uno de suficiencia (de 0,18%
a una mayor que 0,20%).

Mencidn especial presentan los micronutrientes Fe y Cu. Para el caso
del primer nutriente mineral, se observa que en ninguna de las cuatro
mediciones se llega a los niveles de suficiencia propuestos por Landis (1989),
por lo que se deberia corregir dichos niveles proporcionados durante el
fertirriego.

Muchos de los viveros forestales del pais (sobre todo los instalados en
el litoral norte), que se encuentran sobre suelos de origen sedimentario,
presentan limitaciones en la disponibilidad de hierro con el agua de riego,
debido al uso de fuentes con importante alcalinidad célcica como en muchos
pozos del litoral norte. Sin embargo, en esta situacion se descarta dicho
inconveniente, ya que el vivero se encuentra sobre suelos con origen en las
areniscas de Tacuarembd, y las fuentes de agua de riego provienen del
acuifero Guarani con excelentes calidad de aguas para riego (conductividad
eléctrica 0,1mS/cm y pH 5,0).

Como se ha mencionado anteriormente, hay una compleja interaccion
en el sistema sustrato-plantin-antagonista entre la cantidad y disponibilidad del
mineral hierro. En casos de insuficiencia de aportes de hierro mediante
fertirriego (como pareciera serlo este), el antagonista Trichoderma incorporado
al sustrato entra en competencia por el nutriente mineral y hay una
inmovilizacion parcial del hierro. Esto es evidenciado en los dos momentos de
muestreo de concentracion foliar, donde para ambos casos, la concentracion
del mismo en plantines es menor cuando han sido inoculados con el
antagonista. Como Trichoderma es un excelente competidor por el hierro en
circunstancias de escasez, la concentracion mineral del mismo en los plantines
disminuye en presencia del antagonista. Cabe aclarar que si bien la
concentracion de hierro disminuye en presencia del antagonista, se maneja una
concentracion que entra dentro del intervalo de necesidad oculta (cuadro 5) ya
gue no se visualizan sintomas de deficiencia del micronutriente.



La supuesta inmovilizacion parcial de hierro observada en este trabajo,
también ha sido reportada en trabajos anteriores por Cardenas (2003), para la
misma cepa del antagonista y sobre la misma especie forestal.

Bajo estas circunstancias, se deberia aumentar la oferta de hierro
ajustando el programa de fertilizacion, de manera de cubrir la demanda tanto de
la biomasa microbiana de Trichoderma como de los plantines, y no generar una
relacion de competencia entre ambos.

La otra consideracion importante sobre la concentracion mineral en los
plantines la merece el Cu. El cobre es en unico mineral que en todas las
mediciones efectuadas sobrepasa el rango de suficiencia propuesto por Landis
(1989) que lo fija entre 4-20 ppm. Anteriormente ya se ha mencionado la
capacidad de algunas cepas de Trichoderma harzianum de solubilizar el Cu*? a
Cu*', transformandolo en una forma disponible para las plantas. Este proceso
podria suceder en este caso, donde los plantines inoculados con el antagonista
presentan una concentracion mayor del mineral, y que alcanzan
concentraciones que caen dentro del intervalo de consumo en exceso. Como
alternativa de manejo, se deberia disminuir los aportes de Cu mediante la
fertilizacion, para que los plantines salgan de una condicion de consumo de
exceso y entren en una de consumo optimo.

Tanto para la solubilizacion del Mg propuesta por Harman et al., citados
por Benitez et al. (2004), como para la del Mn propuesta por Altomare et al.
(1999), se observa un comportamiento desigual frente a la inclusion de
Trichoderma al sustrato. En los dos casos se visualiza una disminucion en la
concentracion foliar de dichos minerales para la primera fecha de muestreo,
pero dicha situacion se revierte en la segunda fecha de evaluacion. Este
aumento en la concentracion foliar, podria justificarse por la accion
solubilizadora de los minerales por parte de Trichoderma harzianum, propuesta
por los dos autores anteriores.

Finalmente para el nutriente mineral B, se observa la misma tendencia
de inmovilizacién parcial que en el hierro, dado que en ambas fechas de
muestro, los plantines creciendo bajo la presencia de Trichoderma presentan
menores concentraciones foliares. Para el boro este mismo comportamiento ha
sido registrado en trabajos anteriores de Afon et al. (2004), trabajando con la
misma cepa de antagonista e igual especie forestal.
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4.8 ANALISIS ISOENZIMATICO

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos en las migraciones
electroforéticas efectuadas.

En la placa 1 ensayada con las condiciones de migracion de Tampon I
Shaw-Prasad diluido al 30% y tiempo de 30 minutos, se observan seis muestras
de plantines, los tres primeros inoculados con Trichoderma y los tres restantes
sin inoculacién. Todas las muestras analizadas presentan dos zonas de
actividad enzimética de migracion diferencial en el campo eléctrico. Sin
embargo, la muestra 3 que fue inoculada con Trichoderma presenta una zona
de actividad suplementaria intermedia entre las dos anteriores (indicada con
una flecha en la foto), aunque las muestras 1 y 2 que también fueron
inoculadas, no la presentan.

En la placa 2 con diferentes condiciones de migracién que la placa 1
(Tampon 111 Shaw-Prasad diluido al 25% y tiempo de 35 minutos), pero con las
mismas muestras, se observa que todas presentan en comun la zona de
actividad de mayor migracion en el campo eléctrico (mas electronegativa) y que
coincide con la misma zona observada en la placa 1. También se visualiza con
claridad que todos los individuos inoculados con Trichoderma, presentan dos
bandas mas electropositivas, suplementarias, (de menor migracién en el campo
eléctrico) que no aparecen en las muestras de plantines sin inocular (se indican
con flechas en la foto).

La placa 3 (con iguales condiciones de migracion que la placa 1), se
realiza con diferentes plantines a los utilizados en las dos primeras migraciones
electroforéticas y nuevamente se visualiza que las muestras inoculadas con
Trichoderma presentan la misma disposicion de zonas de actividad peroxidasa
gue en la placa 2. Se observan las mismas dos zonas de actividad enzimética
(se indican con flechas en la foto), pero de menor migracion (mas
electropositivas). Asimismo, en estas condiciones experimentales, se observa
gue todas las muestras de plantines sin inocular presentan una nueva zona de
actividad peroxidasa de menor migracién, que no se habia detectado con las
condiciones electroforéticas de los anteriores ensayos (placa 1y 2).

En la placa 4 con las mismas muestras que la placa 3 y con condiciones
de migracion iguales a los de la placa 2, se visualizan las mismas zonas de
actividad de menor migracion para las muestras inoculadas con Trichoderma,
pero en diferentes posiciones (se indican con flechas) debido a que se cambian
las condiciones de migracion. Como en los casos anteriores, las muestras de
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plantines sin inocular presentan igual esquema de zonas de actividad
peroxidasa que sus similares de la placa 3.

Figura No. 6: Visualizacion de la actividad peroxidasa en los diversos ensayos
electroforéticos efectuados.

PLACA1 PLACA 2

PLACA 3 PLACA 4
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A partir de los resultados observados en las cuatro placas
electroforéticas con diferentes condiciones de migracién, se puede proponer
gue el analisis de expresion de genes con actividad de peroxidacion mediante la
técnica de electroforesis, en homogeneizados de hojas de Pinus taeda
creciendo en sustrato inoculado con Trichoderma y sin inocular, muestran
diferencias en funcién del tratamiento de inoculacion. La mayoria de las
muestras inoculadas con Trichoderma mostraron en los cuatro ensayos, en
general una o dos zonas de actividad enzimética suplementaria mas
electropositiva (segun las muestras analizadas). La respuesta de los plantines
al tratamiento de inoculacidbn no es regular entre las diferentes muestras
estudiadas y los perfiles isoenziméticos de actividad peroxidasica no resultaron
constantes frente al agregado de Trichoderma. Dicha respuesta desigual, se
fundamenta a partir de la observacion de que algunas muestras presentan
patrones de bandas de un tipo, como los visualizados en las placas 1y 2, y
otros individuos con un patron observado en las placas 3y 4.

Igualmente resulta claro que en los experimentos realizados, la técnica
de electroforesis con tincidén especifica para la actividad peroxidasica permitio
detectar diferencias entre las muestras de los diversos plantines que crecen en
diferentes sustratos (inoculados o no con Trichoderma), teniendo presente las
diferentes condiciones del ensayo de electroforesis. Una hipotesis que
explicaria los resultados obtenidos es que los tratamientos con Trichoderma
alteraron la expresion de la isoenzima peroxidasa, ya que la electroforesis
detecta diferencias entre diferentes muestras vegetales que expresan su
informacion genética de manera diferente. Bajo las condiciones experimentales
del ensayo, ha sido posible detectar cambios en la expresion post
transcripcional (luego que el ADN es traducido a ARN y este es transcripto a
proteina). Esto se podria haber debido a la capacidad de Trichoderma en
inducir ISR, no alterdndose la expresion de la informacion genética de la planta,
sino que activandose un conjunto de genes PR (NPR1, MYB72 y ELI3; segun el
modelo de ISR propuesto por Van Wees et al.,, 2008) relacionados con la
defensa de los materiales vegetales de las muestras y que en este caso
corresponden a genes con actividad de peroxidacion.

En referencia a las diferentes condiciones de migracion ensayadas, se
observa que para las muestras utilizadas en las dos primeras placas (plantines
del 1 al 6), corresponderia las de Tampon |1l Shaw-Prasad diluido al 25% y
tiempo de 35 minutos (placa 2), como las mejores para detectar la influencia del
tratamiento en los plantines. Esto se debe a que en la placa 2 todas las
muestras con igual tratamiento presentan similar actividad peroxidasa,
comportamiento que no se observa en las muestras inoculadas de la placa 1.
Asimismo en los plantines utilizados en las placas 3 y 4 (plantines del 7 al 12),
las dos condiciones de migracion utilizadas, permiten diferenciar claramente la
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actividad de peroxidasa entre plantines con diferente tratamiento; por lo que en
estos dos casos, cualquiera de las dos condiciones ensayadas serviria para
encontrar diferencias entre tratamientos.

4.9 SOBREVIVENCIA DE Trichoderma EN SUSTRATO

En el cuadro 14 se presentan los resultados obtenidos sobre el estudio
de la sobrevivencia de Trichoderma harzianum cepa L1 en el sustrato, a lo largo
del ciclo productivo de los plantines en el vivero. Como Trichosoil® es un
producto comercial que presenta como sustancia activa a un microorganismo
vivo, es deseable que la formulacion de dicho producto presente una estabilidad
a lo largo del tiempo, para asegurar su funcionalidad. Con estas condiciones es
importante asegurar la mayor sobrevivencia posible de las colonias de
Trichoderma harzianum que forman parte del producto comercial, una vez
incorporado al sustrato.

Cuadro No. 14: Concentracion de Trichoderma harzianum en sustrato, segun
fecha de muestreo y tratamiento (expresadas en UFC/g sustrato).

Tiempo de Tratamiento al sustrato
muestreo SIN Trichoderma CON Trichoderma
13 aburil 4,8 x 10* ufc/g 3,2 x 10° ufc/g
4 junio 1,7 x 10 ufc/g 1,6 x 10° ufc/g

En el cuadro anterior se puede visualizar que para la primera fecha de
muestreo, el sustrato al que se le incorporé Trichosoil® presenta una
concentracion diez veces mayor de Trichoderma harzianum (expresada como
unidades formadoras de colonias sobre gramo de sustrato) con respecto al
sustrato que no fue inoculado. Se evidencia también que la turba que conforma
el sustrato presenta en su materia organica, cepas naturales de Trichoderma
harzianum al ser un hongo cosmopolita, que se encuentra en la mayoria de la
microflora edafica.

Los resultados obtenidos para el primer momento de muestreo indican
una buena instalacion del hongo en el sustrato, considerando que han pasado
tres meses desde su incorporacion al mismo. También se concluye que la
técnica empleada en el vivero para la incubacion del producto una vez
incorporado al sustrato, permite una buena esporulaciéon del hongo, reflejada en
el aumento de la concentracion del mismo.

Los resultados muestran que para el segundo momento de muestreo, la
concentracion de colonias de Trichoderma harzianum en el sustrato inoculado
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disminuyen a los mismos niveles que para el sustrato sin inocular. De esta
manera, los niveles de sobrevivencia del antagonista bajo las condiciones de

produccion del vivero, llegan a comprometerse una vez pasado los 5 meses
desde su inoculacion.
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5 CONCLUSIONES

A través de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pudo
comprobar que el producto comercial Trichosoil® tuvo un efecto promotor del
crecimiento sobre plantines de Pinus taeda, producidos en un vivero forestal.
Este efecto se constata a nivel de las variables didmetro a la altura del cuello y
altura de la parte aérea. También se observa un incremento de la biomasa
producida, reflejada en el aumento de los pesos frescos y secos de los
plantines. El incremento mencionado anteriormente, se basa en las diferencias
observadas en la parte aérea de los plantines, pero no se encontraron
diferencias para el sistema radicular.

En lo que respecta a la calidad éptima de los plantines de Pinus taeda
producidos en el vivero, Trichosoil® presenté un desempefio variable. En la
variable didmetro del cuello, no se llega a los didmetros preestablecidos por
diferentes autores (USDA s.f., Carneiro 1995, Birchler et al. 1998) pero la
inclusion del producto mejora dicho parametro en comparacion a los definidos
por dichos autores. En la variable altura de la parte aérea, si se llega a los
niveles preestablecidos por dichos autores. Para los indices Tallo-Raiz y
Porcentaje de Raices, el tratamiento con Trichosoil® presenté un efecto negativo
sobre la calidad éptima de los plantines. Los resultados obtenidos para ambos
indices de calidad, se justifican debido a que Trichoderma tuvo un efecto de
promocién del crecimiento solo en la parte aérea de los plantines y no en el
sistema radicular. También se concluye que para los indices de calidad de
Esbeltez, Dickson y Supervivencia de plantines, el producto presentd un efecto
positivo, evidenciandose dicho efecto por un aumento de los tres indices en
cuestion. El unico indice de calidad que no presenté variacion con respecto a la
inoculacion con Trichoderma fue en indice de Lignificacion. En este caso, el
comportamiento semejante de los plantines se justifica debido a que los mismos
no pasaron por una etapa de rustificaciéon en el vivero. Si bien no hubo un
efecto de los Tratamientos, se llega a valores similares propuestos por Prieto et
al. (2004) para el indice de Lignificacion en Pinus engelmannii. Finalmente para
la concentracion de nutrientes minerales, el efecto del tratamiento con
Trichosoil® mostré un efecto positivo al aumentar la concentracién foliar de los
mismos; aunque se constatd un efecto negativo en los minerales hierro y boro,
debido probablemente a un efecto de competencia (para el primero llegando a
niveles de insuficiencia) y en el cobre, debido a una excesiva fertilizacion por
parte del vivero.

