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RESUMEN.

EVALUACION DE LA EFICACIA DE DIFERENTES PRODUCTOS
BIOLOGICOS SOBRE EL DESARROLLO Y SANIDAD DEL CULTIVO DE
PINA (Ananas comosus), VARIEDAD MD-2, EN LA FINCA LYL EN EL
SAHINO, SAN CARLOS.

Autor: Sergio Arias Vargas Director: Oscar Acuiia Navarro

Palabras Clave: Insumos bioldgicos, Trichoderma spp., Fusarium spp., eficacia y
calidad de insumos bioldgicos, desarrollo y sanidad del cultivo de pifia.

Se llevo a cabo una evaluacion del producto bioldgico a base de Trichoderma spp.,
Bio Protection, comparandolo contra otros cuatro productos bioldgicos comerciales
que se encuentran actualmente en el mercado nacional, para determinar su influencia
en el desarrollo y control de enfermedades de suelo en plantaciones de pifia. El
estudio se desarroll en dos etapas; la primera se llevd a cabo en el laboratorio de
Bioquimica de procesos organicos en el cia (Centro de investigaciones agrondémicas),
UCR y la segunda en la finca productora y exportadora de pifia fresca LyL proyectos,
ubicada en el Sahino de San Carlos, Alajuela, Costa Rica. En la primera etapa se
evalug la calidad de cada uno de los productos y su eficacia en el control del patégeno
Fusarium spp.; se encontr6 que los tratamientos de Tricho Aid y Tricho eco
presentaron las mejores caracteristicas de calidad segun los factores evaluados de
concentracion, viabilidad y pureza, mientras que el Bio Protection (actual producto
que utiliza la finca) y Polyversum, presentaron las caracteristicas de calidad mas
bajas. Para la prueba de eficacia se encontr6 que el producto Tricho Aid, tuvo el
control mas alto (80%) sobre la colonia de Fusarium spp., seguido por el Bio Trich
(37%), Tricho eco (1%) y Polyversum, Bio Protection y el testigo, donde no existi6
crecimiento de la colonia del biocontrolador. En la segunda etapa del estudio, se
evalug el desarrollo y sanidad del cultivo de pifia. Se evaluaron variables fenoldgicas,
donde se encontré una mejor respuesta en el desarrollo de las plantas con el producto
Tricho Aid, que con el Producto Bio Protection (se encontré una diferencia

significativa menor al 5% entre ambos productos). En cuanto a la sanidad del cultivo,
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se evalud la incidencia de las enfermedades de suelo mas comunes en las plantaciones
de pifia en la etapa de desarrollo del cultivo (Fusarium spp., Erwinia spp.,
Phytophthora spp.) luego de 4 aplicaciones de cada tratamiento, se realizaron conteos
de plantas enfermas con poca o nula capacidad de recuperaciéon y no se encontraron
diferencias significativa entre los tratamientos y el testigo, sin embargo, se observo
una tendencia de un porcentaje menor de plantas enfermas para los tratamientos con
los productos bioldgicos, la cual deberia ser evaluada y analizada en estudios

posteriores.
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2. INTRODUCCION.

El cultivo de pifia pertenece al grupo de cultivos de mayor demanda a nivel mundial,
siendo la tercer fruta tropical de mayor importancia por detrds del banano y los
citricos en volumenes de exportacion (CANAPEP). La pina en Costa Rica, compite
con el banano por ser uno de los dos productos con mayor drea de produccion y

exportacion.

Segin datos de la Camara nacional de productores y exportadores de pifia
(CANAPEP) el drea de producciéon de esta fruta se duplic6 del 2006 al 2010,
actualmente en el 2014, el darea ronda las 45000 hectareas, concentradas
principalmente en la zona norte y el area de Gudpiles. Esta produccion le ha generado
al pais ingresos por 725 millones de ddlares para el afio 2011, segin datos estadisticos
de la promotora de comercio exterior (PROCOMER, 2012) donde los mayores
compradores de este producto fresco son mercados de los Estados Unidos, Reino

Unido, Bélgica, Holanda, Italia entre otros.

La gran demanda de este producto fresco y los cambios que han ido surgiendo en los
mercados internacionales ha generado que la Union Europea y Estados Unidos exijan
a nuestro pais, una reduccién en las aplicaciones de plaguicidas por hectdrea que se
utilizan en el cultivo, lo que obliga al productor a sustituir muchos de los
agroquimicos, por insumos alternativos, que no contaminen el medio ambiente, pero

que ademas logren mantener el rendimiento y calidad de la cosecha.

Por esta razén en los dltimos afos, se ha incrementado el uso de insumos biolégicos
en el cultivo de pifia en Costa Rica. Los productores nacionales poco a poco han ido
incluyendo en sus paquetes tecnoldgicos, productos bioldgicos, transforméandolo asi

en un cultivo mas sustentable (Bettiol, 2006).

Actualmente, la utilizacién de productos a base de microorganismos como bio-
fungicidas y bio-estimulantes principalmente aquellos del genero Trichoderma spp. ,
es una actividad comun en cualquier finca pifiera de Costa Rica, sin embargo, en

muchos casos no existen datos suficientes que evidencien su efecto positivo sobre los
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cultivos. La mayoria de las fincas donde se utilizan estos productos, no realizan las
pruebas necesarias a nivel de campo y mucho menos en el laboratorio para determinar
qué tan eficaz es el microorganismo que se estd aplicando, por lo general se basan
unicamente en experiencias previas que han tenido los encargados de campo en otras
fincas. A falta de informacion experimental, existe un alto grado de incertidumbre

sobre el verdadero efecto que tiene el microorganismo sobre el suelo y el cultivo.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

* Evaluar la eficacia de diferentes fuentes de insumos biolégicos sobre el
desarrollo y sanidad del cultivo de la pifia en la finca LyL en el Sahino, San

Carlos, Alajuela, Costa Rica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1- Cuantificar la efectividad de distintos productos bioldgicos sobre el desarrollo

radical y aéreo de las plantas de pifia.

2- Determinar la eficacia bioldgica in vitro, de los productos, sobre el combate del

patégeno de suelo Fusarium spp. en el cultivo de pina.

3- Evaluar el efecto antagonista de distintos productos bioldgicos sobre la incidencia
de algunas de las principales enfermedades de suelo (Fusarium spp., Erwinia spp.,
Phytophthora spp.) que afectan el cultivo de pifia en sus primeras etapas de

desarrollo.

4- Determinar el grado de calidad del producto que se estd utilizando en la finca,

evaluando su viabilidad, concentracién y pureza.
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4. ANTECEDENTES.

4.1 Inicios de la microbiologia de suelos y su aplicaciéon en la utilizacion de

agentes de control biologicos.

Durante el periodo pos- segunda guerra mundial, el planeta inicié una revolucién
agricola de gran importancia, conocida como la revolucién verde. Con esta
revolucion se pretendia una produccién de alimentos, principalmente granos, a gran
escala, utilizando tecnologias que favorecieran un mayor rendimiento de los cultivos.
Este fendmeno que inicié alrededor de los afios 40, provocéd que se aumente
significativamente el consumo de agroquimicos para combatir las plagas y
enfermedades que afectaban a los cultivos. Durante esos afios, se le dio un uso
indiscriminado a los productos quimicos o plaguicidas, por lo que se comenzé a notar
un deterioro del medio ambiente, principalmente por la contaminacion de los mantos
acuiferos, disminucion significativa de poblaciones de animales silvestres, como los
anfibios, problemas de salud en los seres humanos y por supuesto en el dmbito
agricola, la generacion de resistencia de algunas plagas y enfermedades de gran

importancia para los cultivos.

Debido a ello, surgi6 la necesidad de encontrar nuevas alternativas de combate, con el
fin de contrarrestar el efecto negativo que los productos quimicos iban generando
sobre el medio ambiente y los seres humanos. Como consecuencia, el consejo
nacional de investigacion de la academia nacional de ciencias de USA en 1989,
elaboré un reporte denominado Agricultura Alternativa, el cual definid esta nueva
modalidad de produccion agricola, como un sistema donde se buscaba reducir los
costos de produccion, mantener el rendimiento y mejorar la eficiencia de los cultivos
por medio de pricticas alternativas, evitando el abuso de los pesticidas, realizando
practicas como la rotacién de cultivos y utilizando productos diferenciados como

biofertilizantes, microorganismos benéficos, entre otros.
Para 1993, gracias al primer reporte generado, el consejo nacional de investigacion

nuevamente publicé otro informe llamado: “pesticidas en la dieta de niiios y

jovenes”, el cual mencionaba el riesgo tan grande de esta poblacion de generar
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problemas de salud debido al uso sin medida de los pesticidas. Para los agricultores
estadounidenses, ambos reportes representaron el inicio de lo que hoy se conoce como
agricultura sostenible, donde la clave del éxito de estos sistemas productivos inicid
con una buena calidad de los suelos y un manejo integrado de todo el sistema. (Teruo

y Parr, 1994).

A pesar de que la preocupacion por alternativas agricolas mas sostenibles inicid a
finales de los 80, el estudio del desarrollo, interaccion y dindmica de
microorganismos en el suelo, o lo que se conoce como microbiologia de suelos, se
comienza a desarrollar con mayor fuerza a partir de los afos 60. Insam (2001)
considerd al suelo como un ente complejo, donde los microorganismos deben lidiar
con fases solidas, liquidas y gaseosas que pueden llegar a afectar positiva o
negativamente su metabolismo y que al final de cuentas estos efectos inciden

directamente en la calidad del suelo.

Al ser el suelo un micro-ecosistema complejo de muchas interacciones tanto fisicas y
quimicas como microbioldgicas, la simple extraccion y conteo de microorganismos,
no era suficiente informacion para caracterizar la microbiota del suelo, por esta razén
se inician nuevos estudios acerca del metabolismo de los microorganismos, como por
ejemplo mediciones de la produccion enzimatica microbiana, mediciones de flujos de
nutrientes o compuestos como la liberacion del CO, (respiracién microbiana),
mineralizacion del nitrogeno y digestion de otros nutrientes como fésforo y nitrégeno,
con el fin de identificar de manera mas precisa cada microorganismo y de esta manera
conocer su metabolismo y el efecto pueda llegar a tener sobre la calidad del suelo y

los beneficios para los cultivos.

4.2 Trichoderma spp: microorganismo de amplio espectro muy estudiado a nivel

mundial.

El conocimiento de los efectos benéficos de algunos microorganismos sobre la planta,
se remonta desde finales del siglo XVII donde ya se estudiaban algunos géneros
especificos, capaces de controlar algunas enfermedades en los cultivos. Segiin Howell

(2003), el potencial biocontrolador del hongo Trichoderma spp. fue descrito por
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primera vez en los afios de 1930 y en los siguientes afios se demuestra su efectividad
sobre gran variedad de enfermedades. El mismo Howell, en 1983, logré aislar una
sepa de Trichoderma virens, el cual produce un antibiético conocido como gliovirina,
muy efectivo contra Phytium ultimun y Phytophthora spp. pero muy poco efectivo
contra Rhizoctonia. solani, Thielaviopsis basicola, Verticillium dahaliae. Actualmente

se cambid el género de Trichoderma virens a Gliocladium virens.

Tomme et al. (1988) contindan las investigaciones con el género Trichoderma spp.,
enfocando su investigaciéon en la produccidon de algunas enzimas cataliticas que
interactian en la hidrdlisis de la celulosa, demostrando la capacidad del
microorganismo de romper enlaces y actuar como agente de descomposicion de

materia organica.

Cano (2011) menciona dos puntos muy importantes que se deben tener en cuenta
siempre que se trabaja con microorganismos: las interrelaciones que tienen los
microorganismos unos con otros, que pueden ser de sinergia, antagonismo o simple
mutualismo, ademéas de que dichas interrelaciones se llevan a cabo principalmente en
la rizosfera de la planta. Estas interrelaciones son afectadas por factores complejos
bidticos y abidticos, por ejemplo cambios en el clima o aplicaciones de productos
quimicos y ellas van a incidir directamente en el desarrollo de las plantas, alterando la

relacion ambiente-planta-suelo-microorganismo.

Dentro de los microorganismos rizosféricos mas comunmente encontrados en los
suelos alrededor del mundo, se encuentran los hongos formadores de micorrizas
arbusculares, hongos del género Trichoderma spp. y bacterias del género
Pseudomonas, estos dos ultimos catalogados como agentes de control bioldgico y

microorganismos promotores del crecimiento vegetal.

La evidencia presentada por este autor, mostr6 como se identific6 un antagonismo
entre Trichoderma y Pseudomonas, debido a una menor colonizacién de la rizosfera
por parte de alguno de los dos agentes, causada justamente por el efecto del otro
agente, sin embargo a pesar de lo anterior, la expresion de los efectos benéficos sobre

el desarrollo de las plantas en ninguno de los casos se vio reducida, ademas de que se
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observo un control efectivo de los dos agentes, sobre los patdgenos que afectaban las
plantas; lo anterior evidenci6 la polifuncionalidad que tienen algunos
microorganismos, capaces de controlar poblaciones de microorganismos patogenos
con alguno de sus multiples mecanismos de accién y su efectividad al mismo tiempo

de promover el buen desarrollo de la planta.

Dentro del genero Trichoderma spp. existen diversas especies que son utilizadas en la
agricultura como agentes de control biolégico y promotores de crecimiento vegetal,
que han sido estudiadas a través de los afios en distintos cultivos. Maymond et al
(2004) identificaron 76 aislamientos de distintas especies del género Trichoderma
spp. de plantas de fresa en la region central de Israel, las cuales actuaron como
biocontroladores contra la enfermedad antracnosis causada por el agente

(Colletotrichum acutatum) y la pudricién gris (Botrytis cinerea),

En el estudio no se menciona cual fue la especie de Trichoderma que tuvo un mejor
control sobre los patégenos, sin embargo, por medio de métodos moleculares de
extraccion de ADN y PCR, se logr agrupar los aislamientos de acuerdo a su similitud
genética en un arbol filogenético (Figura 2); eventualmente esta informacion podria
ser alguna pista acerca del comportamiento similar o distinto de algunas de las

especies evaluadas en el estudio.

