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RESUMEN

El cultivo de la pifia (Ananas comosus) desempefa un rol importante en la economia
del pais, siendo el tercer producto de mayor exportacion costarricense después de los

dispositivos médicos y el banano.

Desafortunadamente, la expansién de este cultivo trajo consigo desventajas, como
la expresion de muchas enfermedades, entre ellas la fusariosis, producido por el patégeno
Fusarium sp que en consecuencia afecta la produccion y rendimiento de la pifia si no se es
abordado oportunamente y por ello se requiere de investigacion profunda para combatirlo
de la mejor forma ante las condiciones climaticas cambiantes de Costa Rica. Por ello la
presente investigacion se hizo con el propdsito de demostrar el efecto de dos gradientes de
humedad en el suelo sobre el patosistema de la planta de pifia y al mismo tiempo se evalué
el comportamiento del patégeno Fusarium oxysporum y el antagonista Trichoderma sp ante

esos gradientes.

Parte de los resultados denotan lo siguiente: el tratamiento con mayor crecimiento
de la hoja D fue el T4 (Fusarium 100CC%) con 70,69 cm, el de menor elongacién de hoja
D fue el T5 (Trichoderma 30CC%) con 60,47 cm. El mayor peso fresco total se hall6 en el
tratamiento T6 (Trichoderma 100CC%) con 1143,05 g. El menor peso fresco total T7
(Fusarium-Trichoderma 30CC%) con 664,39 g. En el peso seco total el T3 (Fusarium
100CC%) fue el que acumulé mayor biomasa con 176,28 g, y T8 (Fusarium-Trichoderma

100CC%) el de menor acopio de masa con 98,24 g.

En el porcentaje de severidad las plantas de mayor infeccién fue el T4 (Fusarium
100CC%) y T3 (Fusarium 30CC%) con 5,20%-4,18% respectivamente. En la temperatura

de las plantas de pifia se observo que el T4 (Fusarium 100CC%) durante cuatro semanas



presentd mayores temperaturas destacando en la semana 2 y 5 con 35,79 °C y 31,50 °C.
Se concluye que la falta de riego y otras variables como los cambios quimicos del suelo y
las temperaturas externas a la planta afectan la expresion del antagonista Trichoderma
harzianum, ademas, se observa que el Fusarium es altamente competitivo logrando

provocar efectos positivos en las plantas.
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INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus), ha sido durante mucho tiempo uno de los frutos mas
populares en el mundo, por lo que su produccién es muy amplia, cubriendo 849 840,6 ha
de la superficie terrestre de las cuales 1,28% (65 442,41 ha) se cultivan en Costa Rica
(Monitoreo del Cambio del Uso y Cobertura del Suelo en Paisajes Productivos, 2022;
Hossain, 2016). Actualmente, el pais es el principal exportador de pina fresca a nivel
mundial, superando a Brasil, Filipinas, Tailandia e Indonesia; ademas. es el tercer producto
de mayor exportacion costarricense, después de los dispositivos meédicos y el banano

(Promotora de Comercio Exterior, 2019).

El cultivo desempefia un rol clave, como empleador directo de 32 000 personas e
indirecto de otras 120 000. La agroindustria pifiera influencia directamente la liquidez de las
cuentas nacionales mediante el posicionamiento de marca, valor agregado, prestaciones
sociales y beneficios para otras industrias del pais. La produccién y comercializacion de la
pifia tiene vinculos muy estrechos con la economia nacional, una disminucién o aumento
en la produccion de pifia equivalente a 100 millones de colones (tendria una consecuencia
a la economia de 100 millones de colones al sector pifiero y 70 millones en otras actividades
operacionales). Segun el Banco de Costa Rica, la produccion de pifia tiene un efecto del
2% en los impuestos (por ejemplo: bienes (muebles e inmuebles)) y 5% en las
contribuciones sociales (vivienda, salud, entre otros) (Camara Nacional de Productores y

Exportadores de Pifa, 2019).

Desafortunadamente, la expansion de las areas de siembra del cultivo de pifia en
Costa Rica favorecié la dispersion de patégenos y el desarrollo de enfermedades como la
fusariosis, cuyo agente causal es el patégeno Fusarium sp., el cual ha afectado
econdmicamente la produccion mundial, donde paises como Brasil, disminuyeron su

produccion en gran escala (de 30-40% en el 2017) (Diaz Gutiérrez, 2018).
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El Fusarium oxysporum es un patdgeno facultativo, con alta capacidad de sobrevivir
en materia organica, e infectar plantas de pifia en cualquier etapa de su crecimiento en
especial cuando esta sufre algun tipo de desbalance nutricional o cambia de estado
fenolodgico. Por otro lado, presenta una alta diversidad de especies, identificandose mas de
120 formas especiales, que pertenecen a una amplia gama de familias de plantas (Michielse
& Rep, 2009). Este patéogeno produce clamidosporas, macro y micro conidios lo que le
confiere una gran adaptabilidad para sobrevivir en suelos por muchos afios, en pifia los
estudios son incipientes y no se dispone de mayor informacion, pero en banano se conoce

que las esporas pueden soportar hasta 30 afos inactivas en el suelo (Raman et al., 2019).

Costa Rica se encuentra geograficamente en la zona tropical, en la franja planetaria
comprendida entre los paralelos del Trépico de Cancer y el del Trépico de Capricornio. Los
bosques, red hidrografica, suelos y clima; influyen sobre las condiciones climaticas locales
ocasionando gran cantidad de precipitaciones anuales (Instituto Meteorolégico Nacional de
Costa Rica, 2020). En consecuencia, se favorece el ambiente idéneo para el desarrollo de

hongos y la produccion de micotoxinas (Gimeno, 2002).

La aparicion de patégenos en el suelo ha hecho necesaria la implementacion de
tacticas de combate que permitan alcanzar a los patégenos en su nicho ecoldgico. En ese
sentido el género Trichoderma sp. ha sido utilizado como parte de las estrategias de
manejo. Eraso Insuasty et al. (2014), concluyeron que el Trichoderma tiene la capacidad de
parasitar a otros hongos; por medio del hiperparasitismo o micoparasitismo, ademas de
tener un modo de accién complejo (quimiotaxismo, antibiosis y parasitismo), caracteristicas

que lo hace ideal para el combate del Fusarium.

Por otro lado, existe poco conocimiento, acerca de la influencia relativa de los
factores bioticos y abidticos sobre el patosistema de la pifia-fusariosis en presencia de

Trichoderma sp, uno de los organismos antagonicos usados para el control de la



16

enfermedad que muestra un efecto positivo muy alto contra el patégeno, aligerando las

cargas quimicas aplicadas (Umana Castro et al., 2018).

Esta investigacion, estudi6 el efecto que ejerce el Trichoderma sobre la pifia MD-2,
como supresor del Fusarium oxysporum frente a diversos gradientes de humedad, ademas,
conocer los gradientes de humedad que no favorecen el crecimiento del patégeno y del
hongo antagonista; de ahi la idea de someter ambos microorganismos a gradientes de

humedad distintos.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar el efecto de gradientes de humedad del suelo sobre la capacidad

antagénica de Trichoderma sp. en el patosistema Ananas comosus-Fusarium oxysporum.

Objetivos especificos

1. Evaluar los efectos sobre las caracteristicas morfo fisioldgicas de las plantas de
pifia, inoculadas con Trichoderma harzianum-Fusarium oxysporum bajo gradientes
de humedad del suelo.

2. Evaluar la severidad de fusariosis en plantas de pifia bajo un gradiente de humedad
del suelo.

3. Utilizar imagenes termograficas de plantas de pifia inoculadas con Fusarium y
tratadas con Trichoderma como método de diagnéstico de la efectividad del

antagonista.

HIPOTESIS

Ho: La actividad antagonica de Trichoderma, no depende de gradientes de humedad en el

suelo.
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REVISION DE LITERATURA

Importancia econ6mica
La pifia es un generador de empleo en zonas deprimidas y generador de valor
mediante diversos encadenamientos productivos, que en consecuencia favorecen el

bienestar del pais (CANAPEP, 2019).

Su importancia trasciende desde 1995 debido a la ampliacién del area de siembra.
Ese mismo afio como consecuencia positiva, se generaron millones en divisas, miles de

empleos directos e indirectos, ademas de contribuciones al sistema de seguridad social.

A partir del 2015, segun estadisticas realizadas por la Promotora del Comercio
Exterior de Costa Rica (PROCOMER), la pifia se categorizo como la mejor del mundo; esto
no solo por su calidad y sabor, si no por las diversas certificaciones adquiridas (mas de 11)
que regulan las buenas practicas agricolas (BPA), la calidad de los procesos, proteccion
ambiental, inocuidad, calidad de los procesos, bienestar laboral y social, entre otros,
confiriéndole versatilidad de ser preferida en muchos paises europeos, del medio oriente,

asiaticos y americanos (CANAPEP, 2019).

Generalidades de la pifia

La pifia es una planta perteneciente al reino Plantae, orden Bromeliales y familia de
las Bromeliaceae. Dicha familia consiste aproximadamente de 2794 especias y de 56
geéneros que se han adaptado a un amplio rango de habitats alrededor del mundo, se
encuentran desde climas muy humedos de regiones tropicales hasta regiones frias del

subtrépico (The Biology of Ananas Comosus var. comosus (Pineaple), 2008).

La planta de pifa es monocotiledénea, herbacea, perenne, alégama y auto
incompatible originaria de América del Sur de la region de Mattogroso, entre Uruguay y

Brasil. Se caracterizan por ser altamente eficientes en el uso del agua debido a que la
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mayoria son xerdfitas epifitas, ademas de ser plantas de reproduccién asexual

principalmente, a través de hijos (Uribe Clavijo et al., 2012).

El sistema radical de esta planta es superficial (se localizan en los primeros 15 cm
del suelo, aunque ocasionalmente pueden profundizar hasta 60 cm o mas), su profundidad
depende esencialmente de las caracteristicas fisicas del suelo, estructura, aireacion y
humedad (Sanchez Escalante, 2012). Su tallo es grueso y corto, mide de 20-40 cm de
longitud y de 3.5-6.5 cm de ancho, presenta entrenudos cortos y yemas para el desarrollo
de retofios y raices. Alcanzando una altura de aproximadamente 0.6-1.2 m; el eje floral se
forma entre la roseta de las hojas, con hojas en forma de espadas, dentadas de 10-20 cm
de largo con una espina en el apice, coriaceas de 2 a 3 cm de ancho y 1 m de largo

(Jiménez, 1996).

La pifna demora de 10-11 meses para la obtencién del fruto, el desarrollo del primer
fruto, su desarrollo se divide en cinco fases fenolégicas, crecimiento vegetativo (fase 1, con
una duracion de 7 meses), induccion floral (fase 2, con una duracion de 1 mes), floracion
(fase 3, con una duracion de 15 dias), desarrollo del fruto (fase 4, la duracién de la etapa
de desarrollo difiere de la variedad, de la época de siembra y de las condiciones climaticas
de la zona.) y por ultimo la etapa de maduracién de la planta (fase 5, oscila entre los 15-30
dias para alcanzar el grado de madurez necesario para ser cosechada) ( Vargas Céspedes

et al., 2018).

Generalidades del patégeno

Fusarium oxysporum
El género Fusarium es un patégeno facultativo del orden Hypocreales, perteneciente
a la familia de Nectriaceae, con alta capacidad de sobrevivir en materia organica y en el

suelo. Este hongo es el causante de la Marchitez de Fusarium o Fusariosis en un amplio
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rango de plantas. El complejo de F. oxysporum posee diferentes formas especiales (f. sp.)
que no pueden ser distinguidas usando criterios morfolégicos, que colectivamente infectan
hospederos como algodoén, banano, clavel, fréjol, meléon, tomate, pifia, entre otros (Garcés

Fiallos, 2015).

Las formas especiales a su vez se subdividen en razas, las cuales han sido descritas
al basarse en la habilidad del patégeno para infectar diferentes haplotipos o variedades en

una especie hospedante (Pires da Silva et al., 2014).

Los principales mecanismos de dispersién de Fusarium son los movimientos de
suelo infestado, el agua de escorrentia y el uso de almacigo infectado. En cultivo in vitro se
caracteriza por producir una colonia de rapido crecimiento con una tasa diaria de

crecimiento cercana a un centimetro en medio PDA a 25°C (Retana et al., 2018).

El hongo es capaz de producir tres clases de estructuras de propagacién y
sobrevivencia conocidas como microconidios, macroconidios y clamidospora. La morfologia

del micelio puede ser uno de esto dos tipos:

Tipo micelial: produccién abundante de micelio aéreo, algodonoso, de coloracién variable
de blanco a rosado durazno, pero con una coloracién en la superficie del agar purpura o

violeta y con pocos microconidios.

Tipo pionatal: con la formacion de poco o ningun micelio aéreo y abundantes microconidios

(Garcés de Granada et al., 2001).

