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RESUMEN

El ojo de pollo causado por el hongo M. citricolor, es una
de las enfermedades que provocan mayores dafios
fitosanitarios, en las plantaciones de café en América
Latina (Canet e Ibarra, 2002; Martinez, 2008). Nuestro
trabajo consistié en probar cinco hongos nativos como
posibles antagonistas de la enfermedad; para ello, se
hizo una caracterizacion morfolégica del M. citricolor y se

determinaron los mecanismos de antagonismo.

La caracterizacion morfolégica se realizO midiendo el
largo y ancho de las conidias (um) que corresponden al
estado asexual del hongo. Y el largo del pedicelo y
ancho de la gema. Ninguna de estas variables presento
diferencias estadisticamente significativas entre los sitios

de muestreo.

Las cepas de los posibles antagonistas corresponden a
Xylaria feejeensis, Pleospora spp, Schizophyllum
commune y Pycnoporus sanguineus. Este (ltimo,
demostré una inhibicién del crecimiento miceliar de M.
citricolor, ubicandolo en la clase 3 de la escala de

antagonismo de Bell. En las pruebas de micoparasitismo,
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Pycnoporus sanguineus presentd parasitosis y
destruccion o lisis de las hifas de M. citricolor. EL testigo
Trichoderma harzianum, continta siendo el mejor

antagonista de M. citricolor.

ABSTRACT

The American leaf spot of coffe or “Ojo de pollo”, caused
by the fungus M. citricolor, is a disease that cause the
greatest damage in the coffee plantations in
Latin America  (Canetand Ibarra, 2002; Martinez,
2008). Our aim was to test five native fungi as potential
antagonists of disease. Morphological characterization
was made of M. citricolor and determined the antagonist

mechanisms.

Morphological characterization was  performed by
measuring the length and width of conidia (um),
corresponding to the asexual stage of the fungus.
And the length of the pedicel and width of the gem. None
of these variables showed statistically significant

differences between sampling sites.

Strains correspond to potential antagonists Xylaria

feejeensis, Pleospora spp. Schizophyllum commune,
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Pycnoporus sanguineus. This showed a mycelia growth
inhibition of M. citricolor placed in Class 3 of the scale
of Bel's antagonism.In test of mycoparasitism
Pycnoporus sanguineus introduced, parasites,
destruction or lysis of hyphae of M. citricolor.
Trichoderma harzianum remains the best antagonist of

M. citricolor.



1.INTRODUCCION



Introduccion

El ojo de pollo, es una de las enfermedades que causa
graves dafos en las plantaciones de café en América
Latina (Martinez, 2008; Canet e Ibarra, 2002). Es
ocasionada por el hongo M. citricolor, un Basidiomycota
que produce dos tipos de cuerpos fructiferos: las gemas
o0 cabecitas que corresponden al estado asexual Yy el
basidiocarpo que corresponde al estado sexual. La
reproduccion sexual (desarrollo de carpéforos o cuerpos
fructiferos) en M. citricolor es bastante raro y ocurre
principalmente en las hojas muertas al final de la
epidemia, lo que parece sugerir que cualquier
participacion de basidiosporas en el desarrollo de la
epidemia es insignificante (Mora et al., 1989; Wang y
Avelino et al., 2007; Rivillas et al., 2011). El principal
dafio que ocasiona el ojo de pollo en las plantaciones de
café es la defoliacion, la cual disminuye
considerablemente el area fotosintética de las plantas y
consecuentemente ocasiona pérdidas de cosecha entre
13% vy 35%, segun Ilos niveles de infeccion
(Fischersworring y Robkam, 2001; Cardenas, 2007).

Con el fin de controlar esta enfermedad fueron probados

cinco cepas hongos nativos: Pleospora spp.,
2



Introduccion

Schyzophyllum commune, Xylaria feejeensis,
Pycnoporus sanguineus y Trichoderma harzianum como
posibles antagonistas de M. citricolor. Para ello se realizo
la caracterizacion morfologica de M. citricolor y ademas
la determinacioén del mecanismo de antagonismo que se

realiza con los hongos estudiados.

El presente estudio se realiz6 en los cantones Olmedo y
Chaguarpamba de la provincia de Loja durante el
periodo de Mayo del 2011 a Marzo del 2012.
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2.1. Mycena citricolor

2.1.1. Descripcion morfolégica del Mycena citricolor

Mycena citricolor es un hongo Basidiomycota que
produce dos tipos de cuerpos fructiferos: las gemas o
cabecitas que corresponde al estado asexual y el
basidiocarpo, corresponde al estado sexual, que crecen
en la vegetacion rastrera de cafetales descuidados y en
el monte cercano a los rios; ésta forma de reproduccion
es dificil de observar. (Wang y Avelino, 1999; Gonzalez,
2003; Muller et al., 2004). El basidiocarpo es una
pequefia estructura en forma de sombrilla de color
amarillo intenso, tiene un diametro de 0.5 a 1 mm, es
mas grande que la gema, produce y libera una gran
cantidad de basidiosporas. Las estructuras asexuales
conocidas como gemas son el principal medio de
diseminacién del hongo y constan de dos partes: un
pedicelo que posee una longitud de aproximadamente 2-
3 mm y la gema que tiene un diametro entre 0.25 y 0.35
mm (Lopez, 2001).
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La gema es de color amarillo y tiene forma de alfiler,
tiene bordes muy redondeados, la cara superior es
esferoidal y la inferior tiene en el centro un punto
entrante que es donde se inserta el pedicelo que la
sostiene. El espacio entre las células esta cubierto por
un mucilago transparente, que permite a la gema
adherirse a la hoja (Vargas et al., 1984; Gonzalez, 2003;
Lopez, 2001) (Fig.1A).

El micelio de este hongo consiste de hifas hialinas, bien
desarrolladas, septadas y profundamente ramificadas,
gue generalmente crecen en forma de abanico; siendo
el color caracteristico el blanco, amarillo o anaranjado
(L6pez, 2001) (Fig.1B-C).
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Figura 1. A) Gema de Mycena citricolor en forma de alfiler; B) Hifas
del Mycena citricolor; C) Micelio del Mycena citricolor in

vitro.

2.1.2. Descripcion de la enfermedad

El ojo de pollo causada por el hongo M. citricolor, es una
de las enfermedades mas graves en las plantaciones de
café en américa latina (Canet e Ibarra, 2002). Se
caracteriza por la aparicion de manchas de color marrén
en las hojas de 0.5 a 1 cm de diametro y causa una gran
defoliacion (Rao et al.,, 1987; Guilcapi, 2009),
disminuyendo notablemente el area fotosintética. Segun
Porras (2000) los cafetos defoliados ocupan sus
reservas alimenticias en la produccion de nuevo follaje y

no en la produccion de frutos y los pocos frutos formados
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son atacados también por la enfermedad, de tal forma
gue se vuelven muy susceptibles a la caida (Fig. 2).