Otro efecto que se pudo constatar por la aplicacion de Trichosoil®, fue la
induccién de resistencia a enfermedades en los plantines. La inclusion en el
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sustrato de Trichoderma harzianum induce cambios en la expresion de un
conjunto de genes relacionados a la defensa de la planta (genes PR) que
probablemente aumentan los niveles de defensa de la misma. Los cambios
observados se constaron a nivel de la expresion de los genes que codifican
enzimas con actividad de peroxidacion. Si bien se observaron diferencias en los
resultados de los plantines por la incorporacién de Trichosoil®, la falta de
homogeneidad en la respuesta de los plantines se puede haber debido a la
variacion en las condiciones experimentales de electroforesis y a la posible
variabilidad genética entre los individuos analizados.

Por dltimo, se observd que la colonizacion y supervivencia de
Trichoderma harzianum en el sustrato, lleg6é a niveles apropiados pasados los
dos meses de su incorporacion al sustrato. Sin embargo pasados los cinco
meses, la concertacién de Trichoderma harzianum en el sustrato disminuye
considerablemente, siendo despreciable al momento de la plantacion.
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6 RESUMEN

Diversos estudios sobre control biologico de enfermedades, han posicionado al
género de hogos Trichoderma como uno de los mas promisorios agentes de
control biolégico de enfermedades. Una de las caracteristicas mas significativas
gue presenta dicho género, se basa en los diversos mecanismos de accién, que
conllevan a disminuir el riesgo de aparicion de razas resistentes de patdgenos.
En este sentido, existen antecedentes a nivel local (sobre todo en el rubro
horticola) que incorporan la técnica de control biologico de enfermedades como
una herramienta mas, dentro del sistema de produccién. Es asi que a mediados
de la década del 90, aparecen los primeros trabajos especificamente dentro del
rubro forestal, enmarcados en la fase de vivero. Debido al gran desarrollo que
ha venido teniendo el sector forestal en los ultimos afios, cada vez es mayor la
demanda de plantines de calidad, por parte de las diferentes empresas del
rubro para la plantacién. Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados
anteriormente, en este traba(g’ se estudia la conveniencia de incorporar el
producto comercial Trichosoil™, al sustrato de produccion de un vivero forestal.
De los diferentes mecanismos de accion que presenta el género Trichoderma,
en este trabajo se evallan el efecto promotor en el crecimiento en plantas, la
induccién de resistencia a enfermedades y la solubilizacion de nutrientes
minerales. El efecto promotor del crecimiento en los plantines se evalla a
través de su calidad, definida por diferentes parametros: altura parte aérea,
diametro del cuello, peso fresco y peso seco, concentracion de nutrientes
minerales y supervivencia de plantines. Asimismo se utilizan diversos indices
gue determinan la calidad 6ptima de plantines de Pinus taeda para plantacion,
entre los que se encuentran: indice de esbeltez, indice tallo-raiz, indice de
calidad de Dickson, indice de lignificacion y porcentaje de raices. El efecto de
induccion de resistencia en los plantines se estudia a través del andlisis
isoenzimatico, mediante la técnica electroforética de proteinas con actividad
peroxidasa. Finalmente, la solubilizacién de nutrientes minerales se estudia en
base a diferentes andlisis foliares realizados a los largo del ciclo de produccién
de los plantines. Por ultimo, se estudia la supervivencia de Trichoderma
harzianum cepa L1 (sustancia activa de Trichosoil®), mediante el recuento de
colonias de la cepa desde que se inocul6 al sustrato de produccion, hasta que
los plantines son despachados a campo. Los resultados obtenidos indican que
la inclusion de Trichoderma harzianum en el sustrato tuvo un efecto positivo en
las variables didmetro del cuello y altura, aumentando dichos parametros. A su
vez, se pudo comprobar el efecto positivo de Trichoderma en promover el
crecimiento de los plantines, evidenciandose por el aumento de los pesos
frescos y secos de los mismos. En referencia a los diferentes indices de calidad
de plantin utilizados, la inoculacién del antagonista presento diferentes efectos.
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Para los indices de calidad de Esbeltez, Dickson y Sobrevivencia de plantines
se observaron resultados positivos, para los indices Tallo-Raiz y Porcentaje de
Raices un efecto negativo. El indice de Lignificacion fue el Unico que no
presentd variacion con la incorporacion de Trichoderma. En el efecto de
solubilizaciébn de nutrientes minerales Trichoderma presenté una buena
tendencia, ya que la concentracion de estos en las aciculas aumenta. Sin
embargo, se observaron efectos parcialmente negativos para los
microminerales hierro y boro. El analisis isoenzimatico fue el que presenté un
comportamiento més desparejo. La respuesta de los plantines frente al
agregado de Trichoderma exhibi6 dos padrones de actividad peroxidasa bien
definidos, que se definen segun los materiales genéticos y condiciones de
migracion electroforética utilizados. Sin perjuicio de lo anterior, se puede
concluir que Trichoderma tuvo un efecto positivo en la induccion de resistencia
a enfermedades, evidenciandose por la produccion de proteinas con actividad
peroxidasa. En ultimo lugar, el estudio de la supervivencia del antagonista en el
sustrato presentd resultados aceptables. La instalacion y posterior
sobrevivencia del hongo se mantuvieron en niveles razonables una vez
transcurridos dos meses desde su incorporacion, pero una vez cumplidos cinco
meses, los niveles en el sustrato descienden considerablemente.

Palabras clave: Control biol6gico; Trichoderma harzianum; Plantin forestal;
Indice de calidad; Pinus taeda; Peroxidasas.
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7 SUMMARY

Studies on biological control of diseases, have positioned the fungus
Trichoderma genus as one of the most promising biological control agents of
diseases. One of the most significant characteristics featuring this genus, is
based on the different mechanisms of action, leading to decrease the risk of
emergence of resistant strains of pathogens. In this sense, there are local
history (especially in the horticultural sector) that technique incorporating
biological control of diseases as a tool within the production system. Thus, in the
mid 90's, are the first works specifically within the forestry sector, framed in the
nursery phase. Due to the great development that has been taking the forestry
sector in the last years, there is increasing demand for quality seedlings, by
different companies in the area for planting. Given the above background, this
paper examines the agrees of incorporating Trichosoil® commercial product, the
substrate for the production of a forest nursery. Of the different mechanisms of
action presented by the genus Trichoderma, this paper assesses the growth
promoting effect on plants, the induction of disease resistance and solubilization
of mineral nutrients. The growth promoting effect on the seedlings are evaluated
through quality, defined by different parameters: aerial part height, neck’s
diameter, fresh weight and dry weight, concentration of mineral nutrients and
survival of seedlings. It also uses various index to determine the optimal quality
of Pinus taeda (loblolly pine) seedlings for planting, among which are:
slenderness ratio, shoot-root ratio, Dickson’s quality index, index and
percentage of root woody. The effect of induction of resistance in the seedlings
is studied through isozyme analysis using the technique of protein
electrophoresis with peroxidase activity. Finally, the solubilization of mineral
nutrients is studied based on different leaf analysis done for the long production
cycle of the seedlings. Finally, studied the survival of Trichoderma harzianum
strain L1 (active substance of Trichosoil®), by counting colonies of the inoculated
strain since the substrate production, until the seedlings are taken to the field.
The results indicate that the inclusion of Trichoderma harzianum in the substrate
had a positive effect on variables neck’s diameter and height, increasing these
parameters. In turn, it was proven the positive effect of Trichoderma in
promoting the growth of the seedlings, as evidenced by the increase in fresh
and dry weights of its. In reference to the different seedling quality index used,
the inoculation of the antagonist showed different effects. For the Dickson’s
quality index, slenderness and survival of seedlings were observed positive
results, for the percentage of roots and the shoot-root ratio a negative effect,
and the woody index was indifferent. The effect of Trichoderma solubilization of
mineral nutrients showed a good trend, because the concentration of these in
the leaf increases. However, partially negative effects were observed for the
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microminerals iron and boron. Finally, isozyme analysis was presented more
uneven behavior. The response of the seedlings compared to the addition of
Trichoderma patterns exhibited two well-defined peroxidase activity, defined as
the genetic material and electrophoretic migration conditions used. Without
prejudice to the foregoing, it can be concluded that Trichoderma had a positive
effect on the induction of disease resistance, evidenced by the production of
proteins with peroxidase activity. Finally the study of the survival of the
antagonist on the substrate provided acceptable results. The installation and
subsequent survival of the fungus were maintained at reasonable levels after
two months of its incorporation, but after five months of age, levels decrease
considerably in the substrate.

Keywords: Biological control; Trichoderma harzianum; Forest seedling; Quality
index; Pinus taeda; Peroxidases.
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9.1 VARIABLES OBTENIDAS EN EL MUESTREO

9.1.1 Diametro vy altura

9 ANEXOS

BANDEJA 1 (SIN Trichoderma)[ | BANDEJA 2 (SIN Trichoderma)
Tiempo 1 [ Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H |DAC| H |DAC| H
(mm)| (cm) |((mm)) (cm) |(mm)| (cm) | |(mm)] (cm) |(mm)| (cm) | (mm) | (cm)
05/29]05/16,0/ 1,0 |250| | 0,5]|2,1]10|90| 1,0 |25,0
05/23]10/16,0/1,5|200] | 052010 /21,0] 15 |25,0
05/26]10/150|/15|130|] |[05]|20]10,95| 15 |18,0
05/26]10/180|15|170| |[05]2,2]10145| 15 |22,0
05(20]10/185|15|195| |[05|21]1512,0] 15 |155
05(24]1,0|14,0/15|19,0] |0,5]2,2]15]14,0] 15 |125
05/19]10/185/15|180| [ 05]25]15|140] 15 |140
05/19]10/16,0/15|235| [ 05]23]1514,0] 2,0 |16,0
1,012,610 |155| 15 [155 1,01 26|15 ]150| 2,0 |17,0
1,01 26|15 |13,0] 2,0 26,0 1,01 2315|135 2,0 [210
1,0125|15 18,5 2,0 [22,0 1,0 3015 16,5 2,0 |18,0
10(26]15]17,0/ 2,0 |16,0 1,012,715 ]145| 2,0 |235
10 (2,7]15]16,5/ 2,0 |21,5 1,0 2,7]15]150| 2,0 |24,0
10(22|15|17,5/ 2,0 21,0 1,01 2215160 2,0 [23,5
1,01 2915|155 2,0 [26,5 1,01 2915100, 2,0 |20,0
1,0(28]15]17,5/ 2,0 |22,0 1,0131]15]150| 2,0 |22,0
10(26|15]14,0/ 2,0 |21,5 1,0 3015 ]13,0] 2,0 |[210
10 (2,7]15]16,0| 2,0 |23,0 1,0/21]15/16,0] 2,0 |12,0
1,0(29|15]17,0] 2,0 |27,5 1,012,715 ]16,0] 2,0 |16,0
103115175/ 2,0 135 1,01 2615130 2,0 |17,0
1,013,015 (16,5| 2,0 |22,0 1022|115 ]125| 2,0 |15,0
10(26|15]19,0/ 2,0 |17,0 1,01 2915 ]150| 2,0 |17,0
1,012615|18,0] 2,0 [19,0 1,01 2915|145 2,0 |[23,0
1,012915|13,0] 2,0 [26,0 1,01 23|15 ]150| 2,0 |[250
1,013,015 ]19,5 2,0 (20,0 1,0/124]15|135| 2,0 |17,0
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1012615155 2,0 [20,0 1012115 ]16,5 2,0 |195
1,0129/15]18,5/ 2,0 (21,0 1,01 2915160 2,0 |20,0
1,0135/15]19,0] 2,0 17,0 101252055 20 18,0
1,012915]16,0] 2,0 13,0 1,012,720 145 2,0 |18,5
1,034 151|145 2,0 [19,0 1,01 2920180 2,0 |17,0
1,012,715 (19,5 2,0 22,0 1,0 26|20 ]155| 2,0 [24,0
1012415 ]125| 2,0 |28,0 1012920140 2,0 |170
1012415 (150 2,0 19,0 1,0 3120 145 2,0 |[23,0
1,01 2815 |18,0| 2,0 [23,0 1012620120 2,5 |18,5
1,013,015 ]20,5 2,0 (17,0 1,0 30] 20 145 2,5 |[23,0
1012115115 2,0 [20,0 1,012,720 17,0 2,5 |23,0
1,012,7,15|17,0| 2,0 |17,0 1,012,720 ]145| 2,5 |150
1,013,220 ]16,0| 2,5 (26,0 1012820125 2,5 |21,0
1,0 3,0 2,0 16,0] 2,5 (24,0 1,0 30] 20 ]12,0] 2,5 |21,0
1,01 2520150 2,5 (22,0 1,01 2620105 2,5 |255
1,012,720 (140 2,5 (26,0 1,01 3020140 25 [240
1,01 25|20 ]18,0| 2,5 17,0 1,0 2,720 ]13,0] 2,5 |20,0
1,012,020 (20,5 2,5[20,0 1012620 13,5 2,5 |21,0
1,013,020 (18,5 2,5[20,0 1,01 26201160 2,5 |23,0
1,012,620 (16,0] 2,5[21,0 1,0 3020140 2,5 |20,0
1,012,720 (220 2,5 (25,0 1,01 28] 20 16,5 2,5 |16,0
1,012,220 |13,5| 2,5 (22,0 1,0 28] 2,0 (150 2,5 |20,0
1,013,120 150 2,5 (22,0 1,0 30] 20 ]12,0] 2,5 |[23,0
1,013,120 (16,0| 2,5 [255 1,01 25|20 135 2,5 |17,0
1,0123/20]70| 25230 1,01 28] 2,0 ]155| 2,5 [24,5
1,012,020 |18,0| 2,5 [24,5 1,030 2,0 ]155| 2,5 |19,5
1,0 3,0 2,0 |16,5| 3,0 26,0 1,01 29]20 160 2,5 |21,0
1,013,220 (14,5 3,0 [26,0 1,012,720 (17,5 2,5 |140
1,013,120 ]17,5| 3,0 24,5 1,01 26|20 ]16,5 2,5 |250
1,012,320 ]19,0| 3,0 [23,0 1,01 29]20]13,0] 2,5 [22,0
1,0129)20]17,0| 3,0 27,0 1012620 ]12,5 2,5 |19,0
1,012,720 (17,5| 3,5[24,0 1,012,720 (145 3,0 |[23,0
1,024 |20 (14,0| - - 1012420 ]155| 3,0 [240
1,0 34|20 [150]| - - 1,01 25]20 20,0 3,0 [22,5
1,013,020 (17,5 - - 1,01 2920 ]155| 3,0 |[23,0
1,013,220 (13,0 - - 10 26|20 18,5 3,0 22,0
1012525 (16,0 - - 1,0 26|20 ]155| 3,0 [20,0
1,024 |25 (150 - - 1,01 2920 16,5 3,0 [26,0
1,013,025 (16,5| - - 1,0 26|25 |155| - -

