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Resumen

La utilizacion de especies del hongo Trichoderma es de uso frecuente en el control bioldgico,
donde inicialmente se aplicd por sus propiedades micoparasitas y antibidticas. Numerosas
publicaciones han demostrado también su capacidad para colonizar las raices y sus multiples
efectos favorables sobre los cultivos. Para Costa Rica no hay referencias que hagan mencion
al uso de filirado de metabolitos secundarios para incrementar la produccion de chile dulce.
El objetivo de esta investigacion consistié en comparar el efecto de filtrado de metabolitos
secundarios presentes en un biofiltrado del hongo Trichoderma asperellum en la estimulacion
del crecimiento en chile dulce (Capsicum annum var Nathalie) en ambientes protegidos. Se
evaluaron tratamientos a diferentes concentraciones de T. asperellum y de sus biofiltrados,
en almacigos de esta hortaliza. Los efectos obtenidos con la aplicacion de T. asperellum
sobre la estimulacion del crecimiento indican que la utilizacion de este biocontrolador tiene un
impacto mayor en la etapa de almécigo. El tratamiento de T50 (T. asperellum al 50%) resultd
ser la mejor opcion durante los dos afios de analisis en la elongacion de la raiz, ademas
promovié un incremento en la biomasa de la raiz y el area foliar. Sin embargo, la utilizacion
de este microorganismo en invernadero en la etapa de productividad, no presenté diferencias
significativas entre los tratamientos, aungque se observé un buen desarrollo foliar de las plantas
comparadas con el testigo.
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Abstract

The use of Trichoderma fungus species is frequently used in biological control, where it was
initially applied for its mycoparasitic and antibiotic properties. Numerous publications have
also demonstrated its capacity to colonize the roots and their multiple favorable effects on
crops. For Costa Rica there are no references that mention the use of secondary metabolites
to increase production in sweet peppers. The objective of this research was to compare the
effect of secondary metabolites present in a Trichoderma asperellum’s cultured filtrated in the
stimulation of growth in sweet pepper (Capsicum annum var Nathalie) in protected environments.
Treatments were evaluated at different concentrations of T. asperellum and its biofiltrates, in
sweet pepper seedlings of the variety. The effects obtained with the application of T. asperellum
on the stimulation of growth indicate that the use of this biocontroller has a major impact on the
nursery stage. The treatment of T50 (7. asperellum 50%) was the best option during the two
years of analysis in the elongation of the root, promoted an increase in the biomass of the root,
besides it promoted an increase in the biomass of the root and the foliar area. However, the use
of this microorganism in the greenhouse in the stage of productivity did not show significant
differences between treatments, although a good foliar development of the plants compared
with the control was observed.
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Introducciéon

En CostaRica, se haincrementado el cultivo en ambientes protegidas. EI89% de los invernaderos
esta destinado a la produccion de hortalizas, con un 11% dedicado al chile dulce. Esta forma
de cultivar favorece la protecciéon contra los factores climaticos, como los ocasionados por el
cambio climatico global y permite un manejo integrado de plagas y enfermedades, por lo que
permite intensificar la produccion. Por otra parte, el uso de tecnologias de sistemas de riego
localizados, como el goteo, promueve una mejor eficiencia en el uso del agua vy fertilizantes.
Asimismo, en invernaderos se pueden aplicar técnicas que permiten una mayor produccion
por area comparada con el campo abierto, también los ciclos del cultivo se pueden extender,
porque la planta no se encuentra sometida a cambios bruscos de temperatura, precipitacion y
exposicion a fitopatdbgenos, lo que contribuye a mantener constante la calidad y la oferta [1,2].