La infeccibn se da cuando el propagulo o gema se
desprende al ponerse en contacto con el agua (Avelino
et al., 2007). Cuando el hongo esta dentro el desarrollo
del micelio empieza a invadir los tejidos de las hojas
penetrando profundamente en el parénquima y comienza
su actividad al modificar las células constitutivas y
transformando la clorofila, dando origen a las lesiones

caracteristicas del hongo (Borbon, 1999).
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Figura 2. A) Desarrollo de la enfermedad; B) Mancha del ojo de pollo

en las hojas del café.
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2.1.2.1. Epidemiologia

Se sabe que la enfermedad se desarrolla particularmente
en zonas humedas con poca luz. De hecho la lluvia
contribuye mucho hacia la liberacion y diseminacion de
propagulos y hacia la infeccién, la cual ocurre solo en

presencia de agua (Avelino et al., 2007).

Las temperaturas entre 18 y 24°C, precipitaciones
anuales de 2.000 a 4.000 mm y uno o mas meses del
afio sin excesos de agua, favorecen al desarrollo del
patdgeno. Por lo tanto, el desarrollo de la enfermedad no
depende Unicamente de la temperatura sino también de

la humedad relativa del ambiente (Lopez, 2001).

Otras caracteristicas importantes de este hongo son la
capacidad de sobrevivir en tejidos muertos y la facultad
de mantenerse inactivo durante los meses de sequia.
(Fischersworring y Robkam, 2001; Cardenas, 2007).
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2.1.2.2. Mecanismo de patogénesis del Mycena
citricolor

Sequeria and Steeves (1954) han reportaron un &cido
indolacético — oxidasa que es responsable de algunos de
los efectos patdégenos de este hongo. Asi mismo el modo
de penetracion del hongo fue observado por Rao y
Teweri (1987), donde observaron la presencia de acido
oxalico sobre cristales tetraédricos perfectos compuestos
de oxalato de magnesio, tanto en los puntos de infeccion
como en el tejido necrdtico, por lo que se sugirieron que
estos cristales jugaban un papel importante en la
patogénesis del hongo. El &cido oxalico es liberado por
el hongo antes de la penetracién sobre el tejido de la
planta donde el calcio de las paredes celulares es
capturado, de esta manera el tejido se debilita y permite
la entrada de la hifa, y posteriormente el desarrollo del
patdégeno.
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2.2. Descripcion general de los hongos
analizados

2.2.1. Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr.

Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Polyporales
Familia: Polyporaceae

Género: Pycnoporus

Hongo saprofito de carpoforo correoso, de 20 a 60 cm de
diametro, de vistosa fructificacion semicircular dispuesta
en repisa, color rojo anaranjado, con superficie lisa a
ligeramente marcada en zonas concéntricas. Habita
sobre troncos, ramas, tocones, empalizadas de maderas
frondosas, pudiendo hacerlo también sobre coniferas
(Bobadilla, 2004; Valenzuela, 2000; Mycobank, 2011).

11
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2.2.2. Schizophyllum commune

Phylum:  Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden: Agaricales

Familia: Schizophyllaceae

Posee un carpoforo en forma de concha o de abanico de
0,5-5 cm de diametro; presenta bordes enrollados hacia
abajo y en su parte superior es blanco grisaceo o pardo
gris; con frecuencia es lanoso o felpudo. Los cuerpos
fructiferos generalmente estan adheridos en forma lateral
al sustrato, aunque algunos presentan un pie o estipite
pequefio, de 0,3-0,8 cm de longitud y 0,3-0,5 cm de
ancho (Bran et al., 2009; Chaves et al., 2008).

2.2.3. Xylaria feejeensis (Berk.) Fr.
Phylum: Ascomycota
Clase: Pyrenomycetes

Orden:  Xylariales

Familia: Xylariaceae

12
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Cuerpo fructifero erecto, simple, con una altura total de
6-26 mm, la cabeza fértil mide 22.5 mm de alto x 1.5-3
mm de diametro, cilindrico ligeramente claviforme, recto
o ligeramente curvado, aplanado. El estroma con apices
redondeados y fértiles, ostiolos papilados que le
confieren un aspecto rugoso al estroma, la corteza
exterior negra correosa de 15-20 micras de espesor, el
interior blanco cremoso, sélido y esponjoso. Peritecios
inmersos, subglobosos, de 0.3-0.5 mm de didmetro,
tiene ostiolos ampliamente coénicos, negros de 170
micrometros de diametro (Medel et al., 2008; Fournier,
2009).

2.2.4. Pleospora spp

Phylum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden:  Coniochaetales
Familia: Coniochaetaceae

Género: Pleospora

Ascomas inmersos en posicion peritecial. Pared

compuesta por varias capas de pequeiias células
13
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marron. Posee una Unica asca fusiforme con un pequefo
anillo apical. Ascosporas elipsoides fusiformes, hialinas,
germinando en el asco y la formacion de pequefas
asconidias con estructura ramificada, asexual, alantoides

e hialinas (Ramaley, 1997).

2.2.5. Trichoderma

Phylum: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycetes
Orden: Hyphales (Moniliales)
Familia: Moniliaceae

Trichoderma sp. se caracteriza por poseer conidioforos
hialinos, erectos, muy ramificados y sin verticilos, las
ramas son sencillas o estdn agrupadas y los conidios
son hialinos, unicelulares, de forma ovoide y se originan
en pequefios racimos terminales. Se puede identificar
facilmente en medio de cultivo por su rapido crecimiento
y por las masas de conidios verdes. Es un saprofito
comun de suelo y madera (Hidalgo, 1989; Domsch et al.,

1993; Porras, 2000).
14
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2.3. Control Biologico

El Control Biolégico consiste en el empleo o utilizacion
de enemigos naturales como patdégenos, depredadores y
parasitoides, con el propdsito de mantener las
poblaciones (Alomar et al., 2005). Su objetivo es reducir
la densidad del indculo o de las actividades del patégeno
0 parasito en su estado activo o latente. En esta relacion
hay multiples factores involucrados, como: el

hospedante, el parasito y el ambiente (Porras, 2000).