10132 | - - - - 15130] 25125 - -




1,5

3,2

15

2,9

2,5

15,0

1,5

3,3

1,5

2,9

2,5

16,0

15

2,6

15

3,2

2,5

16,0

1,5

2,2

2,5

16,5

1,5

3,2

2,5

16,5

15

2,9

3,0

18,0

15

3,0

3,0

14,0

BANDEJA 3 (SIN Trichoderma)

BANDEJA 4 (SIN Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H |DAC| H |DAC| H
(mm)](cm) [(mm)[ (cm) |(mm)|(cm)| [(mm)[(cm) [(mm)|(cm)|(mm) |(cm)
05(181,0/(12,0| 1,5 15,0 05|281]1,012,0] 1,5 (12,0
05123101145/ 1,5 13,0 052110 12,0] 1,5 |15,0
05(126|1,0(14,0/ 1,5 19,0 05|22]1,0 10,5/ 1,5 |19,0
05(1241|1,01(14,0/ 1,5 19,5 05|25]1,014,0] 2,0 |26,0
05(24|15(11,0/ 1,5 28,5 05]21]1,013,0] 2,0 |22,0
05(122|15(12,0/ 1,5 19,5 05|23]1,0150| 2,0 21,0
05(20(15/(11,0|/ 1,5 10,0 05|281]1,010,0] 2,0 21,5
05(121|15/|150| 1,5 |15,0 05|22|15|145| 2,0 |21,0
05(120|15(13,0| 2,0 |17,5 05|26 1|15 |11,5| 2,0 (24,5
1,012,115 13,0/ 2,0 (17,5 101,415 (13,0 2,0 |25,0
1,0(21|1,5(14,0| 2,0 |17,0 1,013,015 |17,0f 2,0 |25,5
102615 (13,5 2,0 [19,0 103515 |13,0f 2,0 |20,0
1,0(2,7|1,5 (13,0| 2,0 |20,0 102515 (16,0f 2,0 |21,5
1,012,715 (12,5| 2,0 |{17,0 10|28 |15 (12,0 2,0 |27,5
1,0(2,7|1,5 (14,0| 2,0 |23,0 102215 |14,5| 2,0 |25,0
1,0(22|1,5(13,0| 2,0 |20,0 1,035 |15 (15,0 2,0 |23,0
10|24 1,5 (14,0| 2,0 |19,0 10|24 |15 |145| 2,0 |23,0
10|20 1,5 (13,5 2,0 (17,0 10|24 |15 (17,0 2,0 |27,5
1,028 1,5 (13,0| 2,0 [{13,0 10|34 |15 |11,0f 2,0 |22,0
102515 (85| 201195 1028 |15 |15,0| 2,0 |23,0
1,0(21|1,5(155| 2,0 |22,0 102915 (15,0 2,0 |17,5
1,026 |15 (13,0| 2,0 {26,0 102515 |13,0f 2,0 |17,5
1,0(26| 1,5 (14,5| 2,0 |18,0 1,013,015 |15,0| 2,0 |13,0
1,012,115 (14,0| 2,0 |26,5 103515 |18,5| 2,0 |16,0
1,0(23|1,5 (13,5 2,0 |23,0 102515 (17,0f 2,0 |15,0
1,012,315 (13,5| 2,0 |22,0 10|26 |15 |155| 2,0 |16,0
1,0(2,7]15(125| 2,0 |24,0 10|26 |15 |155| 2,0 |20,0
102915 (12,5| 2,0 |23,0 1028 |15 |16,0f 2,0 |17,0




1,012,415 ]14,0) 2,0 [19,0 1012515 ]155| 2,0 |19,0
1,012,415 ]16,0] 2,0 |22,0 1012820175 2,0 [14,0
1,012,315 |18,0| 2,0 |18,5 10126 |20]|17,5] 2,0 |17,0
1,012,115 13,5 2,0 16,0 10124 |20|18,0] 2,0 |16,0
1,012,115 ]16,5 2,0 |21,0 1012920170 2,0 |14,0
1,0125/15]16,0) 2,0 |[23,0 10124 |20|155| 2,0 |14,0
1,028 15150 2,0 20,0 1,0(3,3|20]155] 2,5 |21,0
1,013,115 13,5 2,0 |16,0 10|26 |20 |150| 2,5 |18,0
1,013,020 (13,0] 2,0 |14,0 10121 |20]155| 2,5 [19,0
1,012,720 (150 2,0 |14,0 10124 |20]16,0] 2,5 [24,0
1,012,620 (13,5 2,0 12,0 1,013,520 |13,5] 2,5 |250
1,012920]125| 2,0 |150 10123 |20]16,5] 2,5 [24,0
1,012,120 ]135| 2,0 (210 1,013,020 [145| 25 |[21,0
1,012,620 (155 2,0 |17,0 1012320135 2,5 |22,0
1,012,620 (140 2,0 |17,5 1,022 |20 |140] 2,5 [240
1,013,020 (13,0] 2,5 (24,0 1,024 |20|11,5] 2,5 [240
1,012,720 (150 2,5 [150 10124 |20]140] 2,5 |17,0
1,012,720 (145 25 |17,0 1012920 |13,0] 2,5 [19,0
1,013,020 ]140| 25 |17,0 1,0(31]20]16,0] 2,5 |18,5
1,01 2920145 25 |17,0 1,033 |20 |145] 2,5 |16,0
1,012,120 (17,0] 2,5 (19,0 1012120130/ 2,5 [20,0
1,013,020 (140 2,5 (18,0 1,033 |20]12,0] 2,5 |17,0
1,013,420 (145 25 |220 1,013,120 |145] 2,5 |18,0
1,01 2920]16,5 2,5 (19,0 103320 ]|17,5] 2,5 [19,5
10124201160 25 |21,0 10126 |20 |150| 2,5 |18,0
1,012,520 (14,5 3,0 |28,0 10(127]120]95]| 25 |21,0
1,012,520 ]155| 3,0 |14,5 1,013,020 |18,0] 3,0 |[23,0
1012420 (140 - - 1,028 |20 |155]| 3,0 |[23,0
1,012920 (150 - - 1,036 |20 |13,5] 3,0 26,0
10|26 |20 |16,0| - - 1013120 |17,0] 3,5 [32,0
1,012,220 (140 - - 1013120185 - -

1,029 20 ]16,5| - - 10|36 |20 |150] - -

1,028 |20 (190| - - 1012520 |150] - -

1512620 |17,0| - - 15125|20]16,0] - -

1513125 |13,5| - - 1512520140 - -

1512225 (16,5 - - 153420195 - -

1,513,025 16,5 - - 15|36 |25|16,5] - -

1512530155 - - 15128 |25|11,0] - -

15

3,1




BANDEJA 5 (SIN Trichoderma)

BANDEJA 6 (SIN Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H [DAC| H [DAC| H DAC| H [DAC| H [DAC| H
(mm)|(cm)|(mm)| (cm) |(mm)| (cm) | [(mm)] (cm) [(mm)] (cm) | (mm) | (cm)
05/20/05|40|15(195||05[21]|10[45]| 15 |20,0
05221013015 (250| |05(22|10]|11,5] 15 |19,0
05/21|1,0/155|2,0(26,0] |05]20]10]125] 15 |18,0
05]24]1,0113,0|2,0(140| |05]2,2]10/125] 15 |195
05/23|1,0/|14,0/2,0(26,0] |05]21]10]12,0] 15 |19,0
05/23|15|70|20(185||05[20]10]135] 15 |20,0
053215 |150|2,0(195||05[25|10]11,0] 15 |19,0
1,0(22|15|17,0{ 201|210 (051910115 2,0 |20,0
1,0[19[15]|16,5[20 (220052510 ]|11,0] 2,0 |150
1,0/23|15(125| 20210/ |/10|23|10(10,0] 2,0 |21,0
1,0[24|15|135/20|215/|10(26]10]80] 2,0 |17,0
1,0(25(15|13,0][20|180f (102315 |17,0] 2,0 |18,0
10/21]15|155|/20 16,0/ |2,0] 21|15 [150]| 2,0 |18,0
1,0(33[15|130][20|160| 10|25 |15 |155| 2,0 |19,0
1,0(22|15|145[20|170f (102015 |150] 2,0 |18,0
1,0(26[15|150[20|260| |10 |26 |15 |14,0] 2,0 |140
1,0(21[15|145[20|215| 102,715 |150| 2,0 |17,0
1,0[24[15]|13,0][20|210f 102215 ]|150] 2,0 |17,0
10/19]15|135/20 210/ |10]22|15]11,5| 2,0 |195
1,0(21[15]|16,0{25|260| 10|26 |15 |13,5] 2,0 |13,0
10/21]15 14,0/ 25250/ 10|26 |15 (14,0 2,0 |17,0
10/21]15|14,0/ 25 |18,0| |10| 21|15 [14,5| 2,0 |17,0
1,0(23[15|165[25|250| (10|24 |15 |125]| 2,0 |16,0
10/34]15|135/25 270/ 10]21|15]150]| 2,0 |14,0
1,0[25[15]16,0] 25 |245| 10|22 |15 |150] 2,0 |145
1025|115 |12,0] 25 |22,0| |10]23 |15 (12,0 2,5 |19,0
1,0(22|15|135[25|220| (10|28 ]15|145]| 25 |23,0
10/24]15|140]|25|16,5| |1,0] 2,3 |2,0[13,0] 2,5 |20,0
1,0(26[15|150[ 25210 102420 |55] 25 |18,0
1,0(28|15|17,0{ 25 |255| 10|28 |20 |17,5] 2,5 |195
1,0[30[20]16,0{ 25 |23,0| [1,0[3,0]2,0]16,0] 2,5 |19,0
1,0(2,1[20]|17,0{25|26,0| | 1,0 | 2,7 |20 |16,5] 2,5 |20,5
1,0[28]20]16,0] 2,5|18,0| [ 1,0 | 2,7 | 2,0|155] 2,5 |16,0
10125]20(125|25|240| |10]21|20]17,5| 25 |14,0
1,0(24|20]|17,0{ 25 |220| 10|23 ]20|155| 2,5 |13,0
1,0[29]20]150] 25 |230| |10 24|20 ]14,0] 3,0 |21,0




10124120 /16,0] 25 |235| |11,0]29 |20 (14,0 3,0 |245
10/25]20/150| 30230/ 10|31 |20 (140| - -
1012920175/ 3022511033 |20 (16,0] - -
10/126]20/155/30|255| 10|26 |20 (16,0] - -
10/2,7]120 145/ 30230, 110]29|20](16,0] - -
10/142]20/150] 30215 /10|31 |20(18,5] - -
10/31]20/140] 30230 /15|30 |20 |11,5] - -
10/24]120/135]/30 /26,0, | 15|30 |20 [155| - -
10/37]20/16,5/35|26,5/ | 15|31 |20 (150| - -
10127120155/ 35|320| 115]29|25[21,0] - -
10,2820 |13,0]35|240| | 15|43 | - - - -
1025|120 /16,0] - - 15[32] - - - -
1029|120 /150| - -

1,0129]20/|12,0] - -

1024120 |14,0| - -

1012620 |145| - -

1022|120 /|13,0] - -

1,0125]20/19,0| - -

15123]20|175| - -

15/30]30/16,0] - -

BANDEJA 7 (SIN Trichoderma)

BANDEJA 8 (SIN Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3| | Tiempo 1| Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H [DAC| H |DAC| H
(mm)| (cm) [(mm)| (cm) [(mm)](cm)| |(mm)](cm)|(mm)[(cm)|(mm)|(cm)
05({29/05|70](151(24,0 0521|1210 (13,55| 1,0 (18,0
05({19|05/|10,0f 1,5 (23,5 05]123]10(16,5| 15 |19,5
05(20|15/|155| 1,5 (24,0 05]122|15(155| 15 |25,0
05({28|15|150( 1,5 (23,5 05|24|15(145| 15 |25,0
05(24|15|16,0| 1,5 (16,0 05125]15(16,5| 1,5 |15,0
052115155 1,5 (23,0 05/16|15(14,0| 1,5 (19,5
05({18|15|16,0| 1,5 (16,0 101/31|15(145| 1,5 ]10,0
05(123|15|18,0( 1,5 (20,0 10/25|15(150/ 1,5|19,0
05(24|15|150( 1,5(18,0 101(3,0(15(18,0| 1,5 |25,0
1,0|25|15|12,0| 2,0 |19,0 10130 15(19,0| 2,0 |26,0
1,0(3,2|15(11,0| 2,0 |25,0 1024 |15|155| 2,0|21,0
1,0(28| 15 (16,0| 2,0 |18,0 10(26|15(185| 2,0 (21,5
1,029 15|16,0| 2,0 |21,0 1011915 (14,0]/ 2,0 18,0
1,0(23|15(17,0| 2,0 |22,0 101/28|15(16,0/ 2,0 16,0
1,028 | 15 |16,0| 2,0 |24,0 101]21|15/(16,0| 2,0 |26,0




