INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA
CAMPUS TECNOLOGICO LOCAL SAN CARLOS

EVALUACION DE BIOPROTECTION AZV-C (Azotobacter
chroococcum) COMO COMPLEMENTO DE LA FERTILIZACION
NITROGENADA PARA EL CRECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA

PINA (Ananas comosus var. comosus) HIBRIDO MD-2 EN PIEDRA
ALEGRE DE PITAL, COSTA RICA

Trabajo Final de Graduacion presentado
a la Escuela de Agronomia
como requisito parcial para optar al grado de

Licenciatura en Ingenieria en Agronomia

JOSE PABLO CARRANZA ALVARADO

2020

a de Ingeni i n Agronomia
campus Tecnolégico Local
San Carlos
2019 - 2023



EVALUACION DE BIOPROTECTION AZV-C (Azotobacter
chroococcum) COMO COMPLEMENTO DE LA FERTILIZACION
NITROGENADA PARA EL CRECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA
PINA (Ananas comosus var. comosus) HIBRIDO MD-2 EN PIEDRA
ALEGRE DE PITAL, COSTA RICA

JOSE PABLO CARRANZA ALVARADO

Aprobado por los miembros del Tribunal Evaluador:

PARMEN|DES Firmado digitalmente por

PARMENIDES HUNGRIA FURCAL
HUNGRIA FURCAL  BERIGUETE (FIRMA)

Fecha: 2020.09.29 10:15:31

Ing. Agr. Parménides Furcal Beriguete, M. Sc. BERIGUETE (FIRMA) -os00

Asesor principal

Ing. Agr. Miguel Obregon Gémez, Ph.D 1 (fallecido)

Asesor externo

Firmado digitalmente por FABIAN
ECHEVERRIA BEIRUTE (FIRMA)

Ing. Biot. Fabian Echeverria Beirute, Ph.D Fecha: 2020.0928 102635 0600
Jurado
iLl\J/l LEANYEEASTRO %;L‘éi:éﬁ?%&i‘ﬂ.iﬂéié’?’
Ing. Agr. Zulay Castro Jiménez, MGA. (FIRMA) o
Jurado

Firmado digitalmente por

ZULAY CASTRO  ZULAY CASTRO JIMENEZ

(FIRMA)

Ing. Agr. Zulay Castro Jiménez, MGA. JIMENEZ (FIRM) o 01001 usata

Coordinadora

Trabajos Finales de Graduacion

Firmado digitalmente por MILTON
VILLARREAL CASTRO (FIRMA)
Motivo: He revisado este documento
Fecha: 2020.10.15 16:13:49 -06'00'

Ing. Agr. Milton Villarreal Castro, Ph.D

Director
Escuela de Agronomia

2020



AGRADECIMIENTO

A Dios todopoderoso que ha llenado mi vida de bendiciones y me dio la

oportunidad de estudiar esta hermosa carrera.

Agradezco a todo el personal de Agroindustrial Tres Amigos S.A. por su
colaboracién en el proyecto y la transmisiébn de conocimiento. Especialmente al
Ingeniero Keylor Vargas Esquivel por aceptar la investigacion y a mi gran amigo el
Ingeniero Joan Rojas Ramirez (Goofy) por el seguimiento, consejos y ayuda

brindada durante el proceso.

Asimismo, agradecer a Laboratorios Obregon, quienes depositaron en mi la
confianza para desarrollar este estudio, principalmente al Dr. Miguel Angel Obregon
y la Ingeniera Tania Alvarado quien me brinddé enormemente su ayuda de principio

a fin.

Al Ingeniero Parménides Furcal Beriguete por el apoyo, conocimiento brindado
y ser el guia en este proyecto. De igual forma agradezco a todos los profesores y

funcionarios de la Escuela de Agronomia que fueron parte de mi formacion.

Finalmente, agradecer a la generacion 2014 y a los compaferos que tuve

especialmente en la parte final de la carrera.



DEDICATORIA

A mis padres por el gran esfuerzo y sacrificio que hicieron para brindarme la
oportunidad de acceder a la universidad. Desde pequeiio me inculcaron los valores
del respeto, la honestidad, la responsabilidad; me ensefiaron la importancia del

estudio, la amabilidad y la humildad.

Este logro también es para mi hermano, el Ingeniero Ricardo Carranza Alvarado,
quien académicamente siempre ha sido un ejemplo para mi. De él he aprendido que

aceptar nuevos retos y salir de la zona de confort siempre trae su recompensa.

Finalmente dedicarles este triunfo a esas personas cercanas que han estado

conmigo en las buenas y en las malas.



1.

2.

TABLA DE CONTENIDOS

INTRODUGCCION ..ot 1
1.1 ODbJetivo GENETAl .....coeeiiiiiiie e 3
1.2 Objetivos ESPECITICOS .....uuuuriiiiiiei e 3
1.3  Hipotesis de Trabajo..........oiiiiiiiiiiii e e 3

REVISION DE LITERATURA ....oiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . 4
2.1 Generalidades del CUtIVO ..........cooiiiiiiiiiiiii e 4
2.2 DescripCion MOIfOlOQICA ......ccevieiiiiii e 4

2.2. 1 HOJBS i 4

2.2.2  TAlO e 7

2.2.3  RAIZ e 7

2.2.4  Inflorescencia y FrutO..........oouuuiiiiiiiiiiiiie e 7
2.3 Propagacion de [a pifla..........coeuuuuiiiieiiiiiii e 8
2.4 Requerimientos edafoCliMmAtiCOS ...........uuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 9

P R =T 0 ] 0T = 1 [ PP 9

W A (T o] - Td o o PP 10

2.4.3  VIBNTO ittt 10

244 SULIO .. 11
2.5  Nutricion de la planta...........ooooiiiiiiiiii e 11

2.5 1  NIFOGENO ....coeviiiieiiie e e e e e e e e e eans 12
2.6 ANAIISIS fOlIAreS ....oooeeieiiiii i 12

