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RESUMEN

La pifia es una de las principales frutas tropicales en el Ecuador. Debido a la demanda de productos y alimentos libres de residuos
de agrotoxicos, la utilizacién de Trichoderma se constituye una importante alternativa para este cultivo. Por esos motivos, el
objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del producto comercial TRICHO-D® WP a base de T. harzianum en pre-siembra sobre
varias variables agrondmicas de la variedad de pifia MD-2. El trabajo se realiz6 a nivel de campo en el canton Santo Domingo de
los Colorados, Ecuador. Diferentes dosis del producto comercial a base de T. harzianum (1x108 ufc g'): 0, 400, 600 e 800 g ha™',
se aplicaron en pre-siembra directamente al suelo. Alos 6 meses después de la siembra, se evaluaron la altura de planta, nimero
de hojas por planta, longitud de la radicula, peso fresco de plantas e incidencia de plantas enfermas. Un disefio de bloques
completos al azar con cuatro repeticiones fue utilizado. Los tratamientos constituyeron cada una de las cuatro dosis. Para la
comparacién entre las medias de los tratamientos se empled la prueba de Tukey (p < 0,05). También fueron correlacionadas
(correlacion de Pearson) las dosis y todas las variables agronémicas evaluadas. La aplicaciéon de T. harzianum en pre-siembra
afecto positivamente la altura de planta, nimero de hojas por planta y, peso fresco de plantas, y negativamente la incidencia de
plantas enfermas en el cultivo de pifia. Las dosis utilizadas de T. harzianum se correlacionaron Unicamente con la variable altura
de planta y la incidencia de plantas enfermas.
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Trichoderma harzianum in pre-planting increases
the agronomic potential of pineapple crop

ABSTRACT

Pineapple is one of the major tropical fruits in Ecuador. Because of the demand for products and foods free of pesticide, using
Trichoderma constitutes an important alternative to this crop. For these reasons, the aim was to evaluate the effect of the commercial
product TRICHO WP-D® based on T. harzianum applied in pre-planting on several agronomic traits of pineapple variety MD-2. The
research was conducted in crop conditions at Santo Domingo de los Colorados City, Ecuador. Different doses of the commercial
product based on T. harzianum (1x108 cfu g): 0, 400, 600 and 800 g ha'', were applied in pre-planting directly into the soil. At 6
months after sowing, plant height, number of leaves per plant, length of radicle, fresh weight of plants and incidence of diseased
plants were evaluated. A randomized complete block design was used with four treatments (doses) and four replications. Tukey
test (p < 0.05) was employed to compare the treatment means. They were also correlated (Pearson correlation) the doses and
all agronomic variables. Application of T. harzianum on pre-planting positively affect the plant height, number of leaves per plant,
length of radicle and, fresh weight of plants, and negatively the incidence of diseased plants of pineapple crop. Doses used of T.
harzianum were correlated only with the plant height and the incidence of diseased plants.
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Introduccion

La pifia (4Ananas comosus L. Merr.) es un fruto con alto
valor nutricional y agradable sabor, con amplias posibilidades
para la industrializacion (Hernandez-Mansilla et al., 2006),
siendo una de las principales frutas tropicales del Ecuador.
El pais posee caracteristicas adecuadas para el desarrollo del
cultivo como clima, altitud y suelo propicio, localizadas en las
provincias de Guayas, Santo Domingo de los Tsachilas, Los
Rios, El Oro, Esmeraldas y Manabi (Bolivar, 2012). Segtn el
Ministerio de Relaciones Exteriores, Comercio ¢ Integracion
del Ecuador (2011), en el afio 2010 el pais tuvo una superficie
cosechada y una producciéon en fruta fresca de 7,922 ha y
126,454 Tm, respectivamente, siendo las provincias de Guayas
y Santo Domingo de los Tsachilas las mas importantes. Las
variedades mas sembradas en el pais son Cayena Lisa o
Hawaiana y Golden Sweet o MD2.