1,01 24115 |145| 2,0 (22,0) {1,0[29|15|16,0] 2,0 |21,5
1,0115]|2016,0| 2,0 23,0/ {1,0[29|15(16,5| 2,0 |21,5
1,0, 24)2017,0) 2,0 |23,5| {1,0[29|15|16,0] 2,0 |21,5
1,01 2420 ]145| 2,0 ]19,0) {102,215 [150] 2,0 24,0
1,01 24|20150| 2,0 (195 [10(23|15[19,0] 2,0 (24,0
1,01 2520180 2,0 23,0/ {103,115 |140| 20 [21,5
1,0/ 3020 ]55)|201245| {103,215 |17,5] 2,0 [22,5
1,01 25|20 ]145| 2,0 25,0/ {1,026 2,0 |16,0] 2,0 [26,0
1,01 2620165 2,0|21,0/ [1,0[29|2,0|17,5]| 2,0 20,0
1,01 26|20 17,5 2,0 |240) {1,026 2,0 |16,0| 2,0 [26,0
1,01 2420180 2,0 18,0/ {1,029 2,0 |13,5]| 2,0 (26,5
1,01 2620140/ 20215 {103,220 (150 2,0 (22,0
1,01 2120 16,5 2,0 |22,0/ {1,025 2,0 |14,0] 2,0 |16,0
1,01 25|2017,5/ 2,0 23,0/ {1,029 2,0 (150 2,0 [15,0
1,0/19)20 17,0 2,0 |28,0/ {1,026 2,0 |17,0] 2,0 21,0
1,01 2420 18,0 2,0 |255| {103,020 |16,0| 2,0 [14,0
1012420175/ 2,0 26,0/ {1,026 |20 |17,5]| 2,0 [17,0
1,01 2620150 2,0 |26,0/ {1,026 | 2,0|150] 2,0 |[20,0
1,01 2220180 2,0 19,0/ [1,03,2|2,0|14,5| 2,0 |17,0
1,0 23] 2,0 ]155| 2,0 23,0/ {1,035 2,0 |150] 2,0 [14,0
1,0 31)20155| 2,0 (28,0 {102,820 (18,0]2,0(21,0
1,01 22|2017,5/ 2,0 23,0/ {102,820 [17,5| 2,0 (24,5
1,0129|2018,0| 2,0 |23,0/ {1,026 | 2,0 |150] 2,0 [19,0
1,01 24120175/ 2,0]29,5 [1,0|22|2,0(19,0] 2,0 14,0
1,01 2220 16,5 25250/ {1,029 |2,0 |17,0] 2,0 [19,0
1,012,720 190| 25 |26,0) {10 |2,7|2,0(19,0] 2,5 [18,0
1,01 23201200 25|21,0f {103,220 (17,525 |22,0
1,01 22201160 25 (26,0/ {102,120 (18,0] 2,5 23,5
1,01 2520 ]155| 25 |24,0) {10 |25|2,0|17,0] 2,5 [18,0
1,0 3220180 25(19,0/ {1,029 |2,0 |13,0] 2,5 28,0
1,01 2920155/ 25|21,0f {102,520 (15025 |21,5
1,01 2920160 255|250/ {1,028 2,0 |16,0] 2,5 [22,0
1,01 25201160 25 (24,0/ {102,820 |17,5] 2,5 [19,0
1,0 322018025 |19,0/ {103,020 (14025 |23,0
1,0,31)2018,0| 25 |26,5| {1,025 2,0 |13,0] 2,5 [24,0
1,0 3120119025 |245| {1,028 2,0 (150 2,5 (20,0
1,0 28|20 ]19,5| 3,0 |28,0/ {1,028 2,0 |16,0] 2,5 [16,0
1,0 3025190 3,0 |255| {1,029 2,0 |155]| 2,5 |23,0
1,01 25|25 150 3,0 27,0/ {103,020 (16,0] 2,5|21,0
1,01 24125195 3,0|27,0) {1,029 2,0 [16,5| 2,5 (26,0




1,0[25[25]19,0]30][29,0] [10][3,0]2,0]14,0] 25 [24,0
10[25]25/[165]3,0265| [10][28]20[14,0] 3,0 [23,0
102225165 - | - 1,0 [2,9]2,0]150] 35 [24,0
10]20] 25170 - | - 153420180 - | -
102525190 - | - 153120130 - | -
10[23[25](180[ - | - 153120175 - | -
10]26 25175 - | - 153325140 - | -
15[29][30]180] - [ - 153525175 - | -
15[31[30/[190] - | - 153625175 - | -
15[29][30]185] - [ - 15[30]25]180] - | -
15[33[30][205] - | -
15033 - | - [ -1~
15[35] - | - [ -1~
1531 - | - [ -1+
15027 - | - [ -1~

BANDEJA 9 (SIN Trichoderma)

BANDEJA 10 (SIN Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2| Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2| Tiempo 3
DAC| H [DAC| H [DAC| H DAC| H |[DAC| H [DAC| H
(mm)| (cm) [((mm)| (cm) [((mm)| (cm) | |(mm)| (cm) |(mm)) (cm) [(mm)| (cm)
05[15[05|60]1,0/18,0 05123/10/120| 1,5 |195
05/16[05]70]15]200 051201014015 |21,0
05[20[05]60]15]|130 0512010140 15 |15,0
05[22[05|60]15]|27,0 0512010150 1,5 13,0
05[22[05]55[15]|230 0512010 /11,0] 1,5 |15,0
05[20[10]|11,5[15|21,0 0512510135 1,5 |19,0
05[22[10|80]15]|17,0 1,0 | 2,710 |12,0] 15 |235
1012310110515 [12,0 1,0 31]10|135| 15 |18,0
1,0(24 |10 |12,0] 1,5 25,0 1,0 | 25|15 |150| 2,0 |22,0
10/26]10]95]20]17,0 1,0 | 3,0] 15 |15,0| 2,0 |18,0
1,0]23|1,0(11,0| 2,0 |17,0 102915 |17,5| 2,0 |22,0
1,0/30]1,0]11,0] 2,0 |22,0 102915 |155]| 2,0 |18,0
103,210 ]12,0] 2,0 |28,0 1,0 | 30|15 |16,5| 2,0 |16,0
1,0/30]10]8,0]20]28,0 10 2,715 |14,0] 2,0 |20,0
1,0/26]10]90]20 (24,0 10 23|15 |150| 2,0 |21,5
1,0(23]10]85]20]215 1,0 | 38|15 |155]| 2,0 |24,0
10]27]10]75]|20][24,0 10 25|15 (13,5 2,0 |25,0
1027|1085 ]|20 (24,0 10|24 |15 |150]| 2,0 |22,0
1,0(32]10]10,5/ 2,0 |215 10 | 22|15 |14,5| 2,0 |19,0
1,0/28]10]90]20]215 103115 ]|16,5] 2,0 |17,0




101271055 20[24,0 1012915 ]14,0] 2,0 |17,0
1012810 11,0| 2,0 |27,5 102,715 ]150] 2,0 |19,0
10]122|10]80 |20 ][220 10]2,7]15]150] 2,0 |13,0
1,0/32|10|80| 20 (285 102915 ]13,0] 2,0 |13,0
10/128]10]90]| 20135 1012815 ]13,0] 2,0 |145
1,028 |10110,5| 2,0 [22,0 1,0 [ 3,015 ]14,0] 2,0 24,0
1032 15]10,0] 2,0 [22,0 102815 ]14,0] 2,0 |23,0
1012415 |13,5| 2,0 [23,0 10129 ]20]125] 2,0 |23,0
1,028 |15(10,0] 2,0 [23,0 1016 ]20]12,0] 2,0 |20,0
1,030 15]10,5| 2,0 |[27,5 10| 2,7]20]19,0] 2,0 13,0
1,0140|15(12,0| 2,0 [22,5 10]2,7]20]16,0] 2,0 |17,0
1,0125|15(10,0] 2,0 [26,0 1,0 30]20]16,5] 25 23,5
10]22|15|75]|20]20,0 10129 ]20]14,0] 25 |[23,5
10]127]15(80]|20][22,0 10|26 ]20]18,0] 25 27,0
10/29]15|8,0 |20 [30,0 10]25]20]16,0] 2,5 |18,0
1024 |15(10,0] 2,0 [22,0 1042 20]150] 25 |16,5
10129]15]95]|25[250 10[125]20]16,0] 2,5 |23,5
10]27]115]95]|25 (230 1029 ]20]16,0] 2,5 |23,0
102,715 ]|13,5| 2,5 (23,0 10[129]20]145| 25 27,5
10]2415]90 |25 (24,0 1024 20]150] 25 [24,5
1026 |15(11,0] 2,5[21,5 1023 ]20]18,0] 25 22,0
102,715 |120| 2,5 |27,5 1023 ]20]18,0] 25 24,0
102,715 ]10,5| 2,5 [25,0 1028 ]20]13,0] 25 |150
1,0/ 20|15]10,0] 2,5 (25,0 1023 ]20]150] 2,5 19,0
10/31[15(90 |25 (245 102320130} 25 20,5
1012915 ]10,5| 3,0 22,0 1028 ]20]145| 25 26,0
1,0 2,5 2,0 |150] 3,0 [24,0 10 30]20]80] 25 240
1012320 |11,0] - - 1026 ]20]14,0] 25 [24,0
1012620 ]16,0] - - 1026 ]20]150] 25 210
10/30[20|65]| - - 10|26 ]20]150] 25 |21,0
1513220 ]|11,5] - - 10129120145 25 210
1513220 ]13,0] - - 1,0 13,020 ]14,0] 2,5 |20,0
1512520 ]16,0] - - 10|26 ]20]18,0] 3,0 |23,0
15]34 20150 - - 102,720 ]14,0] 3,0 |22,0
153020 ]12,0] - - 10| 2,7]20]150] 3,0 20,0
1513020 ]145] - - 1028 ]20]150] 3,0 |21,0
10 31]20]17,5] 3,0 |[26,0
10 3420|155 - -
1032 ]20]150] - -
15]130]20]155] - -




15 130]20|175] - -

1532 ]20]|145| - -

15 132]20](16,0] - -

15 (30|20 |175] - -

15]122]20]16,0] - -

15(30]20]|17,0] - -

15128 ]20]|17,0] - -

151]32]20]|145] - -

BANDEJA 11 (CON BANDEJA 12 (CON
Trichoderma) Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2| Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2| Tiempo 3
DAC| H |[DAC| H [DAC| H DAC| H |DAC| H [DAC| H
(mm)| (cm) |(mm)| (cm) [(mm)| (cm) | |(mm)] (cm) |(mm)|(cm) [(mm)| (cm)
05/25(10(125|15|135]| |[05]26]1,0 115/ 15 |185
05/20[10]/10,0/1,5|18,0| | 05|26 | 1,0]10,0] 2,0|24,0
05/24/10|80|15|180| [05]23]10|90]20]/175
05/26|15 18,0/ 2,0 |170| | 05|28 |15 |13,0] 2,0 |18,0
05/26|1519,0/ 2,0 |170] | 05]3,0] 15 |12,5] 2,0 |25,0
05[30[15|130|2,0 /16,0 | 05|20 15 |13,0]20|23,0
05/23|15|20,0[20(215| 05|24 |15 |13,5| 2,0 19,0
05[25[15|185|2,0|150| [05]25|15|17,5]2,0 23,0
05|22|15|17,5| 2,0 |15,0 1,025 |15 ]13,0] 2,0 |20,0
1026 |15[20,0] 20 [21,0 1,031 |15 |14,0] 2,0 [23,5
1,0(22|15]|16,5| 2,0 |13,0 1,0 35|15 ]13,0] 2,0 |18,0
1028 |15]19,5| 2,0 18,5 1,013,315 |135| 2,0 22,0
1,0[31]15]145]| 2,0 19,0 1,012,715 |12,0] 2,0 26,0
1,0(31|15[14,0] 20 |175 1,012,715 |90 20 (24,0
1,0/26]15]19,0] 2,0 |18,0 1,028 |15 ]12,0] 2,0 |19,0
1,0(25]15]16,5| 2,0 |18,0 1,0] 31|15 |11,0] 2,0 |24,0
1,0[29|15]10,0] 2,0 19,0 1,031 |15 |12,0] 2,0 18,0
1,026 |20 ]19,0] 2,0 |15,0 1,029 |15 |14,01 2,0 |21,0
1,024 |20[21,0] 2,0 (18,5 1,026 |15 |12,5| 2,0 25,0
1,0[125]20]195]| 25 (22,0 1,012,715 |12,0/ 2,0 |17,0
1,0[125]20]20,0] 25 [17,0 1,031 |15 |14,0/ 2,0 |21,5
10|26 |20 [18,0] 2,5[19,0 1,01 29|15 |14,0] 2,5 27,0
1,025 ]20]18,0| 2,5 |175 1,0 3015 ]19,0] 2,5 [26,0
10| 2,7|20|22,0]| 2,5|19,0 1,028 (15]95]25 (24,0
1,020 ]20]21,5| 25 (19,0 1,01 21|20 |145]| 2,5[26,0
1,029 20[18,0] 2,5 (24,0 1,01 23| 2,0 (17,0 2,5 [28,0