2.6.1 MOMENLO A€ MUESIIEO ......cevveeiiiiiiiiiii e 13

2.6.2 SecciéndelahojaDaanalizar............cccccceeeiieiiiiiii e, 13



2.6.3  Contenido foliar de NitrOgeNO0 ...........ceveeiiiiiiiieeeeeecee e, 14

2.6.1  Deficiencias y exceso de Nitrdgeno ............cooeeeeiiinineviiniiieneeeeee. 15
2.7  Fertilizacion Nitrogenada............ccoeeeeiiiiiiii e 17
2.7.1  Curva de absorcion de Nitrdgeno ............cuvvieeevviiiiiie e, 17
2.7.2  Dosis de nitrégeno en el cultivo de pifia...........cccccvvvvviiiiiiiieeenne. 17
2.7.3  Fertilizantes nitrogenados SINtEtICOS .........ccceeeevveviiiieeiiiiiiieeeeeens 18
2.7.4  Transformaciones del nitr6geno en el suelo..............ccevvveeeeeeeee. 18
2.8 Implicaciones de las fuentes sintéticas de nitrégeno ......................... 20
2.9 Busqueda de alternativas al nitrégeno Sintético...........ccoccevvvviiieeeennn, 21
2.9.1  BiIOfertiliZantes. ..........uii i 22

2.9.2 Rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR)....23

P22 L0 V.o (o] o Y- Tox =1 =Y o J PSSP 24
2.10.1 Morfologia de Azotobacter SP. .......cooevviiiiiiiiiiii e 25
2.11 Condiciones para el desarrollo de Azotobacter sp............ccoevveeeeeens 26
2.11. 1 TEMPEIALUIA ....ueeieeiiiie ettt e e e e ee e eeenes 26
2.11.2 PHAElISUEIO. ... 26
2.11.3 Conductividad eléctrica (CE).......ccccooiiieiiiiiiiiieeieeiie e 26
2.11.4 Productos fitosanitarios (Plaguicidas) ...........cccccccveiiiiiiiiiiiiineneens 26
2.12 Poblacidn de AzotobaCter SP .......uciieiiiiiiiie e 27
2.13 Beneficios de Azotobacter sp. en el crecimiento de las plantas......... 27
2.13.1 Produccion de HOIMONAS.........ccoeeeiaiiiiiiiiiaieeeieeee e 27
2.13.2 Solubilizacion de foSfatos..........ccoeeeiiiiiiiiiii e 28
2.13.3 Reducir o suprimir el efecto de plagas ...........ccoevvviiviiiiiininieeennn. 28
2.13.4 Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) ........cccooeevvviiiiieevciiiieeeeees 28
2.14  ENZIMA NItTOGENASA .. .uuuuuiiieeeeeeeeeeieeieiitia e e e e e e e et e e e e e e 29



2.15 Molibdeno NItrOgENASA ........ccevieiiiie e e e e 30

2.16 Mecanismo de fijacion bioldgica de NitrGgeno ...........ccvvevveeeeeeeeneen... 30
2.17 Condiciones que afectan mayormente la FBN...............cccoocvvviieeennnnn. 32
0 0 R © ) ([ =] s [0 IO PO POPPPPPPPP 32
2.17.1  Nitrdgeno amoniacal ............ceuueeeieeeeaaaiiiei e 33
3. MATERIALES Y METODOS ... .o 34
3.1 Ubicacion del @StudiO .........cooeeiiiiiiiiiiiiieeee e 34
K = oo o7 BRSSO 34
3.2.1  Condiciones ambientales ............ccccerviiiiiiiiiiiic 34
3.3 Material d& @StUTIO ......uuuuiii e 35
3.4 Areay unidad MUESEIAL........c..ccceeueeee et 36
341 Parcela Util..........oeueeeiiiiiiiiiiii 36
3.5  Descripcion de tratami€ntos ..........cccocuuuiuuriiiiiiiiiiiiiieeeeee e e e e e 37
3.5.1 Descripcidn de Bioprotection AZV-C........ccccooeeevviiiiiiieeiiiiiieeeeeens 38
3.6  Preparacion de los tratamientos ..........ccccuuuvvviiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeenn 38
3.7  Aplicacion de los tratamientosS ..............ceeieeiiiiiiii i 40
3.8  Metodologia de muestreo en plantas. ...........cccccceeeeevveiiiiieeeeeeiiiie e, 41
3.8.1 Pesofrescode laplanta.......ccccccccceiiiiiiiiieiiiiiiiii e 42
3.8.1  NUMEIO de NOjJas........cceeeiiiiiiiiieeeeei e a e 43
3.8.2 Longitud de lahoja D ........ccooeuiiiiiiiiiiiiiiieeeee 43
3.83 AnchodelahojaD.....ccccooiiiiiiiiiiic e 43
3.84 PesodelahojaD...cccooiiiiiiiiiiiii e 43
3.8.5 Areafoliarde lahoja D........c.cccooveieeuiieeieeece e 43
3.8.6 Pesosecodelaplanta..........cccccooeoiiiiiiiiiiiiieiiiie e, 43
3.8.7  ANAISIS TOlAT ... 45



3.8.8  Analisis qUIMICO de SUEIO.........ccovviiiiieeiieice e 46

3.8.9  Analisis microbioldgico de suelo ... 47

3.9 Disefio experimental.........c.ccouiiiiiiiii i 47
3.9.1  Modelo eStadiStICO ......vvviiiiiiiiiiiieeeee e 48
3.9.2  Croquis sobre la distribucion de los tratamientos ........................ 48
3.9.3 Plan de analisis estadiStiCO............ccoovriiiiiiiiiiiiie 48

4. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccoiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 49
4.1  Analisis quimico area experimental ............cccuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee 49

© N o O

4.2  Conductividad eléctrica y pH de las disoluciones de los tratamientos 50

4.3  Poblacion de Azotobacter chroococcum en el suelo...............ccccoe.... 52
4.4  Contenido de NItrOQENO0..........uuuiiieiiiiiiie e 54
45 Pesofrescodelaplanta......ccccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 56
4.6 Pesosecodelaplanta......cccoiiiiiiiii e 60
4.7 Peso, longitud y anchode hoja D .......cccooovvviiiiiiiiiiiiin e, 62
471 PesofrescodelanojaD .....cccccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 62
4.7.2 Largodelahoja Do 63
4.7.3 AnchodelahojaD......ccccooooiiiiiiiiiii e 65
4.7.4  Correlacion con el peso fresco de la planta................cocceeeiinees 65
4.8 Areafoliar de 1a N0ja D .....c.coceeoeiieiiei e 66
4.9  NUMEIro de NOJAS ..ccvviiiiiiiiee e 67
4.10  ANAlISIS ECONOMICO ....ooeiiiiiiiiiiiiiie et 69
CONCLUSIONES ... .o 71
RECOMENDACIONES.........coi e 72
LITERATURA CONSULTADA ... 73
ANEXOS ..o s 83



Cuadro

1

10

LISTA DE CUADROS
Titulo

Numero de hojas determinadas en plantas de pifia (n = 25)
de tres variedades distintas.