En la mayoria de los estudios de efectividad de biocontroladores se realiza la prueba
de campo y se complementa con un ensayo en laboratorio, donde se aislan tanto el
patégeno como el biocontrolador y por medio de técnicas ya establecidas se evalua el
control que pueda ejercer el biocontrolador. Elad et al. (1980) demuestran que desde
que se inici6 la utilizacion de estos agentes bioldgicos, se aplicaban ambas pruebas.
Dicho autor, realizé un estudio con la especie Trichoderma harzianum, el cual fue
aislado del mismo suelo del cultivo de frijol infestado por los patégenos y se encontrd
que este biocontrolador fue capaz de ocasionar lisis y por consiguiente colonizacion
de micelios de Sclerotium rolfsii y de R. solani. Se observé ademds una reduccion
significativa de las colonias de los patégenos, sin embargo al aumentar la temperatura

se percibié una disminucion de la velocidad de colonizacion del biocontrolador sobre
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el patégeno, es decir, se observd una capacidad de biocontrol inversamente

correlacionada con la temperatura.

En el ensayo en campo se encontrd que la aplicacion del biocontrolador en base s6lida
de trigo (Trichoderma inoculado en trigo) fue mas eficiente al controlar los patogenos
y tuvo un mayor efecto sobre el desarrollo de las plantas de frijol, que una suspension
de conidios de Trichoderma en base liquida. Por ultimo, se determindé que la
aplicacion del biocontrolador (base sdlida y liquida) tuvo un efecto de control de los
patégenos muy positivo y un importante aumento en el desarrollo de las plantas,

comparado con el tratamiento testigo, sin el biocontrolador.

En otra investigacion con 7. harzianum, se estudiaron enzimas endoquitinasas y los
genes quitinoliticos, encargados de la expresion de dichas enzimas, las cuales tienen
un efecto directo sobre el control de algunas enfermedades. Viterbo et al. (2006),
demostraron como en los medios de cultivo donde crecia el hongo biocontrolador y
que ademds contenian enzima quitinasa aislada y agregada externamente al medio de
cultivo, el control sobre la germinacién de conidios de Botritys cinérea era completo
y el desarrollo de colonias de F. oxyspurum y S. rolfsii, se veia disminuido

considerablemente.

El género Fusarium spp. presenta algunas especias que son agentes causales de gran
cantidad de enfermedades a nivel mundial en diversos cultivos Akrami et al. (2013)
evaluaron el efecto de tres especies de un agente biocontrolador: 7. harzianum, T.
virens y T. asperellum contra los patégenos causales de enfermedades de la raiz del
garbanzo en India: F. oxysporum y F. solani. Estos microorganismos causan serios
problemas en el cultivo de garbanzo y otros granos que se siembran en la India, donde
los principales efectos negativos para el cultivo son la marchitez, amarillamiento del
area foliar y pudricion de raiz, lo que ocasiona rendimientos muy bajos o en casos
extremos, nulos. Los autores utilizaron siete tratamientos: tres de los tratamientos
contenian cada una de las especies de Trichoderma spp. individualmente, otros tres
tratamientos presentaron combinaciones de dos especies del biocontrolador y el
ultimo tratamiento contenia las tres especies juntas; se utilizé un control que serviria

como comparativo y la aplicacién de los tratamientos se llevo a cabo en un
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invernadero con plantas de garbanzos que contenian sustrato artificial previamente
infestado con los patdégenos y otro ensayo en campo donde el suelo fue inoculado con

el patdgeno una semana antes de la aplicacion de los tratamientos.

Los resultados que se obtuvieron indicaron que la aplicacion individual de cada uno
de los agentes bioldgicos tuvo una eficacia sobre el control del patégeno entre un 18-
35%, al igual que los tratamientos donde se combinaron dos especies de Trichoderma
spp. sin embargo, en la combinacidn de las tres especies, se obtuvo una eficacia en el
control tanto de F. oxysporum como de F. solani de un 84% y 83% respectivamente.
Esto demuestra que existe un sinergismo importante entre las 3 especies de
Trichoderma spp., que puede aumentar su potencial a la hora de controlar la
incidencia de Fusarium spp. Por ultimo, el estudio demostré que 7. harzianum fue el
biocontrolador de mayor eficacia en el control del Fusarium spp., seguido por T.

asperellum y el T. viridae fue el menos efectivo.

Los estudios de Trichoderma spp. a nivel mundial se han diversificado debido a que
es un microorganismo poco selectivo (de amplio espectro), con alta capacidad de
generar efectos positivos a cualquier planta o suelo, es por ello que alrededor del 90%
de los actuales productos a base de hongos fitopatdgenos estan representados por

Trichoderma spp. (Lorito, 2006)

La utilizaciéon de bicontroladores en plantaciones de pifia no es algo nuevo, desde
afios atrds se utilizan tanto en cultivos de pifia organica como convencional, sin
embargo, existen pocos estudios que evidencien el efecto que han tenido los

biocontroladores sobre las plantas de pifia.

Wijesinghe et al. (2010) aislaron cepas de T. asperellum de plantaciones de rambutdn
(Nephelium lappaceum) y pifia de Sri Lanka y los evaluaron contra patdégenos
conocidos de ambos cultivos in vitro. Se inocularon platos de PDA con el patégeno de
pina Thielaviopsis paradoxa y del rambutan Colletotrichum gloeosporioides y se
introdujeron en una camara de incubacidn para su crecimiento. Una vez que vez que

se obtuvo micelio de ambos patogenos, se tomé un disco de 4 mm de diametro de
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cada patégeno y se colocé en el centro de un plato de PDA nuevo, el cual previamente
se le habia aplicado 75 micro litros de una suspensién de 107 conidias/ml de la cepa 7.
asperellum 'y se meti6 cada plato en la cdmara de incubacion. El ensayo contaba con
dos tratamientos para rambutdn y un tratamiento para pifia, se realizd tres veces con

cada patdgeno y contaba con 9 repeticiones por tratamiento.

En los primeros dias después de iniciar la prueba en el experimento mencionado se
logré observar zonas de inhibicién muy claras, en cada uno de los tres tratamientos; el
crecimiento de las cepas del hongo biocontrolador fue realmente rdpido y en poco
tiempo las colonias entraron en contacto con la colonia del patégeno; alrededor del
sétimo dia después de la inoculacion, el bicontrolador cubrié completamente la
colonia del patégeno en los tres tratamientos y no fue posible aislar nuevamente el
patégeno. No se evidencid diferencias significativas en la tasa de crecimiento de los
tres tratamientos, sin embargo se observd que la tasa de crecimiento de las colonias

disminuia considerablemente a menos de 20 C y a mas de 30 C.

En otro estudio sobre la evaluacion del antagonismo de tres especies de Trichoderma
spp- sobre hongos fitopatégenos que afectan vitroplantas de pifa, Hernandez et al.
(2006) demostraron el efecto que tuvieron 7. viride, T. atroviride, T. aeuroviride y T.
harzianum sobre los patégenos de pifia, Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani
y Fusarium subglutinians, los cuales afectan las plantas de pifia en sus primeras

etapas de desarrollo y aclimatacion.

La evaluacion se realizé en un laboratorio, mediante la prueba in vitro de crecimiento
dual (Sandoval y Lopez, 2000) utilizando colonias de los patogenos aisladas de suelos
pifieros y la de los antagonistas de una micoteca de un centro de investigacion. Los
resultados obtenidos fueron distintos porcentajes de control de cada una de las
especies del biocontrolador sobre los patdogenos, destacando una inhibicién del
crecimiento de P. nicotianae en un 50% por T. viride y de un 41% por T. auroviride,
un 53% de inhibicion de R. solani por parte de T. harzianum y por dltimo, un 48% por

parte de 7. harzianum 'y T. atroviride ante F. subglutinians.
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4.3 Efectos bioestimulantes del Trichoderma spp. y otros agentes biologicos sobre

el desarrollo de plantas.

Hasta este momento se ha comentado como los microorganismos benéficos, actian
sobre otros microorganismos patdgenos, sin embargo, no se puede dejar de lado el
efecto bioestimulador que muchos de ellos generan sobre las plantas. Ozbay y
Newman (2004) realizaron un estudio con 7. harzianum cepas comerciales y no
comerciales, donde evaluaron el efecto del hongo sobre el crecimiento de pldntulas de
tomate en invernadero. Las plantulas de tomate fueron inoculadas con las cepas del
hongo 18 dias después de sembrada la semilla y plantadas en un sustrato comercial.
Tanto plantulas como semillas, fueron inoculadas en una disolucién de 20 ml a una
concentracion del hongo de 107 conidias/ml, por un tiempo de 30 minutos, para
inmediatamente ser trasplantadas. Los resultados obtenidos fueron importantes, ya
que los autores indicaron que se obtuvo un porcentaje de colonizacién del hongo
mayores al 93% en todos los tratamientos menos el control y las poblaciones del
hongo se mantuvieron altas por alrededor de cuatro semanas después de la aplicacion
de los tratamientos, lo cual concuerda con estudios previos que indican una

permanencia de la poblacion del hongo que ronda las cuatro semanas.

Por otro lado, se encontraron aumentos significativos en el nimero de hojas, largo del
tallo, peso seco y fresco de parte aérea en los tratamientos tanto comercial como en
las cepas experimentales; sin embargo, en el porcentaje de germinacion y el peso
fresco y seco de raiz, no hubo diferencias significativas de los tratamientos con el
testigo. Inclusive, las variables de peso fresco y seco de raiz fueron menores en el
tratamiento comercial que el testigo, lo cual contrasta con muchos otros estudios
donde mas bien se da un aumento de estas variables, sin embargo, segun lo justifican
los autores, este resultado pudo deberse a que el producto comercial se encontraba
en mal estado o vencido, a pesar de que la etiqueta aun indicaba que estaba sin
caducar, ya que al ser organismos vivos los que se manejan, cualquier alteracién en su
microambiente pudo ocasionar la inviabilidad del hongo. Esto demuestra lo
importante que es tener muy claro el concepto de calidad de un producto bioldgico y

todas sus implicaciones.
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En otro estudio mas reciente de Kacuk, (2014) se demuestra como el 7. harzianum
tuvo un aumento significativo en el largo y ancho del tallo, peso fresco y peso seco
del tallo y de la raiz en plantas de trigo. En dicha evaluacion se utilizaron semillas de
trigo, las cuales fueron sumergidas en 100 ml de una solucién con concentracion de
107 conidios/ml dos aislamientos de 7. harzianum experimentales por 60 minutos.
Luego se sembraron en un sustrato estéril y se mantuvieron bajo un invernadero,

comparando los 2 tratamientos contra un control.

A diferencia del estudio anterior donde no se observd un aumento en el peso fresco y
seco de raiz bajo la aplicacion de T. harzianum, en el estudio realizado en plantas de
trigo, el autor indica como se observa un aumento significativo en el peso fresco y
seco de raiz. Se ha comprobado en otros estudios, que una de las causas de este efecto
bioestimulador, es la capacidad del Trichoderma spp. de hacer disponibles algunos
nutrientes esenciales que la planta requiere, por ejemplo se menciona como es capaz
de solubilizar el fosforo, elemento muy importante para el desarrollo radical y otras

muchas funciones para la planta.

El estudio del efecto positivo de Trichoderma spp. sobre una amplia variedad de
cultivos ha ido conduciendo las investigaciones en identificar otros géneros de
microorganismos capaces de igualar o mejorar la capacidad biocontroladora y
estimuladora del Trichoderma spp. Por ello, han surgido alternativas de estudio que
han llamado la atencién, tal es el caso del hongo oomycete Phytium oligandrum
(Picard et al. 2000) el cual es conocido por su gran potencial como agente
biocontrolador y de inductor de resistencia ante una amplia variedad de enfermedades
en plantas. Al igual que el Trichoderma spp., este hongo tiene la habilidad saprofitica
de competir por el espacio en la rizosfera, lo que hace mas dificil el establecimiento
de patégenos, ademds de producir algunos antibidticos y enzimas que actian

directamente sobre los patégenos.

Picard et al. (2000) estudiaron los efectos citolégicos de celulasas en el parasitismo de
P. oligandrum, sobre Phytophthora parasitica. L.os autores encontraron como el
biocontrolador tiene la afinidad hacia el patégeno, por lo que por medio de sefiales

quimicas es atraido por las células de P. parasitica, luego se adhiere y penetra las
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hifas, desatando una respuesta inmediata del patégeno, pero que al final resulta en
una alteracion del protoplasma del patégeno, multiplicacién de células antagonistas
dentro de las hifas hospederas para que finalmente se lleva a cabo el rompimiento de

las células de P. parasitica.

La capacidad de las hifas de P. oligandrum de penetrar la gruesa pared celular del
patégeno hospedero, la cual es enriquecida por celulosa, sugiere que el bicontrolador
produce gran cantidad de enzimas celuloliticas. La produccion enzimética medida en
este ensayo resultd ser casi tan efectiva como la producida por 7. viride, contra

Phytophthora spp.y Phytium spp.

Otro microorganismos que ha tomado fuerza en los ultimos afios es el Gliocladium
virens; segin muchos estudios este microorganismos tiene la capacidad de controlar
algunos patogenos de diversos cultivos y también de estimular el crecimiento y

desarrollo de las plantas.

De Silva et al. (2000) en un estudio sobre hongos y bacterias promotores de
crecimiento en el cultivo de mora, encontraron efectos muy marcados de este hongo,
dentro de los cuales destacan que las plantas del tratamiento de G. virens, produjeron
82 hojas, contra 22 producidas por el testigo, ademas G. virens aumento el drea foliar,
diametro del tallo, peso seco de parte aérea y de raiz. Por otro lado, se encontr
efectos en el contenido de nutrientes de la planta, donde el P y Zn fue
significativamente mayor que en los otros tratamientos. El desarrollo de las plantas
bajo el efecto del G. Virens fue inclusive mayor que el obtenido agregando
fertilizantes quimicos. Esto evidencia que el hongo presenta una alta capacidad de
promover el crecimiento de las plantas casi comparado al de los PGPR (Plant growth

promoting rhizobacteria).