1,013,120 [18,0] 2,5 [16,0 1,028 | 2,0 [14,5| 2,5 |[25,0
10|33 |20 (150 2,5 (22,0 1,019 2,0 |155]| 2,5 (19,0
1,031 20]16,5| 2,5 22,0 1,021 | 2,0 |15,0] 2,5 |[25,0
1012920 [150] 2,5 [17,5 1,031 |20 |175| 2,5 (23,0
1,0131|20]17,0] 2,5 (18,5 1,0 2,7 | 2,0 [14,5| 2,5 19,0
10|34 |20]175]| 25 [17,0 1,026 | 2,0 |15,0] 2,5 [19,5
10121 |20[20,0] 2,5[20,0 1,0 31| 2,0 |16,5| 2,5 |[22,0
1,01 28|20 [18,5] 2,5 [13,5 1,0 2,7 2,0 14,0/ 2,5 [21,0
1,028 |20[18,0] 2,5 (19,5 1,030 2,0 |19,0] 2,5 [22,0
1,013,020 [16,0] 2,5 (19,0 1,025 2,0 16,0/ 2,5 [21,0
1,012920]195]| 25 (22,0 1,0 20| 2,0 |15,0] 2,5 [18,0
10|26 |20 (150 2,5 (24,0 1,01 21| 2,0 |15,0] 2,5 [23,0
1012920 [20,0] 2,5[19,0 10125 2,0 |17,0] 2,5 [32,0
1,0]12,7|20]20,5] 2,5 (15,0 1,028 | 2,0 [14,0] 3,0 [28,0
10131 |20][17,0] 2,5 [16,5 1,0 3,0 2,0 |16,0| 3,0 [23,0
10121 |20]16,5| 3,0 [20,5 1,026 | 2,0 [14,0] 3,0 [24,5
1012020 [17,0] 3,0 [19,0 1,01 29| 2,0 |15,0| 3,0 [23,0
1,012,320 [18,5| 3,0 [28,0 1,028 | 2,0 [13,0] 3,0 [26,0
10128 |20]19,5]| 3,0 (22,0 1,024 | 2,0 |14,0/ 3,0 [20,0
10| 2,7|20]16,0| 3,0 [17,5 1,024 | 2,0 |14,5| 3,0 [20,0
1012920 [19,0] 3,0 18,0 1,01 28| 2,0 [12,0] 3,0 [20,0
1,013,020 [17,0] 3,0 [26,5 1,021 | 2,0 |18,0] 3,0 [25,0
1,013,020 [18,0]/ 3,0 [19,0 1,0 2,3 | 2,0 |13,0] 3,0 [20,5
1,0]3,2|20]17,5| 3,0 22,5 1,018 | 2,0 |14,5| 3,5 20,0
10131 |20]21,5/ 35 |17,5 1,0 33| 2,0 |16,5| 3,5 |27,5
1,0135]25[21,0] 3,5[23,0 1,01 21| 2,0 |13,5] 3,5 (19,0
10|34 |25|20,0] 35[18,5 1,026 | 2,0 |13,5| 3,5[23,0
1,030 25[20,5| 3,5[18,0 1,0 35| 2,0 |14,0/ 3,5 27,0
1,013,025 [20,0] 35[21,0 1,029 2,0 ]14,5| 3,5 30,0
1012525 [21,5| 3,5 (24,0 1,026 | 2,0 [14,5| 3,5 |24,5
15(131|25[17,5/ 4,0 (22,0 1,031 | 2,0 13,5/ 4,0 (28,0
15131|25[21,01 40 (21,5 1,029 | 2,0 14,0/ 40 |[27,5
1513125175/ 40 (23,0 1,030 2,0 17,0/ 40 [23,0
15(30|25|17,0] - - 1,0 25| 2,0 13,5/ 40 (25,0
15(26|25]18,0] - - 1026 | 2,0 |145| - -

15(124|25]19,0] - - 1,01 25| 2,0 |14,0| - -

15(30 30225 - - 1541 2,0 |16,0] - -

15(11930|220] - - 1512520 |16,0] - -

15(3,030]220] - - 1513125195 - -

1512830205 - - 1512425 ]185| - -




1513125 |16,0| - -
1512525 |17,0] - -
15135| 25 |17,0] - -
15|26 | - - - -
BANDEJA 13 (CON BANDEJA 14 (CON
Trichoderma Trichoderma)
Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H [DAC| H [DAC| H
(mm) | (cm) [(mm)| (cm) [(mm)[(cm)| [(mm)|(cm) |(mm)|(cm) |(mm)|(cm)
05 (24 |15|115| 15 |285 05/33]|05]60]15]195
05 21|15 |155] 2,0 (27,0 0512710519515 |21,0
05 [26|15[12,0] 2,0 |26,0 05|24]110]90]|201(24,0
05 21|15 |14,0] 2,0 |28,0 05]25]10]11,0] 2,0 23,0
05 22|15 (11,0] 2,0 |32,0 1012910 |11,0f 2,0 |19,0
10 2115 ]125]| 2,0 (26,0 1,025 |10 /13,0 2,0 |26,0
10 | 26|15 ]13,5| 2,0 32,0 103,015 |145| 2,0 (27,0
10 | 25]15]10,5| 2,0 |29,0 1,030 ]15|10,5| 2,0 |28,0
10 | 2,3]115|13,0] 2,0 |24,0 1,0/ 28|15 |13,0] 2,0 |27,0
10 [ 23|15 ]12,0| 2,0 |30,0 10| 2,7 |15 |15,0] 2,0 |16,0
10 | 20]15]11,5| 2,0 |25,0 1026 |15 |145| 2,0 |20,0
10 | 2,0]20|13,5| 2,0 |19,5 1025 |15 |11,5| 2,0 |32,0
1,0 | 25|20 (16,5| 2,0 |29,5 1,028 |15 |11,5| 2,0 |24,0
1,0 | 31]20]13,0| 2,5|27,0 102,715 |11,0] 2,5 22,0
1,0 | 26|20 [14,0| 2,5 (26,0 1,023 |15 |13,0] 2,5 20,0
1,0 1 2,8]2,0]155]| 2,5 |27,0 1,033 ]15|11,0] 2,5 (24,0
10 | 2,8]20]12,0| 2,5 |18,0 10/29]15|85|25 19,0
1,0 [ 28|20 (12,0 2,5 (19,0 1,028 |15 |15,0| 2,5 16,0
10 | 26]20]135| 2,5 27,0 1026 |15 |13,0] 2,5 (27,0
10 |19]20|125| 2,5 |29,0 1,025 |15 |13,0] 2,5 24,0
10 | 23]120]125| 2,5 34,0 1025115 |125| 2,5 (26,0
1,0 | 2,1]20 (14,025 |31,0 1,0[28 |15 /16,5 2,5 19,0
1,0 | 26|20 ]145| 25 (23,0 10[29]15|10,5]| 25325
10 | 25120140 2,5 |20,0 1033 ]15|125| 25 [26,0
1,0 | 22|20 [135]| 2,5 (20,0 1,026 |15 |135| 25 |31,0
10 | 28|20 |16,5| 2,5 |20,0 1028 |15 |150| 2,5 |20,0
1,0 12920 ]155| 25 |27,0 1,021 |15 |14,0] 3,0 |25,0
1,0 | 2,3]120]155| 25 |240 102915 ]16,5| 3,0 |30,0
1,0 | 24|20 [13,0| 2,5 (24,0 1,0{30 |15 |14,0] 3,0 |31,0
10 129120140 2,5 32,0 102,715 |14,0] 3,0 |33,0




10 | 21]20]16,0| 3,0 |32,0 1024 |20 /16,0] 3,0 |28,5
1,0 | 2920 ]14,0| 3,0 |33,0 10122 |20 16,5/ 3,0 |16,5
10 | 2,6 |20 ]14,5| 3,0 |26,5 1022 |20 /14,0] 3,0 |275
10 | 24120 ]14,5| 3,0 |25,0 10123 ]20/15,0] 3,0 |26,5
1,0 |31]20]16,0| 3,0 |28,0 1,020 ]20/13,0] 3,0 |25,0
1,0 | 2,3]2,0]15,0| 3,0 |26,0 1,030 |20 /16,5 3,0 |24,0
1,0 | 31]20]13,0| 3,0 |27,0 10|26 | 2,0 155 3,0 |24,0
10 1 29]20|11,0| 3,0 |26,0 1,026 |20 /16,0 3,0 |32,0
1,0 | 2,8]2,0]13,5| 3,0 29,0 10128 |20 16,5/ 3,0 |21,0
1,0 |19]20]13,5| 3,0 |32,0 10128 |20 /15,0] 3,0 |32,0
1,0 | 2,1]20]16,0] 3,0 |19,0 10126 |20 /16,0] 3,0 |26,5
1,0 | 2,6 | 2,0 ]155]| 3,0 |[24,0 1,029 ]20|155] 3,0 |26,0
10 | 2,820 ]14,0| 3,0 |31,0 1,030 ] 20 14,5]| 3,0 |26,0
10 | 2,6 |20 ]13,0] 3,0 |32,0 10124 |20 145]| 3,0 19,0
1,0 | 36|20 ]150| 3,5 31,0 1,018 |20 13,0/ 3,5 275
15 [ 38]20 150 3,5|31,0 1,0 2,7]120135] 3,5|25,0
15 [25]20]14,0| 3,5 (24,0 10129 |20 |155] 3,5 24,0
15 [26]20]17,0| 3,5|27,0 102,720 /13,0 3,5 275
15 [31]20]16,0| 3,5 (31,0 1,031 ]20135] 3,5|31,0
15 12920 ]155| 4,0 |24,0 1024 |20 14,0] 3,5 28,0
15 [ 33]20]16,0| 4,0 |32,0 1,01 20|20 /16,0] 3,5 23,0
15 3020|140, - - 1026 |20 /17,0] 40 |25,0
15 3025|190 - - 1,0{3,01]20/16,0] 4,0 |34,0
15 123|25]17,0| - - 1512820 /16,5/ 40 |215
15 | 33]25]16,0] - - 15129 ]20/150] 40 |215
15 121|25]16,5| - - 15126 |20 14,0] 40 |33,0
15 30)30]17,0| - - 15129120 145| 40 |275
15 12330195 - - 15(301]20/175] - -

15(31]20|155] - -

15/385]20/17,0] - -

15129120 /16,0] - -

15138225205 - -

15127125 |18,0] - -

1512225165 - -

15|24 |150/155] - -

15[20 ] - - - -

15(382 ] - - - -

1537 ] - - - -

15129 - - - -




BANDEJA 15 (CON
Trichoderma)

BANDEJA 16 (CON
Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H [DAC| H [DAC| H
(mm) | (em) |(mm)| (cm) |[(mm)|(cm)| |(mm)| (cm) |(mm)| (cm) [(mm){(cm)
05 124|110 |12,5| 15 |13,0 05/24/05]110]15 |20,0
05 (33/10(85]|15 16,0 05/29]|05]95|15 27,0
05 (28|10(89|15]195 05|26]101]10,0| 2,0 |19,5
05 (28|15 (13,0] 2,0 |215 052815 ]12,0| 2,0 |16,0
05 [28]15(12,5| 2,0 |[22,0 052915120 2,0 26,0
05 (29|15 ]|17,5| 2,0 |20,0 1,030 |15 13,0| 2,0 |25,0
05 [26|15]|13,0| 2,0 |26,0 1,028 |15 12,0] 2,0 |24,0
05 29|15 ]|13,0] 2,0 |26,5 10|26 |15 /10,5| 2,0 |20,0
05 [36]15](13,5| 2,0 |185 10| 2,7 |15 |155| 2,0 |24,0
05 (2915 ]155| 2,0 |22,5 10|26 |15 13,0] 2,0 |25,0
05 [32]15]155| 2,0 |19,0 1013115 /12,0] 2,0 |123,0
1,0 | 31]15[12,0] 2,0 |26,0 10221590120 /27,0
1,0 | 2,815 |13,0] 2,0 |20,5 1,036 ]15/13,0] 2,0 21,0
1,0 |29]15|10,5] 2,0 |26,0 10| 3,215 |11,0| 2,0 |21,5
10 | 2,715 [12,5] 2,0 |22,5 1,030 ]15/12,0] 2,0 |25,0
10 [ 29]15[12,5] 2,0 |127,0 1,030 ]15)16,0] 2,0 |130,5
1,0 | 31|20 16,0] 2,0 |19,0 10|28 |15 |135]| 2,0 |23,0
10 | 2,2|2,0|135| 2,0 |16,0 1013815 )11,5| 2,0 |27,0
1,0 | 3920 (18,0] 2,0 |19,0 10129 |15 |155]| 2,0 |27,0
1,0 | 2,7]2,0[14,0] 2,0 |123,0 10|28 |20 /16,0] 2,5 |26,0
1,0 | 2920 [14,5] 2,0 |15,0 10| 31|20 /13,0| 2,5 28,0
1,0 | 2920 |14,5] 2,0 |22,5 10| 31|20 /19,0] 2,5 |26,0
1,0 | 3,0] 2,0 [15,0] 2,0 |25,0 10129 |20]140] 2,5 21,0
1,0 | 3,0] 2,0 [14,5] 2,0 |23,0 1,029 |20 /16,0] 2,5 |24,0
10 | 2,7]2,0]16,5] 2,0 |126,5 10| 2,720 ]140] 2,5 |27,0
10 | 24|20 |13,5]| 2,0 |124,0 10|28 |20 /16,5| 2,5 |25,0
1,0 | 2,6 | 2,0 [15,0] 2,5 |23,0 10| 2,7 | 2,0 135]| 2,5 |26,0
10 | 2,8 2,0 [150] 2,5 |23,5 10| 25|20 135| 2,5 26,0
1,0 | 3,0] 2,0 [150] 2,5 |22,0 10| 2,6 | 20 13,0 2,5 |28,0
1,0 | 2,7 | 2,0 [16,5] 2,5 |24,0 10| 3,1 |20 /16,0 2,5 |23,0
10 | 24|20 [150] 2,5 |22,0 1,030 ]20125| 2,5 29,0
10 [ 28[20]75]25 /23,0 10| 22 |20 /150] 2,5 |26,5
1,0 | 2,3]2,0 [150] 2,5 |19,5 10129 |20 )155| 25 |21,0
1,0 | 2,720 [145]| 2,5 |22,5 10| 26 |20 155| 2,5 |24,0
10 | 2,7|2,0|16,0] 2,5 |20,0 10129 |20 14,0| 2,5 |16,0




10 | 2,6 | 2,0 [18,0] 2,5 |25,5 1031 |20 /145| 2,5 25,0
1,0 | 29]20|16,0] 2,5 |18,0 102520 /16,5| 2,5 |23,0
10 | 2920 [12,0] 2,5 |23,0 10|28 ]20 16,0/ 3,0 |31,5
10 | 2,6 | 2,0 [13,5] 2,5 |27,0 10| 23|20 /13,0] 3,0 |128,5
10 | 21]20[16,5] 2,5 |24,0 10| 27120 /12,0] 3,0 |122,0
10 | 25]20 14,5 3,0 |21,0 10129 |20 /13,0] 3,0 |125,0
10 | 2,6 | 2,0 |12,0] 3,0 |28,0 10|26 | 20 /16,0 3,0 |126,0
1,0 | 38,7120 [12,0] 3,0 |22,5 1012920 /145]| 3,0 |275
1,0 | 2,8 2,0 |150] 3,0 |26,5 10134 |20 /16,5| 3,0 |122,0
10 | 2920 |17,0] 3,0 |24,5 1,030 ] 20 /13,0 3,0 |31,5
1,0 | 33]2,0 |155] 3,0 |22,5 1012920 /14,5| 3,0 |130,0
1,0 | 2920 [16,0] 3,0 |24,5 10| 27120 /16,5| 3,0 |130,0
1,0 | 2,8 2,0 |14,5] 3,0 |24,0 10129 ]20/17,0] 3,0 |121,0
1,0 | 3,0] 2,0 [14,0] 3,5 29,0 151382 ]20/17,5| 3,0 |130,5
10 | 25|20 |155] 3,5 |26,0 1513120 /16,0] 3,0 |124,0
10 | 2,720 [12,0] 3,5 |29,0 15|26 |25/16,5| 3,5 27,0
10 | 28|20 16,5 3,5 |23,5 1514025 /18,0] 3,5 21,0
10 | 2,820 [14,0] 40 |21,0 15125 ]25|155| 3,5 |21,0
15 | 40]20 [13,5] 40 |24,5 15126 ]25/|17,0] 3,5 28,0
15 29|20 (14,5] 40 |21,0 15|34 | 25/16,0] 3,5 18,0
15 | 27]25]16,0] 40 29,0 1513025 /17,0] 3,5 |32,0
15 | 28]25]16,5] - - 15|27 125165/ 4,0 |27,5
15 [31]25]16,5] - - 1530 ]25/125]| 40 |26,5
15 | 23[25 145 - - 15134 ]25|16,0] - -
15 | 25]25|130] - - 154125 |16,0] - -
15 128]25]160] - - 1513025165 - -
15 |30]25]16,5 - - 15131 ]25|195| - -
15 | 26|25 17,5 - - 15132 |25 |185| - -
15 128]25]180] - - 15130 ]25|19,0] - -
15 |35]25 150 - - 15134 |30 /18,0] - -
15 12925180 - -