Resultados de mediciones efectuadas en la hoja D para la

evaluacion del crecimiento de la planta de pifia.

Contenido 6ptimo de nitrogeno foliar (%) segun diversos

autores.

Dosificacion total acumulada de nitrdgeno para un

programa de fertilizacion preforza segun varios autores.

indice de acidez fisiologica de algunos fertilizantes
nitrogenados.

Biofertilizantes utilizados en la agricultura para incrementar

el crecimiento de los cultivos.

Compuestos quimicos que son exudados por la planta a

través de su raiz y aprovechados por las rizobacterias.

Descripciébn de los tratamientos utilizados para la
evaluacion del producto Bioprotection AZV-C como fijador

de nitrégeno, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

Ejemplo de la reduccién de nitrégeno en la preparacion de
cada uno de los tratamientos, Agroindustrial Tres Amigos
S.A,, Pital, 2020.

Cronograma de aplicaciones de los ciclos de fertilizacion en
el bloque 35 del lote 20, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Pagina

15

18

21

23

24

38

39

41

vii



11

12

13

14

15

16

17

18

Resultado del analisis quimico del estado de fertilidad del
suelo en el area experimental al inicio y al final de la

investigacion, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Relacion de bases cationicas en el suelo del é&rea
experimental al inicio y al final de la investigacién,
Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Caracteristicas quimicas presentes en las soluciones de los
programas de fertilizacion en Agroindustrial Tres Amigos
S.A., Pital, 2019.

Estudio poblacional (UFC/g) de Azotobacter chroococcum
en dos etapas posteriores a la aplicacion de Bioprotection
AZV-C en plantas de pifia, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Concentracion de nitrogeno en materia seca y Su
extrapolacion a la densidad de siembra por hectarea en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicion
de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Muestreo de peso fresco 230 DDS realizado por el
departamento de servicios técnicos de Agroindustrial Tres
Amigos S.A., Pital, 2020.

Comportamiento del peso fresco hoja D a través del tiempo
en plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrogeno y la
adicion de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos
S.A., Pital, 2020.

Comportamiento de la longitud de la hoja D a través del
tiempo en plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno
y la adicion de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres
Amigos S.A., Pital, 2020.

49

49

51

52

55

59

63

64

viii



19

20

21

Comportamiento del ancho hoja D a través del tiempo en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrdgeno y la adicion
de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Coeficiente de correlacion de Pearson para las variables
peso, largo y ancho de la hoja D, respecto al peso fresco
de la planta a los 260 DDS, Agroindustrial Tres Amigos
S.A., Pital, 2020.

Andlisis de costos variables dentro de los tratamientos
propuestos para fertilizacion nitrogenada, Agroindustrial
Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

65

66

69



Figura

10

11

12

13

LISTA DE FIGURAS
Titulo

Forma acanalada de una hoja de pifia y los medios que le

permiten almacenar agua.
Identificacion de la hoja D en la planta de pifia.

Corte longitudinal de la Inflorescencia e infrutescencia del

cultivo de la pifia.
Diferentes tipos de hijos segun su posicién en la planta madre.

Efecto de la temperatura en el crecimiento de las hojas y las

raices en el cultivo de pifia.

Contenido de nitrogeno (g/kg) segun la seccion de la hoja D

analizada.

Area productiva con fertilizacion continua (izquiera) vs

fertilizacidon discontinua de 5 semanas (derecha).

Tonalidades en las hojas de pifia asociadas a exceso de
nitrégeno (izquierda) y a severas deficiencias del mismo

(derecha).
Curva de absorcién de nitrégeno en pifia de primera cosecha.

Procesos bioticos y abibticos involucrados en la dindmica del

nitrégeno.

Incremento momentaneo del pH del suelo a partir de la

aplicacion de urea.

Fotografia de Azotobacter sp. mediante microscopio de

barrido electrénico.

Representacion esquematica del ciclo de nitrégeno (cifras en

millones de toneladas métricas).

Pagina

10

14

16

16

17

19

20

25

29



14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Ciclo de catélisis para la reduccién del N2 realizado por la

unidad | de la enzima nitrogenasa.

Comportamiento de la temperatura (°C) méxima y minima

durante el periodo preforza de la plantacién.

Comportamiento de la precipitacion (mm) durante el periodo

preforza de la plantacion.

Demarcacion del bloque utilizado para la distribucién del area

experimental, Agroindustrial Tres Amigos S.A, Pital, 2020

Representacion gréafica de la unidad muestral y parcela util de
cada uno de los tratamientos mediante fotografia aérea,
Agroindustrial Tres Amigos S.A, Pital, 2020.

Sitio, instrumentos y envases utilizados para la preparacién de
los tratamientos en los ciclos de aplicacidn, Agroindustrial Tres
Amigos S.A., Pital, 2019.

Metodologia de aplicaciéon empleada desde el ciclo uno hasta
el ciclo seis en las repeticiones de los distintos tratamientos,
Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

Pesaje de las plantas (kg) sin su seccion radicular en el
balancin colgable digital, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Proceso de secado de la submuestra hoja y submuestra tallo
para cada repeticion, Laboratorio de Analisis Agrondmicos,
TEC San Carlos, 2020.

Preparacion de las muestras para el analisis foliar mediante el

método de Dumas.

Metodologia de cuarteo para la muestra, Agroindustrial Tres
Amigos, S.A., Pital, 2020.

31

35

35

36

37

39

40

42

44

45

46

Xi



25

26

27

28

29

Representacion esquematica de los cinco tratamientos en
cada bloque experimental, Agroindustrial Tres Amigos S.A.,
Pital, 2020.

Comportamiento del peso fresco (kg) a través del tiempo en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicion
de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital
2020.

Comportamiento del peso seco (g) a través del tiempo en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicion
de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital
2020.

Comportamiento en el area foliar (cm2) a través del tiempo en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicion
de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital
2020.