4.4 Calidad de un producto a base de un agente microbiolégico.

Un producto de buena calidad, debe de garantizarle al productor, que bajo las dosis

recomendada en la etiqueta, el producto va a generar un efecto positivo, ya sea de
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biocontrol, de estimulacién o ambos, siempre y cuando se cumplan con las normas de

aplicacion recomendadas por el fabricante.

Gato (2010), menciona que para obtener un producto fungico de alta calidad, es
necesario lograr el mantenimiento y conservacion de las cepas de los hongos; de esta
manera se garantiza que el producto va a tener las caracteristicas originales del hongo,

siempre manteniendo su estabilidad genética y fenotipica.

Existen varios métodos para el mantenimiento de las cepas, dentro de ellas describe el
autor, se encuentra la liofilizacion y congelacion (si se desea preservar a largo plazo)
el mantenimiento por suspension en agua destilada estéril, la conservacion en capa de
aceite mineral y desecacion en silica gel cuando se desea preservar periodos cortos de

tiempo (menos de 1 afio).

Se menciona ademds que un producto bioldgico de alta calidad deberia de mantenerse
estable durante el almacenamiento (como minimo 6 meses) por lo que la formulacién
es otro aspecto importante a considerar. Dentro de las formulaciones mas conocidas
se encuentran el polvo, granulados, polvos humedecibles y secos, microencapsulados,
suspensiones concentradas entre otros. Todo formulado cuenta con tres componentes
principales: el ingrediente activo (conidios, clamidiosporas, micelio) el vehiculo que
es un material inerte sélido o liquido y adyuvantes (también inerte que cumplen

funcioén dispersora o adherente).

La temperatura y humedad son dos pardmetros muy importantes en la estabilidad de
un producto, ya que para lograr una estabilidad y viabilidad del microorganismo de 3
a 6 meses, se debe procurar realizar un buen empacado del producto, su
almacenamiento debe de ser a temperaturas menores de 20 C y se debe mantener una
humedad relativa baja. Fernandez et al. (2006) mencionan que para las formulaciones
del hongo Trichoderma spp. se recomienda hacerlas en forma de polvos secos y
humedecibles, formulaciones en aceite y encapsulados, tomando en cuenta que el

ingrediente activo son los conidios y clamidiosporas.
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Sandoval y Noelting (2011) realizaron una prueba para comparar la produccion de
conidios de T. harzianum, en dos medios de multiplicacién: uno semisdlido y otro
liquido. Se utilizaron cinco cepas del hongo T. harzianum, aisladas de distintos
cultivos y sustratos. El medio semisolido contenia salvado de trigo, harina de arroz,
vermiculita y agua destilada, mientras que el liquido se prepar6 con jarabe de maiz y
levadura de cerveza suspendida en agua destilada. A cada tratamiento se aplicé 500
ml de una suspensién de cada cepa con concentracién 10° conidios/ml. Se incubé cada
tratamiento por un periodo de 4 dias a 26 C y un fotoperiodo de 16 horas, por ultimo,

se realizaron evaluaciones de conteo de conidios a las 48 y 96 horas.

Los resultados obtenidos en este ensayo demostraron que el medio de multiplicacidn,
el tiempo de incubacion y la cepa, influyen significativamente sobre la produccion de
conidios, donde en el medio semisdlido se obtuvo mayor produccion de conidios. Esta
mayor produccion alcanzé el 21% a las 48 h 'y un 90% a las 96h. El autor considera
que esta diferencia en mayor produccion del medio semisélido, se debe a que es un
medio mas rico nutricionalmente, ya que la harina de arroz aporta carbono, proteinas
y micronutrientes (Mg, Zn y Cu) sin embargo, no se descarta la utilizacion de medios
liquidos, utilizando procesos mas tecnificados como los fermentadores, ya que son

métodos factibles para desarrollar estos productos en periodos de tiempo mas cortos.

4.5 Utilizacion de insumos biologicos en Costa Rica.

Los estudios y la evidencia que demuestran los beneficios que generan la utilizacién
de microorganismos benéficos en diferentes cultivos, han propiciado que se genere
toda una industria encargada de fabricar y comercializar productos a base de
microorganismos vivos, los cuales deben de ser manejados bajo estrictas condiciones,

con el fin de garantizar la viabilidad y eficacia del biocontrolador.

Por otro lado, la exigencia de los mercados internacionales y la concientizacion de los
productores en cuanto al uso de alternativas sostenibles (Chaverri, 2002) ha
favorecido el mercado interno de productos bioldgicos; es por ello que actualmente
existe una cartera muy amplia de todo tipo de insumos bioldgicos, de distintas casas

comerciales (nacionales e internacionales), de diferentes formulaciones y por
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supuesto de distinta calidad, siendo los productos a base del microorganismo del

género Trichoderma spp. de los que mads se utilizan en fincas agricolas.

A pesar de la gran cantidad de productos bioldgicos que se utilizan, hay poca
informaciéon documentada que evidencie su efectividad en biocontrol y estimulacién

de crecimiento. La mayoria de los estudios han sido realizados en los dltimos afios.

Araya et al. (2003) evaluaron la efectividad de varios biocontroladores sobre el
control de plagas en la zona norte de Costa Rica. Inicialmente visitaron la zona para
conocer los principales cultivos que se sembraban, luego realizaron un estudio de las
plagas mds importantes de estos cultivos y por ultimo identificaron el efecto que
estaban teniendo algunos biocontroladores por medio de ensayos de campo, utilizando
aplicaciones de los biocontroladores por medio de bombas de espalda en
concentraciones de 10° 'y 10° conidias/ml. Los resultados obtenidos en esta
investigaciéon demuestran la accion positiva del biocontrol que tuvieron algunos
microorganismos, como Beauveria bassiana, sobre plagas como el leén de los afidos

(Chrysopa spp.) en guayaba y en yuca contra mosca blanca.

Mas recientemente Campos (2009) en su tesis de grado, evalud el efecto de la
inoculacién de sustratos con Trichoderma spp. sobre el crecimiento y produccion de
plantas de chile dulce bajo ambiente controlado. Los resultados obtenidos en este
estudio demostraron la capacidad de Trichoderma spp. de movilizarse, colonizar y
establecerse en diversos ambientes, ya que en los tratamientos sin inoculacién con
Trichoderma spp. y en el piso del invernadero (piedra volcanica), se logré aislar el
hongo, evidenciando que se dio una contaminacién de los tratamientos testigo, por lo
que no se encontraron diferencias significativas del efecto del hongo en el crecimiento

de las plantas.

Caballero (2011) utiliz6 cepas de Trichoderma spp. para evaluar el control del mal de
Panama (Fusarium oxysporum) en banano. En las pruebas encontré un retardo de
alrededor de tres semanas en la aparicion de los sintomas de la enfermedad, en reducir
hasta en un 90% de los sintomas externos de la enfermedad en comparacién con los

testigos y una disminucion significativa de los sintomas internos de la enfermedad.
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A pesar de que el estudio se enfocaba en el control de la enfermedad, se
documentaron los efectos en el desarrollo de las plantas, donde resalta un aumento en
el peso de raiz y follaje de la planta en un 109% y 148% respectivamente, ademds de

un incremento significativo de la altura de las plantas en comparacion con el testigo.

En otro estudio realizado por el ICAFE (2009) se compararon tres productos
comerciales de Trichoderma spp. para el control de la llaga macana (Ceratocystis
fimbriata) en plantas de almdcigo de café, variedad caturra, de aproximadamente 6
meses de edad. Las cepas comerciales del biocontrolador eran dos de 7. lignorum y
una de T. harzianum. La variable evaluada fue la mortalidad de plantas durante 6
meses. Se obtuvo como resultado que uno de los productos comerciales de la cepa T
lignorum. tuvo valores significativos de mortalidad menores que el testigo siendo el
mas eficiente en este caso, sin embargo las otras también mostraron una reduccién

poco significativa de mortalidad de plantas.

4.6 Generalidades de la finca productora LyL.

Los productos biolégicos son comunmente encontrados en los programas de
aplicacion de cualquier finca pifiera de Costa Rica. La finca productora y empacadora
LyL proyectos no es la excepcidn, actualmente cuentan con aproximadamente 300 ha

de pifia convencional y estan en proceso de iniciar siembras orgdnicas.

Los mecanismos de control contra los patégenos de suelo que se han venido
utilizando en la finca LyL son principalmente quimicos y culturales, sin embargo, en
los ultimos afios se ha comenzado a utilizar productos bioldgicos producidos a nivel
nacional. Dentro de los productos bioldgicos que utilizan se encuentra 7. harzianum,

Azotobacter spp. y bacterias descomponerodoras para los residuos.
La finca tiene muchos afios produciendo y exportando producto fresco tanto a Estados

Unidos como a Europa. Actualmente es una de las fincas con mejor rendimiento y

calidad de fruta en la zona de Pital de San Carlos. No obstante, se han encontrado
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problemas serios principalmente con el hongo Fusarium spp., Phytophthora spp.y la
bacteria Erwinia spp., justo después de la siembra y luego de que se realiza la
induccion o forza (periodo post-forza), donde indican que la afectacion de las plantas
por parte de estos patogenos después de la forza es muy alta, perjudicando el

rendimiento y calidad de la fruta.

Fusarium spp. es el agente causal de la enfermedad conocida mundialmente como
Fusariosis, considerada una de las enfermedades de mayor importancia en el cultivo
de pifia debido a la susceptibilidad que presenta la variedad de pifia MD-2. Esta
enfermedad puede atacar cualquier parte de la planta y en cualquier etapa del cultivo,
siendo la etapa de desarrollo inicial y la etapa pos-forza, las dos etapas mas

susceptibles al ataque del hongo (OIRSA, 2011).

A este efecto tan negativo que tiene la fusariosis sobre el cultivo de la pifia en Costa
Rica, se le suman otros problemas no menos importantes causados también por
patégenos de suelo de los géneros: Pythium spp., Sclerotium spp., Rhizoctonia spp.,
Phytophthora spp. y Erwinia spp., que juntos, causan un efecto muy perjudicial en las
plantas, traduciéndose en pérdidas econdmicas significativas para los productores de

pifia.

Los productos a base de microorganismos que se utilizan en pifia, son tanto
producidos en Costa Rica como importados desde otros paises como Estados Unidos,
Canada, Taiwan, Holanda. Cada uno de ellos debe de contar con un estudio previo de
calidad, donde se incluya viabilidad del microorganismo, pureza y concentracion; la
mayoria de ellos cumplen con estos requisitos ya que sus fabricantes realizan las
pruebas de calidad pertinentes y las indica en la etiqueta, sin embargo existen algunos
que no especifican esta informacion, lo que produce cierta incertidumbre por parte de
los productores. Por esta razon, el Servicio Fitosanitario del Estado en conjunto con la
Universidad de Costa Rica estan trabajando en un protocolo para aplicarlo a nivel
nacional, donde cada insumo bioldgico, importado o nacional, debe de someterse a
pruebas de calidad para corroborar sus especificaciones, las cuales debe cumplirlas,
sino no podra ser registrado en caso de que sea un producto nuevo para registrar o

perderia el registro en caso de que ya estuviera registrado. De esta manera el MAG
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(Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica) estaria dando una garantia real

al productor de la calidad de estos productos'

5. MARCO TEORICO

5.1 Descripcion botanica de la piiia.

La pifia (Ananas comosus) es una planta herbacea y perenne, monocotiledonea que
pertenece a la familia de las Bromeliaceae, la cual es originaria de las zonas tropicales
y subtropicales de Paraguay y Brasil (Jimenez, 1999); actualmente se encuentra
diseminada alrededor del mundo, incluyendo Costa Rica. Es una planta con un
sistema radical principalmente de raices adventicias secundarias y fibrosas las cuales
emergen del tejido vascular que separa el cilindro central de la corteza del tallo. Se
ubican generalmente en la superficie del suelo y su vida y actividad se ve afectada
directamente por condiciones fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo. Durante
los primeros meses de desarrollo de la planta, la cantidad de raices que la planta
pueda tener, depende en gran medida del peso y tipo de material que se sembro y la
cantidad de raiz va a ir en aumento conforme se incremente el peso del tallo (Py et al.

1987).

La planta posee un tallo corto y robusto, el cual se ancla al suelo por el sistema
radicular y puede medir hasta 30 cm de largo y 6,5 cm de ancho en la base. Las
plantas adultas pueden llegar a medir de 1 a 1,20 m de altura y cuentan con 60 a 80
hojas adheridas a la base del tallo (Py, 1968) las cuales pueden retener alrededor de
7% de agua, gracias al sistema de tricomas con que cuentan; esta caracteristica va a
favorecer las aplicaciones foliares, practica muy comun en el cultivo de pifia

(Jiménez, 1999).

Las plantas de pifia son capaces de soportar condiciones adversas como acidez de
suelos y poca disponibilidad de agua, esto tltimo debido a que se encuentran dentro
del grupo de plantas CAM (Crassulasean Acid Metabolism), las cuales mantienen los

estomas cerrados durante el dia para evitar pérdidas de agua.

1 Acuiia, 2014. Com. Pers.
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El ciclo del cultivo de la pifia es de un afio y tres meses aproximadamente,
dependiendo de la variedad, donde la velocidad en el desarrollo depende mucho de las
condiciones de manejo y sanidad que se le brinde a las plantas. En Costa Rica una
planta logra alcanzar el peso adecuado para la induccién floral de 5,5 libras a los 8 0 9
meses. Esta induccidn se realiza generando un estrés a la planta por medio de etileno,
el cual induce inmediatamente a la diferenciacion florar. Desde el momento que se
realiza la induccién o forza, le toma a la planta alrededor de 5 meses para producir un

fruto 6ptimo para el consumo (Castro, 2000).