Para atender la demanda cada vez mayor de productos y
alimentos libres de residuos de agrotoxicos, la utilizacion del
género Trichoderma constituye una importante alternativa
(Machado et al., 2012). Formulaciones sélidas o liquidas de
este hongo pueden ser utilizadas. El mecanismo fitoestimulante
de Trichoderma implica la multiple comunicacion con el
sistema radicular y de brotes, liberacion de auxinas dentro de
la rizésfera, pequefios péptidos, metabolitos volatiles y otros
activos, que promueven la ramificacion de la raiz y la capacidad
de absorcion de nutrientes, impulsando asi el crecimiento de
la planta y el rendimiento (Lopez-Bucio et al., 2015). Este
microorganismo aumenta el potencial agronémico de cultivos
como col (Topolovec-Pintari¢ et al., 2013), maracuya (Santos
et al., 2010), pepino (Yedidia et al., 2001), remolacha roja
(Topolovec-Pintari¢ et al., 2013) y tomate (Azarmi et al., 2011).

Productos a base de Trichoderma han sido particularmente
exitosos debido a su accion biofertilizante o bioestimulante
(Nzanza et al.,, 2012), aparte de tener la capacidad de
controlar algunos fitopatégenos (Lopez-Bucio et al., 2015),
especialmente patdgenos habitantes del suelo. Aplicado
directamente al suelo, como un tratamiento de semillas o
mediante pulverizacion foliar, pueden reducir el nivel de
indculo de patogenos o la severidad de enfermedades (Khan &
Anwer, 2011). Las diferentes especies de Trichoderma pueden
mostrar efecto fungistatico, competencia por los nutrientes
(capacidad de movilizarse y absorber los nutrientes del suelo
en comparacién con otros microorganismos), antibiosis
(supresion de un organismo por otro debido a la liberacion
de sustancias toxicas/metabolitos en el medio ambiente),
micoparasitismo y estimulacion de la respuesta de defensa del
huésped (Herndndez-Mansilla et al., 2006; Khan & Anwer,
2011).

Al parecer existe un mico-parasitismo de algunas
especies de Trichoderma, donde conidios del patdogeno son
primeramente parasitados, para posteriormente colapsar y
finalmente desintegrarse. Aparentemente, en este proceso estan
involucradas algunas enzimas extracelulares como proteasas,
B-1,3 glucanasas y quitinasas que serian las responsables por
la degradacion de patdgenos como Thielaviopsis paradoxa
(Sanchez et al., 2007), uno de los principales causantes de
enfermedades del cultivo de a pifia.

Tanto la capacidad como bioestimulante (Lopez-Bucio
et al.,, 2015), asi como la hiper-parasitica o antagonista
(Hernandez-Mansilla et al., 2006) u otra de Trichoderma,
generalmente ha sido demostrada en condiciones in vitro,
invernadero y hasta en sistema hidroponico, escaseando
trabajos en condiciones de campo. Por la importancia que
tiene el cultivo de pina para el Ecuador y por la necesidad
de practicar una agricultura amigable con el medio ambiente,
el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de 7. harzianum
aplicado en pre-siembra sobre cinco variables agronomicas de
la variedad de pina MD-2.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizo en el afio 2014 a nivel de campo
con una duracion de 180 dias, en la hacienda SSNOCOMX
S.A (00°15'00"S, 79°09'00"0), ubicada en el cantéon Santo
Domingo de los Colorados, provincia de Santo Domingo de
los Tsachilas, Ecuador.

Diferentes dosis del producto comercial TRICHO-D® WP
a base de Trichoderma harzianum (1x10% ufc g): 0, 400, 600
e 800 g ha'!, se aplicaron por aspersion dirigida en pre-siembra
en un suelo profundo, de textura franco arenoso limoso, pH
5.6.

Posteriormente, se trasplantaron las plantulas de la
variedad de pifia MD-2 de 3 meses de edad, a una distancia
entre hileras de 0,45 m y entre plantas de 0,30 m, en un sistema
de siembra de doble hilera a tres bolillos. Plantas enfermas o
muertas fueron retiradas a los 42 dias después de la siembra
(dds), siendo colocadas en su lugar puyones de categoria extra
grande (de 500 a 600 g) para mantener la uniformidad de las
unidades experimentales.