Numero de hojas emitidas por las plantas de pifia bajo distintas
dosis de nitrégeno y la adicibn de Bioprotection AZV-C,
Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

48

58

61

67

Xii



RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de Bioprotection AZV-C
(Azotobacter chroococcum) como complemento de fertilizacion nitrogenada
preforzamiento, por su funcion como organismo diazotrofo. El estudio tuvo lugar en
la finca Agroindustrial Tres Amigos S.A., ubicada en Pital de San Carlos; el mismo
dio inicio en junio del 2019 con la siembra y finaliz6 en marzo del 2020 con la
induccion floral. Los tratamientos se plantearon haciendo una reduccion del 20%
(T2), 30% (T3), 40% (T4) y 50% (Ts) respecto a la dosis comercial utilizada por la
finca (T1). Las reducciones se mantuvieron los primeros seis ciclos de fertilizacion
y Bioprotection AZV-C fue agregado en cuatro de ellos. A partir del séptimo ciclo
de fertilizacion se continud con el 100% de nitrégeno en todos los tratamientos. Las
variables evaluadas fueron peso fresco planta, peso seco planta, contenido foliar de
nitrégeno, peso, longitud, ancho y area foliar de la hoja D, numero de hojas en la
planta y finalmente la poblacion de A. chroococcum en el area experimental. Se
determiné que los tratamientos 100% nitrogeno (finca), reduccion 20% +
Bioprotection y reduccién 30% + Bioprotection, ofrecieron las mayores tasas de
crecimiento, sin presentar diferencias significativas (p>0,05) entre si en la mayoria
de las variables estudiadas. Asimismo, las reducciones 20% + Bioprotection y 30%
+ Bioprotection generaron una reduccion de costos respecto a lo utilizado por la
finca (T1).

Palabras clave: fijacién bioldgica, nitrdgeno, bacteria diazétrofa, peso planta,

induccioén floral.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of Azotobacter
chroococcum as a pre-forcing nitrogen fertilization complement, due to its function
as a diazotrophic organism. The study took place at the Agroindustrial Tres Amigos
S.A. farm, located in Pital de San Carlos. It began in June 2019 with the sowing and
ended in March 2020 with the floral induction. The treatments were stablished
making a reduction of 20% (T2), 30% (Ts), 40% (T4) and 50% (Ts) with respect to the
commercial amount used by the farm (T1). The reductions were maintained for the
first six fertilization cycles and Bioprotection AZV-C was added in four of them. From
the seventh fertilization cycle onwards, 100% nitrogen was added in all treatments.
The variables evaluated were plant fresh weight, plant dry weight, leaf nitrogen
content, weight, length, width and leaf area of D leaf, number of leaves on the plant
and finally the population of A. chroococcum in the experimental area. It was
determined that treatments 100% nitrogen (farm), 20% reduction + Bioprotection and
30% reduction + Bioprotection, provided the highest growth rates, without displaying
significant differences (p>0.05) between them in most of the variables studied.
Likewise, the reductions of 20% + Bioprotection and 30% + Bioprotection, generated

a cost reduction with respect to what is used by the farm (T1).

Key words: biological fixation, nitrogen, diazotrophic bacteria, plant weight, floral

induction.
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1. INTRODUCCION

En Costa Rica la pifia (Ananas comosus var. comosus) es uno de los cultivos
gue mayor desarrollo ha tenido en los ultimos afios, tanto en expansion como en
produccion y exportacion. Actualmente el mercado costarricense se compone
de 170 productores de pifia que ocupan 40 000 ha de terreno, siendo la Region
Huetar Norte la principal zona productora (CANAPEP 2020).

En el afio 2018 este cultivo se ubicé como el segundo producto agricola mas
exportado; siendo superado por el banano (PROCOMER 2019). En ese mismo
afio se produjeron 3 418 115 toneladas de pifia fresca generando divisas por
983 000 000 de dolares. Estados Unidos es el principal destino de este producto
adquiriendo el 47,95% de la producciéon (PROCOMER 2020 y FAO 2019).

Para lograr estas producciones es necesario implementar medidas que
favorezcan el adecuado desarrollo del cultivo. Uno de estos aspectos clave es
la nutricion de la planta, ya que la fertilizacién propicia el crecimiento y desarrollo
de la misma, brindando la capacidad de generar un fruto comercial.

La fertilizacion del cultivo esta inmersa en el paquete tecnoldgico que ajusta
cada finca segun sus condiciones. La finalidad de realizar fertilizaciones
continuas es que la planta logre alcanzar el peso adecuado para ejecutar la
induccidn floral en el menor tiempo posible. Es por esto que la cantidad de ciclos
de aplicacion puede variar entre 14 y 18, dependiendo si se efectian dos o tres
veces al mes (Garita 2014).

En estos ciclos de aplicacion los elementos de mayor protagonismo son el
nitrdgeno y el potasio. El primero por su gran influencia sobre el crecimiento de
la planta y el segundo principalmente por su injerencia en la calidad de fruta.
Para alcanzar el peso adecuado de una planta para la induccién floral, se
requiere suministrar a este cultivo cantidades de nitrdgeno que van desde los
294 kg/ha hasta los 630 kg/ha o mas dependiendo de la densidad de plantacion.

Sin embargo, se debe sefialar que por comportamientos quimicos propios del
nitrdgeno y de las condiciones ambientales, no es posible un aprovechamiento
total de la dosificacion realizada. La eficiencia en el uso de fertilizantes
nitrogenados a nivel mundial es alrededor de 47% (Lassaletta et al. 2014). La

1



fraccion de este fertilizante nitrogenado que no es aprovechado por las plantas
se escapa hacia la atmosfera posibilitando la formacién de gases de efecto
invernadero. Asimismo, por medio de la humedad del suelo se moviliza a través
de su perfil hasta llegar a los mantos acuiferos o bien, por escorrentia a fuentes
superficiales de agua ocasionando la contaminacién de las mismas (Estupifian-
Silva 'y Quesada 2010).

Aunado a esto la fabricacion de fertilizantes nitrogenados conlleva un alto
costo energético, se dice que aproximadamente entre 1,5% y 2% de la energia
mundial es utilizada para este proceso (Ludewig 2019). Es por esto que se
deben buscar fuentes alternativas a los fertilizantes nitrogenados para el
suministro de este elemento (Molina 2003).