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que
presentan efectos antagonicos con otros
microorganismos y esta accion puede ser aprovechada
como una forma de control biolégico de patdgenos
vegetales (Fernandez, et al., 2001). En el caso de los
hongos, los mas utilizados en control biolégico son los de
la clase Hyphomycetes y de éstos, varias especies de
los géneros Trichoderma (Infante et al., 2009; Ezziyyani
et al., 2004) y bacterias de Actinomicetales, Psudomonas
(Ezziyyani et al., 2007).

Los mecanismos de accién por medio de los cuales los
antagonistas afectan a los fitopatégenos son:
15
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Antibiosis: Se define como el antagonismo a través de
metabolitos, fungicidas o antibiéticos como compuestos:
enzima litica, compuestos volatiles, sideréforos u otras

sustancias toxicas (Wafaa et al., 2007).

Competencia: Constituye un mecanismo de accion
antagonica muy importante. Suprime el desarrollo de un
microorganismo, ya sea, por la lucha por espacio,
nutrientes o cualquier otro factor ambiental que limite su

desarrollo (Porras, 2000).

Micoparasitismo: Es definido como una simbiosis
antagonica entre organismos. Generalmente, estan
implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasa,
celulasa, bl, 3-glucanasa y proteasa, que rompen las

estructuras de los hongos parasitados (Infante, 2009).

Janisciewicz y Korsten (2002) que mencionan por lo
general mas de un mecanismo puede estar implicado en
el biocontrol y en ningln caso se ha observado que
exista un solo mecanismo de accion involucrado en el

control del patégeno (Bautista, 2006).

16
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Objetivos

3.1. General

Evaluar la eficacia de la aplicaciéon de cinco cepas de
hongos nativos como controladores biolégicos del M.

citricolor en el cultivo de café.

3.1. Especificos

- Caracterizar morfologicamente aislamientos de
Mycena citricolor que crecen en distintas zonas de
vida en los cantones Olmedo y Chaguarpamba.

- Probar la eficacia de la utilizacion de hongos
nativos como controladores biolégicos del Mycena
citricolor, en condiciones in vitro.

- Determinar los mecanismos de antagonismo que

presentan los hongos estudiados.

18



4.MATERIALES Y METODOS



Materiales y Métodos

4.1. Ubicacién

El experimento se llevo a cabo en el sur de Ecuador,
provincia de Loja, cantones Olmedo (1200 m s.n.m) y

Chaguarpamba (1050 m s.n.m).

4.2. Muestreo

Los cantones fueron separados en tres zonas de vida
clasificadas segun Holdridge (1967) en: Bosque muy
seco Tropical (bms- T), Bosque seco Montano Bajo (bs-
MB) y Bosque seco Pre Montano (bs-PM). En cada una
de ellas se establecieron dos parcelas de 400 m? (Fig. 3).
De las plantas de café que presentaban la enfermedad,
se muestrearon diez individuos diferentes y de cada una
se colectaron diez hojas al azar. Esta actividad se realiz6
basandonos en el método planteado por Mostacedo y
Fredericksen (2000).

20
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ZONA DE MUESTREO

\, Uso_actual.shp
Il Cafe arbolado

Zonas de vida.shp

[ bosque muy seco - Tropical

[C_] bosque seco - Montano Bajo

[[17]] bosque seco - Pre Montano

@® PUNTOS DEMUESTREO
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Figura 3. Localizacion de la zona de muestreo

4.3. Aislamiento del Mycena citricolor

Retiramos de la hoja de café infectada una porcién de
1x1 cm (Arzate et al., 2006), mitad sana y mitad enferma
y la desinfectamos con hipoclorito de sodio al 1% por un
minuto, para luego ser enjuagadas con agua destilada
estéril y se secaron con papel filtro estéril (Agrios, 2002).
Estos segmentos de hojas fueron sembrados en cajas
Petri que contenian medio de cultivo MEA (Malt extract
agar) y se incubaron a 25°C (Mier et al., 2002).

21
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4.4. Caracterizacion  morfolégica del Mycena

citricolor

Con el fin de hacer una caracterizacién morfolégica del
M. citricolor y para evidencia o descartar posibles
morfotipos de esta especie se tomaron 20 gemas de
cada sitio de estudio y con ayuda de un estereoscopio y
el programa Imagine Tools Sofware version 3.0,
medimos el diametro de la gema (mm), longitud del
pedicelo (mm) y el largo total de la gema del M. citricolor

como se indica en la Fig. 4 (L6pez, 2001).

D1

-

D3

D2

Figura 4. Medias tomadas del cuerpo fructifero de M.
citricolor: D1= diametro de la gema, D2= longitud del

pedicelo y D3= Largo total.
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Las mediciones microscopicas correspondieron al ancho
y largo de 50 conidias por cada sitio de muestreo
(Anexo 1y 2).

4.5. Pruebas de Antagonismo y Porcentaje de

Inhibicion

Se tom6 un disco de 5 mm de diametro de micelio de un
hongo nativo y se lo deposité en un extremo de la caja
Petri, en el otro extremo sembramos el M. citricolor, y
evaluamos midiendo el radio de crecimiento (cm) de los
hongos cada 24 horas aplicando la escala planteada por
Bell et al., (1982) citado por Arzate et al., (2006) donde:

1 El hongo nativo crece por completo sobre el
patégeno y cubre la superficie del plato.
2: El hongo nativo cubre al menos 2/3 partes de la

superficie del medio respecto al fitopatégeno.

3: Ambos hongos cubren la mitad de la superficie del
plato.
4. El patégeno coloniza 2/3 partes del plato respecto

a el hongo nativo.

23
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5: El patégeno rodea por completo al hongo nativo y

cubre la superficie del plato.

Se considerd que los hongos que se encuentren dentro
de las clases 1, 2 y 3 serian los que presenten

antagonismao.

Se hicieron 4 repeticiones para cada tratamiento que
corresponde a las 4 cepas de los hongos nativos y 1
testigo (Fig. 5). Las cepas de los hongos nativos y el
testigo se obtuvieron de la coleccién del laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Técnica Particular de

Loja. Los tratamientos fueron:

T1= M. citricolor + Pleospora spp.

T2= M. citricolor + Schizophyllum commune

T3= M. citricolor + Xylaria feejeensis

T4= M. citricolor + Pycnoporus sanguineus

T5= M. citricolor + Trichoderma harzanium (Testigo)

24
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Figura 5. Prueba de antagonismo con 4 repeticiones cada
tratamiento.