15 |30]25]18,0] - -




BANDEJA 17 (CON
Trichoderma

BANDEJA 18 (CON
Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H [DAC| H [DAC| H
(mm) | (€m) |(mm)] (cm) [((mm)j(cm)| |(mm)| (cm) |[(mm)| (cm) |(mm)| (cm)
05 [23]15]155] 2,0 28,0 05]120]10(17,0] 15 |24,0
05 [25]15[12,5| 2,0 |30,0 053210 ]12,0| 2,0 |30,0
05 |26 |15]|155]| 2,0 |35,0 05/21]1,0/11,0| 2,0 |27,0
05 [3,7]15]145]| 2,0 (33,0 05/28]10]11,5| 2,0 32,0
05 (24|15 |125] 2,0 (28,0 1,0/ 29|10 ]13,0/ 2,0 |31,0
05 (25]15]12,0] 2,0 |20,0 1,0 2,7 |10 [10,0] 2,0 |32,5
05 (22]15|145]| 2,0 (26,0 1,0 3,0 |10 [12,0] 2,0 |25,0
05 [31]15]150] 2,0 |28,0 1,0 3,2 |15 [150] 2,0 |29,5
05 (3215|150 2,0 32,0 1,0 2,2 | 15[13,0] 2,5 29,5
05 [123]15]16,0] 2,5 (32,5 1,029 |15 ]13,0] 2,5 (26,5
05 (29]15[140] 2,5 |32,0 1,022 |15 |14,0] 2,5 29,0
05 [29]15|13,0] 2,5 27,5 1,024 |15 [135]| 25 |325
05 [23]15]12,0] 25 |27,5 1,0 2,8 |15 [15,0] 2,5 26,0
10 3015 ]16,5| 2,5 [33,0 1,029 |15 [125]| 2,5|33,0
10 28|15 |12,0| 2,5 (28,0 1,0 2,8 | 15 [145]| 2,5 29,0
10 [ 29]15[140| 2,5 19,0 1,030 ]15]16,0] 2,5 29,5
10 [32|20]17,0] 2,5]31,0 1,0 2,8 |15 [13,0] 2,5 39,0
10 | 32|20 [145]| 2,5 (38,0 1,0 25|15 [15,0] 3,0 |128,0
10 | 2,320 (150 2,5 |27,0 1,0 2,8 | 15[14,5| 3,0 |24,0
10 [ 31]20][17,0] 2,5 32,0 1,0 3,015 [150] 3,0 29,0
10 1 28|2016,5| 2,5 (34,0 1,026 | 15 [13,5| 3,0 |27,5
10 1 29]20]185]| 2,5 (30,0 1,0 2,3 ]15[13,0] 3,0 29,5
10 [ 24]20][16,0] 2,5 31,0 1,0 2,3 |15 [14,0] 3,0 |25,0
10 1 29|20]16,0] 3,0 |21,0 1,030 ]15]8,0] 30265
10 | 26]20][17,0| 3,0 |27,0 1,0/ 25|15 [11,0] 3,0 |30,0
10 3020175 3,0 |26,0 1,0 25|15 [125] 3,0 29,5
1,0 | 3020 16,0f 3,0 |30,5 1,031 |15]12,0] 3,0 31,0
10 128|20]16,5| 3,0 |27,0 1,0 2,8 | 1,5]15,0] 3,0 |27,0
1,0 | 3,0]2,0 (13,0 3,0 |275 1,025 |15 [14,5| 3,0 |28,0
10 | 2,8 2,0 |15,0| 3,0 |29,0 1,0 3,1 |15 |13,5| 3,0 |33,0
10 [ 25]20117,5]| 3,0 |34,0 1,0 | 3,1 | 2,0 [18,5] 3,0 |33,0
10 129|20]18,0] 3,0 [31,0 1,0 2,8 | 2,0 [14,0] 3,0 |25,0
10 | 3,7]2017,5| 3,0 |29,0 1,0 2,6 | 2,0 [13,0] 3,0 |26,0
10 | 2,8]2,018,0| 3,0 |30,0 1,029 ]20]17,0] 3,0 |28,0
10 129]20]16,5]| 3,0 [32,0 1,01 25]20]17,0] 3,0 |131,0




10 128]20]17,0] 3,0 30,5 1,0 3,0 | 2,0 [13,0] 3,5 |33,5
10 129]20]16,0| 3,0 [32,0 1,0 2,7 120 ]17,0] 3,5 |31,0
10 | 2620 ]18,0| 3,5 (32,0 1,0 3,0 | 2,0 |16,0] 3,5 |27,0
10 | 26|20 ]155| 3,5 (275 1,0 2,7 | 2,0 |16,5] 3,5 |29,0
10 | 33]20]16,5| 3,5 |26,0 1,0 | 2,7 | 2,0 [15,5] 3,5 |28,0
10 12920155 3,5 (26,0 1,0 3,2 | 2,0 |16,5] 3,5 30,0
10 ]119]20]17,0| 3,5 (32,0 1,0 2,8 | 2,0 [15,0] 3,5 |28,0
10 1 23]20]16,0] 3,5 31,0 1,0 2,6 | 2,0 [16,0] 3,5 |26,5
1,0 13020 ]155]| 3,5[30,0 1,0 2,8 | 2,0 [15,0] 3,5 |35,0
10 128201175 35285 1,0 2,8 | 2,0 |16,0] 3,5 28,5
10 | 3120 ]20,0| 4,0 |40,0 15|25 ]20[13,01 40 29,5
10 126 ]20]16,5| 4,0 (325 15|34 |20][155]| 40 28,0
10 12,820 ]14,0| 4,0 (33,0 1,5]3,0]20[150] 4,0 31,5
10 12,7120 ]145|4,0 (325 15|36 | 2,0 [13,5]/ 40 34,0
10 12,720 ]150| 4,0 |[31,0 1,5]33]20][17,5/ 45 24,0
1,0 |3,0]2,0]14,0| 4,0 30,0 15128 ]20]16,5] - -
10 | 30]20]17,0] 4,0 33,0 15135120165 - -
10 | 2,720 ]14,0| 4,0 23,0 1,531 ]20]19,0] - -
10 129]20]19,0] 40 [315 15129 |25 ]155] - -
10 12925 ]18,0| 4,5 (28,0 1,532 | 25]17,0] - -
10 | 2625|180 - - 1,530 ]25|18,0] - -
10 12825180 - - 15131 ]25|18,0] - -
15 31)25]16,0] - - 1,5]35]30]205] - -
15 13825180 - - 1531 - - - -
15 (3025195 - - 1531 ] - - - -
15 131301215 - - 1530 ] - - - -
15 [33|30]170| - - 1526 ] - - - -
15 (32| - - - -

15 |39 - - - -

15 |33 - - - -

15 (28] - - - -

15 21| - - - -

15 30| - - - -

15 |30 - - - -

15 31| - - - -




BANDEJA 19 (CON
Trichoderma

BANDEJA 20 (CON
Trichoderma)

Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
DAC| H |DAC| H |DAC| H DAC| H [DAC| H [DAC| H
(mm) | (€m) |(mm)] (cm) [((mm)j(cm)| |(mm)| (cm) |[(mm)| (cm) |(mm)| (cm)
05 (24]10[95]15|255 05421012015 |150
05 (21]10(11,0| 2,0 |22,0 05]25]1,0/(11,5]| 2,0 |24,5
05 ]28]10|14,0| 2,0 |26,0 05/129]15]155| 2,0 20,0
05 (29]10][12,0] 2,0 |17,5 052715 ]140| 2,0 |245
05 26]10][130] 25 |215 05/26]15]120] 2,0[29,0
10 | 26|10 ]13,0| 2,5 (18,0 05/30]15]150| 2,0 22,0
10 |30)15]12,0| 2,5 (28,0 052815140 2,0 26,5
10 [ 28]15[11,0| 2,5 22,0 1,013,715 (120] 2,0 |21,0
10 | 28|15 [12,0| 2,5 |26,0 1,0 35|15 [13,0] 2,0 |126,5
10 12915 ]135]| 2,5 (26,0 1,0 2,8 |15 ]11,0] 2,0 |28,0
10 | 26|15 ]135]| 25 [205 1,0 3,0 |15 [13,5| 2,0 23,0
10 |26 ]15[11,0| 2,5 20,0 1,0/ 2,8 |15 [10,5| 2,0 |120,0
10 | 28|15 [12,0| 2,5 |25,0 1,032 |15 [10,5| 2,0 |124,5
10 | 2715|110 2,5 |26,0 1,029 |15 [11,0] 2,0 |20,0
10 | 2615 ]10,5| 2,5 (20,0 1,012,715 |140] 2,5 29,0
10 | 2515 ]12,0| 2,5 (28,0 1,035 |15 [135]| 25 |32,0
10 | 25]15]13,0] 3,0 |28,0 1,033 ]15]11,5| 25 |29,0
10 | 22]15[12,0| 3,0 |128,5 1,0] 2,6 | 2,0 [15,5]| 2,5 |28,0
10 2815|110 3,0 |16,5 1,0 | 3,3 | 2,0 [13,5] 2,5 (24,0
10 |26 ]15[11,0| 3,0 |124,0 1,0] 2,2 |20 ]16,0] 2,5 19,5
10 | 22]15|11,0| 3,0 |27,5 1,0 2,6 | 2,0 [14,5| 2,5 |23,0
10 | 2515|130/ 3,0 |26,5 1,0 3,1 | 2,0 [13,0] 2,5 |28,0
10 |26 ]15[14,0| 3,0 |19,0 1,0 2,7 | 2,0 [15,0] 2,5 |25,5
10 | 25]15]13,0] 3,0 |28,0 1,0 | 3,3 | 2,0 |15,0] 2,5 |27,0
10 | 26|15 ]13,0| 3,0 |275 10|28 |20 (140] 2,5 27,0
10 | 2,715 |14,0]| 3,0 |26,5 1,0 | 3,0 | 2,0 [15,0] 2,5 |30,5
10 13015 13,0 3,0 [255 1,029 ]20]13,0] 2,5 |21,0
10 | 28|20 [14,0| 3,0 |24,0 10|24 |20 (14,0] 2,5 22,5
10 | 2620140 3,0 215 1,0 2,1 | 2,0 [15,0] 2,5 |13,0
1,0 | 3,0]2,0]13,0] 3,0 [29,5 1,024 |20]12,0] 2,5 26,0
10 |24 |20(12,0| 3,0 |25,0 1,0 2,4 | 2,0 [145]| 2,5 26,0
10 1 2,8]2,0]16,5| 3,0 |25,0 1,0 | 3,0 | 2,0 [15,5| 2,5 |24,0
10 12420130 3,5 (255 1,0 34 |20 [135]| 2,5 |29,5
10 12920130/ 3,5 (25,0 1,0 2,7 | 2,0 [17,5| 2,5 22,0
10 128]20]16,0] 3,5|29,5 10| 3,4 |20 [14,0] 2,5 |24,0




10 | 35]20]145]|3,5|25,0 1,0 2,4 | 2,0 [14,5| 2,5 |22,0
10 26|20 ]135]| 3,5 |27,0 1,0 2,0 | 2,0 [15,0] 2,5 |20,0
10 124120 ]145|3,5|27,0 1,0 | 3,6 | 2,0 [15,0] 2,5 |23,0
10 12520140 3,5 (255 1,0 25|20 [13,5] 2,5 29,5
10 12820150/ 3,5 (28,0 1,0 3,0 |20 [13,0] 2,5 27,0
10 1 27]20]17,0| 3,5 (30,5 1,0 2,8 | 2,0 [13,0] 2,5 |27,5
10 12220120 3,5 (28,5 1,0 2,8 | 2,0 [15,0] 2,5 |25,0
10 | 3020 ]13,0]/4,0 |275 1,0 2,3 |20 [14,5| 3,0 |24,5
10 1 21]20]150] 4,0 |28,0 1,0 2,6 | 2,0 [13,0] 3,0 |26,0
10 12820150/ 4,0 |24,0 1,0 3,1 | 2,0 [14,0] 3,0 |128,0
10 |34 ]20]13,0] 4,0 [25,0 1,0 ] 3,2 | 2,0 [15,0] 3,0 |27,0
10 129]20]13,5|4,0 (29,0 1,0 3,0 | 2,0 [14,0] 3,0 |1255
10 | 3220 ]14,0| 4,0 |255 1,0 25|20 ]14,5| 3,0 |25,0
15 128]20]16,0] 40 [29,0 1,0 25|20 [13,0] 3,0 |25,0
15 13220145 - - 1,0 3,2 |20 [145]| 3,0 27,0
15 (3220140 - - 1,024 |20 [17,0] 3,0 |25,0
15 12520135 - - 1,0 2,8 | 2,0 [14,5] 3,0 |28,0
15 (13120120 - - 1,0 35|20 [14,0] 3,0 |24,0
15 12720175 - - 1,0 3,9 | 2,0 [14,0] 3,0 |29,5
15 [35]20]13,0] - - 1,5]33]20]195] 35235
15 3125|145 - - 15|26 | 2,0[14,0] 3,5 30,0
15 128|25]17,0| - - 15128 |20 [145]| 3,5|23,0
15 12630170 - - 15|28 |20 ]150] 3,5 27,5
15 (20| - - - - 15| 2,7 |20 ]150]| 40 26,0
15 (28] - - - - 15125120 ]14,0] - -
15 |36 - - - - 15128 25]|17,0] - -
15 |35 - - - - 15122 | 25]16,0] - -
15 27| - - - - 15124 | 25]150] - -
15 |26 - - - - 15128 | 25|175] - -
15 25| - - - - 15126 | 25|17,0] - -
15139 ]25]16,0] - -
1526 ] - - - -