En busqueda de este propdsito se han realizado estudios con distintos
materiales de origen animal (Rodriguez 2010). Sin embargo, también existen
microorganismos en el suelo como las bacterias del género Azotobacter (A.
vinelandii, A. chroococcum, A. beijerinckii) que son capaces de convertir el
nitrégeno atmosférico (N2) en compuestos que pueden ser aprovechados por las
plantas (NH4* y NO3’), logrando una fijacién de 20 kg N/ha/afio (Marca 2017,
Kumari et al. 2017).

Azotobacter chroococcum es una bacteria gram negativa que se encuentra
de manera reducida en la rizosfera de la mayoria de los cultivos. Este
microorganismo ademas de la conversiéon de nitrdgeno, tiene la capacidad de
estimular el crecimiento de la planta mediante la sintesis de reguladores de
crecimiento y de producir sustancias que protegen a la planta de patdégenos
(Kumar Das 2019).

En la actualidad sigue sin conocerse los posibles efectos de Bioprotection
AZV-C como fuente de Azotobacter chroococcum sobre el crecimiento del cultivo
de la pifia. Es por esto que el propdsito del presente trabajo fue evaluar el efecto
de Bioprotection AZV-C sobre el crecimiento de la planta en distintas condiciones

de reduccion de fertilizante nitrogenado.



1.1 Objetivo General

e Determinar el efecto de Bioprotection AZV-C como complemento de la
fertilizacion nitrogenada en el crecimiento de la planta de pifia (Ananas

comosus var. comosus) hibrido MD-2.

1.2 Objetivos Especificos

e Comparar el crecimiento de la planta de pifia segun dosis diferenciadas de
fertilizante nitrogenado y la aplicacion de Bioprotection AZV-C.

e Evaluar la poblaciéon de Azotobacter chroococcum post aplicacion de
Bioprotection AZV-C en el area cultivada de pifia ocupada por el ensayo.

e Determinar la mejor combinacion de dosis fertilizante nitrogenado -
Bioprotection AZV-C tal que estimule en la planta una tasa de crecimiento
eficiente.

e Realizar un andlisis de costos para determinar el impacto de modificar la
dosis total fertilizante nitrogenado en pifia y la adicion de Bioprotection AZV-
C.

1.3 Hipotesis de Trabajo

A pesar de las reducciones de nitrdgeno en un 20%, 30%, 40% y 50%
respecto a lo utilizado comercialmente por la finca en pifia, la adicion de
Bioprotection AZV-C es capaz de mantener a la planta en una misma tasa de

crecimiento respecto a la aplicacion completa de nitrégeno.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del cultivo

La pifia es originaria de América Tropical, especificamente del norte de Brasil.
Desde el punto de vista botanico es una planta de crecimiento generacional
herbaceo sucesivo, monocotiledonea y de caracter perenne que tiene la
capacidad de producir dos cosechas econ6micamente viables (Jiménez 1999).

Comunmente es cultivada en la franja tropical y exportada mayoritariamente
a paises que se encuentran por encima del Tropico de Cancer, como Estados
Unidos, Holanda, Italia y Espafia (PROCOMER 2020). Los principales
encargados de abastecer el mercado mundial pifiero son Costa Rica, Filipinas,
Brasil, Tailandia y China (FAO 2019).

2.2 Descripcion morfolégica

2.2.1 Hojas

Segun Py et al. (1987) una planta adulta puede llegar a tener hasta 80 hojas
unidas al tallo en forma de espiral o roseta. Rodriguez (2010) en su investigacion
de fuentes organicas para el crecimiento de la planta de pifia logré cuantificar
entre 47 y 53 hojas en los distintos tratamientos. Por otro lado, Marca (2017)
reportd un maximo de 19 hojas emitidas a los 180 dias después de la siembra.
Fournier et al. (2010) realizaron muestreos de nimero de hojas a distintos dias
después de la siembra en tres variedades diferentes (MD-2, Smooth Cayenne y

Flhoran 41), estos son presentados en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Numero de hojas determinadas en plantas de pifia (n = 25) de tres
variedades distintas.

Dias después de . Hojas en Smooth Hojas en
) Hojas en MD-2
siembra Cayenne Flhoran 41
30 30 36 41
150 42 46 59
210 49 51 62
300 56 60 74

Modificado de Fournier et al. (2010).

Las hojas en la planta de pifia son sésiles, erectas y acanaladas como se
muestra en la Figura 1; ademas, representan el 90% del peso de la planta
durante su ciclo vegetativo y el 50% en la cercania a la cosecha (Hanafi et al.
2012, Bartholomew et al. 2018). Dependiendo de la variedad y las condiciones
climéticas pueden llegar a medir hasta 1,2 metros de largo (Jiménez 1999, Leal
et al. 2010). Por su forma le es posible retener liquidos de hasta 50 ml en su
seccion axilar (Py et al. 1987, Jiménez 1999). Asimismo, su arquitectura permite
maximizar la captura de la radiacidon pero al mismo tiempo mantener una

ventilacion fluida (Py et al. 1987).

Figura 1. Forma acanalada de una hoja de pifia y los medios que le permiten
almacenar agua. Tomado de DAF (2009).

Estos érganos se identifican con letras que van desde la A hasta la F segun
su posicién en la planta, crecimiento y maduracion. La hoja D se puede
identificar porque es la mas larga de la planta (Figura 2) y se ha demostrado que

su analisis permite conocer con mayor exactitud el estado nutricional de la



planta. Esto debido a que es la hoja madura mas reciente con la maxima
actividad fisiologica (Ebel et al. 2016, Sinha et al. 2018).

Figura 2. ldentificacion de la hoja D en la planta de pifia. Fuente: Autor.

En esta hoja también es posible cuantificar variables como el largo (cm),
ancho (cm), area foliar (cm?) y su peso (g) cuando el objetivo se centra en evaluar
el crecimiento de la planta de pifia. En el Cuadro 2 se presenta una recopilacion
de resultados de investigaciones en donde cuantificaron las variables en
cuestion.

Cuadro 2. Resultados de mediciones efectuadas en la hoja D para la evaluacion
del crecimiento de la planta de pifia.