En la figura 1 se muestra el ciclo del patégeno:
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Figura 1

Ciclo de vida generalizado de Fusarium spp
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Nota. Todos los microorganismos existentes tienen formas peculiares de reproducirse:
Dweba, C.C., Figlan, S., Shimelis, H.A., Motaung, TE., Sydenham, S., Mwadzingeni, L.,
Tsilo, T.J. (2017). Fusarium head blight of wheat: Pathogenesis and control strategies. Crop

Protection, 91 (1), 114-122. https://doi.org/10.1016/j.cropro.2016.10.002.

Proceso infeccioso y sobrevivencia del patégeno

El proceso infeccioso del patégeno es estimulado por los exudados secretados por
las raices de las plantas. Al contrario de otros géneros fungicos, este patdégeno ingresa
directamente en las raices de plantas, con la ayuda de varias sustancias enzimaticas y
toxinas. Después de ingresar a las células de la epidermis, el micelio del hongo atraviesa
el cortex inter o intracelularmente hasta alcanzar los tejidos vasculares (xilema). Cuando
alcanza estos tejidos, el patégeno rapidamente se transporta hacia arriba y coloniza

verticalmente las células del xilema de estos segmentos superiores (Garcés Fiallos, 2015).


https://doi.org/10.1016/j.cropro.2016.10.002
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La supervivencia del patégeno se da debido a las estructuras denominadas
clamidosporas que le confieren adaptabilidad para sobrevivir en estado de dormancia por

muchos afios en el suelo (Retana et al., 2018).

Sintomas generales que se producen en las plantas

Debido a que el patégeno crece internamente en los tejidos vasculares de la raiz y
otros drganos, dificulta la movilizaciéon de agua y nutrientes desde la raiz al resto de la
planta, lo cual provoca que el hospedero manifieste sintomas de deficiencias nutricionales
de elementos moviles, déficit hidrico y otros dafos asociados a la carencia de los

compuestos que dejan de llegar hasta los érganos aéreos de la planta.

Algunos de los sintomas observados con mayor frecuencia son defoliaciones,
marchitez, descoloraciones vasculares y la muerte de la planta. Esta respuesta (sintomas)
puede ser influenciada por la raza fisiolégica del patégeno y el genotipo o cultivar. Por
ejemplo, un mismo cultivar de frijol puede ser resistente y susceptible a F. oxysporum f. sp.
phaseoli razas 2 y 6, respectivamente, asi como también, dos cultivares de la misma
especie pueden ser resistente y susceptible a F. oxysporum f. sp. phaseoli raza 6 (Garcés

Fiallos, 2015).

La fusariosis en pifia es producida por Fusarium oxysporum

Esta enfermedad se caracteriza por una pérdida del color verde (clorosis) en el
follaje, tallo, puede presentar necrosis (muerte). Al realizar un corte longitudinal, se
visualizan células muertas en los haces vasculares. También pueden presentar sintomas
de deshidratacién como el “acucharamiento” del follaje. Menor desarrollo y el tamafio de los
frutos, muerte radical y limitaciones en la absorcion de nutrientes y el anclaje de la planta

(Monge Mufioz, 2018).
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En la figura 2, se visualizara sintomatologias que se presentan a nivel de fruto en

pifa a causa de la fusariosis.

Figura 2

Sintoma de la fusariosis: haces vasculares necrosados.

Nota. A nivel de fruto se observa una clorosis generalizada como consecuencia del
desarrollo de la enfermedad de la fusariosis: Monge Munoz, M. (2018). Guia para la
identificacion de las principales plagas y enfermedades en el cultivo de pifia. CICA, 40 (1),

1-46. https://acortar.link/8ZXNgV

Generalidades del hongo antagonista de Fusarium, Trichoderma sp.

Los microorganismos antagonistas se caracterizan por predominar en los
ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos
(Zhang et al., 2005). Algunas especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes
de plantas, y otras son mico parasitos. Tienen la capacidad de colonizar una gran diversidad

de ambientes, debido a que se reproducen rapidamente, ademas no son nutricionalmente


https://acortar.link/8ZXNgV

24

exigentes. Su crecimiento se favorece por la materia organica, humedad y temperatura
optimas de crecimiento que se encuentran entre los 25-30 °C. Sin embargo, pueden
adaptase a condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Argumedo Delira et al.,

2009).

Trichoderma sp, poseen micelios inicialmente sumergidos y al final micelio aéreo
hialino aracnoideo, lanoso o enmarafiado de forma variable, segun la cepa y el medio de

cultivo (Kubicek & Harman, 2002).

Clasificacion taxondémica del hongo antagonista Trichoderma sp.
El Trichoderma es un hongo del reino Mycetae, del orden Hypocreales y de la familia
Hypocraceae, caracterizadas como del género Trichoderma e Hypocrea (Argumedo-Delira

et al., 2009).

Beneficios derivados del uso de Trichoderma en el combate de

patdgenos bajo distintas condiciones ambientales

Trichoderma es capaz de activar los mecanismos de defensa de las plantas,
anticipando el ataque de patdgenos. La reaccion de la planta al Trichoderma es similar al
ISR (resistencia sistémica inducida) provocado por las rizobacterias. El mecanismo ISR
activado de Trichoderma juega un papel muy significativo en la protecciéon de cultivos en

comparacion con el antagonismo directo de los patégenos vegetales (Woo et al., 2014).

Santos et al. (2015), identificaron con éxito el T. asperellum cuando se cultivé junto
con F. guttiforme en los brotes laterales de la pifia. Wong et al. (2002), estudiaron la
supervivencia de Fusarium pseudograminearum (Fp) en paja de trigo al ser tratadas con
Trichoderma koningii (Tk), en un suelo acido, a tres potenciales hidricos (—0.03MPa. —-0.3

MPa y <-50 MPa) y a dos temperaturas (15 °C y 25 °C).
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Los investigadores concluyeron que hay una mayor reduccion del patégeno en el
suelo a capacidad de campo (-0,3 MPa) en comparacion con el suelo humedo (—0,03 MPa)
que en ambas temperaturas determinaron una mayor colonizacién por Tk, y que después
de 6 meses a 25 ° C en el suelo humedo, el patdgeno fue completamente eliminado de los
pedazos de paja donde fueron reemplazados por Tk. En suelo seco (<-50 MPa), Fp
sobrevivio en el 100% de los pedazos de paja incluso después de 6 meses a cualquier

temperatura.

Inam Ul-Haq et al. (2009) estudiaron en suelos franco-arcilloso-arenoso cultivado de
garbanzo en Pakistan la capacidad de combate de Trichoderma harzianum (Th-2) sobre
Fusarium oxysporum ciceri (Foc), en suelos secos (-50 MPa) capacidad de campo (-0,3

MPa) y mojados (-0,03 Mpa) a dos temperaturas (25 °C y 35 °C) por 6 meses.

Los investigadores concluyeron que el antagonista T. harzianum redujo el Fusarium,
en especial en suelos a capacidad de campo en relacion con la condicion de suelos
saturados con agua, esto debido a un mayor antagonismo por parte de las bacterias que
florecieron en condiciones humedas. En los suelos secos no se observé una disminucion
en el crecimiento del patégeno incluso después de 6 meses a ambas temperaturas. Se
observd que habia mayor presencia de antagonista a los 35 °C que a los 25 °C. Los
investigadores concluyeron que tanto la humedad del suelo, la temperatura y la cepa van a

determinar la eficiencia del control del patégeno.

Trocoli et al. (2017) realizaron aplicaciones de campo de Trichoderma para reducir
la gravedad de la fusariosis de la pina causada por Fusarium guttiforme. El estudio del
control biolégico endofitico en condiciones de campo permitid concluir que el antagonista
redujo la gravedad de la enfermedad en diferentes porcentajes (70%, 52,5% y 47%)
dependiendo de la cepa utilizada. El control provoco el aumento del peso de la fruta, aunque

los agentes de bio control fueron aislados como enddfitos de plantas de la localidad Catinga,
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no hubo evidencia de colonizacion endofitica de plantas de pifia y, por lo tanto, aun se

desconoce los mecanismos de accion.

La investigaciéon de Martinez et al. (2013) con el objetivo de resumir aspectos
tedricos y practicos de mayor importancia sobre el Trichoderma. Determiné que el
desarrollo del microorganismo se activa en presencia de humedad, siendo el valor éptimo
un 60% de la capacidad de retencién de humedad del suelo, mientras que a porcentajes de
saturacion mayores la colonizacién y la sobrevivencia disminuye, debido a la baja presencia

de oxigeno.

Investigaciones llevadas a cabo en Costa Rica sobre el efecto antagdnico de
Trichoderma sobre Fusarium con respecto a la humedad de suelo

Vasquez Jiménez (2009), aislo y caracterizé molecularmente el agente que causa
la enfermedad denominada muerte descendente del cultivo de la pifa, como Fusarium
oxysporum, enfermedad caracterizada por la pérdida de vigor de la planta y severas
lesiones vasculares en el tallo. El investigador caracterizd 10 cepas nativas de Trichoderma
spp sobre el agente causal aislado y se observé que todas las cepas nativas inhiben el
crecimiento del F. oxysporum. Ademas, se observd que para combatir el patdégeno se
activaron mecanismo de accion tales como la lisis y antibiosis, entre muchos otros, siendo

estas caracteristicas deseables en un bio-controlador.

Umana Castro (2018), realiz6 un estudio con el objetivo de determinar si las
relaciones genéticas de 15 aislamientos de Trichoderma nativas de la Region Huetar Norte
de Costa Rica se asociaban a 3 caracteristicas deseables para ser utilizadas como
productos para el control biolégico. Para la valoracion de estas caracteristicas se estudio el
efecto antagoénico de las cepas nativas sobre el Fusarium oxysporum y Pectobacterium
carotovorum. Al final del ensayo, el aislamiento 8 el cual correspondia al T. reesei mostro

mayor efecto antagonico y caracteristicas deseadas para ser utilizado como agente de
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control biolégico contra el Fusarium oxysporum (30%) y el Pectobacterium carotovorum

(63%).

Los estudios descritos anteriormente fueron ensayos de laboratorio, ademas, no
fueron estudios en los que se evaluaba el comportamiento del Trichoderma ante las
fluctuaciones de las gradientes de humedad. Por lo que la investigacion a nivel de

invernadero resulta necesaria.
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METODOLOGIA

Ubicacion de la investigacién
El ensayo se llevé a cabo en la provincia de Cartago, canton Turrialba, distrito
Turrialba, en el invernadero de investigacion de la Sede del Atlantico de la Universidad de

Costa Rica (10 m x 9,25 m x 4,70 m) (9°90°27.16"'N 83°67°14.34""OE).

Materiales y condiciones del experimento

Material vegetativo

Se utilizé semilla asexual de pifas (Ananas comosus) de la variedad MD-2,
conocidas como hijos basales, colectados de un lote semillero manejado con las
condiciones agrondmicas para la obtencién de material de siembra élite, proporcionados

por Upala Agricola S.A., localizada en la region de Upala, zona norte de Costa Rica.

Suelo

El suelo utilizado en el ensayo provino de Upala Agricola con el propdsito de dar
condiciones similares a las de campo. Antes de utilizar el suelo como sustrato de siembra
y en atencidn a lo sugerido por Dietrich et al. (2020), se realizé un tratamiento de doble auto
clavado en el laboratorio de fitopatologia, con el propésito de disminuir el riesgo de la

colonizacién de otras plagas no deseadas.

Este procedimiento se realizé en la autoclave del laboratorio de fitopatologia. Antes
de iniciar el proceso se colocaba el agua necesario en una zona destinada y debidamente
marcada en el esterilizador, continuamente se introducian de 3 a 4 sacos dependiendo del
tamanfio de estas, posteriormente se procedia al cierre de la puerta de la autoclave. Al estar

ya listo para iniciar el proceso de desinfeccidon se ajustaba la valvula de presién a 21 PSl y
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la temperatura a 121°C, por ultimo, se mantenian dentro del esterilizador bajo las
condiciones mencionadas anteriormente por 60 minutos, al terminar se procedia a extraer
los sacos, se dejaban enfriar y luego se almacenaban en un lugar seco hasta haber

procesado todo el suelo a utilizar.

Lamentablemente, este tratamiento de auto clavado indujo una toxicidad de
manganeso en las plantas que fue superada con la aplicacién de acidos humicos ATP up
(se mezclaron 10 ml PC/L H20 y se aplicaron 3 ml de la mezcla por planta) y Nutrisorb L
(se mezclaron 130 ml PC/ 870ml H20 de este caldo se aplicaron 20 ml/plta) los cuales
fueron aplicados una vez por semana, a partir de la novena semana de evaluacién hasta la

ultima semana de evaluacion.

Fuente de in6culo

Fusarium oxysporum

El aislamiento monoconidial de Fusarium oxysporum utilizado como fuente de
inéculo fue proporcionado por el Laboratorio del Centro de Investigacion en Proteccion de
Cultivos (CIPROC), de la Universidad de Costa Rica. El hongo fue propagado en placas de
Petri con medio de cultivo PDA, enmendadas con el antibidtico cloranfenicol. Los cultivos
se mantuvieron en una incubadora a 27 °C, durante 10 dias para permitir el desarrollo de

macro y microconidias, que fueron utilizadas como fuente de inéculo.