4.6. Evaluacion por competencia de espacio

Al reverso de cada caja se dibujaron orientaciones fijas:
Norte, Sur, Este y Oeste (Alvarez et al, 2001) (Fig. 6) y
con ayuda de una regla milimetrada, medimos cada dia
los radios de crecimiento del patogeno (RCP) y de los
antagonistas (RCA) (Fernandez et al., 2009) tanto para
el testigo como para los cultivos duales. Asi mismo se
determind el porcentaje de inhibicion de crecimiento
radial (PICR), y se calculé con base a la siguiente
formula (Arzate et al., 2006; Aceves et al., 2009;
Fernandez et al., 2009):

25
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PICR = [(D1-D2)/D1x100] empleando la férmula de
Ezziyyani et al. (2004); donde:

D1 = radio del patégeno testigo

D2 = radio del patdgeno frente al posible antagonista

La evaluacion por competencia de espacio fue
considerada a los 12 dias de sembrados los hongos,

cuando el patégeno cubrié totalmente la caja Petri en el

tratamiento testigo (sin el hongo antagonista).

Figura 6. Orientacion dibujada en la parte posterior de la caja

Petri tanto en el testigo y en los cultivos duales.

4.7. Determinacién de micoparasitismo

De los hongos que presentaron efecto antagonico se

tom6 una porcion de la franja de unién con una aza
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estéril. Se colocdé en un portaobjetos con una gota de
azul de metileno y KOH, y se evalué la interaccion de las
hifas por observacion en un microscopio éptico Olympus
CX31 con camara incorporada Cannon Eos Rebelt T2I
con lente Canon 60mm, con aumento de 100x. La
evaluacion consisti6 en identificar el tipo de
micoparasitismo: la  deformacién,  vacualizacion,
penetracion, enrollamiento, estrangulamiento,
fragmentacién del micelio de los patégenos causados
por las cepas antagolnicas (Martinez et al., 2008; Reyes
et al., 2008; Quiroz et al., 2009). Se analizaron 4

muestras por tratamiento.

El andlisis estadistico se realiz6 haciendo un analisis de
varianza (Anova), y la prueba de comparaciones de
Tukey con el programa estadistico SPSS version 15.0

para Widows.
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Resultados

5.1. Caracterizacion  morfoldégica del Mycena
citricolor

En promedio en los sitios de muestreo, el largo del
estipite o pedicelo del cuerpo fructifero tiene un rango de
(0,2) 0,9-1,2 (1,9 mmy (0,2) 0,2 (0,3) mm de ancho de
la gema. Mientras que los resultados de andlisis de
varianza que se exhibe en la Tabla 1, indica que no hay
diferencias significativas en el largo del estipite o
pedicelo (P= 0,819) ni en el ancho de la gema (P=0,929)
del cuerpo fructifero en estado asexual en las diferentes
zonas de vida (Figura 7).

Tabla 1. Andlisis de varianza de largo del estipite y ancho de la
gema

Suma de Media
cuadrados | gl | cuadratica | F Sig.

Largo de Estipite * Sitio  Inter-grupos (Combinadas)

Intra-grupos
grup 9,126 57 0,160

Total
9,190 59

Ancho de la Gema* Sitio  Inter-grupos (Combinadas)
Intra-grupos
0,130 57 0,002

Total
0,130 59

de Muestreo 0,064 2 0,032 0,201 0,819

de Muestreo 0,000 2 0,000 0,073 0,929
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Largo de Estipite

Sitio de Muestreo

Figura 7.

Las mediciones de las conidias, presentaron unas
dimensiones entre los rangos de (3) 5 - 6 (8) um de largo
y de (1) 1-1,5 (3) um de ancho. El resultado de analisis
de varianza en la tabla 2 demuestra que no existe
diferencia significativa entre largo (P=0,278) y ancho
(P=0,701) en los sitios de estudio (Fig. 8).

Tabla 2. Andlisis de varianza de largo y ancho de las conidias de M.

Ancho de laGema

B
H : :

Sitio de Muestreo

A) Largo del Estipite y B) Ancho de la gema de M.
citricolor en cada sitio de muestreo muestran que no

existen diferencias significativas entre las medias.

citricolor.
Suma de i At i
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Largo  Inter-grupos 2,813 2 1,407 1,291 0,278
Intra-grupos 160,180 147 1,090
Total 162,993 149
Ancho  Inter-grupos 0,093 2 0,047 0,357 0,701
Intra-grupos 19,240 147 0,131
Total 19,333 149
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Largo (um)
Ancho {um)
*

*
*

Sitio Sitio
Figura 8. A) Largo de las conidias y B) ancho de las conidias

en los distintos sitios de muestreo no muestran
diferencias significativas.

5.2. Pruebas de Antagonismo y Porcentaje de

Inhibicion

Los hongos que se encuentran dentro de las clases 1,2y
3 en la escala de Bell son los que presentan
antagonismo es asi que Unicamente  Pycnoporus
sanguineus presenta actividad antagolnica frente a M.
citricolor ubicandose en la clase 3, donde ambas
especies cubren la mitad de la superficie del plato que
corresponde a la clase 3 (97,5%). Ademas el testigo
Trichoderma harzianum presenta un antagonismo escala

1 (70%) y escala 2 (30%) en el cual, este hongo crece
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por completo sobre el M. citricolor y cubre las 2/3 partes

de la superficie del medio (Tabla 3, Fig. 9).

Tabla 3. Andlisis de antagonismo planteada por Bell et al., (1982).

Escala
de Bell

P. spp (%)

X. feejeensis
(%)

S.commune
(%)

P. sangu
(%)

Testigo:
T.harzianum
(%)

ineus

0

0

0

70

0

0

25

30

8,8

0

0

97,5 0

91,2

100

58,5

0

[S2 T B (VR VI o

41,5

0

100,07

80,07

60,0

Porcentaje

40,07

20,0

0,0

Figura 9

3 4

Escala de Bell

Hongos

M Picospora spp

B schyzophylum comume
[ xylaria feejeensis

B Pycnoporus sanguineus
[J Trichoderma harzanium

MvsPI= M. citricolor +
Pleospora spp.

Mvs Sch= M. citricolor
+ Schizophyllum
commune

Mvs X= M. citricolor +
Xylaria feejeensis

Mvs P= M. citricolor +
Pycnoporus
sanguineus

Mvs T= M. citricolor +
Trichoderma
harzianum

Escala de antagonismo planteada por Bell et al.,
(1982) indica que P. sanguineus y T. harzianum
muestran antagonismo ubicandose en clase 1, 2y 3.
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5.3. Competencia por espacio

Los radios de crecimiento de los antagonistas (RCA) y
los radios de crecimiento del patogeno (RCP) se
presentan en el Anexo 3. En base a los promedios, el
testigo Trichoderma harzianum, tiene un promedio de
crecimiento de 4,7 cm frente a la enfermedad (1,13 cm).
A su vez, Pycnoporus sanguineus obtuvo un promedio
de 3,6 cm frente al crecimiento del M. citricolor de 3,15
cm (Fig. 10 y 11). En los otros casos los radios de
crecimiento de M. citricolor fueron superiores con

respecto a los radios de crecimiento que presentaron los

antagonistas.