Variable Resultado Fuente
Fonseca (2010) y
Largo (cm) 103 - 125 )
Rodriguez (2010)
Fonseca (2010) y
Ancho (cm) 6,6-7,4

Rodriguez (2010)
Area Foliar (cm?) 63 — 153 Ebel et al. (2016)
Fournier et al. (2010) y

Peso (g) 103 -129
Rodriguez (2010)

Fuente: Elaboracion propia.



2.2.2 Tallo

Funciona como un reservorio de energia (transformada en almidon) cuando
la fotosintesis excede las necesidades inmediatas de la planta (DAF 2009).
Bartholomew et al. (2018) establecen que la longitud del tallo va desde 25 cm a
50 cm, por otro lado Py et al. (1987) mencionan que esta no sobrepasa los 35
cm y finalmente Gonzalez et al. (2013) encontraron una longitud maxima
promedio de 10 cm a los sietes meses y de 19 cm a los 18 meses.

El diametro basal va de 2 cm a 3,5 cm, mientras que la seccion superior
puede alcanzar de 5 cm a 8 cm (Py et al. 1987 y Bartholomew et al. 2018). La
distancia entrenudos va desde 1 mm a 10 mm segun la zona de medicién, sin
embargo estos son visibles por las cicatrices o marcas de las hojas al ser

desprendidas en su totalidad (Bartholomew et al. 2018).

2.2.3 Raiz

El sistema radical es relativamente superficial ya que su efectividad suele
estar entre los primeros 15 cm a 30 cm del suelo (Jiménez 1999, Castafieda
2003). El numero de raices producidas esta correlacionado positivamente con
el peso del hijo utilizado (Bartholomew et al. 2018).

Si las raices emergen de manera subterrdnea se convertirdn en raices
principales, no obstante si estas brotan por encima del suelo se enrollaran
fuertemente al tallo y seran las raices axilares (DAF 2009). Estas raices axilares
en conjunto con la seccidn no clorofilica de las hojas son los puntos de mayor

absorcion de agua y nutrientes disueltos en ella (Py et al. 1987).

2.2.4 Inflorescenciay Fruto

La inflorescencia (Figura 3 A) estd compuesta por mas de 100 flores
individuales y sésiles en un arreglo de ocho espirales. Los pétalos son de color
violeta y se exponen en tractos semanales desde la base hasta la futura corona
(Py et al. 1987, Jiménez 1999, Bartholomew et al. 2018).



El fruto en general (Figura 3 B), es el resultado de la union de pequefios
fruticulos formados por el racimo de flores. La cantidad generada es el principal

factor que determinara el peso de la fruta. En este cultivo no se da la abscision

floral.
-cr.st.co
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Figura 3. Corte longitudinal de la Inflorescencia e infrutescencia del cultivo de la
pifia. Simbologia mas relevante: A) b: bractea. lo: I6bulo. ov: évulos. p:
pétalos. s: sépalo. sta: estambres. sty: estilo. B) cr: corona. i.f: fruticulo
individual. Fuente: Bartholomew et al. 2018.

2.3 Propagacion de la pifia

Su propagacion se da de manera vegetativa (asexual) utilizando brotes o
hijos que la misma planta genera posterior a la diferenciacion floral, es decir, las
futuras plantas seran clones de la planta madre (Py et al. 1987, OGTR 2008,
DAF 2009).

Los hijos se diferencian segun el estrato de emergencia en la planta madre.
Desde la base hasta la seccion superior se conocen como brote de raiz, guia,
intermedio, basal y corona (Py et al. 1987). Cada tipo de hijo y su ubicacién es

presentada en la Figura 4.



Corona

Figura 4. Diferentes tipos de hijos segun su posicion en la planta madre. Tomado
de: Pefia et al. 1996.

2.4 Requerimientos edafoclimaticos

2.4.1 Temperatura

Es el factor climatico mas limitante para la extensién de zonas productivas.
Tanto la temperatura diurna como la nocturna estan estrechamente ligadas al
potencial de crecimiento de la planta. Si bien Reyes (1999) establece que este
cultivo puede desarrollarse en un rango de temperatura media entre 20°C y
30°C, Py et al. (1987) van mas alla y mencionan que la tasa maxima (100%) de
crecimiento en las hojas se da con una temperatura de 30°C en el diay 26°C en
la noche.

En la Figura 5 se presenta lo indicado por Py et al. (1987) respecto a la
relacion crecimiento — temperatura. Elindica que temperaturas inferiores a 15°C
pueden provocar pérdidas en el peso de la planta. Por otro lado, cada grado
centigrado extra a partir de 30°C disminuye la correlacion positiva temperatura-

crecimiento



% of maximum elongation

72 | 128 183 ' 239 294 ' 350 @ 405
100 155 21,1 267 322 37,8 43,3
Temperature in °C

Figura 5. Efecto de la temperatura en el crecimiento de las hojas y las raices en el

cultivo de pifia. Tomado de Py et al. (1987).

2.4.2 Precipitacion

La pifia es un cultivo que no presenta elevadas necesidades hidricas y que a
su vez, su desarrollo se ve afectado con los excesos. La presencia de
escenarios extremos, repercutird dos o tres meses después con la disminucion
del ancho y el peso de las hojas D, que durante el evento fueron las hojas mas
jovenes (Py et al. 1987).

Segun Reyes (1999) precipitaciones entre 1500 y 2000 mm anuales son
suficientes para suplir los requerimientos de la planta. Ademas, su arquitectura,
células (estomas y tricomas), tejidos (epidermis) y metabolismo tipo CAM le

permiten recolectar, almacenar y eficientizar el uso del agua (DAF 2009).
2.4.3 Viento

Durante el dia es el factor que mayormente influye en la regulacion de la
temperatura, ya que los estomas se encuentran cerrados. Sin embargo, también
puede ocasionar que las hojas se rocen entre ellas y generar heridas que son

aprovechadas por los microorganismos patdégenos (Py et al. 1987).
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2.4.4 Suelo

Debido a la pobre profundidad que alcanza la raiz, este no se vuelve un factor
indispensable como si lo es la aireacion y el drenaje del terreno. El pH de la
mayoria de suelos pifieros oscila entre 4,5y 5,5 ya que segun Pefia et al. (1996)
valores ajenos a dicho rango provocan disminuciones en el rendimiento.
Ademas, debe evitarse la siembra en suelos de textura arcillosa, ya que por su

granulometria se da la retencién de humedad en el suelo (Reyes 1999).