El estrés que se genera en la planta el cual provoca la floracion también se puede dar
de manera natural por una disminucién de la temperatura ambiental, combinado con
una nutricion deficiente. Este fendmeno es ampliamente conocido como “fruta
natural”, y se presenta generalmente en el mes de noviembre y diciembre donde se da
una disminucion considerable de la temperatura, producto de los vientos Alisios del

Norte que entran por la vertiente Atlantica de Costa Rica.

La pifa es considerada no climatérica, ya que produce pequefias cantidades de etileno,
por ello es normal que unos dias antes de la cosecha del fruto, se aplique nuevamente

etileno, con el fin de que el fruto madure externamente.

5.2 Caracteristicas del hibrido MD-2

En Costa Rica practicamente el 100% de las siembras de pifia se realizan con el
hibrido MD-2, el cual fue desarrollado e introducido por PINDECO (Pineapple
Development Corporation) y la comercializaciéon de la fruta inicié en 1996. En los
mercados internacionales es considerado como un fruto de lujo por su presentacién y
aroma, ademas de ser una fruta cilindrica de pulpa amarilla y con alto contenido de

vitamina C (Leén, 2007).
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5.3 Principales enfermedades de suelo que afectan la raiz de la piia.

5.3.1 Fusarium spp.

El hongo Fusarium spp. es un hongo ascomiceto, mundialmente conocido por ser un
agente patéogeno de gran cantidad de cultivos. Se considera un hongo con gran
habilidad saprofitica que puede sobrevivir en el suelo y en la materia organica por
largos periodos de tiempo, por lo que se le considera un sapréfito facultativo, capaz
de invadir el interior de las raices de plantas causando un dafio que sino se logra
controlar a tiempo, llega a causar grandes pérdidas econdmicas por mortalidad de
plantas o por disminucién significativa de la calidad del producto. En el cultivo de
pifia, este hongo ha causado grandes problemas en Brasil, donde el F. gutifforme
causo el cierre de plantaciones por su alta incidencia. A pesar de que este patdgeno
tiene la capacidad de ingresar a la planta sin que exista una herida en la raiz o tallo, la
presencia de esta enfermedad en campo se relaciona con condiciones que ocasionan
algin estrés en la raiz, como la apoxia, anoxia o algin dafio mecénico. Las
condiciones ideales para que este hongo se desarrolle son temperaturas entre 23°C a
28°C, mucha lluvia y alta humedad relativa. Sus formas de diseminacién son por
particulas de suelo, agua, viento, insectos, semillas y material vegetal contaminado
(BANACOL, 2005). La identificaciéon de las colonias de Fusarium spp. en el
laboratorio no es complicado, ya que presenta un micelio color blanco y en la parte
trasera de la placa Petri presenta una coloracion rosada-lila y conforme pasa el tiempo
y el hongo consume los nutrientes, la coloracion se torna morada y en el micelio se

comienza a notar el color rosado.

Algunos de los sintomas de la presencia de esta enfermedad en campo son:
* Clorosis de hojas basales
e Sintomas de deshidratacion de la planta
* Presencia de espinas en las hojas (causado por estrés)
¢ Pobre desarrollo del fruto
* Decoloracion, amarillamiento y necrosis del tejido basal del tallo.

* Escaso o nulo desarrollo radical y necrosis en la raiz.

32



5.3.2 Phytophthora spp.

Esta enfermedad es considerada la mas importante en el cultivo de pifia por sus
efectos tan negativos que ha tenido historicamente. Es un hongo imperfecto
oomycete, saprofito, que se reproduce mediante clamidiosporas, esporangios y
oosporas. Generalmente en las plantaciones se encuentran dos especies: P. parasitica
y P. cinnamoni, las cuales afectan el cultivo en distintos estadios. La primera se
presenta en etapas de desarrollo entre los 45 y 65 DDS y de los cinco a los siete meses
después de siembra, mientras que la segunda se observa después de forza,
principalmente en el fruto. Ambas especies prefieren dias lluviosos, calurosos, con
alta humedad siendo la época lluviosa la de mayor incidencia, sin embargo, P.
cinnamoni, también se puede desarrollar en época seca. Sus esporas necesitan
humedad para poder germinar y se diseminan mediante el agua, aire, vectores y
material contaminado. La enfermedad se observa generalmente en bordes de caminos
o de cunetas y en dreas donde se maltrata mucho la plantacién con maquinaria y su

distribucion es principalmente en parches (BANACOL, 2005).

Algunos de los sintomas que comparten ambas especies son:
* Clorosis y amarillamiento progresivo del follaje.
* Facil desprendimiento de las hojas del centro, con presencia de un halo
necrotico a 1 o 2 pulgadas sobre el punto del desprendimiento.
* Olor a descomposicion del drea necrética
* Necrosis basal progresiva con halo en el fruto (cuando se presenta en fruto).
* Halo necrético en corte longitudinal del tallo.

* Raiz necrética no funcional que cominmente se desprende al sacar la planta

del suelo.

5.3.3 Erwinia spp.

Erwinia se considera la segunda enfermedad mas conocida en el cultivo de pifia
después de Phytophthora spp. Este género son bacterias gram negativas, flageladas y
moviles, donde todas sus especies son patdgenos de plantas. Existen dos especies que
afectan la planta de pifia en dos momentos distintos su desarrollo, E. carotovora, la

cual se presenta entre los 6 y 7 meses después de siembra y E. chrysanthemi que
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afecta frutos y hojas basales, cuando el fruto estd en su etapa de maduracion. Esta
enfermedad afecta el cultivo principalmente en momentos de transicion climdtica,
donde se combinen humedad y altas temperaturas. Su incidencia va desde baja hasta
alta, dependiendo del control que se realice y su distribucién es generalmente en
parches, donde las plantas sufran algin tipo de dafio mecédnico, como en bordes o
lugares de ingreso de personal y maquinaria. Su diseminacién se da por medio de
agua, vectores y en particulas de suelo y puede sobrevivir varias semanas en suelos

secos (BANACOL, 2005).

Algunos de los sintomas que comparten ambas especies son:
* Ablandamiento necrdtico del tejido y desprendimiento de hojas.
* Levantamiento de epidermis en la parte basal
* Olor fuerte a amoniaco
* Ablandamiento del tallo.

* Necrosis humeda basal de la fruta, liberacion de amoniaco en forma de

burbujas (para el caso de E. chrysanthemi que afecta a los frutos).

5.4 Control biolégico.

Krishna et al. (2006) definen el control biol6gico, como la utilizacién de cualquier
organismo vivo (insectos predadores, nematodos entomopatdogenos 0
microorganismos antagonistas) para suprimir la actividad de las poblaciones de
plagas y enfermedades. En cualquiera de los casos el organismo que suprime estas
poblaciones se conoce como agente de control bioldgico, donde se puede utilizar una
sola especie que ocasione la supresion de la plaga o enfermedad o también se puede
utilizar varias especies con capacidad de control como agente de control bioldgico
(BCA, por sus siglas en inglés). El control biolégico se presenta gracias a distintos
mecanismos de interaccion que activa el agente de control, una vez que se encuentre
en contacto con el patégeno o con el hospedero que esta siendo afectado, donde

siempre debe de existir una especificidad entre el agente y el patdgeno.

Existen tres categorias de antagonismo descritas por Krishna et al. (2006),
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parasitismo, antibiosis y competencia por espacio, dentro de las cuales se derivan
mecanismos mas especificos de los agentes bioldgicos de acuerdo a sus necesidades;
algunos de estos agentes cuentan con todos los mecanismos de antagonismo, mientras

que otros solo con algunos de ellos.

En muchos de los casos se requiere que exista un contacto fisico entre el BCA y el
patégeno para que pueda existir el antagonismo, tal es el caso del hiperparasitismo o
predacion, sin embargo, no siempre se necesita este contacto tan directo, ya que por
medio de mecanismos como competencia e induccién de resistencia el BCA puede

ocasionar el mismo efecto antagonista.

Los microorganismos que contribuyen en el control bioldgico, generalmente se
clasifican como saprdfitos competitivos, simbiontes facultativos de plantas e
hiperparasitos facultativos. Algunos ejemplos de bacterias de este tipo son: Bacillus,
Burkholderia, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas, Streptomyces, entre otros vy
algunos ejemplos de hongos: Ampelomyces, Coniothyrium, Dactylella, Gliocladium,

Paecilomyces, Trichoderma, Phytium, entre otros.

5.4.1 Trichoderma spp.

El género Trichoderma se caracteriza por ser un hongo saprofito que estd presente en
la mayoria de los suelos de nuestro pais y del mundo y es uno de los microorganismos
mas estudiados por sus grandes cualidades antagdnicas aplicados a un gran nimero de
plantas y con un amplio espectro de aplicacion, por ello ha tenido gran auge en el
ambito nacional. En Costa Rica, este género es uno de los bio-fungicidas mayormente
utilizados en los cultivos de pifia. Es un microorganismo realmente eficiente como
bio-controlador por su efecto fungicida debido a que actia como hiperpardsito
competitivo produciendo metabolitos secundarios (antibidticos) y enzimas
hidroliticas, capaces de destruir las paredes de los hongos patogenos a los cuales ataca

(Ezziyyani et al. 2004).
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Figura 1. Penetracion de las hifas de R. solani por hifas mas pequeiias de 7. virens.

Fuente: Howell, (2003).

En un estudio de laboratorio realizado por Herndndez et al. (2006) se observd un
efecto muy positivo del Trichoderma spp. sobre el control in vitro de los principales
patégenos que afectan el cultivo de pifia en sus primeras etapas de desarrollo (P.
nicotianae, R. solani y F. subglutinans). Se encontrd y se demostrd una alta capacidad
antagonista de tres especies del género Trichoderma spp., gracias a la competencia
que ejerce el hongo por el sustrato y a su gran capacidad parasitica. Las colonias de
Trichoderma spp. crecieron rdpidamente sobre la placa petri, colonizando
eficientemente a los 3 patdgenos estudiados. Cabe senalar que para este estudio se
utilizaron tres especies de Trichoderma spp. donde cada una ejercié un control
distinto sobre los tres patdgenos estudiados, siendo 7. hazardium la que tuvo un

porcentaje mayor de control (48%), sobre las colonias del F. Subglutians.

Otro de los mecanismos de accidon conocidos para este antagonista es la induccion de
resistencia, la cual se encuentra dentro de las estrategias de antagonismo indirecto, sin
embargo si se suma al fuerte grado de hiperparasitismo, produccién de enzymas y
competencia, el resultado es un microorganismo con alta capacidad de biocontrol

sobre diversas enfermedades.

5.4.2 Phytium olygandrum.

Este hongo pertenece al grupo de los oomicetes, el cual, al igual que el Trichoderma

spp. ha sido estudiado por sus grandes capacidades de antagonista. Los mecanismos
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de accién que se han observado segun Picard et al. (2010) son los de micoparasitismo,
antibiosis, produccion de enzimas hidroliticas e induccion de resistencia. Mubben et
al. (2005) mencionan como este hongo con hifas tipo gancho, aislado de una
cucurbitdcea, tenia la capacidad de controlar otros oomicetes y muchos otros hongos

patogenos.

5.5 Estimulacion del desarrollo.

Otra de las caracteristicas de este tipo de microorganismos es su alta capacidad bio-
estimulante radicular y foliar. Muchos de los géneros que estdn siendo utilizados
como biocontroladores, incluyendo los géneros Trichoderma y Phytium, son capaces
de liberar sustancias que estimulan la produccién de enzimas por parte de la planta
encargadas del crecimiento vegetal, al estimular y acelerar el desarrollo de los
meristemos de las partes jovenes de las plantas. Ha quedado demostrado que el
género Trichoderma posee fuertes caracteristicas bio-estimulantes tanto asi que
también se incluye dentro de las nuevas alternativas de los bio-fertilizantes (Pérez et
al. 2012) o microorganismos que de una u otra manera favorecen el desarrollo de las

plantas que finalmente se expresard con un mejor rendimiento de cosecha.

En la estimulacion del desarrollo de las plantas, las raices juegan un papel mas que
determinante ya que afectan directa y positivamente sobre un volumen de suelo al
cual se le conoce como rizosfera y es en este sitio donde los microorganismos
benéficos se establecen y realizan relaciones simbidticas con las plantas, las cuales
generan beneficios como la absorcion y solubilizaciéon de nutrientes, estimulacion
radical y produccién de sustancias de defensa (Harman, 2006); todo ello gestionado
inicialmente por las plantas para atraer dichos microorganismos benéficos que

contribuyan a un optimo desarrollo de las plantas (Berg y Smalla, 2008).

5.6 Eficacia y calidad de un producto bioldgico.

Cada uno de los productos biolégicos que son registrados en Costa Rica, deben de

presentar pruebas suficientes, las cuales garanticen su eficacia en los distintos cultivos

que se estd recomendando (Decreto Ejecutivo, 2004), es por ello que los pardmetros
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de calidad son indispensables para determinar que tan eficaz puede ser un

determinado producto.

Existen algunas otras alternativas de productos bio-fungicidas, por ejemplo aquellas
formulaciones en polvo, los cuales garantizan que el producto puede permanecer por
muchos afos viable mientras tenga las condiciones de almacenamiento adecuadas,
otros incluyen microorganismos que producen esporas de resistencia o clamididsporas
asegurando una mayor agresividad a la hora del establecimiento en un suelo y algunos

otros que funcionan a muy bajas dosis.

A pesar de que estos insumos son fabricados bajo técnicas de alta tecnologia y las
casas comerciales aseguren que si funcionan, la eficacia en campo y calidad de un
producto a base de microorganismos debe ser evaluado de distintas maneras, para que
el resultado pueda ser la prueba verads de que el producto realmente cumplird con lo
que la etiqueta indica y que el efecto que tendrd sobre el cultivo sea realmente el

esperado.