Las arvenses se controlaron de forma manual y con
bromacil (2 kg ha') y diuron (0,5 kg ha'!). Para el control de
insectos plagas se aplico diazinon (2,5 L ha'). El resto del
manejo se efectud de acuerdo a las necesidades del cultivo.

Al final del experimento se evaluaron varias variables
agronémicas en 10 plantas por parcela. Altura de planta: con
una regla se midio la altura (cm) desde la superficie del suelo
hasta la hoja D (hoja mas larga de la planta). Numero de hojas
por planta: se cuantificé el nimero de hojas. Longitud de la
radicula: con un calibrador se midié longitudinalmente (cm) la
raiz principal. Peso fresco de plantas: las plantas se pesaron en
una balanza de precision, expresandose los valores en gramos.
Incidencia de plantas con sintomas de pudricion causadas por
Fusarium sp.y Thielaviopsis paradoxa: se cuantifico el nimero
de plantas enfermas (presencia o ausencia de sintomas), y
posteriormente esos valores se expresaron en porcentaje.

Un disenio de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones fue utilizado. Los tratamientos constituyeron las
cuatro dosis de 7. harzianum, siendo la dosis 0 el tratamiento
testigo. Se realizaron los testes de Bartlett y de Shapiro-Wilk,
para verificar la homocedasticidad (variancias) y normalidad
(residuos) de los datos, respectivamente, para cumplir los
presupuestos (datos deben ser homogéneos ¢ normales).
Para la comparacion entre las medias de los tratamientos se
empled la prueba de Tukey (p < 0,05). Asi también, fueron
correlacionadas (correlacion de Pearson) las cuatro dosis de
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T harzianum con todas las variables agronomicas evaluadas.
Para estos analisis se utilizo el programa estadistico ASSISTAT
7,6 beta 2012 (Silva & Azevedo, 2002).

Resultados

La altura de planta y el nimero de hojas por planta de
la variedad de pifia MD-2 aumentaron con la aplicacion de
Trichoderma harzianum en pre-siembra, en comparacion
con el testigo (Figura 1). La altura de planta fue afectada
positivamente por las dosis 600 e 800 g ha! (Figura 1A). Sin
embargo, con la aplicacion de 400 y 800 g ha' se obtuvo el
mayor niumero de hojas por planta (Figura 1B).

La longitud de la radicula y el peso fresco de plantas fue
mayor con la aplicacion de 7. harzianum, cuando comparados
al testigo (Figura 2). La aplicacion de 600 g ha' indujo una
mayor longitud de la radicula (Figura 2A). Entre tanto, el peso
fresco de plantas aument6 con las dosis de 400 e 600 g ha’!
(Figura 2B).

La aplicacion de 7. harzianum en pre-siembra afectd
negativamente la incidencia de enfermedades (en media mas
de dos veces en relacion al testigo). La aplicacion de 400 e
800 g ha! indujeron una menor incidencia de enfermedades
(Figura 3).

Las dosis utilizadas de 7. harzianum t{nicamente se
correlacionaron positivamente (p valor: 0,0338) con la variable
altura de planta. Todas las correlaciones fueron positivas, excepto
la de la variable incidencia de plantas enfermas (Tabla 1).
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Letras minUsculas diferentes significan diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, p < 0,05).

Figura 1. Altura de planta (A) y nimero de hojas por planta (B) de la variedad
de pifia MD-2. Se aplicaron en pre-siembra 400 (T2), 600 (T3) e 800 g
ha"' (T4) de Trichoderma harzianum. El testigo (T1) fue constituido por un
tratamiento sin aplicacion de T. harzianum.
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Letras minUsculas diferentes significan diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, p < 0,05).
Figura 2. Longitud de la radicula (A) y peso fresco de plantas (B) de la
variedad de pifia MD-2. Se aplicaron en pre-siembra 400 (T2), 600 (T3) e
800 g ha'' (T4) de Trichoderma harzianum. El testigo (T1) fue constituido por
un tratamiento sin aplicacion de T. harzianum.
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Tratamientos
Letras minUsculas diferentes significan diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, p < 0,05).
Figura 3. Incidencia de plantas enfermas (%) de la variedad de pifia MD-2 Se
aplicaron en pre-siembra 400 (T2), 600 (T3) e 800 g ha” (T4) de Trichoderma
harzianum. El testigo (T1) fue constituido por un tratamiento sin aplicacion
de T. harzianum.