2.5 Nutricion de la planta

La fertilizacion preforza es una préactica que esta dirigida hacia promover un
crecimiento en la planta que garantice el peso necesario para la induccion floral.
De la fertilizacion resulta el estado nutricional de la planta, que puede ser
cuantificado mediante andlisis foliares y variables de crecimiento; o bien
haciendo uso de la observacion en campo (Py et al. 1987, Bertsch 1998,
Bartholomew et al. 2018).

Esta es influenciada por multiples factores como condiciones climaticas,
variaciones en el suelo, técnicas empleadas, materias primas y productos
comerciales adicionales. Sus ajustes dependeran del rendimiento, calidad de
fruta y sus respectivos analisis historicos en la finca (Py et al. 1987).

En pifia los elementos de mayor importancia por su alto requerimiento son el
nitrogeno (N) y el potasio (K*). Su incorporacion se realiza durante todo el ciclo
vegetativo. Una vez iniciada la etapa reproductiva, se considera que el nitrégeno
disminuye considerablemente la eficacia de la induccion floral; ademas, sus
aplicaciones tardias alteran la calidad del fruto (Garita 2014).

En el caso del potasio, recientes investigaciones han obtenido resultados
favorables en grados brix, acidez, ratio y translucidez con aplicaciones post

forzamiento (Rojas 2018).
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2.5.1 Nitrégeno

Es el elemento de mayor importancia en la fertilizacion preforza. Su
esencialidad radica en que es el responsable de la tasa de crecimiento, ya que
forma parte de las bases nitrogenadas que son sintetizadas en aminoacidos,
acidos nucleicos y proteinas necesarias para el incremento de la biomasa
(Molina 2003, Aparicio-Tejo et al. 2013, Batholomew et al. 2018).

El nitrdgeno es considerado un elemento altamente mévil dentro de la planta,
empero, su transporte es activo por lo que requiere gasto de energia. Su
asimilaciéon en la planta se da bajo la forma oxidada nitrato (NO3") y la reducida,
amonio (NH4") (Novoa y Loomis 1981, Maldonado 2013.).

La absorcion de NOs esta influenciada por la temperatura, pH, concentracion
en la solucién, tasa de transpiracion y presencia de NH4*. Una vez dentro de la
planta, este es reducido a NO2"y luego a NH4™ mediante la nitrato reductasa y
nitrito reductasa respectivamente (Novoa y Loomis 1981, Maldonado 2013.).

Cuando la planta absorbe directamente NHa4* o lo reasimila de otros procesos
metabdlicos, este es transformado en glutamina y posteriormente en glutamato
mediante el ciclo GS-GOGAT para que pueda ser aprovechado en la sintesis de

otros aminoacidos requeridos (Maldonado 2013).
2.6 Analisis foliares

Es un método utilizado para estimar el contenido acumulado de cada
nutriente, en una seccion especifica de la planta al momento del analisis. Con
él se logra plasmar si la condicion del tejido refleja deficiencias, excesos o un
contenido oOptimo de los elementos en la planta (Jones Jr y Case 1990,
Bartholomew et al. 2018).

Para el cultivo de pifia, es recomendado utilizar la hoja D por sus
caracteristicas ya mencionadas. Segun Bartholomew et al. (2018) se deben
recolectar entre 20 a 30 hojas D por bloque de produccién en un recorrido zigzag

para obtener resultados representativos.
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2.6.1 Momento de muestreo

Bartholomew et al. (2018) recomiendan realizar tres muestreos a lo largo del
ciclo vegetativo. Cada uno de ellos al finalizar el tercio correspondiente del
paquete tecnoldgico de fertilizacion. EIl tercer muestreo también es posible
ejecutarlo de 4 a 6 semanas después de la induccion floral.

Pese a esto, si el costo u otras circunstancias condicionan a un unico
muestreo este debe concretarse al momento del forzamiento. Asimismo, estos
andlisis solo se justifican si el crecimiento de la planta no es limitado por otros

factores (Bartholomew et al. 2018).

2.6.2 Seccion de la hoja D a analizar

Para el analisis foliar, la hoja D sufre distintas segmentaciones segun la
fraccion utilizada por los investigadores. Puede ser desde tercio basal (analisis
costarricense), medio y apical; seccion clorofilica, seccion no clorofilica (analisis
hawaiano) y tercio medio seccién no clorofilica; porcién basal més tercio medio
o simplemente la hoja completa (andlisis francés) (Py et al. 1987, Jones Jr y
Case 1990, Siebeneichler et al. 2000, Bartholomew et al. 2018).

La porcion a utilizar varia segun la movilidad de los elementos de interés, ya
gue se podria subestimar su concentracién real. Py et al. (1987) menciona que
la seccién no clorofilica es un &rea de transito, por lo tanto es extremadamente
sensible a elementos moviles (nitrégeno, fosforo, potasio, etc.) y estos a las
condiciones al momento de realizar el muestreo. Empero, la seccién clorofilica
es menos sensible a los escenarios que se puedan presentar.

Por otro lado Jiménez (1999), Castafieda (2003) y Garita Coto (2014) aluden
gue la parte basal es util para determinar los niveles de potasio, calcio, magnesio
y azufre; mientras que el segmento medio para nitrégeno, azufre e hierro.

Siebeneichler et al. 2000 realizaron una investigacion sobre la composicion
mineral de la hoja D segun la fraccion analizada. Los resultados son presentados
en la Figura 6; para el nitrégeno la mayor concentracion (g/kg) se encontré en la

seccion apical de la hoja, mientras que la menor proporcién se refleja en la
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porcion no clorofilica. Pese a esto concluyen que no es posible comparar las

diferencias encontradas en los segmentos de la hoja.
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Figura 6. Contenido de nitrégeno (g/kg) segun la seccién de la hoja D analizada.
Tomado y modificado de Siebeneichler et al. (2000).

2.6.3 Contenido foliar de nitrégeno

El contenido total de nitrégeno (% o g/kg) comunmente es expresado en
términos de materia seca de la hoja D. En el Cuadro 3 se presenta una
recopilacion bibliografica sobre los rangos 6ptimos del contenido de nitrégeno en
el tejido vegetal, segun cada investigador.

Existen dos metodologias principales para cuantificar el nitrégeno total
presente en las hojas. Estos son el método de Kjeldahl y el método de Dumas.
Segun Romero (1997) este ultimo consiste en “la pirélisis completa de la muestra

y medicion del contenido de nitrégeno de los gases de combustion”.
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Cuadro 3. Contenido 6ptimo de nitrogeno foliar (%) segun diversos autores.