Segun indica Vargas (2013) el éxito de los insumos bioldgicos esta en garantizar en
que en el momento de su utilizacion, se encuentre en Optimas condiciones y que
cumpla eficientemente con el propdsito de su formulacidn, lo que significa que un
producto de alta calidad debe de cumplir con tres aspectos esenciales:
* Debe ser viable, el microorganismo necesariamente debe de tener una alta y
rapida capacidad de reproduccion en el suelo u otro medio de cultivo.
* Debe de tener un alto grado de pureza, que evite la interferencia entre distintos
géneros de microorganismos.
* Debe de tener una concentracion adecuada para que su aplicacion en el cultivo

tenga un efecto tangible a un corto y mediano plazo.

De acuerdo con Ferndndez-Larrea (2002), hay normas establecidas por el Grupo
Activo de Control de Calidad de la Organizacion Internacional de Control Biolégico,
donde se incluyen los tres aspectos de calidad antes mencionados (viabilidad,
concentracién y pureza) que garantizan al consumidor un producto realmente

efectivo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion y generalidades.

El estudio se llevo a cabo en la empresa productora y empacadora de pifia LyL
proyectos, la cual se localiza 300 metros sur de la bomba del Sahino de Pital, San
Carlos, Alajuela, que se encuentra a una altitud de 160 msnm aproximadamente, con
una precipitacion promedio anual de 3365 mm y una temperatura promedio de 26° C.
El area neta sembrada actualmente ronda las 130 hectéreas de pifia convencional, con
siembras semanales de 1 hectarea (65000 plantas/ha). Se proyecta iniciar areas de

siembra de transicion a pifia organica.

El suelo donde se llevo a cabo el ensayo, es un suelo viejo, muy meteorizado, con
problemas de acidez importantes (Anexo 2) por la poca presencia de bases debido a
su intenso uso y a las pérdidas por erosion. Presenta sistemas de drenajes con gavetas
para un mejor control de la humedad del suelo y evitar el encharcamiento debido las

malas caracteristicas de fisicas que presentan estos suelos.

Las estrategias de combate de enfermedades que utilizaban en la finca en el momento
del estudio, fueron basicamente control quimico, combinado con aplicaciones

mensuales de un producto a base de Trichoderma spp. a modo de prevencion.

Las pruebas in vitro de calidad y viabilidad de los productos evaluados, se realizaron
en el laboratorio de Bioquimica de Procesos Organicos del Centro de Investigaciones

Agrondémicas (cia) de la Universidad de Costa Rica.

6.2 Prueba de eficacia de los insumos biolégicos.

6.2.1 Seleccion de plantas enfermas en campo.

Se realiz6 una visita de campo, especificamente al area donde se desarroll6 el

ensayo y se ubicaron las zonas que se observaban mas afectadas por

enfermedades o con un historial negativo, tomando en cuenta el conocimiento
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y experiencia de los encargados de la finca. Se tom6 una muestra de 5 plantas
con sintomas visuales en la parte aérea y en la raiz, con posible presencia de
hongos como Fusarium spp., Rhizoctonia spp. o Phytophthora spp. sacando
cada planta con su sistema radical e identificando algun dafio a la parte radical
; la presencia de estos hongos se identifica en las fincas pifieras por presentar
sintomas de amarillamiento y/o quema de hojas, plantas pequefias con poco o
nulo desarrollo radical (Figura 2). En la mayoria de los casos no se hace
diferencia entre un hongo, sino que todos los sintomas anteriores se toman

como un problema fiingico en general.

Una vez que se identificaron las plantas, se extrajeron y se embolsé su parte
radicular con suelo humedo para que la raiz se mantuviera fresca por mas
tiempo, se etiquetaron y se trasladaron al laboratorio de Bioquimica de

procesos organicos en el cia.

Figura 2. Sintomas de posible presencia de Fusarium spp., Rhizoctonia spp. o

Phytophthora spp., en plantas de pifia. Fuente: Banacol (2005).

6.2.2 Aislamiento del o los patogenos.

Una vez en el laboratorio, se separ6 el suelo de cada planta, se lavo
abundantemente su raiz con agua de tubo, para luego seleccionar tejido de la
raiz y del tallo que se observara con dafo (aproximadamente 10 gramos de
cada parte). Se lavo con alcohol al 70% tres veces y luego se dejé remojando

por 3 minutos en agua destilada (Figura 3).

40



Figura 3. Proceso de lavado y separado de partes de raiz y tallo para el posterior

aislamiento de patégenos de la raiz de la pifia.

Posteriormente en la cdmara de transferencia, de la manera mas aséptica
posible, se cortaron segmentos pequefios de raiz y tallo de cada planta por
separado y se colocaron cuatro trocitos en cada borde de una placa petri con
medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar). Se realizaron dos placas petri
con raiz y dos mds con tallo basal por planta, para un total de diez placas de
raiz y diez placas de tallo basal. Por ultimo, se identificé y se sellé cada placa
petri con parafina y se colocaron todas las placas en una incubadora a 25° C

por tres dias (Figura 4).

Figura 4. Secuencia del proceso aséptico de aislamiento de microorganismos en el

laboratorio de bioquimica de procesos organicos.
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6.2.3 Identificacion de los patogenos.

A los tres dias de incubacion se procedié a identificar el hongo Fusarium spp.
por medio de observaciones visuales del micelio al microscopio,
compardndolo con guias de identificacion (Anexo 4); ademds se montaron
muestras en porta objetos, para observar al microscopio estructuras mas
especificas del microorganismo, para poder identificarlos de una manera mas
precisa. Para efectos de esta investigacion, el interés de la finca fue determinar
el efecto de los productos especificamente sobre el patégeno Fusarium spp.
(no se pudo identificar la especie de Fusarium spp. ya que para €so Se
necesitaban pruebas moleculares, las cuales tienen un costo mds elevado y la

finca no estuvo de acuerdo en realizar este gasto).

6.2.4 Purificacion de las colonias del patogeno.

La purificaciéon de un microorganismo consiste en tomar una pequeia muestra
de la colonia y colocarla en un nuevo plato Petri con el medio de cultivo en
que se reproduzca mejor el microorganismo que se quiere purificar, de esta
manera, se generar una nueva colonia, la cual se denomina F1; si en la F1 se
encuentra algun tipo de contaminacién, se puede repetir el proceso de
purificacion nuevamente para obtener la colonia F2 y asi sucesivamente hasta

que se logre una colonia del microorganismo completamente pura.

Para el caso del estudio en cuestion, una vez identificadas las colonias de
Fusarium spp. se cortaron en pequefios cuadros las colonias que no estuviesen
contaminadas por otros microorganismos y se colocaron en el centro de
nuevas placas de PDA. En total se realizaron diez placas de PDA y se
colocaron nuevamente en la incubadora a 25° C por 8 dias (para que se dé el
mayor crecimiento posible de las colonias en cada placa). En este caso
solamente fue necesario realizar una unica purificacién por lo que se trabajo

con la F1 (Figura 5).
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Figura 5. Purificacién de las colonias de Fusarium spp. obtenidas del aislamiento de

partes de raiz y tallo de plantas de pifia con sintomas de enfermedades de raiz.

6.2.5 Seleccion de los productos a evaluar.

Se eligieron tres productos bioldgicos a base de Trichoderma spp. y otro a
base de Pythium oligandrum, el cual querian que se evaluara, a pesar de que
presenta otras condiciones de formulacién y evaluaciéon. Todos los productos
se encuentran actualmente en el mercado y se aplican en el cultivo de pifia, los
cuales fueron previamente seleccionados por los encargados de la finca. Las
dosis de los insumos fueron las recomendadas por las empresas formuladoras

de los mismos.

Cuadro 1. Caracteristicas de los insumos bioldgicos a utilizar.

Pais de

Casa Fabricante Producto Ingrediente Activo Concentracién Formulacién  Dosis . Cepa
procedencia
. . Trichoderma 9 - . -~
Lab. Dr. Obregon Bio-Protection 2,5x10" UFC/I liquida 61/ha Costa Rica  Noindica
asperellum
BioecoNatural  Trichoeco , |"PO%MI it urcy Sondalbase  4ioka CostaRica  TRO2
harzianum viridae arroz)
Innovative Phytium 1,0x10° Sélida (en . -
agriculture products Polyversum aloandine wasporsly Hole 100 g/ha Republica Checa No indica
o 10 "
Inbiosa Tricho Aid Tnchtfderma 1’9)‘:_[0 SGiida fen 300g/ha  CostaRica Noindica
harzianum conidias/g polvo)
. 9 "
Biotech Bio Trich Tncht?derma 4,0x10 Sikda (e 1kg/ha Costa Rica  Noindica
harzianum esporas/ml polvo)
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6.2.6 Prueba de eficacia de los productos contra el patégeno Fusarium spp.

Se evaluaron cinco tratamientos contra un testigo. Para cada tratamiento se
establecieron cinco repeticiones y la unidad experimental fue una placa petri
con medio de cultivo PDA, el cual es el medio de cultivo que se utiliza en para
este tipo de estudios en el laboratorio de bioquimica de procesos orgdnicos y
que para efectos de esta evaluacion fue el que se tenia disponible. Cada plato
con medio de cultivo contenia un disco de colonia del patégeno de 1,5 cm de

diametro.

Para evaluar la actividad antagénica de cada producto se utilizd la técnica
descrita por Cherif y Benhamou (1990). Para cada uno de los cinco
tratamientos o productos se deposité un disco de 1,5 cm de didmetro tomado
con un sacabocados de micelio activo del hongo patégeno, en un plato Petri
con PDA previamente inoculado con un volumen de concentracion conocida
de cada tratamiento, utilizando el protocolo del manejo de insumos del
laboratorio de bioquimica de procesos organicos del cia, descrito a

continuacion y que ademds se ilustra en las Figuras 6,7 y 8:

* setoman 10 g o ml de muestra/producto y se diluyen en 90 ml de agua

destilada.

* De esta dilucién madre, se toman 100 ul y se pasa a un tubo de

ensayo con 9 ml de agua destilada (Primera dilucién o 1x10")

* de la primera dilucion se saca otra muestra de 100 ul y se pasa a otro

tubo de ensayo, para una segunda dilucién (1x107),

* luego se toma una ultima muestra pero esta vez de 10 ul que se aplica

al plato Petri la cual seria la tercera dilucién (1x10%)

Se realiz6 una unica lectura a los 8 dias de que se incubaron las placas Petri y

se clasifico el tipo de antagonismo segtin Bell et al (1982), donde:
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100%-= el antagonista sobrecrece al patdgeno y se encuentra en la totalidad de
la placa con el medio.

75%= el antagonista sobrecrece mds de dos terceras de la placa con el medio.
50%= tanto patégeno como antagonista colonizan aproximadamente la mitad
del medio.

25%= el antagonista no sobrepasa ni una cuarta parte de la placa petri,
mientras que el patdgeno coloniza el resto.

Sin crecimiento= No existe crecimiento alguno de colonia del antagonista en

el medio de cultivo.

Figura 6. Preparacion y pesaje de las muestras de los cinco productos para el estudio
de eficacia de insumos bioldgicos (arriba los cinco productos, abajo izquierda

producto Bioprotection, abajo derecha producto Polyversum
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Figura 7. Productos pesados y listos para la dilucién (arriba). Preparacion de los

discos de inéculo de Fusarium spp. para ser colocados en el nuevo plato Petri (abajo).

Figura 8. Proceso de dilucidn final para la prueba de eficacia, donde se impregné un

plato con cada producto (arriba) y luego se colocé el disco de Fusarium spp. (abajo)
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6.3 Evaluacion de la calidad de los insumos.

La metodologia que se utilizé para la evaluacion de calidad de los insumos, fue la
misma del protocolo que se utiliza actualmente en el laboratorio de bioquimica de

procesos organicos del cia.

Para obtener la concentracion de esporas, se tom6 1 g de cada producto, se diluy6 en
9 ml de agua destilada, se agité por 1 minuto y se obtuvo una muestra de 0,1 ml de la
solucién y se colocé cuidadosamente una gota en la camara de Neubauer, para
realizar el conteo por medio del microscopio y de manera visual, tomando en cuenta
las caracteristicas de las esporas segun la literatura de los microorganismos en

cuestion.

En el caso de la determinacion de la viabilidad, se diluy6 1 g de cada producto, en una
solucién de agua destilada con azucar al 5%; una vez agregado cada producto, se
dejaron los tubos en reposo por 24 horas. Pasado este periodo de tiempo, se tomé 0,1
ml de cada solucion con los productos y se coloc6 1 gota en la cdmara de recuento de
Neubauer, para finalmente poder realizar el conteo de las esporas que se observaran

es las primeras etapas de germinacion y asi determinar su viabilidad (Figura 9).
Por ultimo, se determind la pureza de cada producto mediante la técnica de dilucién

en Plato Petri en medio PDA. Los pardmetros que se evaluaron en este caso segun

Fernandez-Larrea (2002) se exponen a continuacion:

Cuadro 2. Parametros y valores utilizados para determinar la calidad de un insumo

bioldgico
PARAMETRO VALOR DESEADO
Viabilidad Se evalua de 10 a 24 horas después, debe ser mayor de 80%
Pureza Debe ser mayor de 98%

Concentraciéon Segin formulacién, mayor efectividad si es superior a 10° esporas/g o

ml.
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Figura 9. Proceso de preparacion, montaje y conteo de esporas para determinacion de

la concentracion y viabilidad de cada uno de los productos evaluados.

6.4 Prueba de campo para determinar la eficacia de los insumos sobre la

incidencia de los hongos fitopatégenos y el desarrollo fenolégico de las plantas.