Figura 10. A) Antanonismo de P. sanguineus frente a M.
citricolor y B) T. harzianum frente a M. citricolor in
vitro.
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4
g 3 #’—N
E 2 / Pycnoporus
T 1 sanguineos
g O 4 T T T T T T T T T 1 3 3
e |1, Citricolor
1 2 3 45 6 7 8 9101112
Dias
Figura 11. Crecimiento radial de M. citricolor frente aislamientos

de hongos nativos en cultivos duales, por 12 dias de
evaluacion en donde Unicamente P. sanguineus y T.
harzianum muestran radios superiores a M.
citricolor.

El andlisis de varianza muestra que existen diferencias
significativas entre tratamientos (Tabla 4) y la prueba de
comparaciones multiples de Tukey indica que los
tratamientos con P. sanguineus y T. harzianum son

distintos a los otros tratamientos probados (Anexo 4).

Tabla 4. Andlisis de varianza del radio de crecimiento de los
antagonistas (RCA) y radio de crecimiento del patégeno (RCP) en
los distintos tratamientos.

Suma de | Media = si
cuadrados 9 cuadratica 9:
Radio de Cr_emmlento Inter- 36,002 a 9,001 21,89 0,000
del Antagonista grupos 0
Intra- 6,168 15 0,411
grupos
Total 42,170 19
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En el comportamiento de los cultivos duales con
respecto a la reduccion del crecimiento de M. citricolor,
se observa que para el doceavo dia, Trichoderma
harzianum fue quien exhibi6 el mayor porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR) con un 78,3 %,
seguido de Pycnoporus sanguineus con un 30,6 %. Los
demas tratamientos mostraron una reduccion del

crecimiento del M. citricolor menor al 20% (Fig. 12).

El andlisis de varianza muestra diferencias significativas
de PICR entre tratamientos (P= 0,000) (Fig. 13) y
conforme al analisis de subconjuntos homogéneos de
Tukey (Tabla 6), se evidencia que el testigo T. harzianum
tiene diferencias significativas con los tratamientos
estudiados; asi mismo P. sanguineus difiere
estadisticamente con los tratamientos: Schizophyllum

commune, Xylaria feejeensis, y Pleospora spp.
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80,0

60,0

40,07

PICR %

20,0

8

Figura 12.

Jud J

Tratamiento

] . MvsPI
- - MvsSch
D MvsX
— - MvsP
D MvsT

] MvsPI= M. citricolor +

Pleospora spp.

Mvs Sch= M. citricolor
+ Schizophyllum
commune

Mvs X= M. citricolor +
Xylaria feejeensis

Mvs P= M. citricolor +
Pycnoporus
sanguineus

Mvs T= M. citricolor +
Trichoderma
harzianum

9 10 11 12
Dia

En los tratamientos de M. citricolor frente a
Pleospora spp. (MvsPl), M. citricolor con S.
commune (MvsSch), M. citricolor con X. feejeensis
(MvsX), M. citricolor con P. sanguineus (MvsP) y T.
harzianum (MvsT) frente a M. citricolor la Inhibicion
del crecimiento radial (PICR) de M. citricolor a partir
del octavo dia hasta el doceavo dia, muestra que P.
sanguineus (MvsP) y T. harzianum (MvsT) son los
Unicos que inhiben a M. citricolor.
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80,07

60,07
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0z 40,0
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20,07
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T T T T T
MvsPI MvsSch MvsX MvsP MvsT
Tratamiento
Figura 13. El Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial

(PICR) en los distintos tratamientos muestra que
existen diferencias significativas entre M. citricolor +
T. harzianum (MvsT) y los demds tratamientos al
igual que M. citricolor + P. sanguineus (MvsP) que
difiere de los otros tratamientos.

Tabla 6. Subconjuntos homogéneos de los tratamientos estudiados
(HSD Tukey).

_ ‘ Subconjunto para alfa = .05
Tratamiento N
2 3 4 1

HSD de MvsSch 5 1000
Tukey(a) MysX 5 5,060

MvsPI 5 10,940 10,940

MvsP 5 19,900

MvsT 5 69,100

Sig. ,063 ,169 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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5.4. Determinacion de micoparasitismo de P.

sanguineus y T. harzianum sobre M. citricolor

P. sanguineus parasité y causé la destruccion o lisis en

las hifas de M. citricolor (Fig. 14).

Figura 14.

A) Hifas de M. citricolor, B) Penetracion (P) de P.
sanguineus en hifas de M. citricolor. C) Lisis (L) de
las hifas de M. citricolor causada por el antagonista
P. sanguineus.
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Por otro lado el parasitismo del testigo Trichoderma
harzianum se presenta formando conidias sobre las hifas
de M. citricolor (Fig. 15A), enrollandolo y deformandolo
(Fig.15C). Ademas, T. harzianum rodea las conidias de

M. citricolor causando deformaciones como septos muy

marcados y mayor grosor (Fig. 15E).
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Figura 21.

A) Formacién de conidias (f) de T. harzianum sobre las
hifas de M. citricolor. B) Hifas de M. citricolor sin la
presencia del antagonista. C) Enrollamiento y Deformacion
(d y e) de las hifas de M. citricolor en presencia de T.
harzianum. D) Conidias (c) de M. citricolor sin presencia
del antagonista. E) Deformacion de conidias de M.citricolor
(M) en presencia de T. harzianum (M.
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Discusion

6.1. Caracterizacion morfoldgica

En América latina algunos grupos de hongos
Basidiomycota y Ascomycota no han sido investigados.
Segun un proyecto de biodiversidad micolégica del
Ecuador de la PUCE M. citricolor ha sido reportado para
nuestro pais, pero es escasa la informacion cientifica
referente a estudios morfolégicos y moleculares de M.
citricolor que permitan confrontar con los resultados de
nuestro estudio. Esta consideracion se fundamenta, en
los trabajos realizados por Rao et al., (1987) y Avelino et
al., (2007) que afirman que la especie se limita al

continente americano de donde es originaria.