Trichoderma sp

El Trichoderma utilizado es distribuido por la empresa Horizon Bioagro S.A, bajo el
nombre comercial TRIFLORA, a una dosis de 1L/ha de producto comercial en 2000 litros
de agua (ensayo 1 ml de producto comercial en 2 litros de agua). En la formulacion del

producto se utilizé agua destilada estéril y se sigui6 las recomendaciones de la hoja técnica.
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Fertilizacion
La fertilizacion del ensayo se realizd6 con base en el plan de fertilizacion de la
empresa Upala Agricola S.A, a los 14, 30, 42, 56, 70, 84 y 98 dias después de la siembra

con insumos propiamente de la empresa.

En la tabla 1 se muestra todos los fertilizantes empleados en cada fecha descrita

anteriormente:
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Tabla 1

Descripcion de los fertilizantes empleados en las plantas de pifia utilizados en la

investigacion, llevada acabo en el invernadero de la UCR, recinto Turrialba.

Fertilizantes Cantidad Dia DDS
Fertilizacion Foliar (Mezcla realizada)
e Acido bérico17.5B (2g/2L)
e Cloruro de Potasio 60% (15g/2L)
o Nitrato de calcio 15,5% N + 26% CaO (15g/2L)
o Nitrato de amonio 34,4% (30g/L) 2L/65 plantas | 14
e Urea 46% (20g/L)
e Megafol (2ml/L)
o Fosfomax (2.5g/2L)
Abono suelo

8-40-12 6 g/planta 30
Fertilizacion Foliar (Mezcla realizada)
e Cloruro de Potasio 60% (35g/2L)
Nitrato de amonio 34,4% (60g/L)
Sulfato de Magnesio heptahidratado (60g/L) 42

sulfato de Hierro heptahidratado (15g/L)
sulfato de Zinc 21.5% (5g/L)
Urea 46% (30g/L)

o Megafol (1ml/L)

Abono suelo 6 a/olanta
18-.5.-15.-6-.0.2B.-7 9P
Fertilizacién Foliar (Mezcla realizada)

e Acido bérico17.5B (4g/2L)
Cloruro de Potasio 60% (35g/2L)
Nitrato de amonio 34,4% (30g/L) 2 L/65 plantas 70
Urea 46% (30g/L)

Megafol (1ml/L)
o Fosfomax (25g/2L)
Fertilizacion Foliar (Mezcla realizada)
e  Cloruro de Potasio 60% (35g/2L)
Nitrato de amonio 34,4% (60g/L)
Sulfato de Magnesio heptahidratado (60g/L)
sulfato de Hierro heptahidratado (15g/L)
sulfato de Zinc 21.5% (5g/L)
Urea 46% (30g/L)
e Megafol (1ml/L)
Fertilizacion Foliar (Mezcla realizada)
e Acido bérico17.5B (4g/2L)
Cloruro de Potasio 60% (459/2L)
Nitrato de calcio 15,5% N + 26% CaO (30g/2L) 2L/65 plantas 98
Nitrato de amonio 34,4% (60g/L)
Urea 46% (30g/L)
Fosfomax (30g/2L)
Nota. Se evaluaron solamente 56 plantas, las 9 plantas de mas se sembraron, pero no

56

2L/65 plantas 84

formaban parte del ensayo y tampoco se encontraban sobre la mesa.
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Disefio experimental

El disefio experimental del ensayo fue completamente al azar. Se consideré como
unidad experimental cada pote con una planta de pifia. Se establecieron 56 potes (7
repeticiones por tratamiento) de 10 litros de capacidad rellenos con aproximadamente 6 kg

de suelo esterilizado.

La distribucion de los potes se realizd sobre 5 mesas del invernadero de forma
aleatoria. Luego, a cada pote se le asigndé un tratamiento de forma completamente
aleatoriamente, seguidamente, se sembraron los hijos basales de la variedad MD-2 de pifia,
siendo organizadas en plantas con pesos similares que iban de 0,12 kg-0,40 kg. Posterior
a ello se sometieron las plantas a un periodo de aclimatacién (50 dias) para permitir la

reactivacion de la semilla y el desarrollo del sistema radical.

Es importante recalcar que para el establecimiento del tratamiento al 30% de
capacidad de campo (Déficit hidrico), al pasar los 50 dias de aclimatacion se redujo la dosis
del riego a la mitad para estabilizar la humedad del suelo en la condicién necesaria y al
cumplirse los 65 dias, se establecieron las condiciones de riego para cada tratamiento
(siguiendo la “Guia préactica para estudio introductorio de los suelos con un enfoque

agricola’, elaborado por Henriquez & Cabalceta (2012)).

La inoculacién con Fusarium se realizé 50 dias después de la siembra de las plantas,
con una suspension de conidios calibrada de 1x 10° conidios ml" aplicadas en zonas
cercanas a la raiz de la planta, posteriormente se cubrié con suelo para protegerlo de la
radiacion solar. Al pasar 7 dias se aplico la suspensién de Trichoderma de acuerdo con la
dosis sugerida por el fabricante, en las zonas cercanas a la base del tallo y la raiz (Inam Ul

Haq et al., 2009).



33

Algunas variables de medicion fueron medidas a través del tiempo, en la misma
planta por lo que esas mediciones no se consideraron independientes, por otro lado, como
las plantas pueden desarrollar diferente nimero de hojas y eso puede afectar la respuesta,

también se midio el nimero de hojas para luego utilizarlo como covariable.

Tratamientos

Se evaluaron 8 tratamientos en total, los cuales provienen de una estructura
trifactorial completa (2x2x2), donde los factores son: presencia del patégeno, presencia del
antagonista y humedad de suelo (Tabla 2). Este ultimo factor se establecié segun la
capacidad de campo (CC) y este es el contenido de agua del suelo una vez drenado el

exceso de agua (exceso=anegado) por la fuerza de gravedad.

Ese punto de saturacion se consideré como el 100% de agua en el suelo. Por otro
lado, al decir que el suelo esta al 30% de la capacidad de campo, hace referencia al régimen
de humedad del suelo que corresponde a un 30% del agua retenida por el suelo a capacidad
de campo. En esta condicidon, es de esperar que la planta experimente un déficit hidrico
(DH). Es importante recalcar que dichas humedades pueden ser expresadas en % y en

fracciones que van de 0-1 (Borrajo et al., 2018; Simane et al., 1993).

Ambas humedades gravimétricas (DH y CC) fueron obtenidas siguiendo los
procedimientos estipulados en la “Guia practica para estudio introductorio de los suelos con
un enfoque agricola’, elaborado por Henriquez y Cabalceta (2012). Por consiguiente, se
ajusto el TDR (aparato preciso y de manejo facil para detectar la humedad del suelo) y de
esta forma ajustar la cantidad de agua necesaria para mantener las condiciones necesarias

con base en las mediciones brindados por el TDR y las curvas de desorcion.

En la tabla 2 se observa de una manera mas representativa la estructura de los

tratamientos utilizados en esta investigacion:
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Tabla 2

Descripcion de los tratamientos utilizados a partir de los diferentes gradientes de humedad
y fuentes de inoculacion del patégeno o antagonista utilizado en cada unidad experimental,

a nivel de invernadero entre junio-octubre 2021.

Tratamiento LMOREE G 8
suelo Patdgeno Antagonista
o )
T 30%  Capacidad Sin inoculacion Sin inoculacion
de campo (DH)
5 -
T2 100% Capacidad Sin inoculacion Sin inoculacion
de campo (CC)
o )
T3 30%  Capacidad Con Fusarium Sin inoculacion
de campo (DH)
5 -
T4 100% Capacidad Con Fusarium Sin inoculacion
de campo (CC)
o .
T5 30%  Capacidad Sin inoculacién Con Trichoderma
de campo (DH)
5 -
T6 100%  Capacidad Sin inoculacién Con Trichoderma
de campo (CC)
o .
T7 30%  Capacidad Con Fusarium Con Trichoderma
de campo (DH)
5 -
T8 100% Capacidad Con Fusarium Con Trichoderma
de campo (CC)

Nota. Distribucién de los microorganismos con base a los tratamientos por representar:

Elaboracioén propia

Finalmente, como representacion grafica del experimento, se presenta la Figura 3:
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Figura 3

Representacion grafica de la distribucion de las unidades experimentales y tratamientos,
estructurados en diversas combinaciones factoriales en las mesas del invernadero de la

UCR, Recinto Turrialba.

Nota. Distribucion aleatoriamente: elaboracion propia

Variables de respuesta

En este experimento se evaluaron diferentes variables como se detalla a
continuacion. Las variables evaluadas fueron; largo, ancho de la hoja D, temperatura
infrarroja sobre las hojas, area radical, severidad interna de Fusarium en el tallo, peso seco

y fresco de hoja, raiz y tallo.
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Al cumplirse los 57 dias después de la siembra (DDS) se iniciaron las mediciones
del largo y ancho de la hoja D. La determinacion de la temperatura infrarroja de la planta se
llevé a cabo por medio de las camaras termograficas (FLIR-E63900, T198547) a partir de

los 77 DDS.

Las variables severidad interna de Fusarium en el tallo, area radical, peso fresco y
seco de los 6rganos fueron variables obtenidas por métodos destructivos tomadas a los

155 DDS.

Mediciones de la hoja D

Largo
Se midi6 el largo de la hoja D (hoja mas larga) de las plantas una vez por semana

durante 14 semanas. Todas las mediciones fueron hechas con una cinta métrica con una
precision centimétrica. Ademas, se midié desde el punto de salida de la hoja del tallo hasta

la punta de la hoja.

Ancho
Para el ancho de la hoja D, se tom6 como punto de evaluacion el sitio desde la

punta de la hoja hasta los 20 cm, a esa altura se media de forma horizontal determinando

el grosor de la hoja.

Area
El area de la hoja D se obtuvo Multiplicando el largo x ancho de cada planta.

En la figura 4 se observa la ejemplificacion de dichas mediciones mencionadas

anteriormente:
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Figura 4

Toma de datos de la hoja D de plantas de pifia, inoculadas con Trichoderma, Fusarium o

ambas a dos gradientes de humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba

Nota. En la imagen se observa la marcacion a los 20cm de una hoja D de la planta de pifa.
Elaboracion propia.
Raices

A los 155 DDS se realizé una cuantificacién de las raices utilizando imagenes
digitalizadas de las raices recuperadas de cada planta y analizadas con programa
WINRHIZO version basica 2012 (utilizando un scanner EPSON EXPRESSION 10000XL;
modelo: J181A). El cual es un software de analisis computacional de imagenes, disefiado
para realizar mediciones de las raices de las plantas en términos de su morfologia,
topologia, arquitectura y color. El producto final despliega un histograma con la distribucion

de la longitud de las raices e informacion cuantitativa sobre el area, volumen y nimero de
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puntas como una funcién del diametro de las raices o de su color (Gutiérrez-Soto et al.

2014).

De la informacion proporcionada por el dispositivo, se uso los datos de los tipos de
raices, area superficial o mejor conocido como baby 3, igual al diametro de la raiz (cm?) y
la longitud radical suponiendo que la raiz tiene una seccion transversal redonda (Regent
Instruments Canada 2011). Ademas, los datos originales presentados en cm? se

convirtieron a m? para visualizar las cantidades con mayor facilidad.

Por consiguiente, en la figura 5 se muestra el acomodo realizado antes de ser

procesados por el programa WINRHIZO version basica 2012.

Figura 5

Raices de plantas de pifia debidamente separadas, listas para ser analizadas por medio

del programa WINRHIZO, en el laboratorio de fitopatologia d la UCR, Recinto Turrialba.

Nota. Las raices se lavaban y se colocan dentro de cubetas transparentes y no

directamente sobre el scanner. Elaboracién propia.
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Peso seco y fresco de los 6rganos vegetales.

El peso fresco se tomo al final del ensayo (semana 14) al separar la planta en hojas,
raiz y tallo. El peso seco se realizé ocho dias después de colocar los érganos frescos de la
pifia en un horno de conveccion interna a una temperatura de 60 °C. Ambas medidas se
realizaron mediante el término de ganancia de biomasa a nivel de planta, medidas con

balanza granataria digital (ADAM, NBL 4602¢), de 2 decimales de gramo.

En la figura 6 se observa, el horno de secado utilizado para obtener el peso seco de

cada organo de las plantas de pifia estudiadas:

Figura 6

Separacion de plantas de pifias por 6rganos, pesadas, colocadas y etiquetadas en bolsas

de papel listos para ser secados en el horno de conveccion.

Nota. Se observan la separacion de las raices de las plantas de pifia en bolsas de papel

listos para ser secado en el horno de conveccién. Elaboracién propia.
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Severidad Interna del dafio de Fusarium en el tallo

Las mediciones se realizaron después de los 155 DDS, ya cuando la planta se
encontraba separada por érgano. A partir de imagenes fotograficas del corte longitudinal
del tallo de las plantas se midio el area total y el area afectada del tallo con el software
Image J 1.8.0_172 (64 bits, creado para procesar y analizar imagenes cientificas (Enamo
Academy 2018). En una hoja de calculo se obtuvo el porcentaje de severidad en cada tallo

como la razon del area afectada/area mm? total*100.