La distancia de siembra juega un papel importante ya que es la que determina el mejor
aprovechamiento del espacio dentro del invernadero; a campo abierto, el chile dulce se puede
mantener a una distancia de 0.70m-1.20m entre hileras y entre plantas entre 0.40m a 0.60m
con una produccioén de 8000 kg hasta 42000 kg/ha; mientras que en invernadero la produccion
podria aumentar con una distancia de 0.20m -1.20m entre hileras y a 0.20m entre plantas en
un rango de 30000 kg hasta 150 000 kg/ha [3]. Ramirez y Nienhuis [4] mencionan, que la
produccion de chile dulce en Costa Rica a campo abierto es en promedio de 20 frutos por
planta, mientras que bajo invernadero puede alcanzar los 50 frutos por planta.

En Costa Rica, el uso de Trichoderma se ha generalizado, principalmente por su capacidad
como antagonista de hongos [5, 6, 7, 8]. Este hongo se localiza en todas las zonas climaticas
del mundo, incluyendo la tundra, la Antartida y los trépicos. Numerosas publicaciones han
demostrado también su gran capacidad para colonizar las raices y los multiples efectos
favorables que ejerce sobre los cultivos [9,10].

El género Trichoderma comprende muchas especies que producen una gran variedad de
filtrado de metabolitos secundarios. Ya que es Util como biocontrolador no solo de hongos,
sino también de bacterias y de virus. Estos metabolitos no son esenciales para la sobrevivencia
del microorganismo, por lo que se denominan secundarios y cumplen diversas funciones. En la
actualidad se esta promoviendo su uso, ya que son mas faciles de manejar que los organismos
completos, se necesitan menores cantidades para lograr el efecto deseado, presentan una vida
util mas larga y ademas logran un efecto mas directo y un estimulo mayor sobre el cultivo a
tratar, por ser mas especificos [11].

En algunas especies de este género, se han descubierto mecanismos moleculares que
promueven una simbiosis con las plantas [12], lo cual incide en el crecimiento vegetal, la
absorcion de los nutrientes y la induccion de resistencia sistémica o localizada en las mismas,
como consecuencia en parte de la colonizacion por el biocontrolador de la rizosfera y del sistema
radicular, lo que trae como consecuencia un incremento en la productividad. Asimismo, se ha
encontrado que proveen tolerancia al estrés abidtico (calor, frio, sal), solubilizan los nutrientes y
hasta pueden actuar en procesos de biorremediacion para degradar metales pesados y otros
contaminantes ambientales [13].

Como el chile dulce es una hortaliza con un consumo per céapita anual de 1.6 kg, donde se
destinaron 1085 ha a la siembra de este cultivo y cuya produccion bajo invernaderos se ha
incrementado considerablemente en los uUltimos afios [3,14], se considerd importante, hacer una
evaluacion preliminar para comparar el efecto de filtrado de metabolitos secundarios presentes
en un biofiltrado del hongo Trichoderma asperellum en la estimulacion del crecimiento en chile
dulce (Capsicum annum var Nathalie) en ambientes protegidos, con miras a disminuir los costos
relacionados con el uso de agroquimicos.
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Materiales y métodos

Etapa de almécigo

Se establecieron alméacigos de chile dulce, variedad Nathalie, en la empresa Villa Plant, los
cuales fueron inoculados con T. asperellum. Las semillas se plantaron en bandejas plasticas
con capacidad para 288 plantas; se llenaron con una mezcla de sustrato compuesto de
1/3 abono organico, 2/3 suelo y un complemento de granza de arroz a razén de 100 g/k de
mezcla, desinfectado previamente con vapor a 80°C. El llenado de las bandejas con sustrato se
realizé de forma manual y la siembra de las semillas por medio de una sembradora mecanica.
Posteriormente, se cubrid con una capa de sustrato y se le aplicd cada uno de los tratamientos.
Las bandejas cultivadas se colocaron en camaras de germinacion a una temperatura de 23 °Cy
una humedad relativa del 96%, para asegurar una buena geminacion; la inoculacion y rotulacion
del almécigo se realiz6 al dia siguiente de sembradas las semillas.