Para llevar a cabo esta prueba, se determiné junto con los encargados de la finca, un
area que historicamente ha tenido problemas recurrentes con enfermedades de suelo,
principalmente Fusarium spp. y Erwinia spp., Rhizoctonia spp., Phytophthora spp.
entre otras. Una vez escogida el area se tomaron muestras representativas de la zona

(lote 6) y se analiz6 su estado quimico y microbioldgico (Anexos 2y 3).

Los encargados del proyecto por parte de la finca, prefirieron evaluar el efecto de los
productos en la etapa de desarrollo inicial del cultivo (de los 2-9 meses) en la cual la
planta inicia la produccién de raices, y al ser tejido nuevo y joven son un blanco fécil
para el ataque de los patogenos y en la etapa pos-forza se da un estrés causado por el
etileno que genera mayor susceptibilidad de las plantas a ataques de patdgenos,

principalmente de Fusarium spp.
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Se establecieron en campo aleatoriamente los tratamientos con los productos que se

evaluaron en la etapa de laboratorio de la siguiente manera:

Tratamiento 1 = Bio-Protection
Tratamiento 2= Tricho Aid
Tratamiento 3= Polyversun
Tratamiento 4= Bio Trich
Tratamiento 5= Tricho eco

Testigo de finca

Cada tratamiento con el producto bioldgico, fue parte de las aplicaciones normales
que hacen en la finca; el drea total donde se ubicaron todos los tratamientos recibio el
mismo paquete tecnoldgico que el resto de la finca ya que el area seria cosechada

para exportacion.

Al ser un area de produccion grande, existieron diferencias entre las fechas de
siembra de algunos tratamientos, por ejemplo, el tratamiento uno tenia una diferencia
de un mes y medio con el testigo, sin embargo estas diferencias no llegaron a ser
mayores del mes y medio entre la siembra mas nueva y la siembra mas vieja. Por otro
lado, previo a que se iniciaran las siembras, a todo el area del ensayo se le aplicé una
dosis del producto Bioprotection que se utilizaba en la finca a modo preventivo; esta
practica la realizaban en todos los ciclos nuevos de siembra, por lo que el tratamiento
testigo de finca contaba con una aplicacion de Trichoderma spp. un mes antes de la

siembra de las plantas.

La programacion de las cuatro aplicaciones a lo largo de los meses que se trabaj6 tuvo
problemas con las fechas programadas al inicio del estudio; nunca se pudo cumplir el
cronograma original de aplicaciones, las cuales estaban programadas con base en la
primer aplicacion y a partir de ese dia las restantes tres aplicaciones se programaron
para ser cumplidas con un mes exacto de diferencia entre una y otra sin embargo, para

la segunda y tercer aplicacion se tuvo un atraso de 22 dias y 15 dias.
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Las aplicaciones de todos los tratamientos se realizaron en las primeras horas de la
mafiana, alrededor de las seis y siete, iniciando siempre por el tratamiento uno y
finalizando con el tratamiento cuatro, todo el mismo dia y considerando la

apreciacion general del clima en cada momento de aplicacion (Anexo 1).

Por cada tratamiento se realizaron 4 repeticiones y la unidad experimental fue un area
de 0,25 hectdreas o 2500 m*(24 m de ancho x 105 m de largo) donde se sembraron
16000 plantas aproximadamente. que es el area donde se gastan 1000 L de caldo de

aplicacion con un spray boom de 2 brazos de 12 metros cada uno (Figura 10).

En total, para cada tratamiento, se tuvo 1 hectdrea de area de aplicacion, lo que
implica que se necesitaron 4000 litros de caldo para aplicar sobre aproximadamente
64000 plantas (en las 4 repeticiones por cada tratamiento). El 4rea total del ensayo

tomando en cuenta el testigo de finca, fue de 6 hectéreas.

Figura 10. Unidad experimental del ensayo en campo de la eficacia de distintos

insumos biolégicos en pifia.

El establecimiento de los tratamientos en el campo, respondia a un disefio irrestricto,
ya que se buscaba tener mayor representatividad de las condiciones reales del area de
estudio. Sin embargo, una vez en campo, se opté por replantear y cambiar el disefio a
un disefo restringido (repeticiones no aleatorizadas en el campo) ya que la logistica

de aplicacion de los tratamientos con el spray boom no podia tomar mucho tiempo
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debido a las muchas otras aplicaciones que se debian de realizar diariamente en la

finca.

Una vez que se tomd la decision de utilizar el disefio restringido, se marcé cada
parcela con sefiales visibles para poder identificar las dreas que se debian aplicar y se
le proporcioné un mapa al tractorista encargado de realizar la aplicacion, donde se
especificaba la ruta que debia seguir, siempre bajo la supervision del jefe de
aplicaciones. En la Figura 11 se presenta la distribucion de los tratamientos en los
bloques de la finca que se utilizaron como area de estudio; se observa como el tamaifio
de los bloques no es homogéneo entre si, por lo que a la hora de establecer los
tratamientos, se tomd en cuenta esta situacion por lo que se midieron las 0,25 ha
correspondientes a cada tratamiento, siempre tomando en cuenta los bordes para cada

repeticion.

La logistica de aplicacion fue cargar la tanqueta del spray boom con 4000 litros de
agua mas el producto, de los cuales 1000 litros de esta mezcla correspondian a una

repeticion. Este procedimiento se realiz6 para cada uno de los cinco tratamientos.
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Figura 11. Mapa de la distribucion de los tratamientos en el lote 6 de la finca LyL.
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6.5 Evaluacion de la incidencia de enfermedades fungosas sobre las plantas de

piia.

Aproximadamente un mes después de finalizadas las cuatro aplicaciones de los
tratamientos establecidos, se procedid a la evaluacion de la incidencia. La incidencia
se midid a partir de una muestra representativa por cada tratamiento cercana al 1% del
total de plantas (612 plantas/tratamiento) por cada repeticion se evaluaron 153 plantas
de manera aleatoria tratando de representar todo el area evaluada, contando las plantas
sanas e identificando las plantas enfermas que se observaban con pocas posibilidades
de recuperarse, o que no iban a tener una buena cosecha. Todo esto bajo el criterio y
conocimiento de los encargados de los muestreos y tomando en cuenta los sintomas
mas representativos de las enfermedades de suelo mds criticas como lo son
Phytophtora spp., Fusarium spp. y Erwinia spp. ya que ellos tienen muy claro los
sintomas de enfermedades fungosas. No se realizaron identificaciones de las
enfermedades presentes en las plantas, ya que no habia presupuesto disponible para

este tipo de anélisis.

6.6 Evaluacion del efecto de los insumos biolégicos sobre el desarrollo del cultivo.

Se utiliz6 el area del ensayo anterior para realizar las evaluaciones sobre el desarrollo
inicial del cultivo. Cada planta evaluada se extrajo y se trabajé de manera destructiva

para evaluar todas las variables respectivas.

Las variables que se evaluaron en campo (Anexo 5) para este caso fueron:
* PesohojaD (g)
e Largo hoja D (cm)
* Ancho hoja D (cm)
* Longitud radical (cm)
* Peso fresco de raiz (g)

* Peso fresco de parte aérea (g)
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6.7 Analisis estadistico de los datos.

Para los datos del laboratorio no se realizaron pruebas estadisticas ya que unicamente
se pretendia demostrar la viabilidad y calidad de cada uno de los productos. Se
utilizaron solo de referencia para complementar los datos que se obtuvieron en

campo.

Para los datos de desarrollo fenolégico en campo, se efectud una estandarizacion de
los datos, debido a que se realizaron cuatro evaluaciones en el tiempo, dicha
estandarizacion consistié en obtener un promedio de las cuatro evaluaciones. Una vez
que se obtuvo este valor, se utilizé la prueba de andlisis de variancia. Se evaluaron
los graficos de residuos de dicho analisis para determinar el tipo de normalidad y

homogeneidad de las variancias de los datos.
Para el caso de los datos de enfermedades, debido a la informacién recopilada en

campo y al disefio que se utilizé la prueba estadistica que se utiliz6 fue un chi-

cuadrado para determinar si hay relacion entre las variables recolectadas.

7. RESULTADOS

7.1 Pruebas de calidad de los insumos biolégicos.

Cuadro 3. Pardmetros de calidad evaluados para cada uno de los productos

bioldgicos estudiados.

Concentracion

Producto (conidias/ml) Viabilidad Pureza
Bio Protecticn 2x10° 77,60% 100%
Bio Trich 2x10° 79,20% 100%
Polyversum 2x10° 66,10% NA
Tricho eco 9x10° 87,80% 100%
Tricho aid 7x10° 54,30% 100%
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Segiin el cuadro anterior, se observa que el producto Tricho aid, presentd la
concentracion y viabilidad mds alta de todos los productos, seguido por el Tricho
eco. Los productos BioTrich, Polyversum y Bio Protection presentaron
concentraciones altas, sin embargo la viabilidad estuvo por debajo de lo establecido
por la metodologia de Fernandes-Larrea (2002). Finalmente la pureza fue del 100%
en todos los productos, a excepcidn del Polyversum, ya que no existié crecimiento de

colonias en los platos Petri que se utilizaron para evaluar la pureza de este producto.

7.2 Ensayo de laboratorio: Pruebas de eficacia de insumos biolégicos.

Figura 12. Efecto de productos biolégicos sobre el control de Fusarium spp., (a)
Tricho aid, (b) Tricho eco, (c) Bio trich, (d) Bio protection, (e) Testigo y (f)

Polyversum.
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En la Figura 12 se presenta el porcentaje de control que se observd en algunas de las
placas Petri, de cada uno de los productos, frente al patégeno Fusarium spp. en la
prueba de eficacia bioldgica. Segun los resultados obtenidos en esta prueba, el
producto Tricho aid, present6 el porcentaje de control mas alto, con un 80% de
control sobre el patdégeno, luego el Bio- Trich, el cual presenté un 37% de control,
seguido por el Tricho eco con solo un 1% de control y finalmente los productos
Polyversum, Bio protection y el testigo, no se observd ningun crecimiento de la

colonia del antagonista que afectara el patdégeno.

7.3 Ensayo en campo: Desarrollo fenologico.

En la Figura 13 se presenta el peso de la hoja D con sus respectivas barras de error
estdndar, evaluado 15-22 dias después de la aplicacion de los tratamientos. Se observa
una tendencia ascendente en todos a los 75, 101 y 140 DDS, sin embargo a los 215
dias se presenta una leve disminucion del peso en cuatro de los cinco tratamientos,

siendo el Tricho eco y el testigo los Unicos que tuvieron un pequefio aumento de peso.

Por otro lado se observa que las ultimas tres evaluaciones el testigo se mantuvo por
debajo de la mayoria de los tratamientos a excepcion de la primera y ultima

evaluacion, donde tuvo valores mas altos que algunos de los tratamientos.
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Figura 13. Peso de la hoja D de plantas de pifia, obtenido durante los primeros siete

meses de desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de la siembra.
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La Figura 14 muestra los valores del largo de la hoja obtenidos en los primeros meses
del desarrollo del cultivo. Al igual que en la figura anterior, se presenta una tendencia
ascendente de los tratamientos y el testigo a lo largo del tiempo, presentdndose
también el mismo fendmeno de disminuciéon de los valores de la tercera a cuarta

evaluacion de todos los tratamientos a excepcion de Tricho eco.

La tendencia general muestra también, como en las evaluaciones de 101, 140 y 215
DDS, todos los tratamientos tuvieron valores mds altos que el testigo y tnicamente en
la evaluacién a los 75 DDS, se observé como el testigo tuvo uno de los valores més

altos de largo de hoja D (83 cm aproximddamente).
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Figura 14. Largo de la hoja D de plantas de pifia, obtenido durante los primeros

siete meses de desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de la siembra.

La Figura 15 representa las cuatro evaluaciones realizadas en la etapa de desarrollo
del cultivo de la variable ancho de la hoja D. Nuevamente se observa una tendencia
ascendente aun que un poco menos marcada de los tratamientos y el testigo. Los

valores de esta variable se mantuvieron muy constantes a través del tiempo con
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valores entre 4,5 y 6,5 de ancho, con excepcion de la evaluacién de Bio Protection a
los 140 DDS, donde se observa un valor de aproximadamente 8 cm, el cual sobresale
ante los otros tratamientos y el testigo. Ademds se observa como en este tratamiento a
los 125 DDS se da una disminucion considerable en el valor del ancho de hoja D,

pasando de 8 cm a 6,7 cm aproximadamente.

Se observa también como la tendencia del testigo se mantiene muy similar a los
valores de los demads tratamientos, en algunos casos por encima de algunos de los

tratamientos y en otros casos por debajo.

Se observé una disminucion del ancho de hoja D en el tratamiento Bioprotection de
los 140 DDS a los 215 DDS, lo cual no concuerda con el crecimiento y desarrollo
normal que una planta de pifia deberia de tener. Una reduccion del ancho de hoja pude
ser ocasionada por un error de muestreo, a la hora de medir la hoja o de anotar los

datos en la libreta de registro.
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Figura 15. Ancho de la hoja D de plantas de pifia, obtenido durante los primeros 7

meses de desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de la siembra
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Figura 16. Peso de la parte aérea de plantas de pifia, obtenido durante los primeros

siete meses de desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de la siembra.

La Figura 16 muestra las evaluaciones del peso de la parte aérea a lo largo del tiempo,
donde se observa una tendencia de un aumento creciente muy lineal de todos los
tratamientos y el testigo. El tratamiento Bio Protection, presenta valores mas bajos,
inclusive que el testigo en las evaluaciones de los 140 y 215 DDS, mientras que los

otros cuatro tratamientos tuvieron valores muy similares en todas las evaluaciones.

En esta Figura es importante considerar que de acuerdo a las estimaciones normales
en una finca pifiera en Costa Rica, una planta de pifia debe pesar 5,5 libras (2400 g) en
condiciones ideales para que pueda ser forzada y este peso se logra generalmente

entre los siete y ocho meses de edad.