Discusion
El potencial agronomico de plantas de la variedad de
pifia MD-2 aument6 con la aplicacion de Trichoderma
harzianum, en comparacion a plantas control. El uso de este
microorganismo como un bioestimulante en muchos cultivos
(Azarmi et al., 2011; Topolovec-Pintari¢ et al., 2013; Lopez-
Bucio et al., 2015) corrobora nuestros resultados. La altura y

diametro, asi como el peso fresco y seco de brotes de plantulas
de tomate se incrementan con la inoculacion de Trichoderma
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Tabla 1. Correlacion de Pearson entre las dosis de Trichoderma harzianum (0, 400, 600 y 800 g ha™') aplicado en pre-siembra y las variables altura de planta,
numero de hojas por planta, longitud de la radicula, peso fresco de plantas e incidencia de plantas enfermas en la variedad de pifia MD-2.

Variables Altura Nimero de hojas Longitud Peso fresco Incidencia
de planta por planta de la radicula de plantas de plantas enfermas
R? 0,87 0,59 0,61 0,61 0,97
Pearson r 0,93 0,77 0,78 0,56 0,94
p valor 0,0338" 0,1169 0,2215 0,2212 <0,0001*

* Correlacion significativa de Pearson (p < 0,05).

sp. v T. harzianum. Asi también, el suelo enmendado con este
microorganismo afecta positivamente el nimero de hojas, area
foliar y contenido de clorofila (Azarmi et al., 2011). También el
peso seco e fresco de plantas de maracuya es incrementado con
la aplicacion de Trichoderma (Santos et al., 2010). La adicion
de T viride (cepa STP16) al suelo incrementa el peso fresco y
seco de plantas de col y remolacha roja (Topolovec-Pintari¢ et
al., 2013). Este efecto positivo también puede observarse en
otros tipos de sistema de cultivo como el hidropénico, donde
la inoculacion de plantas de pepino con 7. harzianum, aumenta
la longitud, peso seco, area foliar y clorofila de esas plantas
(Yedidia et al., 2001). Inclusive, el crecimiento radicular
(puntas de las raices, longitud y area de la raiz) de esta especie
vegetal aumenta entre 35 y 70%, en ese sistema de cultivo, asi
como en condiciones de invernadero (suelo), respectivamente,
en comparacion al control (agua destilada) (Yedidia et al.,
2001). La incorporacion 7. harzianum en el sustrato (compost)
incrementa significativamente el area de raices, altura, asi
como de la biomasa total y aérea de plantas de pino en vivero,
en comparacion al uso de este sustrato con la ausencia de este
microorganismo (Donoso et al., 2008).

Independientemente de la dosis utilizada de 7. harzianum
en pre-siembra, la aplicacion de este microorganismo
directamente en el suelo disminuyd la incidencia de pudriciones,
180 dias después de la aplicacion. Resultados semejantes
y en condiciones de campo son escasos. En condiciones in
vitro, diferentes concentraciones de 7. asperellum afectan
negativamente el crecimiento micelial de Thielaviopsis
paradoxa (Wijesinghe et al., 2011). Asi también, la aplicacion
de tres especies de Trichoderma aislados de suelos ferraliticos
rojos dedicados al cultivo de pifia y dos cepas comerciales de
T. harzianum en vitroplantas de pifia en fase de aclimatizacion,
presentd un antagonismo inter-especifico e inhibicion
(mayor al 30%) de los agentes causales de pudriciones como
Phytophthora nicotianae, Rizoctonia solani y Fusarium
subglutinans (Hernandez-Mansilla et al., 2006). Por otro lado,
en condiciones controladas, McLean et al. (2005) evaluando
dos tipos de sustratos con 7. atroviride contra la pudricion
blanca (Sclerotium cepivorum) de la cebolla, obtuvieron una
diferencia significativa entre los dos sustratos en comparacion
al testigo (sin 7. atroviride) después de 14 semanas. Sin
embargo, al final del experimento (18 semanas) el porcentaje
de plantas enfermas fue menor solamente en un sustrato. En
las mismas condiciones, Smith et al. (1990) en plantulas de
manzano establecidas en un suelo infestado con Trichoderma
spp. v Phytophthora cactorum, a los 14 dias presentaron una
reduccion significativa de dafios en la raiz e incremento del
peso fresco, comparadas con plantulas expuestas solamente
con P. cactorum.