En la figura 7 se observa el corte realizado a los tallos, para ser posteriormente

procesado por el software Image J:

Figura 7

Fotografia del corte longitudinal del tallo de una planta de pifia, lista para ser procesada por

Image J.

Nota. En esta imagen se observa una leve afectacion por el patégeno. Elaboracién propia.
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Temperatura de la planta

Se midié con la camara termografica modelo FLIR-E63900, T198547 (instrumento
que produce una imagen infrarroja, mide la temperatura de las plantas) cada 15 dias para

un total de 5 evaluaciones.

Para estas mediciones se le colocé junto al tratamiento testigo (el testigo se rotaba
cada cierto tiempo para evitar variaciones por temperatura debido a la capilla de fotografia
y el testigo se cambid segun el régimen hidrico evaluado), mientras que ambas plantas se
encontraban en una pileta con agua (capilla de fotografia) sin contacto con el agua de la
pileta. Este procedimiento fue necesario para diferenciar con claridad la temperatura de la

pifia, de la temperatura del piso sobre el cual se colocaron las plantas.

En la figura 8 se observa una imagen representativa sobre el proceso realizado para

la obtencion de la temperatura de las plantas de pifia.
Figura 8

Toma de iméagenes infrarrojas por medio de la camara termogréafica FLIR-E63900,

analizadas en el invernadero de la UCR, Recinto Turrialba.

Nota. Visualizacion del T4 vs. T2 colocadas en una pileta de agua. Elaboracion propia.
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Analisis de datos

Se realizaron analisis de varianza (ANAVA) bajo el enfoque de modelos lineales
(Variables no repetidas en el tiempo) y lineales mixtos (Variables repetidas en el tiempo).
Este ultimo enfoque permitié incluir en el modelo efectos fijos y aleatorios en variables en
las que se hicieron repetidas en el tiempo; ademas, en general, en casos donde se
sospechd el incumplimiento de algun supuesto distribucional de los errores se pudo ajustar

mediante la modelaciéon de la matriz de varianza — covarianza de los errores.

Se eligio el modelo lineal mixto debido a que en la actualidad es el modelo que
permite analizar la interaccion tratamiento x tiempo, algo que modelos como MANOVA,

IABC, entre otros; no realizan.

Los autores mencionan que:

“Los modelos mixtos permiten incluir diferentes estructuras de correlacion y de
varianzas con el fin de encontrar el modelo mas verosimil que explique de forma
correcta y eficiente los datos de este tipo de experimentos. En el contexto de los
modelos lineales mixtos se usan criterios de verosimilitud penalizada para comparar
diferentes modelos ajustados a un mismo conjunto de datos. Uno de los criterios
mas utilizados es el criterio de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés), este se basa
en el negativo del logaritmo de la funcidon de verosimilitud mas una penalizacién
segun el numero de parametros estimados en el modelo. Otro criterio empleado es
el criterio es el bayesiano (BIC, por sus siglas en inglés), al igual que el AIC se basa
en el logaritmo de la verosimilitud, pero cobra una penalizacion mayor por numero
de parametros estimados. Valores menores de AIC o BIC indican mejor ajuste del

modelo estadistico (Esquivel et al., in press)”.
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“El modelo lineal mixto al ser ajustada posibilita seleccionar el mejor tratamiento en
funcion del tiempo de evaluacién, debido a que permite analizar de forma correcta
las tendencias temporales de los tratamientos. Por el contrario, tanto el MANOVA
como el IABC, enmascararon el efecto del tiempo, y inducen a la seleccion de
tratamientos que no fueron los mejores en todos los tiempos de evaluacion. Tanto
la inclusion de la estructura de correlacion como la modelacion de la
heterocedasticidad mejoraron la bondad de ajuste del modelo lineal mixto (Esquivel

et al., in press)”.

Para las variables no repetidas en el tiempo se ajust6 el siguiente modelo:

Yij:M+Ti+8ij

p= media general.

1= tratamientos

Eij= Error

Para las variables medidas en el tiempo, se ajusté un modelo de la siguiente forma:

*Efectos fijos: Tratamiento, Semana, Tratamiento*Semana (interaccién) y la covariable

numero de hojas

*Efectos aleatorios: Mesa y Parcela Principal (PP) dentro de mesa. La PP surge de la
combinacion Tratamiento y Repeticion, la cual es la unidad de observacién que se mide a

través del tiempo

Finalmente, para todas las variables en la que existen diferencias significativas
(p=<0.05) se realiz6 la prueba de comparaciones de medias DGC (Di Rienzo, Guzman y

Casanoves). Este método de comparacion de media DGC, “presupone igual niumero de
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repeticiones por tratamiento, en caso contrario el algoritmo implementado utiliza la media

armonica del numero de repeticiones.

Esta prueba controla bien la tasa de error tipo | por comparacion manteniendo una
potencia aceptable en experiencias bien conducidas (bajo CV para la diferencia de medias)
y mejora su comportamiento general conforme aumenta el nUmero de medias a comparar”
(InfoStat, 2018). Dichas comparaciones restringen la igualdad a un solo grupo evitando que

los tratamientos pertenezcan a mas de un conjunto.

Ademas, para cada analisis se comprobaron los supuestos del ANAVA con graficos
diagnéstico (cuantiles de los términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos
vs. predichos) y se seleccioné el mejor modelo a partir de los criterios de verosimilitud
penalizada Akaike (AIC) y de Schwarz (BIC). Todos los analisis se hicieron utilizando el

software InfoStat 2018.



45

RESULTADOS

Crecimiento de la hoja D de las plantas de pifia tratadas con Trichoderma o
Fusarium a dos gradientes de humedad

Los analisis estadisticos, del coeficiente de evaluacion, denotaron que el largo y
area de las hojas D de las plantas fueron heterogéneas, contrario al ancho que mostré ser
homogéneo. Para las dos variables heterogéneas mediante el analisis de ANAVA que las
interacciones entre tratamientos (p=0,0007) y semanas (p=<0,0001) fueron significativas,

entre mas avanzaban las semanas las diferencias eran mas notables.

A continuacion, se detallara todo lo anteriormente mencionado:

Largo de la hoja D (cm)

El ANAVA indicé que existié interaccion significativa entre los tratamientos y el
tiempo (p<0,0001). En la primera semana no se presentaron diferencias significativas, pero
conforme avanzaron las semanas, se observd una separacion de medias de los
tratamientos. En la semana 14 de evaluacion se observan diferencias significativas,
agrupados en 3 conjuntos diferentes “A-C-D”. El tratamiento T4 (Fusarium 100% CC)
categorizado como grupo “A”, fue el que tuvo mayor crecimiento registrando un largo de
hoja D con un promedio de 70,69 cm, el siguiente grupo “C” fue el de los largos de hoja D
intermedios y estuvo conformado por los siguientes tratamientos T2 (68,55 cm), T3 (67,88
cm), T1 (65,84 cm), T6 (65,35 cm) y T8 (65,27 cm). Finalmente, los tratamientos TS5y T7
formaron el grupo (“D”) con menor crecimiento de la hoja D con 61,38 cm y 60, 06

respectivamente (Figura 9).

De la semana 4-14 de evaluacion el T4 fue el tratamiento con mayor elongacion,
mostrandose estadisticamente distinto a los otros siete tratamientos. Se presenté una

tendencia del mayor al menor crecimiento de plantas de pifia de la semana 8 a la 14 (T4,
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T2, T3, T1, T6, T8, T7 y T5). Por ultimo, el T6 anterior a la semana 8 se encontraba por

delante de las plantas T1 (Figura 9).

En la figura 9 se observa el crecimiento de las hojas D de la pifia de forma

ascendente durante la semana de evaluacion.
Figura 9

Largo de la hoja D, de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma, Fusarium o ambas a

dos gradientes de humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba.
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Nota. Los colores y las figuras representan diversos tratamientos, T1 (Sin in6culo 30%CC),

T2 (Sin in6culo 100% CC), T3 (Fusarium 30% CC), T4 (Fusarium 100%CC), T5

(Trichoderma 30% CC), T6 (Trichoderma 100% CC), T7 (Fusarium-Trichoderma 30%CC) y

T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC). Por otro lado, cada letra es una comparacion entre

todas las semanas por lo que al verse de forma vertical se comparan entre tratamientos y

en forma horizontal entre semanas: elaboracion propia.
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Para visualizar de mejor forma la semana 14 se realiza una tabla de comparacién
de medias que se detalla a continuacion, ademas se agregan 2 semanas mas de evaluacion

para mostrar con detalle la tendencia observada:

Tabla 3

Comparacién de medias del largo de la hoja D de la semana 5,9 y 14 de evaluacion, de
plantas de pifia inoculadas con Trichoderma, Fusarium o ambas a dos gradientes de

humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba

Tratamientos \ SEIEIERS) SEINERERS) Semana 14

T4 (Fusarium 100% CC) 59,96° 68,17¢ 70,69 cm A

T2 (Sin inéculo 100% CC) 56,85F 65,63°¢ 68,55 cm ©

T3 (Fusarium 30% CC) 56,21F 64,03¢ 67,88 cm ©

T1 (Sin inéculo 30% CC) 55,03F 62,84P 65,84 cm ©

T6 (Trichoderma 100% CC) 53,58F 62,42P 65,35¢cm ©
——— 5

T8 (Fusarium 7C':r/é;70derma 100% 53.19¢ 61.10° 65, 27 cm ©
— 5

T7 (Fusarium ggfoderma 100% 49,36F 57 44F 61,38 cm ©

T5 (Trichoderma 30% CC) 48,767 56,10F 60,06 cm P

Nota. Cada letra es una comparacion entre todas las semanas por lo que al verse de forma
vertical se comparan entre tratamientos y en forma horizontal entre semanas: elaboracién

propia.

Ancho de lahojaD (cm)

El ANAVA indic6 que no existio diferencias significativa entre tratamientos
(p=0,3374). Por ello en las primeras 5 semanas de evaluacién, no se observaron diferencias
significativas. Posteriormente, si se observaron diferencias significativas (p<0,0001),
clasificando los 8 tratamientos en 2 conjuntos diferentes entre si. Para la ultima semana de

evaluacion las diferencias desaparecen nuevamente.
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En la semana 14 a pesar de no haber diferencias significativas se observé que el
tratamiento T4 (Fusarium 100% CC), presenté el mayor valor de ancho de hoja D con 4,92

cm y el de menor tamanio fue el T1 (sin indculo al 100%) con 4,43 cm (Figura 10).
En la figura 10 se observara de forma grafica lo expuesto anteriormente:
Figura 10

Ancho de la hoja D, de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma, Fusarium o ambas a

dos gradientes de humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba.
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Nota. Comparacién de medias de las hojas D de las plantas de pifia mostradas en contraste

y en diversos colores para distinguir diferencias. Los colores y las figuras representan

diversos tratamientos, T1 (Sin in6culo 30%CC), T2 (Sin indculo 100% CC), T3 (Fusarium

30% CC), T4 (Fusarium 100%CC), T5 (Trichoderma 30% CC), T6 (Trichoderma 100% CC),

T7 (Fusarium-Trichoderma 30%CC) y T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC). Por otro lado,

cada letra es una comparacion entre todas las semanas por lo que al verse de forma vertical
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se comparan entre tratamientos y en forma horizontal entre semanas: elaboracion propia:

elaboracion propia.

Area (cm?) de la hoja D

El ANAVA indicé que posterior a la semana 4 de evaluacién se detecto diferencias
significativas (p=0,0010) permitiendo agrupar los tratamientos en diversos conjuntos
estadisticamente similares segun el analisis de comparacion de medias DGC. En la ultima
semana de evaluacion (semana 14) el tratamiento T4 (Fusarium 100% CC) presento la
mayor area foliar, categorizado estadisticamente en el grupo “A” con 351,95 cm?, ademas,

fue distinto al resto de los tratamientos.

El grupo “B” se conformaba por seis tratamientos considerados estadisticamente
similares entre si; estos fueron el T2 (320,79 cm?), T3 (305,01 cm?), T8 (301, 33 cm?), T6
(300,54 cm?), T1 (291,33 cm?) y T7 (286,30 cm?). El grupo “C” estuvo compuesto por el T5
(277, 46 cm?), este ultimo fue el tratamiento con el menor area en la hoja D de las plantas

de pifia (Figura 11).
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En la figura 11 se observa la evolucién del area de las hojas D de las plantas de

pifia:
Figura 11

Area de la hoja D, de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma, Fusarium o ambas a

dos gradientes de humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba.
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Nota. Se observan diferencias estadisticas entre algunos tratamientos. Los colores y las

figuras representan diversos tratamientos, T1 (Sin in6culo 30%CC), T2 (Sin in6culo 100%
CC), T3 (Fusarium 30% CC), T4 (Fusarium 100%CC), T5 (Trichoderma 30% CC), T6
(Trichoderma 100% CC), T7 (Fusarium-Trichoderma 30%CC) y T8 (Fusarium-Trichoderma
100% CC). Por otro lado, cada letra es una comparacion entre todas las semanas por lo
que al verse de forma vertical se comparan entre tratamientos y en forma horizontal entre

semanas: elaboracion propia: elaboracion propia.