9.1.2 Peso Fresco y Seco

TIEMPO 2
SIN Trichoderma CON Trichoderma
\o. | PESOFRESCO(g)| PESOSECO() |  ~ |PESOFRESCO (g) | PESOSECO (g)
plantin| PA™€ | raiz | TOTAL | P27 | raiz | TOTAL [Plantin | PAE | raiz | ToTAL | PAT | raiz [TOTAL
1 | 206 [096] 302 |048|016]| 064 | 1 | 1,76 |0,78] 2,54 | 0,44 |0,12| 0,56
> | 1,26 [0,70] 1,96 |0,28|0,10] 038 | 2 | 092 [048] 1,40 | 0,24 |0,08] 0,32
3 | 212 |144] 356 |054]024] 078 | 3 | 076 |048]| 124 | 042 |0,06] 048
4 | 1,14 los4] 168 |0,28]006] 034 | 4 | 164 |108] 2,72 | 0,36 |0,24] 050
5 | 156 |040] 1,96 |0,42|008| 050 | 5 | 164 [0,72] 2,36 | 0,42 [0,14] 056
6 | 1,54 |086| 2,40 |0,36 [0,14] 050 | 6 | 250 [1,18] 3,68 | 0,58 [0,18] 0,76
7 | 1,14 |o54] 1.68 |0,28 0,10 038 | 7 | 1,92 [090] 2,82 | 0,18 [0,14] 0,32
8 | 086|052 1,38 |0,20|006]| 026 | 8 | 168 [0,94] 2,62 | 0,42 [0,14] 056
9 | 176 |082| 2,58 | 040|012 052 | o | 108 [052] 1,60 | 0,26 [0,08] 0,34
10 | 2,18 |0,90] 3,08 |0,64|0,16] 0,80 | 10 | 1,78 [1,32] 3,10 | 0,44 |0,18] 0,62
11 | 1,86 |0,80] 2,66 |048|0,14| 062 | 11 | 2,30 [1,14] 344 | 0,64 [0,20] 0,84
12 | 1,13 |o48] 1.61 |0,28|0,10] 038 | 12 | 164 [0,74] 2,38 | 0,62 [0,14] 0,76
13 | 1,74 |0,82| 2,56 |048|0,16]| 064 | 13 | 2.4 [1,08] 348 | 0,84 [0,16] 1,00
14 | 1,60 [0,48] 2,08 | 0,36 |0,08] 0,44 | 14 | 1,74 [1,88] 3,62 | 0,48 [0,16] 0,64
15 | 2,00 |0,84] 2,84 |050|0,14] 064 | 15 | 142 [1,00] 2,42 | 038 [0,16] 0,54
16 | 1,16 |0,56] 1,72 | 0,30 |0,10] 040 | 16 | 1,64 [1,08] 2,72 | 0,38 [0,14] 052
17 | 1,76 |0,96] 2,72 | 0,48 |0,16] 064 | 17 | 218 [1,08] 3,26 | 0,52 [0,14] 0.66
18 | 1,20 |058] 1,78 | 0,32 [0,12] 044 | 18 | 1,20 [052] 1,72 | 0,28 [0,04] 0,32
19 | 1,66 |0,68] 234 |042]0,12] 054 | 19 | 090 [0,44| 1,34 | 0,18 [0,04] 0,22
20 | 1,96 |0,62| 2,58 | 0,44 |0,10| 054 | 20 | 1,36 [0,48] 1,84 | 0,34 [0,10] 0,44
21 | 1,84 |1,08] 2,92 |050]0,22] 072 | 21 | 1,08 |0.46] 154 | 0,24 |0,08] 0,32
22 | 0,68 |0,38] 1,06 |0,18 |0,06] 0,24 | 22 | 052 [0,36] 0,88 | 0,14 [0,06] 0,20
23 | 2,22 |1,02| 324 |0,56|0,18] 0,74 | 23 | 1,24 [0,68] 1,92 | 0,28 [0,10] 0,38
24 | 1,16 |0,48] 1,64 |0,32]0,10] 042 | 24 | 148 |056] 2,04 | 0,34 |0,08] 0,42
25 | 1,12 |o,66| 1,78 | 0,32 |0,12| 044 | 25 | 122 [0,58] 1,80 | 0,28 [0,10] 0,38
26 | 1,30 |0,58] 1,88 | 0,26 |0,08] 0,34 | 26 | 1,30 [0,54] 1,84 | 0,34 [0,08] 0,42
27 | 1,80 |0,76] 2,56 | 0,50 |0,14] 0,64 | 27 | 142 [0,62] 2,04 | 0,38 [0,10] 0,48
28 | 1,04 |0,36] 1,40 | 0,24 |0,08] 0,32 | 28 | 2,04 [0,96] 3,00 | 0,48 [0,12] 0,60
29 | 0,70 |0,40| 1,10 | 0,18 |0,06] 0,24 | 29 | 144 [0,50] 1,94 | 0,33 [0,10] 0,43
30 | 0,50 |0,26] 0,76 | 0,14 |0,04| 0,18 | 30 | 1,22 [0,44] 1,66 | 0,36 [0,10] 0,46
31 | 1,04 |048]| 1,52 | 0,28 |0,08] 0,36 | 31 | 2,08 [0,92] 3,00 | 0,56 [0,14] 0,70
32 | 0,42 |0,04] 046 |0,10]002]| 012 | 32 | 1,36 [0,58] 1.94 | 0,50 [0,20] 0,60
33 | 1,98 |0,96] 2,94 | 0,34 |0,20| 054 | 33 | 1,76 [0,86] 2,62 | 0,56 [0,12] 0,68




34 1,22 10,68] 1,90 [0,34]0,12| 0,46 34 2,52 [1,40{ 3,92 | 0,82 [0,24[ 1,06
35 1,44 10,78] 2,22 (0,34 10,12| 0,46 35 1,3 |0,72| 2,02 | 0,34 |0,10| 0,44
36 | 2,40 |1,28f 3,68 | 0,76 (0,24 1,00 36 1,84 |0,80( 2,64 | 0,48 |0,12]| 0,60
37 0,32 |0,20] 0,52 ]0,12 |0,02| 0,14 37 1,30 |0,66/ 1,96 | 0,30 |0,10| 0,40
38 [0,84 |0,48[ 1,32 | 0,74 [0,10( 0,84 38 1,40 |0,92| 2,32 | 0,40 |0,18]| 0,58
39 1,02 |0,40] 1,42 [ 0,26 |0,06] 0,32 39 2,10 1,28 3,38 | 0,52 [0,20( 0,72
40 1,46 10,68] 2,14 (0,42 10,12 0,54 40 2,60 1,18 3,78 | 0,68 (0,16 0,84
41 1,70 |0,74] 2,44 (0,38 10,10 0,48 41 1,44 10,80 2,24 | 0,34 |0,10| 0,44
42 1,54 10,90| 2,44 (0,38 |0,16] 0,54 42 1,70 |0,48| 2,18 | 0,44 |0,12]| 0,56
43 1,00 |10,28] 1,28 [ 0,22 |0,06] 0,28 43 1,34 |0,66/ 2,00 | 0,48 |0,12| 0,60
44 1,62 10,54] 2,16 [ 0,44 10,12| 0,56 44 1,22 |0,74| 1,96 | 0,64 |0,10| 0,74
45 1,26 10,46] 1,72 [ 0,34 10,08] 0,42 45 1,52 |0,72| 2,24 | 0,78 |0,14| 0,92

46 1,34 |0,88| 2,22 | 0,40 |0,16]| 0,56

47 2,04 1,12 3,16 | 0,72 [0,22( 0,94

48 0,86 0,46 1,32 | 0,28 {0,10{ 0,38

49 1,74 |1,34| 3,08 | 0,40 |0,20| 0,60

50 1,22 |0,46| 1,68 | 0,26 |0,06| 0,32




TIEMPO 3

SIN Trichoderma

CON Trichoderma

PESO FRESCO (g)

PESO SECO (g)

PESO FRESCO (g)

PESO SECO (g)

No. No.
plantin| Pare | o irotaL| P2 | raiz | ToTAL | Plantin | Parte | oo 1roTaL | PR | raiz |TOTAL
aerea aerea aerea aerea
1 | 364 |152] 516 | 080|026 1,06 | 1 | 1,92 [1.16] 3,08 | 0.40 |0,16] 056
> | 496 |280] 7,76 | 1,08 [0,38] 146 | 2 | 1,74 [1,02] 2,76 | 0,44 [0,18] 0,62
3 | 214 |1.30] 344 | 0,48 [0.18] 066 | 3 | 524 [2.04] 8,18 | 1,06 [0.42] 1,48
4 | 1,60 [0,90] 2,50 | 0,30 [0.10] 0,40 | 4 | 308 [1,96] 504 | 0,72 ]0,30] 1,02
5 | 322 |094] 416 [ 066 |0,16] 0,82 | 5 | 1,34 [0,58] 1,92 | 0,30 [0,10] 0,40
6 | 210 |122] 332 [ 046 |0,16] 062 | 6 | 266 [1,52] 4,18 [ 0,60 [0,24] 0,84
7 | 2.68 |1.30] 3,98 | 0,60 [0.20] 0,80 | 7 | 1.26 [0.70] 1,96 | 0,30 [0,12] 0,42
8 | 304 |1.60] 464 | 0,68 [0.28] 0,96 | 8 | 1,12 [0.70] 1,82 | 0,24 [0,14] 0,38
9 | 552 |1.38] 690 [ 1,16 [024] 140 | o | 332 [1,68] 500 | 064 ]0,22] 086
10 | 414 |2,04] 6,18 [ 0,84 [0,28] 1,12 | 10 | 2,28 [1,62] 3,90 | 0,52 [0,26] 0,78
11 | 574 |2.66] 840 | 1,26 |0.40] 1.66 | 11 | 3.86 [1.92] 5,78 | 0,96 [0,32] 1,28
12 | 2,04 |1,30] 4,24 [ 058 |0.18] 0,76 | 12 | 420 [1,58] 5,78 | 0,86 [0,24] 1,10
13 | 462 |2.00] 6,62 [ 0,92 |0,30] 122 | 13 | 2,26 |0:86] 3,12 | 0,50 |0,14] 0,64
14 | 1,84 |o86] 2,70 | 0,34 |0,12] 046 | 14 | 3,12 [1,52] 4,64 | 0,72 [0,26] 0,98
15 | 1.16 |0,50] 1,66 | 0,24 |0.06] 0,30 | 15 | 1,74 [1.22] 2,96 | 0,40 [0,18] 058
16 | 2,60 |1,40] 4,00 | 0,62 [0.26] 0,88 | 16 | 2,16 [0.94] 3,10 | 0,44 [0,16] 0,60
17 | 2,32 |1,28] 3,60 | 0,42 |0,14] 056 | 17 | 1,06 |0,88] 1,94 [ 0,20 |0,14] 0,34
18 | 3,96 |2,18] 6,14 [ 0,86 [0,32] 1,18 | 18 | 2,92 [1,32] 4,24 | 0,60 [0,20] 0,80
19 | 448 |1,34] 582 | 0,86 [0.20] 1.06 | 19 | 2.16 [1.24] 3,40 | 0,48 [0,18] 0,66
20 | 480 |2.14] 6,94 | 1,00 [0.32] 132 | 20 | 4,08 [2,16] 6,24 | 0,86 [0,34] 1,20
21 | 6,50 [1,96] 846 | 1,42 [034] 1,76 | 21 [ 3.36 [1,28] 4,64 | 0,72 [0,22] 0,04
22 | 1,96 [1,14] 3,10 | 0,42 [0,14] 056 | 22 | 3,14 [1,36] 4,50 | 0,58 [0,12] 0,70
23 | 3.76 |1.18] 4,94 | 0,86 [0.26] 1,12 | 23 | 374 [1.68] 542 | 0,72 [0,18] 0,90
24 | 480 |1.86] 6,66 | 0,88 [0.24] 1,12 | 24 | 1.38 |0,36] 1,74 | 0,28 |0,06] 0,34
25 | 6,16 [2.82] 898 | 1,12 [0.36] 1,48 | 25 | 3,36 [2,54] 5,90 | 0,76 [0,36] 1,12
26 | 4,14 [2.22] 6,36 | 0,86 [0,34] 120 | 26 | 1,48 [0,74] 2,22 | 0,36 [0,12] 0,48
27 | 506 |1.12] 6,18 | 0,92 [0.28] 120 | 27 | 3.14 [2.00] 5,14 | 0,68 [0,30] 0,98
28 | 0,68 |0,36] 1,04 | 0,14 |0.04| 0,18 | 28 | 3.48 [1.66] 5,24 | 0,84 [0,28] 1,12
29 | 2,22 [1,26] 3,48 | 0,46 [0,18] 0,64 | 290 | 3,12 [1,60] 4,72 | 0,78 [0,30] 1,08
30 | 3,20 [1,52] 4,72 | 0,66 [0,20] 0,86 | 30 | 3,76 [1,88] 5,64 | 0,86 [0,30] 1,16
31 | 400 |1.84] 584 | 0,90 [028] 1,18 | 31 | 2.62 [1.18] 3,80 | 0,52 [0,16] 0,68
32 | 6.48 [3.24] 9,72 | 1,48 |050| 1,08 | 32 | 408 [1.88] 5,96 | 0,82 [0,28] 1,10
33 | 6,00 [2,16] 8,16 | 1,30 [0.38] 1,68 | 33 | 4,16 [2,98] 7,24 | 0,92 [0,40] 1,32
34 | 522 [3.96] 9,18 | 1,16 [0,60| 1,76 | 34 | 2,00 [1,82] 3,82 | 0,44 [0,22] 0,66
35 | 490 |2.92] 7.82 | 1,10 |0.48| 158 | 35 | 2:62 [1.10] 3,72 | 0,58 [0,14] 0,72
36 | 506 |2.86] 7,92 | 1,14 |0.44| 158 | 36 | 052 [0,34] 0,86 | 0,14 [0,08] 0,22
37 | 4,08 |1,80] 5.88 | 0,96 [0.28] 1,24 | 37 | 3.46 3,14 6,60 | 0,80 [0,40] 1,20
38 | 1,72 [1,30] 3,02 | 0,36 0,18 054 | 38 | 088 |0,56| 1,44 | 0,20 [0,08] 0,28