Menor incidencia de plantas enfermas fue observada con
la aplicacion en pre-siembra de mayores concentraciones de 7.
harzianum, especificamente con 6 y 8x10'° ufc g!. Inclusive, se
encontr6 una correlacion negativa significativa entre las dosis
y la incidencia de plantas enfermas. Tal vez, concentraciones
superiores del microrganismo inhibieron el crecimiento de
patogenos en el suelo y/o retardaron la colonizacion de las
raices. De hecho, se conoce que concentraciones crecientes
de T asperellum pueden reducir el crecimiento miceliar
de patogenos como 7. paradoxa en condiciones in vitro
(Wijesinghe et al., 2011). Sin embargo, no esta muy claro como
cepas o formulaciones de Trichoderma, consiguen reducir los
patdgenos que atacan el cultivo de pifia.

Las tres dosis de 7. harzianum afectaron positivamente
todas las variables estudiadas. Este resultado es interesante,
ya que unicamente con la manipulacion de las dosis y la
frecuencia de aplicacion de este microorganismo se puede
conseguir aumentos significativos en varias caracteristicas
agronomicas (Bal & Altintas, 2008).

En este trabajo se encontr6 un efecto de las concentraciones
de T. harzianum sobre cada una de las variables evaluadas,
sin embargo, inicamente existio una correlacion significativa
con la variable altura de planta e incidencia de plantas
enfermas. Este hecho puede deberse a que segun McLean et
al. (2005), la proliferacion de especies como 7. atroviride en
la rizosfera es dependiente de la formulacion utilizada. En
nuestro trabajo, una Unica aplicacion bastd para aumentar
el potencial agrondémico o disminuir la incidencia de
enfermedades de las plantas de pifia variedad MD-2, aunque
existiendo posiblemente una pérdida gradual de la cantidad
de unidades formadoras de colonias mL"'. Este hecho fue
comprobado por Wijesinghe et al. (2011), quienes observaron
que la vida 1til de la formulacion en polvo de un producto
a base de T. asperellum decrece con el tiempo, obteniendo
3,3+0,6 x 107 en la primera semana y 1,2+0,3 x 10° en la
decimosexta semana. De todas maneras, la cantidad de los
propagulos residuales en el sustrato posiblemente fueron
suficientes para estimular el potencial agronémico de las
plantas de pifia.

Aunque no fue estudiado el niimero de aplicaciones de
T harzianum, la Unica aplicacion en pre-siembra bastd para
disminuir el nimero de plantas enfermas. Al ser aplicado
preventivamente este microorganismo, probablemente se
estableci6 como un antagonista, creando un ambiente de
equilibrio en el area de la rizosfera, no permitiendo que
poblaciones de otros organismos como patoégenos se disparen
y proliferen (Tlapal-Bolafios et al., 2014).

Como fue mencionado anteriormente estos resultados son
alentadores, ya que fueron obtenidos a nivel de campo. De
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todas maneras, los resultados son promisorios. Sera importante
proximamente estudiar en este cultivo, los mecanismos
utilizados por 7. harzianum para controlar las enfermedades
especialmente radiculares, asi como el efecto de este
microorganismo sobre el potencial productivo, conociendo que
existen evidencias que la aplicacion de Trichoderma en varias
especies aumenta la produccion y el contenido de nutrientes
(Nzanza et al., 2012).

Conclusiones

La aplicacion de T. harzianum en pre-siembra afectd
positivamente la altura de planta, nimero de hojas por planta
y peso fresco de plantas, y negativamente la incidencia de
plantas enfermas en el cultivo de pifia.

Las dosis utilizadas de 7. harzianum se correlacionaron
unicamente con la variable altura de planta y la incidencia de
plantas enfermas.
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