Observando los valores de peso de parte aérea en la Figura 16, se observa que en la
evaluacion a los 140 DDS, o a los cinco meses de edad aproximadamente, Unicamente
el testigo y el tratamiento de Bio Protection presentaron valores por debajo del peso
de forza (2400 g), mientras que el resto de los tratamientos tuvieron valores
superiores a 2600 g, lo que indica que perfectamente se pudo haber tomado la

decision de forzar estas areas, con 2 meses de anticipacion.
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Se puede observar en la Figura 17 el peso de raiz durante la primera etapa del
desarrollo del cultivo de pina. Existi6 una tendencia de aumento muy significativo de
todos los tratamientos de los 75 DDS a los 101 DDS, mientras que el testigo se
mantuvo mds constante. A los 140 y 215 DDS la mayoria de los tratamientos se
mantuvieron con valores constantes, algunos aumentaron y otros disminuyeron
levemente; el tratamiento Tricho aid fue el tnico que mantuvo una curva de
crecimiento ascendente mds constante desde la primer evaluacién. Por el contrario, el
tratamiento Bio protection, sufrié una disminucion del peso de raiz a los 140 y 215

DDS.

A los 75 DDS es evidente que el peso de raiz en todos los tratamientos y el testigo es
muy similar, a pesar de que hay diferencias en el tiempo de siembra de
aproximadamente un mes y medio entre el tratamiento uno y el testigo. A partir de los
101 DDS se observa una tendencia del testigo de un aumento en el peso de raiz menos
marcado, estando siempre por debajo de la mayoria de los tratamientos, a excepcion

del tratamiento Bio protection a los 215 DDS, que present6 el valor més bajo.
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Figura 17. Peso de raiz de plantas de pifia, obtenido durante los primeros siete meses

de desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de la siembra.
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En la Figura 18 se presenta la longitud radical de plantas de pifia en la primera etapa
de desarrollo del cultivo. Se observa como de los 75 a los 101 DDS la tendencia de
todos los tratamientos fue de un aumento importante, sin embargo de los 101 a los
140 algunos de ellos continuaron en aumento (Tricho aid y Tricho eco) mientras que
otros se mantuvieron valores muy similares a la evaluacién anterior o incluso se
observd una disminucién en el valor (Polyversun y Bio protection). El
comportamiento del testigo en este caso fue muy constante con valores entre 25 y 30

cm las primeras tres evaluaciones y en la ultima evaluacién sufrié una disminucién

considerable.
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Figura 18. Longitud de raiz de plantas de pifia, durante los primeros 7 meses de

desarrollo del cultivo. DDS corresponde a dias después de siembra.

Las Figuras de las variables fenoldgicas presentadas anteriormente, se incluyen para
representar Unicamente la tendencia a lo largo del tiempo, de las cinco variables
evaluadas. Se presentan con sus respectivas barras de error estdndar para poder
identificar alguna diferencia que sobresalga en alguna de las cuatro fechas de
evaluacion, sin embargo fue necesario realizar un andlisis estadistico de las cuatro
evaluaciones por cada variable para determinar si existieron diferencias significativas

entre los tratamientos y cuales de estos tratamientos tuvieron valores mas altos.
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El andlisis estadistico que se utiliz6 en este caso, fue un anélisis de variancia, con el
cual se encontr6 que efectivamente si existid6 una diferencia significativa entre

tratamientos, por lo que se realiz6 una prueba de DMS-fisher.

En el Cuadro 4 se presenta un resumen del analisis estadistico con la prueba DMS-
Fisher, y se observa mas claramente las diferencias significativas entre los
tratamientos. Es evidente como la tunica variable que no presenta diferencias

significativas entre los tratamientos y el testigo es el Ancho de hoja D.

Cuadro 4. Diferencia minima significativa (DMS) de las variables evaluadas en el

ensayo de pifia en campo.

Tratamiento Variable

Peso Hoja D Largo Hoja D Ancho Hoja D Peso parte aérea  Peso raiz Largo raiz

Tricho Aid a a a a a a
Bio Trich ab a a a ab ab
Polyversum ab a a a abc abc
Tricho eco abc a a ab bc bc
Bio protection bc ab a c bc bc
Testigo c b a bc c c
Valor-P 0,02 0,09 0,51 0,004 0,02 0,017

En la variable del Peso de hoja D, se observa como se forman dos grupos principales
que presentan diferencias significativas; Tricho aid es significativamente mayor que
Bio protection y el testigo. Mientras que los tratamientos Bio trich, Polyversum y

Tricho eco, no presenta diferencias significativas con ninguno de los dos grupos.

La variable de Largo de hoja D, presenta un comportamiento similar al anterior,
donde se divide dos grupos por su diferencias significativas; el primer grupo son
Tricho aid, Bio trich, Polyversum y Tricho eco, los cuales son significativamente
mayores que el testigo, mientras que el tratamiento Bio protection no presenta

diferencias significativas con el grupo o con el testigo.
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El peso de la parte aérea presenta también diferencias significativas importantes.
Tricho aid, Bio trich, Polyversum y Tricho eco muestran valores significativamente
mas altos que el Bio protection. Tricho eco no presenta diferencias significativas con
el testigo y por ultimo, entre el testigo y Bio-protection no se evidencid diferencias

significativas entre ambos tratamientos

Las dos ultimas variables de peso y largo de raiz presentaron el mismo
comportamiento y presentan las mismas diferencias significativas entre algunos de los
tratamientos. Se observa como el tratamiento Tricho aid tiene una diferencia
significativa con el tratamiento Bio protection y el testigo El Bio trich es
significativamente mayor que el testigo y por ultimo, los tratamientos de Polyversum,
Tricho eco, Bio protection y testigo no presentaron diferencias significativas entre

ellos.

7.3 Ensayo en campo: Incidencia de enfermedades de suelo.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de incidencia de enfermedades de suelo,
que los pifieros le llaman complejo fingico de las raices. Las plantas que se evaluaron
para determinar la incidencia presentaban sintomas de alguno o de todos los
patogenos de suelo que afectan directamente al cultivo en las primeras etapas de su
resarrollo: Phytophtora spp., Fusarium spp. y Erwinia spp.; en dicha evaluacién se
consideraron unicamente las plantas que no se iban a recuperar debido a una alta

severidad.

Se observa en el cuadro 5 como existe una tendencia de los tratamientos a disminuir
la incidencia de las enfermedades, sin embargo no se observa ninguna diferencia
significativa entre ninguno de los tratamientos y el testigo. Debido a las condiciones
de evaluacion y al disefo experimental, la prueba estadistica que mejor se ajusto al
disefio y los datos obtenidos fue la de chi cuadrado. El valor de la probabilidad para
esta prueba estadistica fue de 12%, indicando que no existe diferencias significativas

entre los tratamientos y el testigo.
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Cuadro 5. Incidencia enfermedades de suelo (Phytophtora spp., Fusarium spp.y

Erwinia spp.) que atacan la planta de pifa en las primeras etapas de su desarrollo.

MUESTREO DE ENFERMEDADES

iratanento Muestra % incidencia
Bioprotection 612 54
Tricho Aid 612 51
Poliversum 612 44
Bio Trich 612 3,6
Trico Eco 612 4,6
Testigo 612 7,0

chi cuadrado= 8,687 Valor P=0,12

8. DISCUSION

El ensayo de laboratorio sobre la evaluacion del grado de calidad del producto
bioldgico que la finca utilizaba, el cual fue comparado con otros productos que se
encontraban en el mercado en el momento del estudio, evidencid como existen
diferencias claras entre los pardmetros de calidad de los distintos insumos y se
considera como algo comtin a la hora de trabajar con organismos vivos en diferentes

formulaciones, liquida, solida, semi solida, etc (Fernandez-Larrea 2002).

Al observar los valores de la concentraciéon obtenidos en el laboratorio del cia, se
evidencia como en todos los casos las concentraciones superan los 10° esporas/ml o g;
estos valores de concentracion de esporas para un producto bioldgico son
considerados como valores altos, principalmente para productos a base de

Trichoderma spp’.

La concentracién del producto Tricho aid (7x10° conidias/ml) no coincidié con lo que

indicaba la etiqueta (1x10' conidias/ml), por una diferencia muy pequefia si
q P y peq

2 Acufia, 2015. Com. Pers.
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consideramos las altas concentraciones de esporas que los microorganismos pueden
producir. Esta diferencia pudo ser ocasionada por error en el conteo de las esporas, ya
que este conteo se realiza de manera visual, directamente en un microscopio y muchas
veces se pueden incurrir en errores de este tipo al contar mas o menos esporas. A
pesar de esto, el producto presenta una concentracion de esporas que se considera alta

para este tipo de microorganismo.

En cuanto al pardmetro de viabilidad, el cual expresa el porcentaje de esporas
germinadas en una solucién al 5% de azucar, se encontré que el producto Tricho aid,
presentd la viabilidad més alta con un 94,3%, lo cual indica que este producto tendria
un mayor porcentaje de esporulacion y mejor oportunidad de desarrollarse en el suelo
que el resto de los productos. Segun los pardmetros de calidad utilizados por
Fernandez-Larrea, (2002), dnicamente el Tricho aid y el Tricho eco, superaron el
valor minimo establecido de 80% como un porcentaje de viabilidad aceptable, el

resto de los productos estuvo por debajo de este valor.

Al evaluar el parametro de pureza, se encontraron valores del 100% de pureza para
los productos Tricho eco, Tricho aid, Bio trich y Bio protection. Para el caso del
producto Polyversum, que no se registrd ningun crecimiento de colonias del
microorganismo en ninguno de los platos Petri evaluados; este resultado pudo ser
debido a que el microorganismo presenta selectividad hacia medios de cultivos semi
especificos a base de harina de maiz (Le Floch et al. 2007) y el medio de cultivo que
se utilizé en este estudio para todos los tratamientos por igual fue tinicamente PDA,

por su disponibilidad, facilidad de preparacion y precio.

Debido a lo anterior, no se observd ningin tipo de crecimiento de colonias del
producto Polyversum en el ensayo de eficacia bioldgica sobre el patégeno Fusarium
spp- y en todos los casos los valores del porcentaje de control fueron de un 0%, sin
embargo, esto no indica que el producto no funciona, sino que se deberia de tener el

medio especifico para su crecimiento adecuado.

Los resultados del ensayo de eficacia bioldgica que se llevé a cabo en el laboratorio

del Cia demostraron que el producto Tricho aid, present6 el porcentaje de control mas
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alto (80%) sobre la colonia del patégeno Fusarium spp., seguido por el Bio trich
(37%) y Tricho eco (1%), mientras que el Polyversum, Bio protection y el testigo, no
presentaron ningtin crecimiento de colonias del antagonista que afectara al patégeno

(Figura 12).

Estos resultados se respaldan con las evaluaciones de los pardmetros de calidad de
este mismo estudio, donde el Tricho aid fue el producto que presenté el porcentaje de
viabilidad mas alto de todos los productos, ademds una pureza del 100% y una
concentracion alta, demostrando su eficacia en el control de Fusarium spp. a nivel de
laboratorio. Estos resultados obtenidos son respaldados ademds por Herndndez et al.
(2006) donde en su estudio con tres especies de Trichoderma spp. encontré una

mejor respuesta de la especie T. hazardium sobre colonias de F'. subglutians.

Para caso especifico del producto Bio protection, el cual no presentd crecimiento de
ninguna colonia antagonista que afectara a la colonia de Fusarium spp. se podria
concluir que a pesar de que contaba con una concentracion de conidias/ml media-alta
(2,0x10% su viabilidad fue baja (77%) pudiendo deberse a su formulacién en base
liquida, ya que como lo indica Agamez et al. (2008) el microorganismo Trichoderma
spp., requiere una relacion carbono/nitrégeno muy alta, debido a que este hongo
necesita degradar sustratos complejos como almidén, pectina, celulosa, entre otros,
para un buen desarrollo y produccion de conidios. Ademas este mismo autor, indica
que los productos en bases sélidas, presentan mayor concentracion que las bases
liquidas ya que el desarrollo del antagonista es mas eficientemente en base sdlida al
requerir fuentes de carbono no estructurales y algunos micronutrientes, lo cual se
evidenci6 con los productos en base solida Bio trich, Tricho eco y Tricho aid de este

estudio (Cuadro 3).

Los primeros meses de desarrollo del cultivo son claves para obtener una buena
calidad de fruta (BANACOL, 2005). Al observar las Figuras 13 a 18 se evidenci6 una
tendencia en el desarrollo fenoldgico creciente en todos los tratamientos incluyendo al
testigo. En los primeros meses de establecimiento del cultivo en el campo, la
produccion radical se desarrolla con mucha mas fuerza a partir del mes y medio y es

en este momento donde se requiere mayor atencion al sistema radical, el cual
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reflejard su buen desarrollo en la parte aérea y en el llenado del fruto (Py et al. 1987).
La tendencia general en todas las variables evaluadas fue positiva, la cual retraté un
mejor y mas rdpido desarrollo de plantas en los tratamientos que en el testigo,
evidenciando como existié un estimulo en la parte radical, lo cual es respaldado por
Pérez et al. (2012) el cual menciona en su estudio como el Trichoderma spp. y otros
microorganismos estimulantes del desarrollo, liberan enzimas que favorecen y

aceleran el crecimiento de los meristemos radicales.

La variable de peso radical, fue la que presentd una tendencia positiva mas marcada
entre los tratamientos y el testigo causado por la aplicacion de productos biolégicos
sobre las plantas de pifia, principalmente de los 75 a los 101 DDS, donde se da un
aumento significativo en todos los tratamientos mientras que el testigo se mantiene
muy por debajo de ellos. De los 101 a los 140 DDS, se observé una disminucion en el
peso de raiz, esto se pudo deber a que en esos dias, hubo un temporal de
aproximadamente 15 dias de mucha lluvia, lo que pudo ocasionar que la produccion
de raices estimulado en gran medida por los microorganismos, se viera disminuida
por el estrés de las condiciones climaticas (Py et al., 1987). A pesar de ello la
tendencia positiva causada por la aplicacion de los insumos bioldgicos se mantuvo en

las siguientes evaluaciones.