39 | 342 |1,76| 518 | 0,70 |0,22]| 092 | 39 [ 226 |1,76] 4,02 | 0,52 [0,28] 0,80
40 | 1,70 |0,82| 2,52 | 0,36 |0,08| 044 | 40 | 236 [1,56] 3,92 | 0,52 [0,20] 0,72
41 | 3,30 |1,88| 5,18 | 0,66 [0,34]| 1,00 | 41 | 2,88 |3,28| 6,16 | 0,58 [0,28] 0,86
42 | 3,08 |1,28| 436 | 056 [0,18| 0,74 | 42 | 3,12 [1,48| 4,60 | 0,66 |0,18] 0,84
43 | 316 |156| 472 | 0,64 |0,20] 084 | 43 | 258 [1,78] 4,36 | 0,50 [0,20] 0,70
44 | 150 |0,98| 2,48 | 0,34 |0,12| 046 | 44 | 112 |046] 1,58 | 0,22 [0,08] 0,30
45 | 3,96 |2,84] 6,80 | 0,76 [0,38] 1,14 | 45 | 2,34 [1,98| 4,32 | 0,46 |0,28] 0,74
46 | 3,06 [2,24| 530 | 0,72 |0,30| 1,02
47 | 3,74 |116] 4,90 | 082 |0,20] 1,02
48 | 3,38 |3,06| 6,44 | 092 [0,42| 1,34
49 | 2,70 |1,88| 458 | 060 |0,22| 0,82
50 | 2,40 |2,78| 5,18 | 0,52 |0,36| 0,88
51 | 2,66 |1,32| 3,98 | 0,56 |0,18| 0,74
52 | 2,64 |1,98| 462 | 058 |0,24| 0,82
53 | 2,84 |1,24| 4,08 | 0,60 |0,14]| 0,74
54 | 1,74 |158| 3,32 | 0,44 |0,20| 0,64
9.2 ANALISIS ESTADISTICOS
Cuadro A: Analisis de la varianza DAC
Variable N R2 RZA] CV
DAC 3644 0,76 0,63 26,77
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1611,08 1299 1,24 5,84 <0,0001
Tratamiento 54,10 1 54,10 209,96 <0,0001
Tratamiento>Plantin 333,40 1294 0,26 1,21 <0,0001
Tiempo 1187,30 2 593,65 2796,54 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 36,28 2 18,14 85,45 <0,0001
Error 497,59 2344 0,21
Total 2108,67 3643




Cuadro B: Analisis de la varianza y medidas resumen DAC por tiempo

Tiempo Variable N R2 R2A] CV
1 DAC 1295 0,02 0,02 25,15
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 1,37 1 1,37 20,81 <0,0001

Tratamiento 1,37 1 1,37 20,81 <0,0001

Error 84,92 1293 0,07

Total 86,29 1294

Tiempo Variable N R2  R2A] CV
2 DAC 1259 0,02 0,02 30,59
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 8,53 1 8,53 27,64 <0,0001

Tratamiento 8,53 1 853 27,64 <0,0001

Error 388,08 1257 0,31

Total 396,62 1258

Tiempo Variable N R2 RzZA] CV
3 DAC 1090 0,20 0,20 2227
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 82,87 1 82,87 279,54 <0,0001

Tratamiento 82,87 1 82,87 279,54 <0,0001

Error 322,53 1088 0,30

Total 405,39 1089

Tiempo Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max
1 0 DAC 636 0,99 0,23 0,50 1,50
1 1 DAC 659 1,05 0,28 0,50 1,50
2 0 DAC 625 1,73 0,43 0,50 3,00
2 1 DAC 634 1,90 0,66 0,50 15,00
3 0 DAC 536 2,16 0,43 1,00 3,50
3 1 DAC 5564 272 064 150 450




Cuadro C: Analisis de la varianza H

Variable N Rz R2A] CV
Altura 3644 0,93 0,89 22,65

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 262929,11 1299 202,41 23,63 <0,0001
Tratamiento 1575,88 1 1575,88 96,29 <0,0001
Tratamiento>Plantin 21177,51 1294 16,37 1,91 <0,0001
Tiempo 237357,99 2 118679,00 13853,33 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 2817,71 2 1408,86 164,46 <0,0001
Error 20080,63 2344 8,57
Total 283009,73 3643

Cuadro D: Anadlisis de la varianza y medidas resumen H por tiempo

Tiempo Variable N R2 RzZA] CV

1 Altura 1295 0,03 0,03 14,76

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 5,68 1 5,68 35,25 <0,0001
Tratamiento 5,68 1 5,68 35,25 <0,0001

Error 208,33 1293 0,16
Total 214.01 1294
Tiempo Variable N R2 R2 Aj CV

2 Altura 1259 1,2E-03 3,6E-04 18,25
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 10,48 1 10,48 1,45 0,2287
Tratamiento 10,48 1 10,48 1,45 0,2287

Error 9079,75 1257 7,22
Total 9090,23 1258
Tiempo Variable N R2 R2A] CV

3 Altura 1090 0,18 0,18 18,91

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 4577,06 1 4577,06 243,01 <0,0001
Tratamiento 4577,06 1 4577,06 243,01 <0,0001
Error 20492,03 1088 18,83
Total 25069.09 1089




Tiempo Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max
1 0 Altura 636 2,65 0,41 1,40 4,30
1 1 Altura 659 2,78 0,39 1,80 4,20
2 0 Altura 625 14,64 2,82 4,00 22,00
2 1 Altura 634 14,82 256 6,00 22,50
3 0 Altura 536 20,87 3,93 10,00 32,00
3 1 Altura 554 2497 4,71 13,00 40,00

Cuadro E: Andlisis de la varianza y medidas resumen PF total

Variable N R2 R2A] CV
PF total 194 0,66 0,25 43,18
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 16,44 105 0,16 1,63 0,0096
Tratamiento 0,71 1 0,71 8,33 0,0047
Tratamiento>Plantin 8,73 102 0,09 0,89 0,7161
Tiempo 6,71 1 6,71 69,72 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,29 1 0,29 298 0,0876
Error 8,47 88 0,10
Total 2491 193
Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max
0 PF total 99 0,66 0,30 0,12 1,48
1 PF total 95 0,78 0,41 0,28 1,98
Cuadro F: Analisis de la varianza PFt
Variable N R2 R2A] CV
PFt 194 0,72 0,40 43,61

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 235,11 105 2,24 2,20 0,0001
Tratamiento 9,97 1 9,97 10,60 0,0015
Tratamiento>Plantin 95,93 102 0,94 0,92 0,6469
Tiempo 121,41 1 121,41 119,39 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 7,81 1 7,81 7,68 0,0068
Error 89,49 88 1,02
Total 324,60 193




Cuadro G: Andlisis de la varianza y medidas resumen PFt por tiempo

Tiempo Variable N Rz R2A] CV
1 PFt 95 0,03 0,01 32,55
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 0,57 1 0,57 2,43 0,1227

Tratamiento 0,57 1 0,57 2,43 0,1227

Error 21,84 93 0,23

Total 22,41 94

Tiempo Variable N R2  R2A] CV
2 PFt 99 0,13 0,12 40,41
F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 23,32 1 23,32 14,83 0,0002

Tratamiento 23,32 1 23,32 14,83 0,0002

Error 152,51 97 1,57

Total 175,83 98

Tratamiento Tiempo Variable n Media D.E. Min Max
0 1 PFt 45 1,41 0,50 0,32 2,40
0 2 PFt 50 2,66 0,99 0,52 524
1 1 PFt 54 1,56 0,47 0,52 2,60
1 2 PFt 45 3,63 151 0,68 6,50

Cuadro H: Analisis de la varianza y medidas resumen PFr

Variable N Rz R2zA| CV
PFr 194 0,72 0,39 47,51

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 73,59 105 0,70 2,16 0,0001
Tratamiento 0,34 1 0,34 0,90 0,3448
Tratamiento>Plantin 38,04 102 0,37 1,15 0,2488
Tiempo 3518 1 35,18 108,67 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,03 1 0,03 0,11 0,7441
Error 28,49 88 0,32
Total 102,08 193




Tratamiento Variable

n

Media D.E. Min Max

0 PFr

1 PFr

99

95

1,16 0,73 0,04 3,28

124 0,73 0,36 3,96

Cuadro I: Andlisis de la varianza y medidas resumen PS total

Variable N R2

R2 Aj

cv

PS total 194 0,67 0,27 4321

F.V. SC_dl CM F p-valor
Modelo 26,77 105 0,25 1,69 0,0059
Tratamiento 0,91 1 091 6,63 0,0115
Tratamiento>Plantin 13,97 102 0,14 0,91 10,6841
Tiempo 11,49 1 11,49 76,04 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,41 1 0,41 2,69 0,1046
Error 3,29 88 0,15
Total 0,07 193
Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max

0 PS total 99 0,83 0,39 0,24 1,90

1 PS total 95 0,97 051 0,22 2,48

Cuadro J: Andlisis de la varianza y medidas resumen PSt

Variable N R2 R2A] CV
PSt 194 0,63 0,19 44,77

F.V. SC d CM F p-valor
Modelo 8,69 105 0,08 1,44 0,0391
Tratamiento 0,50 1 050 10,72 0,0015
Tratamiento>Plantin 480 102 0,05 0,82 0,8344
Tiempo 3,20 1 3,20 55,65 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,19 1 0,19 3,24 0,0752
Error 5,06 88 0,06
Total 13,75 193




Tratamiento Variable n

Media D.E. Min Max

0 PSt 99

1 PSt 95

0,49 0,22 0,10 1,06

059 0,30 0,14148

Cuadro K: Anadlisis de la varianza y medidas resumen PSr

Variable N R2 R2 Aj CV
PSr 194 0,70 0,34 45,98

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 1,42 105 0,01 1,96 0,0006
Tratamiento 0,01 1 001 1,29 0,2583
Tratamiento>Plantin 0,75 102 0,01 1,08 0,3642
Tiempo 0,64 1 0,64 93,48 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,01 1 0,01 1,58 0,2117
Error 0,61 88 0,01
Total 2,02 193
Tratamiento Variable n Media D.E. Min Maéax

0 PSr 99 0,17 0,09 0,02 0,42

1 PSr 95 0,19 0,11 0,04 0,60

Cuadro L: Analisis de la varianza Esbeltez

Variable N R2 R2 Aj

Ccv

Esbeltez 3644 082 0,81 22,72

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 38380,90 145 264,70 109,03 <0,0001
Tratamiento 124,28 1 124,28 2,50 0,1157
Tratamiento>Plantin 6945,63 140 49,61 20,44 <0,0001
Tiempo 31209,17 2 15604,59 6427,62 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 101,83 2 50,91 20,97 <0,0001
Error 8492,24 3498 2,43

Total 46873,14

3643




Cuadro M: Anadlisis de la varianza y medidas resumen Esbeltez por tiempo

Tiempo Variable N R2 RzZA] CV
1 Esbeltez 1295 3,9E-04 0,00 31,18
F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo 0,39 1 039 050 0,4797
Tratamiento 0,39 1 039 050 0,4797
Error 1019,74 1293 0,79
Total 1020,13 1294

Tiempo Variable N R2 RzZA] CV
2 Esbeltez 1259 0,03 0,03 25,27

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 176,17 1 176,17 38,33 <0,0001

Tratamiento 176,17 1 176,17 38,33 <0,0001

Error 5778,19 1257 4,60

Total 5954,37 1258

Tiempo Variable N R2 Rz Aj CV

3 Esbeltez 1090 0,01 4,5E-03 25,29

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 36,31 1 36,31 597 0,0147

Tratamiento 36,31 1 36,31 597 0,0147

Error 6612,75 1088 6,08

Total 6649,06 1089

Tiempo Tratamiento Variable n MediaD.E. Min Max
1 0 Esbeltez 636 2,83 0,75 1,40 6,40
1 1 Esbeltez 659 2,86 1,00 1,27 8,40
2 0 Esbeltez 625 8,86 2,49 2,75 32,00
2 1 Esbeltez 634 8,11 1,74 1,03 22,00
3 0 Esbeltez 536 9,93 2,50 4,83 25,00
3 1 Esbeltez 554 957 243 5,00 19,00




Cuadro N: Analisis de la varianza y medidas resumen Tallo-Raiz

Variable N R2 R2 Aj

CVv

Tallo-Raiz 194 0,55 0,01 30,66

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 102,83 105 0,98 1,01 0,4839
Tratamiento 4,11 1 411 5,39 0,0222
Tratamiento>Plantin 77,80 102 0,76 0,79 0,8795
Tiempo 20,65 1 20,65 21,29 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,26 1 0,26 0,27 0,6076
Error 85,36 88 0,97
Total 188,19 193
Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max

0 Tallo-Raiz 99 3,07 096 1,43 7,40

1 Tallo-Raiz_ 95 3,361,00 1,29 7.00

Cuadro N: Analisis de la varianza y medidas resumen Lignificacion

Variable N R2 R2 Aj

cv

Lignificacion 194 0,62 0,16 21,24

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 2925,19 105 27,86 1,35 0,0713
Tratamiento 0,07 1 0,07 3,7E-03 0,9515
Tratamiento>Plantin 1975,96 102 19,37 0,94 0,6160
Tiempo 948,66 1 948,66 43,13 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0,50 1 0,50 0,02 0,8767
Error 1809,76 88 20,57
Total 473495 193
Tratamiento  Variable Media D.E. Min Max

0 Lignificacion

1 Lignificacion

99 21,34 512 13,96 63,64

95 2137 480 11,35 41,07




Cuadro O: Analisis de la varianza y medidas resumen Porcentaje de Raices

Variable N R2 R2A] CV
% Raices 194 0,89 0,77 85,09

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,12 105 1,2E-03 7,05 <0,0001
Tratamiento 6,8E-05 1 6,8E-05 0,06 0,8106
Tratamiento>Plantin 0,12 102 1,2E-03 7,02 <0,0001
Tiempo 3,8E-03 1 38E-03 2282 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 1,4E-04 1 14E-04 0,81 0,3692
Error 0,01 88 1,7E-04
Total 0,14 193
Tratamiento Variable n Media D.E. Min Max

0 % Raices 99 0,015 0,025 0,001 0,138

1 % Raices 95 0,016 0,029 0,001 0,206