Los tratamientos evaluados fueron:
1. Testigo absoluto, en el cual no se utilizé aditivo para la proteccion radicular

2. T asperellum al 50% (55 g de un preparado de T. asperellum por 3.6 L de agua cultivado
en arroz).

3. T asperellum al 100% (110 g de un preparado de T. asperellum por 3.6 L de agua,
cultivado en arroz).

4. Tratamiento con agroquimicos a base de Vitavax® al 100% (dosis de 8.5 g del producto
disuelto en 3.6 L de agua).

Las aplicaciones de los diferentes tratamientos se realizaron cada 10 dias. Las plantulas se
trasladaron al invernadero a los 15 dias, donde se continud con las aplicaciones de los distintos
tratamientos. Se hicieron mediciones de peso seco de las raices y el area foliar, asi como
de la longitud de la raiz, para el analisis de almacigos. El experimento se repitié durante el
siguiente afio y se afiadieron dos tratamientos mas que fueron: la aplicacion de un biofiltrado de
metabolitos de T. asperellum al 100% fue el quinto tratamiento y la aplicacion de un biofiltrado
de metabolitos de T asperellum al 50% el sexto. Se hicieron mediciones del peso seco del area
foliar, la longitud de la raiz y el peso seco de la raiz.

Etapa de invernadero

Para la etapa de campo, las plantulas de chile se sembraron en un invernadero, perteneciente
a la Escuela de Ingenieria Agricola del Instituto Tecnoldégico de Costa Rica (TEC). Se evaluaron
seis filas con 30 plantas cada una, las cuales se marcaron con cintas de colores y a cada fila se
le aplicod un tratamiento. Para la preparacion de filtrado de metabolitos secundarios al 100% se
utilizaron 4.5ml del biofiltrado, que se mezcld en un beaker con 900ml de agua y se aford. Para
la solucion al 50% se utilizd 2.25ml del preparado anterior, los cuales se obtuvieron agregando
estos a un beaker con 900ml de agua y se aford a un litro. Las aplicaciones de cada tratamiento
se realizaron cada 10 dias, hasta concluir con el periodo correspondiente, segun el desarrollo
del cultivo.

El detalle de los tratamientos evaluados, en un disefio de bloques completos al azar fue:

1. T asperellum al 100% (110 g de un preparado de T asperellum por 3.6 L de agua,
cultivado en arroz).

2. T asperellum al 50% (55 g de un preparado de T. asperellum por 3.6 L de agua cultivado
en arroz).
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3. Tratamiento con agroquimicos a base de Vitavax® como protector radicular en una dosis
de 8.5g del producto disuelto en 3.6 L de agua.

4. Aplicacion de un biofiltrado de metabolitos de T. asperellum al 100%.
5. Aplicacion de un biofiltrado de metabolitos de T. asperellum al 50%.
6. Testigo absoluto, en el cual no se utilizé ningun aditivo para la proteccion radicular.

Se hicieron mediciones de la cantidad de frutos producidos por tratamiento durante dos meses,
y se evaluo la calidad del producto en primera, segunda y tercera, ademas se determind el peso
de lo producido en cada tratamiento.

Resultados y discusion

Etapa de almacigo

En el cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos en cada uno de los tratamientos y las
variables analizadas. Con el tratamiento T50 se logré el mayor peso aéreo seco. Para las
variables de longitud de la raiz y peso seco de la raiz, T50 y T100 fueron los tratamientos que
presentaron el mejor comportamiento. De lo anterior, se podria recomendar el uso de T50, porque
produce mayores ventajas, tanto a nivel de raiz, como de parte aérea y es mas econémico. El
tratamiento con agroquimicos no se debe recomendar, porque el crecimiento que promueve
no es correspondido por un incremento en la biomasa de la planta. Para el segundo afo, los
tratamientos con Trichoderma al 100% y 50%, junto con el Testigo y el biofiltrado al 50% tuvieron
el mismo impacto sobre la elongacion de la raiz. Sin embargo, si se considera el peso seco, el
mayor aumento en la biomasa de la raiz se logré con Trichoderma al 50%.