En la caracterizacion morfologica de las gemas vy
conidias del M. citricolor que crece en Olmedo y
Chaguarpamba, no se encontrd diferencias estadisticas
significativas. Estos resultados son parecidos al trabajo
de Lépez (2001), que exhibe medidas de la longitud de
pedicelo de 1.11 y 0.24 mm de didmetro de la gema,

medidas parecidas a las de nuestro estudio donde el

43



Discusion

largo del estipite o pedicelo tiene un rango de (0,2) 0,9-
1,2 (1,9 mmy (0,2) 0,2 (0,3) mm de ancho de la gema.

A pesar de revisar varios estudios de caracterizacion
morfoldgica del M. citricolor (Vargas, 1994; Porras 2000;
Lopez, 2001; Rivillas et al., 2011) no se pudo encontrar
un estudio a nivel microscopico que hayan medido las
conidias; nuestra investigacion, con los resultados
obtenidos presentan datos inéditos para la especie
estudiada, en donde las conidias de M. citricolor
muestran un rango de (3) 5 - 6 (8) um de largo y de (1) 1-
1,5 (3) um de ancho y no presentan diferencias
estadisticamente significativas en las distintas zonas de

vida.

Conforme a los resultados de nuestra investigacion vy
considerando que la coleccion de muestras para el
estudio morfolégico consistidé en un muestreo de hojas
directamente de la planta en estado vivo, M. citricolor se
propaga en la zona de estudio por reproduccion asexual
a través de conidias. En 1999, Wang y Avelino quienes

citan a Carvajal (1939), manifiestan que la reproduccién
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sexual (desarrollo de carpoforos) en M. citricolor es
bastante raro y ocurre principalmente en las hojas
muertas al final de la epidemia, lo que parece sugerir que
cualquier participacion de basidiosporas en el desarrollo
de la epidemia es insignificante (Mora et al., 1989;
Avelino et al., 2007; Rivillas et al., 2011).

Segun Wellman (1950); Bonilla (1980); Borbén (1999) y
Avelino et al., (2007) demostraron que para el desarrollo
de M. citricolor son favorables zonas humedas (80 a
95%), altitudes entre los 1100 y 1550 m s.n.m. con
temperaturas entre 18° y 24° C lo que probablemente
contribuye a acortar el periodo de latencia. Estos autores
demostraron que precipitaciones altas y abundante
sombra constituyen variables ambientales propicias para
facilitar la propagacion de la enfermedad. En este
contexto, en un estudio realizado por el Programa
Forestal (2004) en los cantones Olmedo vy
Chaguarpamba, demostraron que las precipitaciones
oscilan entre los 1000 y 1500 mm y temperaturas 20 a
22 °C lo que significaria que se tendria las condiciones

favorables para el desarrollo de la enfermedad. A pesar
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de que el estudio se realizd en distintas zonas de vida
sus condiciones climaticas no difieren de manera
relevante, lo que podria ser la causa para que en nuestro
estudio no se encuentren morfotipos de esta especie.
Estos resultados son parecidos al trabajo de Lopez
(2001), que no encontro diferencias significativas entre el
largo del pedicelo y ancho de la gema en varias zonas
cafetaleras de Costa Rica.

6.2. Pruebas de Antagonismo

Para las pruebas de antagonismo usamos los hongos
nativos: Pleospora spp., Schyzophylum commune,
Xylaria  feejeensis, = Pycnoporus  sanguineus Yy
Trichoderma harzianum puesto que muchos de los
intentos de introduccion de microorganismos forasteros
fracasan por la incapacidad del microorganismo
introducido de vencer la competencia por espacios y
nutrimentos de los microorganismos locales mejor
adaptados, de manera que los introducidos mas
temprano que tarde son eliminados. Una salida a esta
disyuntiva es la seleccion de microorganismos locales

con las caracteristicas deseadas (Valencia et al., 2001).
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Conforme a los estudios realizados por Cook (2000), la
capacidad antagonica de algunas cepas de hongos hacia
hongos fitopatégenos se puede definir con base en la
destruccion total o parcial de las poblaciones de
patdogenos. Bajo este marco de referencia, podemos
decir que Pycnoporus sanguineus tiene capacidad
antagonica a pesar de controlar parcialmente al M.

citricolor en condiciones in vitro.
6.2.1. Mecanismos de antagonismo

Los mecanismos de antagonismo fueron denotados con
las interacciones hifales en donde P. sanguineus tuvo la
habilidad de destruir y penetrar las hifas de M. citricolor,
efectos que pueden estar relacionados con la produccion
de enzimas, que son un componente importante en el
proceso de micoparasitismo. Siqueria et al., (1997)
relatan la presencia de tres importantes enzimas
hidroliticas, a-amilasa, B-glicosidasa y xilanasa en
micelios de P. sanguineus. Smania et al., (1998) y Peiter
(2007), observaron la sintesis de metabolitos
secundarios y la actividad antimicrobiana contra

bacterias de productos alimenticios.
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Asimismo Assi (2005) y Viecelli et al. (2009, 2010)
utilizaron extractos acuosos de basidiocarpos de P.
sanguineus para el control de Calletotrichum
lindemuthianum en ensayos in vitro y en condiciones de
campo, en un cultivo de frejol, concluyendo que hubo
control del patdgeno, tanto por actividad antimicrobiana
directa, a través de inhibicion de germinacion de
conidios, como por induccién de resistencia local y
sistémica, a través de actividad de peroxidasas (Peiter,
2007). Mientras que obtuvieron resultados semejantes
con una reduccion de severidad de la mancha angular de
frejol, en condiciones de campo, (De Oliveira et al.,
2011).

La colonizacion del area compitiendo por espacio y
nutrientes es una manera de ejercer biocontrol, al reducir
o detener completamente el desarrollo del micelio
(Dennis y Webster, 1971) en Arzate et al., 2006. En
estudios de laboratorio Sandoval et al., (2002),
informaron un elevado nivel de competencia por el
sustrato de la cepa A-34 de Trichoderma harzianum Rifai
respecto a R. solani, Fusarium solani (Mart.) Sacc., F.

oxysporum Schl., Sclerotium rolfsii Sacc., Macrophomina
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phaseoli (Maubl.) y Phytophthora sp. (Garcia et al., 2006;
Martinez et al., 2008).

En nuestro estudio T. harzianum enrrolla y deforma las
hifas de M. citricolor. Bernal et al., (2004) en Reyes et al.,
(2008) encontraron enrollamiento y penetracion de
Trichoderma en Fusarium oxysporum f.sp. cubense (E.F.
Smith) Snyd & Hans. Mientras que estudios realizados in
vitro en 1971 por Salas, determinaron que diversos
aislamientos de Trichoderma fueron capaces de
parasitar y provocar lisis del micelio de M. citricolor

mediante produccion de toxinas (Vargas, 1984).