Para respaldar los datos brindados anteriormente se observa en la tabla 4, el area

de las plantas de pifia de mayor a menor area (cm?):
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Tabla 4

Comparacioén de medias del area de la hoja D de plantas de pifia, de la semana 5,9 y 14 de
evaluacion, de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma, Fusarium o ambas a dos

gradientes de humedad evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba.

T4 (Fusarium 100% CC) 256,71° 312,288 351,954

T2 (Sin inéculo 100% CC) 244.91¢ 296,428 320798

T3 (Fusarium 30% CC) 234,32P 277,76¢ 305,018

T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC) 225,46° 276,41¢ 301,338
T6 (Trichoderma 100% CC) 224,33P 267,42¢ 300,018

T1 (Sin inéculo 30% CC) 2144,44° 255,29¢ 291,338

T7 (Fusarium-Trichoderma 100% CC) 204,87° 254,12¢ 286,308
T5 (Trichoderma 30% CC) 196,27° 240,35° 277,46°

Nota. Valores promedios representados en cm?. Cada letra es una comparacion entre todas
las semanas por lo que al verse de forma vertical se comparan entre tratamientos y en

forma horizontal entre semanas: elaboracion propia: elaboracién propia.

Peso fresco y seco de las plantas de pifia inoculadas con Fusarium,
Trichoderma o ambas a dos gradientes de humedad

En la variable del peso fresco del tallo de plantas de pifias, el ANAVA detecté
diferencias significativas entre los tratamientos (p <0,007). Se agruparon en tres conjuntos,
en el grupo “A” se ubicé el tratamiento T6 (111,69 g) y T3 (103,89 g) los cuales no difirieron

entre si, pero si, del resto de los tratamientos.

El T6 (Trichoderma 100% CC) fue el tratamiento con mayor peso en tallo. En el
grupo “B”, se localizé el tratamiento T4 (86,66 g) y T2 (85,14 g) considerados

estadisticamente similares entre si. Por ultimo, en el grupo “C” se encontr6 los tratamientos
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con menor peso fresco de tallo entre ellos los T1 (75,28 g), T8 (68,02 g), T5 (65,40 g) y T7

(6514 g) (Tabla 5).

Con respecto al peso seco del tallo de las plantas de pifia, el ANAVA detect6
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,0007), agrupados en cinco conjuntos
segun la comparacién de medias DGC. El grupo “A”, tuvo al tratamiento con mayor
acumulacion de biomasa a nivel de tallo (T3 con 28,39 g). En el grupo “B” se hallaba el T6
con 22,02 g, en el grupo “C” el T1 con 18,63 g, en el “D” el T5 (16,49 g), T4 (15,50 g), T7

(14,95 g) y T2 (14.03 g).

El grupo “E” fue conformado por un unico tratamiento, que al mismo tiempo fue el

que tuvo menor acumulacion de biomasa el T8 con 11,61 g (Tabla 5).

En el peso fresco de las hojas de las plantas de pifia, el ANAVA detecto diferencias
significativas entre las unidades experimentales (p<0,0007), asociados en 3 grupos (A-B-
C) segun la comparacion de medias DGC. El grupo “A” conformado por el T6 (895,66 g) y
T4 (846,84 g), el grupo “B” por el T3 (762,24 g), T2 (727,27 ) y T8 (666,89 g). El grupo “C”
agrupo a 3 tratamientos el T1 (578,46 g), T5 (578,46 g) y T7 (527,28 g) siendo esta ultima

el tratamiento mas limitante de los 8 evaluados (Tabla 5).

En el peso seco de las hojas de plantas de pifia, el ANAVA revelo diferencias
significativas (p=<0,0001) entre los tratamientos, categorizados en 3 agrupaciones “A-B-C”
distintos estadisticamente entre si. En el conjunto “A” se ubicaron los tratamientos T3
(131,91 g) y T6 (125,724 g), en el grupo “B”, se localizan unicamente el T4 (105,86 g), la
asociacion “C”, constaba de 5 tratamientos, siendo estos los T2 (91,17g), T1 (89,76 g), T5

(83,67 g), T7 (80,64 g) y T8 (77,48 g) (Tabla 5).

En el peso fresco de las raices de las plantas de pifia, el ANAVA mostré diferencias

significativas (p<0.0001), categorizadas en 2 conjuntos (A-B) estadisticamente distintos
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entre si, segun la prueba de comparacion de medias DGC. El grupo “A,” se conforma por 4
tratamientos T4 (147,07 g), T6 (135,70 g), T3 (118,87 g) y T2 (106,40 g). El grupo “B”
igualmente se conformaba por 4 tratamientos T8 (90,07 g) y T1 (89,67 g), T5 (76,16 g)y T7

(70,32 g) (Tabla 5).

En el peso seco de la raiz, se encontraron 2 grupos estadisticos con diferencias
estadisticas segun las comparaciones DGC (p<0,0007). El conjunto “A” se conformé por los
tratamientos T6 (18,32 g), T4 (17,75 g) y T3 (15,98 g). El grupo “B” por los T5 (12,51 g), T2

(11,85¢), T1 (11,01 @), T7 (9,71 g) y T8 (9,15 g) (Tabla 5).

El ANAVA detecto6 diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0,0001) en el peso
fresco total de las plantas de pifia, no obstante, segun los analisis DGC fueron agrupados
en 3 grupos distintos entre si “A-B-C”. En el grupo “A” se ubica los T6 (1143,05 g) y T4
(1080,57 g), enel “B" el T3 (985,00 g) y T2 (918,75 g), en el “C” el T8 (824,97 g), T1 (743,42

g), T5 (668,84 g) y T7 (654,39 g) (Tabla 5).

En cuanto a la variable del peso seco total, el ANAVA revel6 diferencias
significativas entre los tratamientos (p <0,001), agrupandose en 3 conjuntos (A-B-C) segun
los analisis DGC. En el agregado “A” se ubicaron los tratamientos T3 (176,28 g) y T6
(165,50 g), en el “B” el T4 (139,68 g), en el “C” los T1 (119,41 g), T2 (112,06 g), T5 (112,66
g), T7 (105,30 g) y T8 (98,24 g); siendo las plantas de pifia inoculadas con Fusarium 30%

CC (T3) los que tuvieron mayor peso seco.

Por otro lado, los tratamientos con el menor peso seco fueron los tratamientos

inoculados con Fusarium-Trichoderma 100% (T8) (Tabla 5).

En resumen, de lo anteriormente descrito se puede decir que en las cuatro variables
medidas en el peso fresco destacaban dos tratamientos el T6 y T4, mientras que los de

menor peso fresco eran por lo general los TS5y T7. En el peso seco de las plantas de pifia,
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los tratamientos T3 y T6 fueron los que tuvieron mayor acumulacién de biomasa, mientras

que el menor peso en las cuatro variables fue el tratamiento T8.

En la tabla 5 se muestra la representacion numérica de los datos recopilado por

tratamientos y no por unidad experimental:

Tabla b

Peso fresco y seco de tallos, hojas, raices y peso total de plantas de pifia (Ananas comosus)
con Trichoderma, Fusarium, con ambos o sin ningtn indculo a dos gradientes de humedad,

evaluadas en la UCR, Recinto Turrialba

Tallo Hoja Raiz Total
Sin in6culo- 75,28 | 18,63 | 578,46 | 89,76 | 89,67 | 11,01 | 743,42 | 119,41
30%CC (T1 © © © © B) (B) © ©
Sin in6culo- 85,14 | 14,03 | 727,21 | 91,17 | 106,40 | 11,85 | 918,75 | 117,06
100%CC (T2 (B) (@) (B) © () (B) (B) ©
o N SVERCIOb Nelol 103,89 | 28,39 | 762,24 | 131,91 | 118,87 | 15,98 | 985,00 | 176,28
(A) ) (B) QY QY ) (B) QY]
86,66 | 15,50 | 846,84 | 105,86 | 147,07 | 18,32 |1080,57 | 139,68
(B) (@) () (B) () A) (G (B)
65,40 | 16,49 | 527,28 | 83,67 | 76,16 | 12,561 | 668,84 | 112,66
© (@) © © (B) ®) © ©
111,69 | 22,02 | 895,66 | 125,72 | 135,70 | 17,75 |1143,05| 165,50
QY] B) QY] QY QY ) QY] QY]
65,14 | 14,95 | 518,94 | 80,64 | 70,32 | 9,71 | 654,39 | 105,30
© (@) © © (B) (®) © ©
VERI[ (N0 ObZ 68,02 | 11,61 | 666,89 | 77,48 | 90,07 | 9,15 | 824,97 | 98,24
CC (T8) © B (B) © (B) ®) © ©

Nota. (X?) Medias con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

DGC: elaboracion propia.

Area de raices de la pifia provenientes de plantas inoculados con Fusarium,
Trichoderma a dos gradientes de humedad

El ANAVA manifestd diferencias significativas entre tratamientos para la variable

area de la raiz (p<0.0001), por lo que se realiz6 la prueba de comparacion de medias DGC.
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Esta prueba agrupé a los ocho tratamientos en dos conjuntos. En el grupo “A” se
encontraron los tratamientos con la mayor area de raices considerados estadisticamente
similares entre si, los tratamientos de este grupo fueron los T4 (5955,43 m?), T6 (5905,93

m?) y T3 (5391,50 m?).

El grupo “B” se conformé por el resto de los tratamientos siendo considerados como
los que menor cantidad de raiz desarrollaron, en este grupo se hallaron los T2 (4130,49
m?), T1 (3210,35 m?), T5 (3132,40 m?), T8 (3108,73 m?) y la menor cantidad de raiz
desarrollada en general a pesar de ser estadisticamente similar fue el T7 (2744,06 m?)

(Tabla 6).

En la Tabla 6 se visualizara de manera grafica los datos de las raices de las plantas

de pifa:
Tabla 6

Area de raices de la pifia provenientes de plantas inoculadas con Fusarium, Trichoderma a

dos gradientes de humedad evaluadas en el invernadero de UCR, Recinto Turrialba.

Tratamientos Volumen (m?) Diferencias
T4 (Fusarium 100% CC) 5955,43 A
T6 (Trichoderma 100% CC) 5905,93 A
T3 (Fusarium 30% CC) 5391,50 A
T2 (Sin in6culo 100% CC) 4130,49 B
T1 ( Sin inéculo 30% CC) 3210,36 B
T5 (Trichoderma 30% CC) 3132,40 B
T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC) 3108,73 B
T7 (Fusarium-Trichoderma 30% CC) 2744,06 B

Nota. La mayor cantidad de raices se observaron en los T6 y T4: elaboracion propia.
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Severidad interna en el tallo de plantas de pifia inoculadas con Fusarium,
Trichoderma cultivadas a diferentes gradientes de humedad

Con respecto a la variable severidad interna de las plantas de pifias se observo que
existen diferencias significativas entre tratamientos (p=<0,0001), segun el andlisis de
varianza y segun la comparacion de medias por medio de la prueba DGC los tratamientos

se agruparon en 2 grupos “A-B”.

El grupo “A” se conformo por 4 tratamientos siendo estos los T4 (5,20 %), T3 (4,18

%), T7 (3,78 %) y T8 (3,21 %).

En el conjunto “B” se hallaban también 4 tratamientos siendo estos los T5 (0,32 %),
T6 (0,17%), T1 (0,16 %)y T2 (0,16 %). Se observa que el grupo “B” estaba conformado de
aquellas plantas que no estuvieron inoculadas con Fusarium siendo las que presentaron

menor severidad (Tabla 7).
En la tabla 7 se observa la severidad del Fusarium en el tallo de plantas de pifa:

Tabla 7

Severidad interna en el tallo de plantas de pifa inoculadas con Fusarium, Trichoderma

cultivadas a dos gradientes de humedad evaluadas la UCR, Recinto Turrialba.

Factores % de Severidad Diferencias
T4 (Fusarium 100% CC) 5,20 A
T3 (Fusarium 30% CC) 4,18 A
T7 (Fusarium-Trichoderma 100% CC) 3,78 A
T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC) 3,21 A
T5 (Trichoderma 30% CC) 0,32 B
T6 (Trichoderma 100% CC) 0,17 B
T1 ( Sin inéculo 30% CC) 0,16 B
T2 (Sin inéculo 100% CC) 0,16 B

Nota. Los tratamientos con Fusarium fueron los de mayor severidad: elaboracion propia.
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Temperatura (°C) de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma y Fusarium
a dos gradientes de humedad

Segun los datos del analisis de varianza se presentd diferencias significativas
(<0,0001). A lo largo de las 5 evaluaciones (10 semanas totales) se observd que la
temperatura de las plantas de pifa se mantuvo entre los 30°C y 40°C, en la mayor parte del

periodo de evaluacion.