T50 también fue el mejor tratamiento en lo que se refiere al peso seco. De lo anterior, se podria
recomendar la utilizacion de T50, por ser mas econémico que T100 y mas facil de preparar que
B50 (Cuadro 1). Mientras que el tratamiento con agroquimicos no aparece en ninguno de 10s
mejores tratamientos obtenidos, por lo que es importante reconsiderar su utilizacion, tomando
en cuenta el parametro de costo/beneficio.

Cuadro 1. Comparacion entre las variables analizadas y los tratamientos aplicados. Afio 1y 2

Afio 1 Afio 2
Variable Mejor tratamiento y [P Mejor tratamiento y =8
media media
Peso seco T50 311.400 Kruskall Wallis B50 163.3333 Kruskall
area foliar Test 280.700 P= 1.916e-05 T50 143.0667 P= 6.289¢e-13
Lonaitud raiz T50 118.53675 Kruskall Wallis Test 4.706443 ANOVA
9 T100 112.27625 p= 0.0002111 B50 4.691537 P=0.000125
Peso Seco ralz T50 171.300 Kruskall Wallis T50 69.93333 Kruskall
T100 162.925 P=0.0002111 B50 64.0666 P=1.436e-07

*P: prueba de significancia. Se aplicé Kruskall wallis o ANOVA segun la Normalidad y Homocedasticidad de la

muestra

Etapa de invernadero

En el cuadro 2 se observa la produccion obtenida durante ocho semanas de chile dulce por
tratamiento, segun calidad y cantidad. En el cuadro 3, se presenta el peso total en kg de los
chiles dulces cosechados por tratamiento.
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Cuadro 2. Produccioén de chile dulce por tratamiento, segun calidad y cantidad.

El analisis estadistico realizado sobre los datos de rendimiento en invernadero no mostro

Tratamientos
1 2 8 4 5 6
1a 2a | 3a 1a 2a | 3a 1la | 2a | 3a 1la | 2a | 3a 1a 2a | 3a la | 2a | 3a
103 | 29 | 21 101 35 | 22 | 75 | 44 | 21 90 | 33 | 26 102 | 45 | 17 | 90 | 30 | 29
Total 153 Total 158 Total 140 Total 149 Total 164 Total 149
Cuadro 3. Peso total (kg) de los chiles cosechado por tratamiento
Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5 T6
20,55 21,38 18,00 18,63 21,61 19,63

diferencias significativas para ningun tratamiento con respecto al control (p>0,05). Lo mismo

ocurrié para las variables de primera, segunda y tercera calidad. En la figura 1 se detalla

el comportamiento obtenido en el rendimiento de los chiles dulces, durante 8 semanas por

tratamiento. Y en la figura 2 el rendimiento de chiles dulces en kg segun tratamiento aplicado

y cal

idad del fruto.
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Figura 1. Rendimiento en kilogramos de chile dulce en ocho fechas de muestreo segun tratamiento.
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Figura 2. Rendimiento de chiles dulces en kg segun tratamiento aplicado y calidad del fruto

Conclusiones

Los efectos obtenidos con la aplicacion de T. asperellum sobre la estimulacion del crecimiento
en chile dulce (Capsicum annum) variedad Nathalie en ambientes protegidos indican que la
utilizacion de este biocontrolador tiene un impacto mayor en la etapa de almacigo. El tratamiento
de T50 resultd ser la mejor opcidn durante los dos afios de analisis en la elongacion de la raiz,
ademas promovié un incremento en la biomasa de la raiz y el area foliar. Sin embargo, la
utilizacion de este microorganismo en la etapa de invernadero en la productividad, no presenté
diferencias significativas entre los tratamientos, aunque se observé un buen desarrollo foliar de
las plantas comparadas con el testigo.
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