Por otra parte 5-hidroxivertinolide un butenolide
diferente de vertinolide fue aislado del hongo T.
longibrachiatum Rifai aggr. el cual es antagonico para el
hongo Mycena citricolor, el agente responsable del ojo
de gallo (Andrade et al., 1992).

Los hongos Pleospora spp., Xylaria feejeensis vy
Schizophylum commune no presentaron actividad
antagonica pero mediante revision bibliografica se

conoce que el género Xylaria ha sido reconocido por ser
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un eficiente productor de metabolitos secundarios tales
como Terpenoides, Xyloketal y Cytochalasin (Gu y Ding,
2008) que inhiben el crecimientos de patdgenos de
plantas, hongos, bacterias y humanos (Davis. et al.,
2003). Asi mismo se ha reportado que Xylaria sp.
(aislado de Ginkgo biloba L.), posee un compuesto
quimico  (7-amino-4-metilcumarina) con una amplia
actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos como
Aspergillus niger van Tieghem y Penicillium expansum
Link (Ramos et al., 2010). Ademas Sordaricin, un
metabolito aislado del hongo Xylaria sp. presenta
actividad antifungica moderada contra Candida albicans
(Liu et al. ,2008).

Por otro lado de acuerdo con Tsujiyama y Minami (2005),
encontraron actividad fenol- oxidasa la cual fue
detectada principalmente en zonas de confrontacion
entre los hongos y debajo de los micelios durante el
combate interespecifico en los que han participado
Schizophyllum commune en agar y ademas se
establecio la produccion de enzimas lignoliticas

mangneso peroxidasas y lacasas durante la interaccion
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de Schizophyllum commune con Trichoderma viride
(Chinomso, 2010).

Xylaria a pesar de mostrar actividad antagonica por
antibiosis contra algunos hongos y bacterias, es posible
que distintos factores quimicos con actividad
antagonica sean producidos y dependientes de las
interacciones especificas entre especies del género
Xylaria con diversos microorganismos (Ramos et al.,
2010), esta podria ser una razéon por las que Xylaria
feejeensis y Schizophyllum commune no mostraron

antagonismo para M. citricolor.
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Conclusiones

Se encontrd al M. citricolor en su estado asexual,
en donde el largo del pedicelo tiene un rango de
(0,2) 0,9-1,2 (1,9) mm y el diametro de la gema un
rango de (0,2) 0,2 (0,3) mm medidas que estan
dentro de los rangos presentadas por otros

autores.

En M. citricolor no se pudo encontrar un estudio a
nivel microscopico, sin embargo en nuestro
estudio las conidias mostraron medidas de (3) 5 -
6 (8) um de largo y de (1) 1-1,5 (3) um de ancho.

En las pruebas de antagonismo P. sanguineus,
presentd parasitosis y destruccién de las hifas de
M. citricolor, mientras que T. harzianum enrolla y
deforma al M. citricolor y ademas rodea las
conidias de M. citricolor causando deformaciones
como septos muy marcados y de mayor grosor

como mecanismos de antagonismo.

Trichoderma harzianum sigue siendo el mejor

antagonista para M. citricolor.
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Recomendaciones

Para futuras investigaciones recomendamos
primeramente estandarizar los hongos, objeto de
estudio, en un mismo medio de cultivo para
asegurarnos de que creceran bajo las mismas

condiciones.

Seria importante elaborar un estudio a nivel
genético para determinar si existe variabilidad
genética de M. citricolor en distintas zonas de

vida.

Ademés realizar un estudio de metabolitos
secundarios que permita conocer los compuestos
gue son responsables del antagonismo de los

hongos estudiados.
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Anexos

Anexo 1

Mediciones de Largo y Ancho de conidias de M. citricolor
en los diferentes sitios de muestreo.

Sitios de Muestreo
P1* p2* P3*
Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho

# (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm)

6 2 6 1 8 1
2 5 2 5 1 5 1
3 5 1 5 1 5 1
4 6 1 6 1 6 1
5 5 1 7 1 6 1
6 6 1 5 7 1
7 5 1 7 2 6 1
8 7 1 6 2 6 1
9 6 1 7 1 5 1
10 7 1 6 1 4 1
11 6 1 5 1 4 1
12 6 1 7 1 5 1
13 4 1 3 1 5 1
14 5 1 5 1 4 1
15 4 2 5 1 5 1
16 4 1 6 1 6 1
17 5 1 5 1 6 1
18 5 1 5 1 4 2
19 5 1 6 1 5 1
20 5 1 5 1 3 1
21 7 2 4 1 4 1
22 6 1 7 1 5 1
23 6 1 5 1 3 1
24 6 1 4 2 4 1
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25 6 1 6 1 7 2
26 7 1 5 1 5 1
27 5 1 5 1 4 1
28 7 2 4 1 4 1
29 5 1 5 1 6 1
30 5 1 4

31 7 1 6 2 3 1
32 7 1 5 1 4 1
33 6 2 6 2 4 1
34 4 1 5 1 5 1
35 6 1 6 1 4 2
36 5 1 6 1 4 1
37 5 1 4 1 4 1
38 4 1 5 1 4 1
39 5 1 5 1 5 1
40 5 4 1 6

41 4 1 4 1 7 1
42 5 1 5 1 6 1
43 5 5 1 7

44 6 1 6 1 7 1
45 4 1 5 3 6 2
46 7 1 4 1 7 1
47 6 1 4 1 6 1
48 6 1 4 1 7 1
49 5 1 6 1 6 1
50 6 1 5 1 6 2
* Sitio 1: Bosque seco pre Montano (bs-PM) Sitio 2: Bosque

seco Montano Bajo (bs-MB) y Sitio 3: Bosque muy seco Tropical
(bms-T).
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Anexo 2

Mediciones de largo del estipite, diametro de la cabeza 'y
total del cuerpo fructifero de M. citricolor.