En la cuarta semana de evaluacion se detectd la mayor temperatura de follaje con
40,59°C, mientras que en la quinta semana se registrd el menor valor de la temperatura en
las hojas con 29,01° C. La subita caida de temperaturas en la quinta y ultima semana de
evaluacion se dio debido a que dicho dia, presentaba nubosidad y la temperatura promedio

del dia era de 23,4°C (8/10/21 datos IMN) (Figura 12).

En la figura 12 se observa las temperaturas registradas en plantas de pifa:
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Medicion de la temperatura de las plantas de pifia inoculadas con Fusarium, Trichoderma

0 ambas a dos gradientes de humedad, evaluados en el invernadero de la UCR, Recinto

Turrialba.

41,00
39,82
38,641
37 45
36,271
35,001
33914
32731
31,55
30,351

2018/

28,00/

A A
AL

oD
oo
EE
EE
1

1

2

3 4
Semana.Evaluacion

5

Nota. Uso de Tic’s para la detencién de enfermedades con base en el cambio de la

temperatura por semanas. Los colores y las figuras representan diversos tratamientos, T1

(Sin inéculo 30%CC), T2 (Sin in6culo 100% CC), T3 (Fusarium 30% CC), T4 (Fusarium

100%CC), T5 (Trichoderma 30% CC), T6 (Trichoderma 100% CC), T7 (Fusarium-

Trichoderma 30%CC) y T8 (Fusarium-Trichoderma 100% CC). Por otro lado, cada letra es

una comparacion entre todas las semanas por lo que al verse de forma vertical se comparan

entre tratamientos y en forma horizontal entre semanas: elaboracion propia: elaboracion

propia.

largo del experimento entre tratamientos en la Tabla 8:

Para una mejor interpretacion, se detalla las diferencias significativas halladas a lo
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Tabla 8

Temperatura de plantas de pifia inoculadas con Trichoderma y Fusarium a dos gradientes

de humedad evaluadas en el invernadero de la UCR, Recinto Turrialba.

Tratamiento

T1 (Sin in6culo30% CC) 40,14* 34,93 36,46" 39,674 | 31,29°

T2 (Sin in6culo 100% CC) 38,28* 33,33¢ 38,90* 40,17~ | 29,24F

T3 (Fusarium 30% CC) 40,277 36,038 37,188 40,46" | 31,74°

T4 (Fusarium 100% CC) 37,458 33,24¢ 38,30% 39,05 | 28,92F

T5 (Trichoderma 30% CC) 40,19* 34,57¢ 35,758 39,14 | 31,19°

T6 (Trichoderma 100% CC) 38,894 33,61¢ 39,18% 40,73* | 29,20F

T7 (Fusarium-Trichoderma 30% CC) 39,96 34,19 36,46° 39,40 | 30,94°
T8 (Fusarium-Trichoderma 30% CC) 38,49* 33,13¢ 39,224 40,73* | 29,59F

Nota. (X?) Medias con letras distintas indican diferencia significativa seguin la prueba DGC.
Cada letra es una comparacion entre todas las semanas por lo que al verse de forma vertical
se comparan entre tratamientos y en forma horizontal entre semanas: elaboracion propia:

elaboracion propia.

Se denota que la cuarta evaluacién fue la unica en la cual no hubo diferencias
significativas. En las otras evaluaciones se encontraron diferencias, dividiéndose en 2

grupos estadisticamente distintos como maximo segun analisis DGC.

De acuerdo con los resultados de la primera evaluacion de la variable temperatura
de planta, los tratamientos se pueden concentrar en dos grupos: en el primero se encuentra
el tratamiento T5 que presento el valor maximo con 40, 24 °C, seguido por T7 (40,13 °C),
T1 (40,07 °C), T3 (40,03 °C), T6 (38,75 °C), T2 (38,36 °C) y T8 (38,35 °C), es importante
aclarar que estos tratamientos no difirieron estadisticamente entre si para este periodo,

pero si con el T4 (37,53 °C) perteneciente al segundo grupo.

En la segunda evaluacion el tratamiento 3 (Fusarium 30% CC) present6 el mayor

valor en la temperatura del follaje (35,79 °C), ademas fue significativamente diferente a los
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restantes tratamientos, T8 (32,89 °C), T1 (34,86 °C), T5 (34,63 °C), T7 (34,37 °C), T6 (33,47

°C), T2 (33,40 °C), T4 (33,32 °C), T8 (32,89 °C).

En la tercera evaluacion también existié 2 grupos estadisticamente distintos entre
si, en el primer conjunto se hallaron los T6 (Trichoderma 100% CC con 39,04 °C), T8 (38,98
°C), T2 (38,98 °C) y T4 (38,38 °C) todos similares entre si pero distinto al segundo grupo,
el cual presento menores temperaturas; en esta agrupacion se conformaba por los T3

(36,94 °C), T7 (39,64 °C), T1 (36,39 °C), T5 (35,80 °C).

En la cuarta evaluacién no se presentaron diferencias significativas entre los 8
tratamientos, pero se conoce que él que tuvo la mayor temperatura fue el tratamiento T6
con 40,59 °C, seguido por T8 (40,48 °C,) T2 (40,25 °C), T3 (40,22 °C), T1 (39,60 °C), T7

(39,58 °C), T5 (39,20 °C) y T4 (39,13 °C).

En la quinta evaluacion los tratamientos se concentraron en dos grupos
estadisticamente distintos entre si: en el primero se encontraron 4 tratamientos liderado por
el T3 (Fusarium 30% CC) con 31,50 °C, seguido por el T5 (31,24 °C), T1 (31,22 °C) y T7
(31,12 °C). El segundo grupo (E) consto6 de 4 tratamientos, siendo estos los T8 (29,35°C),

T2 (29,32°C), T6 (29,03°C) y T4 (29,01°C).

Al observar el comportamiento de los indculos durante las 5 evaluaciones se puede
observar que el T3 (Fusarium 30% CC) fue estadisticamente distinto a su contraparte al
100% de la CC en cuatro evaluaciones de las cinco realizadas (evaluacion1: T3 40,03 °C
> T4 37,53 °C; evaluacién 2: T3 35,79 °C - T4 33,32 °C; evaluacién 3: T3 38,38 °C > T4
36,94 °C y evaluacién 5: T3 31,50 °C > T4 29,01 °C), siendo la cuarta semana de
evaluacion (T3 40,22 °C > T4 39,13 °C) la unica evaluacion en donde no se encontraron

diferencias significativas entre ellas.
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En las evaluaciones 1, 2 y 5 las plantas inoculadas con Trichoderma al 100% CC
(T6) presentaron valores promedio menores en temperaturas del follaje con respecto a su
contraparte al 30% CC (T5) (evaluacién 1: T5=40,24 °C > T6=38,75 °C; evaluacion 2:
T5=34,63 °C >T6= 33,47 °C; evaluacion 5: T5=31,24 °C - T6=29,06 °C) encontrandose
temperaturas del T6 ala T5 1,38-1,01-1,67 °C para la evaluacion 1, 2 y 5 respectivamente,

solo en la quinta evaluacion hubo diferencias del 5%.

Por otro lado, en la tercera y cuarta evaluacioén las plantas de Trichoderma al 30%
CC (T5) fueron las que tuvieron un descenso en sus temperaturas con respecto a las del
100% (T6) (evaluacion 3: T5= 35,80 - T6=39,04 °C; evaluacion 4: T5 39,20 °C - T6 40,59
°C) con diferencia de 3,09°C y 1,45 °C para la evaluacion 3 y 4, encontrandose diferencia

significativa en la 3 evaluacion (Tabla 8).
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DISCUSION

La metodologia aplicada en la presente investigacion resulté efectiva para el
establecimiento de las condiciones de humedad en el suelo requeridas para la evaluacién
de la respuesta tanto de los microorganismos seleccionados como de las plantas de pifia,

a nivel de invernadero.

En relacion con el largo y area de la hoja D, las plantas inoculadas con F. oxysporum,
cultivadas en suelo a capacidad de campo presentaron una longitud promedio de 70,69 cm
al final de la investigacion (Figura 9 y Tabla 3), valor que fue significativamente diferente

con respecto a otros tratamientos.

En un estudio realizado por Bitas et al. (2015), en plantas de tabaco y de A. thaliana,
observaron que 39 aislamientos de 46 cepas de F. oxysporum escogidas para la
investigacion mejoraron significativamente el crecimiento de las plantas ya que se dice que
en las primeras etapas de la infeccion el patdégeno induce la produccion de reguladores de
crecimiento como las auxinas, las cuales participan en la sefalizacion y en la mediacién por
parte de los volatiles de F. oxysporum que ocurren en los principales nichos ecoldgicos del
hongo (rizosfera y planta); que en consecuencia pueden mejorar el desarrollo de algunos

organos de las plantas.

Lo anteriormente mencionado podria explicar el crecimiento observado en la hoja
D, de plantas de pifia, principalmente si se toma en cuenta que el lento desarrollo de la
fusariosis durante las primeras etapas de colonizacién en plantas de pifia, si bien el hongo
coloniza los tejidos de la raiz y eventualmente del tallo, la posible liberacién de reguladores
de crecimiento podria tener un efecto positivo en la elongacién de la hoja en las primeras

etapas.
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Por otra parte, se observa que las plantas inoculadas con Trichoderma 100% CC se
ubicaron en la quinta posicién con respecto al largo de la hoja D (65,35 cm) (Figura 9 y
Tabla 3) en el segundo grupo (no distintos entre si), uno de los efectos esperados al inocular
con este microorganismo era la estimulacion del sistema radical y las partes areas de la
planta, sin embargo, en esta ocasion no se observo el efecto en el tamafio de la hoja
evaluada; es importante considerar que los microorganismos requieren condiciones de

suelo especificas y un tiempo considerable para su debido establecimiento.

En el ensayo se realizé un doble auto clavado al suelo con el propésito de eliminar
la fuente de in6culo de patdgenos provenientes de campo, el proceso de desinfeccion
habria alterado las condiciones quimicas del suelo, que como consecuencia indujo una
severa toxicidad con manganeso. Lo que posiblemente afectd la capacidad de desarrollo

de forma adecuada del antagonista.

Se ha comprobado que la diversidad de microbios se puede ver afectada debido a
la esterilizacién de suelos por medio del vapor, por ejemplo, en un estudio realizado por
Sota-Tanaka et al. (2003), evaluaron las propiedades y la diversidad metabdlica de los
microbios en el suelo frente a esterilizaciones de vapor y probaron que efectivamente la
actividad de los microorganismos de bio control son afectados negativamente, afectando

su eficiencia de entre un 30-60%.

Continuamente, se conoce que la esterilizacion acaba con muchos microbios,
ademas, se conoce que el hongo Trichoderma, se alimenta de otros hongos y al eliminarse
las fuentes de recursos bioldgicos, es posible que no expresara de la forma esperada,
reduciendo su accién como promotor de crecimiento, su aporte de nutrientes en formas

disponibles, entre otras (Herrera Parra 2019; Cubillos Hinojosa et al., 2009).
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En el crecimiento del largo (Tabla 3) y area de la hoja D (Tabla 4), se observa que
los tratamientos sin in6culo al 100% CC (T2) y al 30% CC (T1) fueron afectados en su
crecimiento, en algunas ocasiones su afectacién fue igual que las plantas inoculadas con
el patdégeno o el antagonista por ejemplo el T2 (68,55 cm) fue mayor al T3 (67,88 cm), lo
observado pudo ser a causa de los efectos negativos observados al realizar esterilizaciéon
con vapor siendo esta la reduccién del crecimiento de las plantas debido a la toxicidad
ocasionado por la liberacién de Mn (manganeso), de la fraccion organica del suelo y debido
a la eliminacion de microbios que transforman el manganeso disponible en 6xidos

superiores (Mahmood et al., 2014).

Serrano (2021), menciona que por naturaleza los suelos de Upala poseen
contenidos considerables de Mn por lo que al ser expuestos a una mayor temperatura se
induce a intoxicaciones como la antes mencionada y la que se observa en las tablas 8 y 9

(ubicados en anexos).

Con respecto a la variable ancho de hoja D (Figura 10), no se detecté diferencias
entre las medias de los tratamientos, esto se debe a que al hablar de la hoja D se hace
referencia a la hoja adulta mas larga de la planta, utilizada para evaluar el crecimiento o el

estado nutricional de la planta (lvan Ebe et al., 2015).

Bajo las condiciones establecidas en este ensayo la variable no resultd sensible para
detectar diferencias entre los tratamientos y por lo tanto no se considera que aporte mas

informacién para la comprension de la hipotesis de estudio.

En cuanto a las variables de peso fresco (Tabla 5) de las plantas de pifia se observé
que los T6 y T4 fueron los de mayor peso, mientras que en el peso seco los de mayor peso
fueron los T3 y T6. En una investigacion realizado por Ruiz-Cisneros et al. (2018), para

determinar el efecto de tres especies de Trichoderma al aplicarlas solas y confrontacion con
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tres fitopatdgenos, sobre el crecimiento y calidad del fruto de jitomate; concluyeron que en
algunas variables morfofisiolégicas como el crecimiento, peso, entre otras, el antagonista
fue mejor, atribuyendo dicho resultado a la capacidad del Trichoderma para solubilizar
fosfatos, micronutrientes, cationes minerales utiles para el metabolismo de las plantas que
en consecuencia hacen que las plantas tengan un mayor crecimiento y biomasa radicular,

como lo ocurrido en el peso de las plantas de pifia.