Para complementar los datos de campo se realizaron pruebas estadisticas de acuerdo
al tipo de datos y se encontré que si existieron diferencias significativas en casi todas
las variables evaluadas menos en la variable de ancho de hoja D (P<0,51); esto indica
que los productos si tienen efecto en produccion de biomasa con incrementos propios
de acuerdo a los tratamientos. En este caso, el tratamiento Tricho aid, fue el que
presenté una mejor tendencia en general, en cuanto al desarrollo de las variables que
se evaluaron, posiblemente a causa de su buen grado de calidad, evidenciado en los
ensayos de laboratorio de este mismo estudio y que ademds la especie T. hazardium
cuentas con grandes condiciones estimulantes segtin Kacuk, (2014) el cual encontré
en su estudio un aumento significativo del peso fresco y el largo de raices y tallos de

plantulas de trigo inoculadas con el microorganismo.
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Estos resultados demuestran que para la estimulacion y desarrollo vegetativo y radical
del cultivo de pina en la finca LyL, el producto Tricho aid, es significativamente mas
eficaz, que el producto Bio protection que se estaba utilizando en la finca, pero que no
hubo diferencias significativas entre el Tricho aid y el Polyversum, Bio trich y bio eco
en todas las variables evaluadas, por lo tanto su aplicacion seria mas eficiente con el
de menos costo. Nuevamente la eficacia del Tricho aid, es probable que se debid a sus
buenas caracteristicas de concentracion y viabilidad las cuales quedaron demostradas

en las pruebas de calidad de este mismo estudio.

Para el caso del ensayo en campo donde se evalud la incidencia de enfermedades de
suelo en las plantas de pifia, no se encontr6 diferencia significativa entre los
tratamientos y el testigo en cuanto a plantas enfermas, por lo que no se pudo
evidenciar un efecto positivo de los productos sobre los patégenos que causan las

enfermedades de suelo en el cultivo.

La utilizaciéon de un microorganismo a manera de fungicida debe de llevarse a cabo
de la menor manera y con los conocimientos adecuados del tipo de microorganismo y
su adaptabilidad al cultivo y suelo donde se va a aplicar, mds si se va a utilizar en
monocultivos de altas densidades como el cultivo de pifia. Se debe considerar todos
estos factores que pueden afectarlo tanto positiva como negativamente, ya que de
ellos depende mucho la adaptacion y la eficacia que va a tener el microorganismo
contra el patégeno que se quiera atacar (Agrios, 2005). El efecto fungicida que se
esperaba para el caso de este estudio no presentd valores positivos estadisticamente
significativos, ya que las condiciones de pH bajo, acidez del suelo alta (Anexo 2)
poca presencia de bases, condiciones malas de drenaje, eventos climdticos extremos,
rotacion nula de cultivos, entre otras cosas, aumentaron la presencia de
microorganismos patégenos, lo cual provocd una mayor presion de estos sobre los
microorganismos benéficos, evitando que se diera una adaptaciéon adecuada y un

efecto significativo de los benéficos sobre los patégenos.
A pesar de que estadisticamente no existieron diferencias significativas sobre el

porcentaje de incidencia de enfermedades del suelo sobre las plantas de pifia, si se

observé una tendencia en la disminuciéon de esta incidencia para todos los
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tratamientos. Al observar el Cuadro 6 es posible notar, como los valores del

porcentaje de incidencia de todos los tratamientos son menores que el testigo. Con

esta informacion serfa importante darle seguimiento a esta parte del ensayo y ampliar

su estudio, mas aun tomando en cuenta el porcentaje de perdidas que la finca

productora deberia manejar para no incurrir en perdidas, segun indicaron los

encargados de produccion de la finca (5% como méaximo en campo y 5% como

maximo en empaque).

9. CONCLUSIONES

La utilizacion de insumos bioldgicos en los programas de aplicacidn en fincas
de pifia es una herramienta valiosa para mejorar las condiciones del desarrollo
en las primeras etapas del cultivo, esto quedé demostrado en este estudio ya
que todos los tratamientos tuvieron una tendencia positiva en el aumento del

crecimiento de las plantas de pifia.

Los productos Tricho eco y Tricho aid, presentaron el grado de calidad mas
alto con valores de concentracion y viabilidad y pureza mas altos. Bio trich y
Bio protection tuvieron concentraciones de esporas altas (>1x10° esporas/ml o
g) pureza del 100%, pero su porcentaje de viabilidad fue menor al 80% que se
necesita para catalogar un producto biolégico de buena calidad. Para el caso
de Polyversum, no se tuvo los resultados deseados ya que nunca se obtuvo
crecimiento de colonias, ya que este microorganismo requeria un medio semi-

selectivo.

No existieron diferencias significativas en ninguna de las variables entre los
tratamientos Tricho aid, Tricho eco y Polyversum sin embargo, si existieron
diferencias significativas en casi todas las variables, a excepcion de ancho de
la hoja D, entre el Tricho aid y el Bioprotection (producto de la finca) y
testigo, lo que significa que hubo un producto que eficazmente fue superior al
que la finca utilizaba, en todas las variables evaluadas del desarrollo

fenolédgico de las plantas de pifia.
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e También el tratamiento con Tricho aid fue el que presentd el porcentaje de
colonizacién mas alto con un 80%, sobre la colonia de Fusarium spp. en el
ensayo de laboratorio, seguido por el Bio trich con un 37%, tricho eco 1% y
Polyversum, Bio protection y testigo tuvieron un 0% de colonizacion. Estos
resultados demostraron nuevamente que el Tricho aid fue el producto mas

eficaz, pero en este caso en el control del patégeno Fusarium spp.

* No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, en cuanto
al porcentaje de incidencia de enfermedades de suelo en las plantas de pifia sin
embargo, se evidencié una tendencia a la disminucion de la incidencia donde
se aplicaron los tratamientos que seria muy valioso darle seguimiento en

posteriores estudios.

10. RECOMENDACIONES

* Para este tipo de estudios es importante contar con una estacion meteorologica
o datos de alguna estacion cercana del lugar donde se llevara a cabo el ensayo,
que complementen los resultados de la dindmica microbiana en el suelo de las
colonias de los microorganismos evaluados, de esta manera los resultados del
ensayo serdn respaldados por los datos de clima en caso de que haya existido

una influencia directa de este factor.

* Es importante que para cada evaluacion, se tome una muestra de suelo y de
raiz por cada tratamiento (de manera previa, durante el ensayo y posterior al
mismo), que verifique la presencia 0 no del microorganismo que se esta
aplicando y de esta manera asegurar que el efecto que se estd observando es

gracias a la presencia del microorganismo.
* Cuando se inicia un estudio de este tipo, se debe de asegurar que el area donde

se llevara a cabo, no tenga ninguna aplicacion previa de algin producto

bioldgico que pueda llegar a influir en los resultados finales.

69



Se debe considerar que el cultivo presente la misma edad fenoldgica cuando se
va a iniciar el estudio, para evitar diferencias entre las fechas de siembra que

puedan llegar a perjudicar los resultados.

La evaluacion de las variables en cuestion es tan importante como la misma
aplicacion de los tratamientos, por ello es necesario que sea realizada siempre
por las mismas personas, evitando variaciones en la metodoldgia y dandole un
seguimiento cercano al desarrollo en general de las plantas, de esta manera si
existieran datos extremos se pueda explicar a qué se debid esta situacion y si
fuera el caso de que se incurrié en algun error de muestreo, se debe realizar

nuevamente la evaluacion.

Es importante mencionar que el producto Polyversum fue evaluado por
sugerencia de la empresa productora LyL, este producto requeria medios
selectivos para su crecimiento y posterior evaluacion in vitro, sin embargo por
asuntos econdémicos no se pudo desarrollar en el medio que necesitaba, por
esta razon no se observo crecimiento de ninguna colonia de este producto en la
prueba de laboratorio. Para estudios posteriores se debe de tomar en cuenta
este detalle y contar con el recurso econdmico necesario para obtener el medio
de cultivo y darle las condiciones adecuadas al microorganismo para su

crecimiento.
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11. ANEXOS

Anexo 1.

Hoja control de las aplicaciones, dosis y costo de los productos del ensayo en campo

de insumos biolégicos, donde se incluye fecha y hora de aplicacién y el estado del

tiempo en el momento de la aplicacion.

CUADRO DE APLICACIONES ENSAYO BIOCONTROLADORES

DOSIS

POLIVERSUM: 100 grs. / Ha. ($60/Ha)
BIOPROTECTION: 15 It / Ha $2.66 /It ($26,6 / Ha)
TRICHO-AID WP: 300 gr / Ha $109/ kg ($32,7 / Ha)
TRICHO-ECO: 5 kg /Ha $8.91/ kg ($44,55/Ha)

BIO-TRI: 1kg/Ha $40/Kg ($40/Ha)
PRIMERA APLICACION:

FECHA 23-05-2014

HORA 6 am

OBSERVACIONES: Clima soleado. Lluvia leve en la dltima
SEGUNDA APLICACION

FECHA: 18-06-2014

HORA: 6:15 am
OBSERVACIONES:
NORMAL
TERCERA APLICACION
FECHA 09-08-2014
HORA 7:00 am
OBSERVACIONES:

CUARTA APLICACION
FECHA 14-11-2014
HORA 6€:00 am
OBSERVACIONES:
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Anexo 2.

Andlisis quimico del lote 6 (4rea del ensayo) previo al inicio de las aplicaciones de los

tratamientos.

RESULTADO DE ANALISIS QUIMICO
INFORME DE ANALISIS DE SUELOS: S-5049-01

AGROANALISIS DE COSTA RICA - LABORATORIO QUIMICO
Grecia, Alajuela, C.R.

Cédula Juridica 3-101-248437

Teléfonos: Lab: 2494-0592/ Fax: 2

Correo Eleclronico: edugonz@ice.co.cr

CODIGO AG-R03 Versién 01

Péag. 1 de 1
Fecha: 19 de mayo del 2014 Cliente: Ly L Proyectos
Finca: Provincia: Fecha de ingreso: 08/05/2014
Cultivo: Canton: Fecha de muestreo:
Distrito:
cmol(+)/L mg/L
N° Lab. Identificacién de campo pH K Ca Mg Acidez P Fe Cu Zn Mn
38158 F5/L01 4,29 0,19 1,58 0,71 1,20 2,6 112 7.1 14 111
38159 F6 /106 4,64 0,26 4,76 1,38 0,80 2,6 134 6,6 1,6 120

Metodologia: Olsen Modificado: K, P, Fe, Zn, Cu, Mn - KCI IN: Ca, Mg, Acidez - pH en H;O

Este informe no podra ser reproducido en forma parcial o total sin la aprobacién de Agroandlisis de Costa Rica S.A.

Los resultados de los andlisis de este informe se refieren dnicamente a la muestras aqui descritas,
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Anexo 3.

Placas Petri PDA de dos muestras de suelo del area de estudio (lote 6), tomadas en
dos puntos distintos previo al inicia de las aplicaciones de los tratamientos, donde se
evidencia la presencia de colonias de Trichoderma spp. (izquierda) y de Fusarium

spp. (derecha).

Resultado: Plato 1: hongos (Trichoderma spp. > 10* conidias/ml)
Plato 2: 1,4x10* conidias/ml, con presencia de una colonia de Fusarium

spp. (micelio blanco, coloracion rosa).
Anexo 4.
Estructuras de reproduccion (conidios) y micelio del hongo del género Fusarium spp.

para facilitar su identificacion en el microscopio (Barnnet y Hunter, 1998)

g
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Anexo 5

Ejemplo de una hoja de campo de evaluacion del desarrollo fenoldgico del ensayo en

campo.

ENSAYO DE BIOCONTROLADORES

EVOLUCION DE L& PLANTACION

| Fecha del Muestreo |

I Encargado | Wilber Chinchilla

NGmero de Parcela
Producto Caracteristicas a Evaluar 1 2 3 4
Peso Hoja D PEI 7 100 S
Largo Hoja O 101 10 S as | 101
1 Ancho Hoja D 0 (.8 (z 5.5
Bioprotection | Peso Parte Aérea #1950 |uoo0 2400 214
Peso Raiz 13 9 . 15 21
Largo Raiz 3G 41 79 23
Peso Hoja D 104 ac | 94 718
_Largo Hoja D 100 ay Gy 105
2 Ancho Hoja D {» GsS 55 h.G
Tricho Aid Peso Parte Aérea 2960 | uoso | 3360 | L300
Peso Raiz =3 L 39 4Q
Largo Raiz us 23 A 29
Peso Hoja D 10% 109 | 1 7%@_
| Largo Hoja D 10U av 99 q¢
3 Ancho Hoja D 6 5< o;c 4.5
Poliversum | Peso Parte Aérea A000 | 29% | J100 | 2950
Peso Raiz %1 22 3% 29
Largo Raiz 80 23 %3 9%
Peso Hoja D iINs 104 L] 10¢,
Largo Hoja D 100 a4 70¢ 104
4 Ancho Hoja D l.5 [y <5 LS
Bio Tri Peso Parte Aérea 2900 | u %350 | Uigo
Peso Raiz 20 24 4 4 uh
Largo Raiz ¢ 20 24 UD
Peso Hoja D 116 106 1K U,Cg
Largo Hoja D 110 197 | 139 401
5 Ancho Hoja D M bl [~ 4 /< &
Tricho Eco Peso Parte Aérea 1200 | oo l Kl Lo LOS,
Peso Raiz ZX o) 21 Gyl
Largo Raiz 20 21 1< i
Peso Hoja D a9 10¢ 119 47
_Largo Hoja D 104 100 107 4<
Testigo “Ancho Hoja D 0 (5 Y =
Peso Parte Aérea koool 2991 il 3250
Peso Raiz 90 P4_1 231 7{{
Largo Raiz 11 35 b+ 5
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