Sitio* Estipite] Cabeza | Total Sitio Estipite | Cabeza| Total Sitio Estipite| Cabeza| Total

(mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm) | (mm) (mm) (mm) | _(mm)
P1 1,09 0,17 1,26 P2 1,58 0,29 1,87 P3 1,25 0,16 1,41
P1 0,53 0,09 0,62 P2 0,91 0,20 1,11 P3 1,15 0,18 1,33
P1 1,27 0,19 1,46 P2 0,97 0,17 1,14 P3 1,23 0,14 1,37
P1 1,26 0,27 1,53 P2 1,41 0,21 1,60 P3 1,53 0,17 1,70
P1 0,97 0,15 1,12 P2 1,50 0,23 1,73 P3 1,88 0,20 2,08
P1 1,4 0,27 1,67 P2 1,30 0,21 1,51 P3 0,68 0,17 0,85
P1 1,07 0,25 1,32 P2 1,30 0,23 1,53 P3 1,28 0,17 1,45
P1 0,40 0,19 0,59 P2 1,33 0,28 1,61 P3 0,35 0,15 0,50
P1 0,60 0,19 0,79 P2 1,03 0,22 1,25 P3 0,84 0,13 0,97
P1 0,76 0,24 1 P2 1,53 0,27 1,80 P3 0,24 0,12 0,36
P1 1 0,24 1,24 P2 1,18 0,17 1,35 P3 0,67 0,16 0,83
P1 1,63 0,25 1,88 P2 1,02 0,21 1,23 P3 1,26 0,19 1,45
P1 1,20 0,24 1,44 P2 0,74 0,18 0,92 P3 0,77 0,15 0,92
P1 1,21 0,19 1,39 P2 0,78 0,26 1,04 P3 0,36 0,15 0,51
P1 1,14 0,25 1,39 P2 0,91 0,21 1,12 P3 0,27 0,12 0,39
P1 0,82 0,19 1,01 P2 0,47 0,19 0,66 P3 0,57 0,13 0,70
P1 0,61 0,19 0,80 P2 0,70 0,28 0,98 P3 1,63 0,20 1,83
P1 0,56 0,18 0,74 P2 0,65 0,20 0,85 P3 0,58 0,23 0,81
P1 0,61 0,27 0,88 P2 0,63 0,23 0,86 P3 0,54 0,21 0,75
P1 1,12 0,19 1,31 P2 0,33 0,12 0,45 P3 1,32 0,18 15

*

Sitio 1: Bosque seco pre Montano (bs-PM) Sitio 2: Bosque
seco Montano Bajo (bs-MB) y Sitio 3: Bosque muy seco Tropical
(bms-T).
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Anexo 3

Radio de crecimiento de los hongos estudiados en el ensayo
de antagonismo.

Radio Radio
i Crecimiento del Crecimiento del
Tratamiento e :
M. citricolor antagonista

(RCP) (RCA)
3.9 2,5
M. citricolor vs Barrina sp. 39 2,1
3,9 2,9
3,5 1,7
PROMEDIO 38 23
4,5 1,2
M. citricolor vs Schizophyllum commune. 4.5 14

0 0
4,5 1,4
42 2.2
M.citricolor vs Xylaria feejeensis 4.6 1,8
4 2,5
3,2 0

PROMEDIO R 63
35 3,4
M. citricolor vs Pycnoporus sanguineus 2.8 3.9
33 3,4
3 3,7
PROMEDIO 3.15 26
14 4,7
M. citricolor vs Trichoderma harzianum 14 4.6
038 4,9
0.9 4.6
PROMEDIO 118 ar
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Anexo 4
Comparaciones multiples de Tukey en los distintos
tratamientos contra M. citricolor.
Intervalo de confianza
. Diferencia al 95%
gaf'ab'? 0 ) de medias I?r_ror Sig.
ependiente Trat. Trat. (-) tipico
Limite Limite
Inferior superior
. Mvssch | 1,30 | 045 | 0075 | 0,10 2,70
Efgc'?m‘:gmo gl MvePl MvsX 067 |o045|os8a | -072 | 207
Antagoniota MvsP 1,30 | 045 0075 | -2,70 0,10
9 MvsT 2,40 | 045 0001 | -380 [ -1,00
MvsPI 1,30 | o045/ 0075 | -2,70 0,10
MvsX 0,62 |045] 0650 | -2,02 0,77
MvsSch MvsP 260 |045| o | -400| -120
MvsT 3,70%) |o045| o 510 | -2,30
MvsPI 0,67 |045]| 0584 | -2,07 0,72
MysX MvsSch 062 |045] 0650 | -0,77 2,02
MvsP -1,97¢*) | 0,45 | 0,004 | -3,37 0,57
MvsT 3,07 |045] o0 -4,47 -1,67
MvsPI 1,30 | 045 ] 0075 | -0,10 2,70
MysP Mvssch | 2,60 [o045| o 1,20 4,00
MvsX 1,97¢*) | 0,45 | 0,004 | 0,575 3,37
MvsT 1,10 | o045 0162 | -2,50 0,30
MvsPI 2,40*) | 0,45 | 0,001 | 1,00 3,80
MvsT MvsSch | 3,70¢) | 045]| o 2,30 5,10
MvsX 307 |o045| o | 1675 4,47
MvsP 1,10 | 045 | 0,162 | -0,30 2,50

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 5

Comparacion de Tukey de PICR en los diferentes
tratamientos.

Diferencia InFervan de
. Error . confianza al 95%
10) de medias tipico Sig.
Trat. J) Trat. (-9) Limite Limite
inferior superior
HSD de MvsB MvsSch
Tukey 10,94 380 | 0063 | -0437 22,31
MvsX 5,88 380 | 0546 | - 549 17,25
MvsP -8,96 380 | 0169 | -20,33 2,41
MvsT -58,16(*) 3,80 | 0,000 -69,53 -46,78
MvsSch | MvsB -10,94 380 | 0063 | -22,31 0,43
MvsX -5,06 380 | 0676 | -1643 6,31
MvsP -19,90(%) 380 | 0,000 | -31,27 - 8,52
MvsT -69,10(%) 380 | 0,000 | -8047 57,72
MvsX MvsB -5,88 380 | 05546 | -17,25 5,49
MvsSch 5,06 380 | 0676 | - 631 16,43
MvsP -14,84(*) 3,80 | 0,007 26,21 - 3,46
MvsT -64,04(*) 3,80 | 0,000 75,41 52,66
MvsP MvsB 8,96 380 | 0169 | - 241 20,33
MvsSch 19,90(*) 3,80 | 0,000 8,52 31,27
MvsX 14,84(*) 3,80 | 0,007 3,46 26,21
MvsT -49,20(*) 3,80 | 0,000 | -60,57 -37,82
MvsT MvsB 58,16(%) 3,80 | 0,000 46,78 69,53
MvsSch 69,10(*) 3,80 | 0,000 57,72 80,47
MvsX 64,04(*) 3,80 | 0,000 52,66 75,41
MvsP 49,20(%) 3,80 | 0,000 37,82 60,57

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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