De igual forma que en el presente ensayo dichos autores obtuvieron efectos no
esperados, justificando dicho resultado a las densidades del antagonista utilizadas, ya que,
segun su hipétesis la efectividad de los antagonistas depende de la cantidad del indculo
utilizado. Sugiriendo que la dosis aplicada en el presente estudio no fue suficiente para

obtener el efecto esperado en plantas de pifia.

Por otro lado, se observa que el menor promedio de peso fresco total (Tabla 5) se
registré en los tratamientos T1 y T7, mientras que los menores pesos secos se presentaron
en T5, T7 y T8; es importante recalcar que tanto en peso seco como fresco no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos mencionados.

En ambos casos se observa que los tratamientos de confrontacién fueron los de
menor peso. En el estudio de Ruiz-Cisneros et al. (2018), concluyeron que una deficiente
asimilacion de nutrientes, como consecuencia de la enfermedad inducida por los patégenos
o por el gasto energético que crea la planta para salvaguardar al antagonista impide el

crecimiento adecuado.

Oftra posibilidad puede deberse a que las plantas inoculadas con ambos organismos
requieran de la inversion de energia u otros metabolitos ya sea para combatir al patégeno
o para estimular la simbiosis con el antagonista, incidiendo en que dichas plantas hayan

tenidos una menor reserva de biomasa durante el periodo evaluado.
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Aunado a esto se observa que las plantas inoculadas con Trichoderma 30% CC (T5)
y los tratamientos T7-T8 (Tabla 5), en la mayoria de los 6rganos evaluados fueron las

plantas con menor peso fresco y seco.

Lo anteriormente mencionado podria justificarse con la susceptibilidad del
antagonista y patégeno a bajos gradientes de humedad. Donati (2011), menciona que el
genero Trichoderma presenta diversos comportamientos en lo referente al contenido de
humedad en el medio en el que se desarrollan, exhibiendo comportamientos desde mesdfilo

(humedad intermedia o moderadas) a hidréfilo (ambientes muy humedos).

También, dice que las especies de Trichoderma pueden pasar de estado la latente
a uno activo, a medida que aumenta el contenido de humedad del suelo, desarrollandose

o6ptimamente hasta un 60% de la capacidad de campo.

Ademas, Cabrera & Tejera (2002) encontraron que el Trichoderma harzianum es
relativamente intolerante a los bajos gradientes de humedad, ademas, mencionan que las
mejores tasas de crecimiento del antagonista ocurren a un pH de 5.5. El valor de pH del
suelo utilizado en esta investigacion fue de 5,3 (Anexo 2). Por lo que se cree, que al someter
las plantas y microorganismos a un ambiente ligeramente mas acido incidio en la reduccion

de la actividad biologica o metabdlica del antagonista.

A nivel de raices, los tratamientos T4, T6 y T3 (Tabla 6), fueron superiores al resto
de las unidades experimentales en cuanto al area de raices obtenidas. Bitas et al. (2015)
concluye que en algunas ocasiones el crecimiento de distintos 6rganos de las plantas
inoculadas con Fusarium puede darse de forma elevada contrario a lo esperado debido a
que el patogeno es altamente competitivo, en consecuencia aumenta la disponibilidad de
nutrientes y mejora la raiz que en efecto aumenta el crecimiento de las plantas, por el

incremento de exudados derivados de las plantas, asi como el tejido de la raiz para una
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posible colonizacién. Por otro lado, se observa que probablemente la disminucién de las
raices en los tratamientos T5 (Tabla 6), pueda ser debido al estrés hidrico, ademas, se
comprueba la estimulacion radical de la cepa utilizada de Trichoderma siempre y cuando

se presenten las condiciones de humedad de suelo ideales para su desarrollo.

Con respecto a la variable severidad de la fusariosis en el interior del tallo, los
tratamientos que presentaron el mayor promedio de area afectada fue en plantas
inoculadas con Fusarium oxysporum (T3-T4-T7-T8) (Tabla 7) no obstante el grado de
severidad presentada no sobrepasé el 6%, esto quiere decir que el método de inoculacion
utilizado si funcioné como método de infeccién, pero debido a que el hongo desarrolla una
enfermedad monociclica (de lento avance en el tejido del hospedero durante las primeras
etapas de la infeccion), su infeccion haya sido retrasada o necesitara mas tiempo para

mostrar mayor afectacién (Watt, 2015).

Aquellas plantas que tuvieron algun grado de severidad y no estaban inoculadas en
un principio con Fusarium, se cree que las plantas venian con un nivel de infeccién
imperceptible desde campo, por medio de un posible “escape” de algunas unidades de

producto utilizado que no resultaron efectivos en la desinfeccion de la semilla.

En cuanto a la variable temperatura de planta (Tabla 8 y Figura 12) la comparacion
de medias entre tratamientos presentd un resultado inespecifico. En plantas inoculadas con
Trichoderma 100% CC se detectaron temperaturas elevadas, inclusive fueron las mayores
en dos evaluaciones (evaluacion 3 y 4), mientras que las plantas inoculadas con Fusarium

100% CC en 3 ocasiones (evaluacion 1, 4, 5) registraron la menor temperatura.

En una investigacion realizada en trigo, se compararon y combinaron imagenes
térmicas, fluorescentes e hiperespectrales para monitorear el tizén de la cabeza producida

por el patégeno Fusarium; en esta investigacion se observo que la temperatura de las
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espiguillas no inoculadas con Fusarium fue mas alta que las espiguillas inoculadas inclusive
30 dias después de la infeccion, la diferencia maxima de temperatura se dio a 12 dias en
las plantas inoculadas con el patégeno, mostrando una heterogeneidad de temperatura mas
baja, dicho comportamiento fue atribuido a la reduccion del contenido de agua ya que se

altera la transpiracion debido a la interrupcion del suministro de agua (Mahlein et al., 2019).

Lo anteriormente mencionado, puede ser una posible causa a lo sucedido en la
investigacion debido a que existe la posibilidad de que haya existido un error experimental
involuntario ya que el suministro de agua se regulé cada 4 dias de acuerdo con el valor
obtenido con el TDR, sin embargo es posible que la reposicion de agua realizada no fue
adecuada, Mahlein et al. (2019) dice que muchas veces se dificulta mantener el agua
constante, si no se tienen todo un programa de riego y todo el montaje tecnoldgico requerido

para las distintas situaciones.

Por otro lado, la infeccidon del patdogeno fue reducida en el periodo evaluado y
probablemente insuficiente para generar alteraciones en la temperatura de la planta como

se esperaba.

En el caso de las temperaturas presentadas en los T6 (Trichoderma 100% CC)
(Tabla 8 y Figura 12), pueda ser por el antagonista, ya que se conoce de muy pocas
especies de Trichoderma que toleran temperaturas mayores a los 30°C, especies como
Trichoderma harzianum tienen un rango de temperatura calido que oscila entre los 22 a
33°C tolerando hasta los 38°C, con una temperatura 6ptima para realizar todas sus
funciones como antagonista de entre 25 °C-30°C (Martinez et al. 2013- Romero et al.,

2016).

En un estudio realizado se determind que a 30°C la actividad antagodnica del

Trichoderma fue casi nula a nivel de invernadero, por lo que concluyeron que la temperatura
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6ptima para el crecimiento no necesariamente coincide con la de su actividad antagoénica,
y que existe estrecha relacion entre aislamiento, antagonismo y temperatura (Rodriguez &

Arcia 1993).

El invernadero utilizado para el ensayo se mantenian temperaturas de 30-35°C por
lo que es posible que dichas temperaturas presentadas hayan alterado los efectos
antagonicos del Trichoderma por lo que las temperaturas eran mayores en varias

ocasiones.

La hipdétesis; la actividad antagdnica del Trichoderma, no depende de gradientes de
humedad en el suelo, es rechazada ya que se demostrd que el antagonista si es afectado
por las gradientes de humedad, en variables como largo, area, peso fresco, peso seco y
longitud de raices y también se observa que al actuar junto al Fusarium fueron uno de los

tratamientos que tuvieron menor crecimiento.
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CONCLUSIONES

El riego limitado, los cambios quimicos del suelo y las temperaturas externas a la planta
afectan la expresion del Trichoderma sobre las variables morfofisiolégicas (largo, area,
peso fresco, peso seco, longitud de raiz y temperatura de las plantas de pina).

El método de inoculaciéon influye en como se desarrolla las enfermedades. En la
investigacion se pudo denotar que la inoculacién directamente al sustrato puede afectar
la velocidad de infeccién y su expresion en las plantas.

El uso de equipos de deteccion de la temperatura como sistema de deteccion de

infecciones de patdgenos en plantas de pifia no fue efectiva en esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar mas afondo la dosis de Trichoderma necesaria para el
combate de Fusarium oxysporum de manera efectiva. Debido a que probablemente
las dosis afiadidas en la investigacion no haya sido lo suficiente para proteger a las
plantas del Fusarium.

No aplicar en épocas secas el hongo antagonista si no se cuenta con el riego
necesario. Ya que se constaté que el Trichoderma es afectado por el déficit hidrico.
Al inocular plantas para el estudio, se cree necesario probar distintos métodos, para
ver cual es la que tiene la tasa de infeccion mas alta.

Si el ensayo llegase a repetirse, se recomienda, no doble auto clavar el suelo para
evitar intoxicaciones y reacciones no conocidas en las plantas.

El uso de equipos de deteccion de la temperatura como sistema de deteccion de
infecciones de patégenos en plantas de pifia es posible, sin embargo, se requiere
afinar los sistemas utilizados y realizar pruebas a nivel de campo que permitan

valorar las variables expuestas a condiciones ambientales
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ANEXOS

En la semana 8 de evaluacién se realizé un analisis foliar a las plantas de pifa, se
tomaron de forma al azar 20 hojas D se rotularon correctamente y se enviaron al laboratorio
del CIA. Los resultados fueron comparados con los valores criticos del cultivo, se observé
un exceso de manganeso con 2442 mg/kg y las bases (Ca, Mg, K) estaban por debajo del

nivel critico con 0,30% de calcio, 0,20% de magnesio y 3,07% de potasio (Anexo 1).
En el anexo 1 se observan los resultados del analisis foliar realizado:

Anexo 1

Analisis quimico foliar de plantas de pifia, estudiadas en el invernadero de la UCR, Recinto

Turrialba.
Analisis quimico foliar
% Masa Mg/kg
N P Ca Mg K S Fe | Cu | Zn Mn B

253 | 0,145 | 0,30 | 0,20 | 3,07 | 0,11 | 127 | 10 | 17 | 2442 | 24

Nota. El manganeso es un microelemento esencial para la planta, CIA 2021.

En el analisis quimico del suelo se observé que el pH del suelo estudiado estaba en
0,2 por debajo del nivel critico, mientras que la acidez intercambiable estaba por encima
del nivel critico en 0,6 cmol (+) /L, los minerales por debajo del nivel critico fueron el fosforo
(1 mg/L) y el Zn (2,3mg/L), por otro lado, el cobre (13 mg/L), hierro (74 mg/L) y manganeso

(74mg/L) estaban por encima del nivel critico (Anexo 2).

En el anexo 2 se observan los resultados del analisis foliar realizado:



Anexo 2
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Andlisis quimico de suelo, estudiado en el invernadero de la UCR, Recinto Turrialba.

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

pH

Cmol (+)/L %

mg/L

H.0 | ACIDEZ

Ca

Mg | K | CICE | SA

P

Zn | Cu | Fe | Mn

55 0,5 4

1 0,2 5

10

3 |1 ]10] 5

5,3 0,11

5,32

169|042 | 754 | 2

1

23113 |74 | 74

Nota. Se observa excesos de macro y microelementos, CIA 2021.

Anexo 3

Etiqueta del bio estimulante radicular Triflora.

jALTO! LEA ESTA ETIQUETA ANTES DE
MANIPULAR EL PRODUCTO

MEDIDAS PARA LA PROTECCION DEL
AMBIENTE:

No contamine rios, lagos, estanques o fuentes de
agua con este producto con envases 0 empaques
vacios.

AVISO DE GARANTIA:

El fabricante y el registrante garantizan la calidad del
producto en su envase original cerrado
herméticamente. También garantizan la eficacia del
producto, siempre y cuando se le dé el uso estipulado
en el panfleto. Debido a que esté fuera de nuestro
alcance el control sobre el almacenamiento,
manipuleo de este producto, nos es imposible asumir
responsabilidades por posibles dafios que puedan
ocasionarse debido a estos factores. Se garantiza
asimismo la composicion quimica del producto tal y
como se indica en la etiqueta, siempre y cuando el
envase se encuentre sellado.

ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE:

Este producto no es inflamable ni corrosivo. No
transporte este producto con alimentos, semillas,
forrajes, medicamentos, ropa y utensilios de uso
domeéstico. Almacene bajo Ilave en un lugar fresco,
seco, y aireado y lejos del alcance de los nifios,
personas discapacitadas, y animales domésticos. No
almacenar a temperaturas mayores de 30 °C.
Conserve el producto en su envase original,
etiquetado y cerrado herméticamente.

W
YHORIZEN

“ BIOAGRO

Triflora

Bioestimulante Radicular

Composicion piv
Trichoderma harzianumy T. viride 3.4 x 10> UFC

Contenido Neto
()500cc ()1litro ( )3.785Its ()20 litros

FABRICADO Y FORMULADO POR:
Horizon Bioagro S.A.

Llano Grande de Cartago, Costa Rica
Tel: (506) 2271-3665, 8814-5597,
e-mail: info@horizonbioagro.com

DISTRIBUIDO POR:

NO USE EL PRODUCTO EN FORMA DIFERENTE A

LO INDICADO EN ESTAETIQUETA
INSTRUCCIONES DE USO

Agro Bacillus es un complejo de bacterias benéficas que
puede ser utilizado en todas las etapas del cultivo para
mejorar las condiciones de la planta.

PREPARACION DE LA MEZCLA:

Para preparar el caldo de aplicacion, vierta el contenido del
producto en el tanque de aplicacion lleno hasta la mitad con
agua limpia, posteriormente con el sistema de agitacion en
funcionamiento termine de llenar el tanque con agua
limpia.

METODO DE APLICACION: Aspersién al suelo

RECOMENDACIONES DE USO: Para Costa Rica
Cultivos: Aglonema. Aguacate. Ajo. Algodén. Apio. Arroz.
Arveja. Ayote. Banano. Berenjena. Brécoli. Cacao. Café.
Cala. Calabaza. Camote. Cafia de az(car. Cafia India.
Carambola. Cebolla. Cerezos. Césped. Chayote. Chile
dulce. Chile picante. China. Chiverre. Ciruela. Clavel.
Clavelén. Coco. Col de Bruselas. Coliflor. Cordiline.
Crisantemo. Crotos. Culantro. Culantro Coyote. Crcuma.
Esparrago. Espinaca. Frijol. Gerbera. Girasol. Granadilla.
Guanébana. Guayaba. Helecho Hoja de Cuero. Heliconia.
Jengibre. Lechuga. Legumbres. Limén. Lirios. Macadamia.
Maiz. Malanga coco. Malanga islefia. Mandarina. Mango.
Mani. Manzana. Maracuyd. Marginatas. Melocoton. Melén.
Mora. Mostaza. Name. Nampi. Naranja. Orquideas. Palma
africana. Palmito. Papa. Papaya. Pepino. Pera. Pimienta.
Pifia. Platano. Rabano. Remolacha. Repollo. Rosa. Sandia.
Sorgo. Soya. Tabaco. Tiquisque blanco. Tiquisque lila.
Tomate. Toronja. Uva. Vainica. Yampi. Yuca. Zanahoria.
Zapallo. Zuchini.

Dosis: 1 a4 litros de producto por hectarea. Aplicacion
dirigida al suelo o foliar, ya sea via drench, con bomba de
espalda, spray boom o riego por goteo. 1 litro por estafion

FITOTOXICIDAD Y COMPATIBILIDAD: Este
producto no es Fitotéxico. No debe ser mezclado con
funguicidas, productos quimicos o coadyuvantes que
alteren el rango de pH entre 5-6.

Lote:
Fecha Vencimiento:
Fecha Produccion:

Numero de Registro: 7547
Fecha Registro: 23/0ct/2013
Pais: Costa Rica

Nota. Se observa los detalles del antagonista Trichoderma utilizadas, comercializada por

HORIZON BIOGRO.



Anexo 4

Andlisis de varianza del “largo de la hoja D” de plantas de pifa.

Medidas de ajunste del modelo

) LIC BIC logLik Sigma Rz2 0 R2 1 R2 2
782 3233,47 3850,76 -1479,73 19898,45 0,78 0,80 0,93
ATC v BIC menores implicas mejor

Pruebas de hipdtesis= marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-wvalue p-—wvalue

(Intercept) 1 622 46,59 <0,0001
Tratamiento 7 43 4,57 0,0007
Semana 13 622 459,61 «<0,0001
Cantidad.de.hojas 1 43 i0,50 00,0023
Tratamiento: Semana 91 622 2,82 «<0,0001

Pruebas de hipdtesi= tipo III - pruseba

Source numDF denDF F-wvaluse p—wvalue
1 Tratamiento 7 43 4,57 0,0007
2 Semana 13 622 459,61 «<0,0001
3 Tratamiento:Semana 91 622 2,82 «<0,0001
4 Cantidad.de.hojas 1 43 10,50 00,0023

Nota. Variable repetida en el tiempo.

Anexo 5

Andlisis de varianza del “ancho de la hoja D” de plantas de pifia.

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC loglik Sigma R2 0 RZ2 1 R2 2
784 327,97 941,16 -27,98 0,25 0,44 0,44 0,75
ATC w BIC mencores implizca mejor

Prucbas de hipdtesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-valuse p—value

(Intercept) 1 624 78,33 <0,0001
Tratamiento T 43 1,17 00,3374
Semana 13 624 64,45 «<0,0001
Cantidad.de.hojas 1 43 8,71 00,0033
Tratamiento:!:Semana 91 624 1,40 00,0116

Prucbas de hipdtesis tipo III - prueba

Source numDF denDF F-waluse p-—wvalue
1 Tratamiento T 43 1,17 00,3374
2 Semana 13 624 64,49 <0,0001
3 Tratamiento:Semana 91 624 1,40 0©0,0116
4 Cantidad.de.hojas 1 43 9,71 00,0033

Nota. Variable repetida en el tiempo.



Anexo 6

Andlisis de varianza del “area de la hoja D” de plantas de pifa.

Medida=s de ajuste del modelo

N 4LIC BIC logLik Sigma BEZ O RZ 1 RZ
784 6120,92 &738,62 -28923,46 140,28 0,77 O,77 0,9
ATC w BIC mencores implica mejor

e
2

Pruekhas de hipdtesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-wvalue p-—valuae

(Intercept) 1 624 11,87 0, 0006
Tratamiento T 43 4,35 0, 0010
Semana 13 6z4 332,69 <0,0001
Cantidad.de.hojas 1 43 23,64 <0,0001
Tratamiento:Semana 91 e24 1,96 <0,0001
Pruekhas de hipdtesis tipo IIT - pruseha

Source numDF denDF F-wvalue p-—valuae
1 Tratamiento 7T 43 4,35 0,0010
2 Semana 13 6z4 332,69 <0,0001
3 Tratamiento:Semana 91 624 1,96 <0,0001
4 Cantidad.de.hojas 1 43 23,64 <0,0001

Nota. Variable repetida en el tiempo.

Anexo 7

Analisis de varianza de las “temperaturas maximas” encontradas en plantas de pina.

Medidas de ajuste del modelo

AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1 R2 2
280 957,04 1120,63 -431,52 1,05 0,88 0,89 0,981
IC ¥ BIC menores implics mejor

I R |

Prucebhas de hipodotesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-wvalue p-value

{Intercept) 1 192 21045,86 <0,0001
Tratamiento 7 44 1,91 0©,0902
Semana.Evaluacion 4 1%2 1412,03 <0,0001
Tratamiento:Semana.Evaluac. . 23 192 6,02 <0,0001

Prucbas de hipétesis tipo III - prueba

Source numDF denDF F-value p-value
1 Tratamiento 7 44 1,%1 0,0802
2 Semana.Evaluacion 4 192 1412,03 <0,0001
3 Tratamiento:S5emana.Evaluac.. 28 1592 6,02 <0,0001

Nota. Variable repetida en el tiempo.



Anexo 8

Andlisis de varianza del “peso fresco total” de las plantas pifia.

Anali=i= de la wvarianza

Variable N Rf R® Aj CV
Peso(g) 56 0,70 0,61 15,08

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sSC gl CH F p—-valor

Modelo 1728592,50 13 132%9&62,65 7,60 «<0,0001
Eepeticiones E5138,37 & 9188,73 0,52 0,788l
Tratamiento 1673454,13 7 239064,88 13,66 <0,0001
Error T7351%94,11 42 17504,&62

Total 2463786,61 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.

Anexo 9

Analisis de varianza del ‘peso seco total” de las plantas pifia.

Analisis de la variansza

Variable H E< E= &Aj CW
Peso(g) 56 0,78 ©,71 12,87

Cnadro de Analisi= de la Varianza (SC tipo III)
F.WV. SC gl CH F p-valor

Modelao 40511,75 13 3116,29 11,25 <0,0001
Repeticiones 680,88 & 113,48 0,41 0,8683
Tratamiento 39830,87 7 5690,12 20,55 <0,0001
Error 11629,88 42 276,90

Total 52141,63 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.
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Anexo 10
Andlisis de varianza del “peso fresco de la raiz” de las plantas pifia.

Anali=i= de la wvarianza

Variable N Rf RT A3 CV
Peso(g) 56 0,55 0,41 28,00

Conadro de Anali=sis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 44104,83 13 3392,68 3,9 0,0003

Eepeticione=s 6335,83 & 1055,97 1,24 0,3062

Tratamiento 3776%9,00 7 53%85,57 6,33 «<0,0001

Error 35798,85 42 852,35

Total T9903,68 55

o

-

Nota. Variable no repetida en el tiempo.

Anexo 11

Analisis de varianza del ‘peso seco de la raiz” de las plantas pina.
Anali=i= de la warian=za

Variable N R® R® Aj CV
Pesoc(g) 56 0,55 0,40 27,76

Cnadro de Anglisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. 5C gl CHM F p—-valor
Modelo 685,85 13 52,76 3,88 0,0004
Tratamiento 632,10 7T 90,30 6,64 <0,0001
Repeticiones 53,75 & &8,%06 0,86 0,86833
Error 571,51 42 13,61
Total 1257,35 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.



Anexo 12
Andlisis de varianza del “peso fresco del tallo” de las plantas pifa.

Anali=sis de la varianza

Variable N R®* Rf Aj CV
Peso(g) 56 0,75 0,67 13,62

Cnadro de Anali=sis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Hodelo 15e665,34 13 1205,03 9,51 «0,0001

Tratamiento 15322,61 7 2188,94 17,28 «0,0001

RBepeticiones 342,73 & 57,12 0,45 0,8401

Error 5319,21 42 126,65

Total 20984 ,55 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.

Anexo 13

Analisis de varianza del ‘peso seco del tallo” de las plantas pifia.

Analisis de la varianza

Variable N E* R=®* Bj CW
Pe=so(g) 56 0,79 0,72 17,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 1398,62 13 107,59 11,88 «<0,0001
Tratamiento 1387,41 7 198,20 21,85 <0,0001
REepeticiones 11,22 & i,87 0,21 00,9729
Error 380,33 42 9,06
Total 1778,895 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.



Anexo 14
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Andlisis de varianza del “peso fresco de las hojas” de las plantas pifia.

Analis=i= de la varianza

Variable N E* R*® L3 CW

Pesofg) 56 0,69 0,59 15,19

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo 1024204,42 13 78784,%96 7,17 «<0,0001

Tratamiento 995474, 60 7 142210,66 12,93 <0,0001

Eepeticiones 28729,82 & 4788,30 0,44 0,8508

Error 461787,96 42 10994,85

Total 1485992,38 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.

Anexo 15

Andlisis de varianza del “peso seco de las hojas” de las plantas pifia.

Analis=is de la wvarianza

Variable W E* R*

&3

cv

Peso(g) o6 0,78

0,71 12,18

Cnadro de Analisis de

la Varianza

(5C tipo IIT)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 21519,597 13 1655,38 11,54 <0,0001
Tratamiento 21150,30 7 3021,47 21,06 <0,0001
Repeticiones 369,66 & 6l,61 0,43 00,8552
Error 6026,56 42 143,49
Total 27546,52 L&

Nota. Variable no repetida en el tiempo.
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Anexo 16

Andlisis de varianza del “porcentaje de severidad” de las plantas de pifa.
hnali=is de la varianza

Variahle N Rf R® Lj CV
Severidad 56 0,67 0,57 80,97

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Hodelo 257,83 13 158,83 &,57 «0,0001
Tratamiento=s 226,78 7 32,40 10,74 «0,0001
FEepeticione=s 31,05 & 5,17 1,71 0,1413
Error 126,74 42 3,02

Total 384,56 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.

Anexo 17

Andlisis de varianza del “volumen de la raiz” de las plantas de pifa.

Variable N Rf Rf Aj CV
Volumen (m2) 56 0,66 0,55 26,49

Cnadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 100123833,%96 13 7701833,38 6,23 <0,0001
Repeticione=s 10202000,%9% & 1700333,50 1,38 00,2468
ITratamiento 859921832,97 T 1284597e,14 10,39 <0,0001
Error 51914532,80 42 1236060, 30
Total 152038366,76 55

Nota. Variable no repetida en el tiempo.