Seccion de la hoja Rango 6ptimo de N (%) Fuente
Hoja completa 15-1,7 Py et al. (1987)
Seccién no clorofilica 15-25 Reuter y Robinson (1988)
Hoja completa 20-22 Malavolta et al. (1989)
Seccion clorofilica 15-1,7 Jones Jr et al. (1991)
Hoja completa 2,0-3,0 Malavolta (1992)
Seccion clorofilica 15-1,7 Boaretto et al. (1999)
- 12-1,7 Molina y Meléndez (2002)
Tercio Basal 15-18 Batholomew et al. (2018)
- 1,2-15 Vargas (2019)*
- 12-17 EARTH (s.f)

Fuente: Elaboracién propia.
2.6.1 Deficiencias y exceso de nitrégeno

Segun lo mencionado en el Cuadro 3, cualquier valor inferior o superior
respecto al rango sefialado por cada autor, sera considerado como una
deficiencia o exceso respectivamente.

La deficiencia de este elemento limita la tasa de crecimiento de la planta,
reduce el largo y ancho de las hojas, asi como su numero. La frutay la corona
sufren un decrecimiento; ademas, podria no presentarse la emergencia del hijo
basal o mostrar un vago desarrollo (Py et al. 1987, Pefa et al. 1996,
Bartholomew et al. 2018).

Es posible determinar deficiencias visualmente ya que se presenta una
transicion paulatina de un color verde oscuro a un verde palido (clorosis). En la
Figura 7 se observa la diferencia en coloracion de un area que ha recibido una
fertilizacion continua (izquierda) a otra que ha permanecido 5 semanas sin

fertilizacion (derecha).

1 vargas, K. 02 de mayo del 2019. Andlisis foliares en el cultivo de la pifia (entrevista). Piedra
Alegre de Pital, Costa Rica. Agroindustrial Tres Amigos S.A.
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Figura 7. Area productiva con fertilizacion continua (izquiera) vs fertilizacion
discontinua de 5 semanas (derecha). Fotografia facilitada por Mauricio
Roman.

Por el contrario, un exceso de nitrégeno como el presentado en la Figura 8,
genera un color verde mate en las plantas, disminuye la respuesta a la induccion
floral, genera un crecimiento excesivo que puede causar acame de las plantas,
el tamafo de la corona es mayor a lo habitual excediendo la proporcion respecto

a la fruta y se da una deficiencia de K* y Mg*? (Pefia et al. 1996).

Ll

Figura 8. Tonalidades en las hojas de pifia asociadas a exceso de nitrégeno

(izquierda) y a severas deficiencias del mismo (derecha). Tomado de
Bartholomew et al. (2018).
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2.7 Fertilizacion Nitrogenada

2.7.1 Curvade absorcion de nitréogeno

La planta de pifia no es exigente en nitrégeno durante el lapso de siembra a
los 4 meses. A partir de ese momento los requerimientos de este elemento
incrementan de manera lineal hasta la instancia de la induccion floral
(Bartholomew et al. 2018, Castro 20192).

Esto concuerda con lo encontrado por Gambin y Herrera (2012) quienes
demostraron que la planta tuvo una baja demanda de nitrégeno hasta las 14
semanas (3,5 meses), mientras que su maxima tasa crecimiento (demanda de
nitrdgeno) se expresa entre las semanas 28 y 32 después de la siembra (Figura
9).
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Figura 9. Curva de absorcion de nitrdgeno en pifia de primera cosecha. Tomado de
Gambin y Herrera (2012).

2.7.2 Dosis de nitrogeno en el cultivo de pifia

La cantidad total acumulada de nitrégeno a utilizar varia segun el paquete

tecnoldgico de cada sistema de produccion, las condiciones edafoclimaticas,

2 Castro, Z. 24 de abril del 2019. Momento oportuno para realizar el primer andlisis de nitrégeno
en pifia (entrevista). Santa Clara de San Carlos, Costa Rica. Instituto Tecnoldgico de Costa Rica,
Campus Tecnolégico Local San Carlos.
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densidad de siembra y rendimiento esperado. Seguidamente en el Cuadro 4 se
presenta una recopilacion bibliografica de posibles dosificaciones de este
elemento.

Cuadro 4. Dosificacion total acumulada de nitrégeno para un programa de
fertilizacion preforza segun varios autores.

Via de Aplicacion Dosis (kg/ha) Pensidad Fuente
(plantas/ha)
Foliar 500 50000 Pefa et al (1996)
Foliar 550 - 600 65000 - 75000 Molina (2002)
Foliar 294 - Garita (2014)
Foliar 300 48000 Marca (2017)
Foliar 700 - Bartholomew et al. (2018)
Foliar 630 68000 Rojas (2019)3

Fuente: Elaboracion propia.
2.7.3 Fertilizantes nitrogenados sintéticos

Son fabricados mediante el proceso conocido como Haber-Bosch, el cual
es una fijacién de nitrégeno industrial en donde el N2 es reducido a amoniaco
(NH3) mediante la adiciéon de hidrégeno (Hz) a una temperatura de 500 °C y
una presion de 350 atm (Aparicio-Teja et al. 2013). A partir de este NHs
liquido, se parte como base para la fabricacion del 98% de fertilizantes

nitrogenados (Estupifian-Silva y Quesada 2010).
2.7.4 Transformaciones del nitrogeno en el suelo

Cuando se realizan aplicaciones de fertilizantes nitrogenados (nitrato y/o
amonio), se llevan a cabo los procesos de nitrificacion y desnitrificacion (Molina
y Espinosa 1999, Lucini et al. 2014). La primera consiste en la oxidacion del
NHs* mediante Nitrosomonas sp. para formar NO2, posteriormente este

compuesto es transformado en NO3s™ a través de la bacteria Nitrobacter sp (Lea

3 Rojas, J. 02 de mayo del 2019. Aplicaciones totales de nitrogeno en el cultivo de la pifia
(entrevista). Piedra Alegre de Pital, Costa Rica. Agroindustrial Tres Amigos S.A.
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1997, Molina y Espinosa 1999, Lucini et al. 2014). Durante la nitrificacion
inevitablemente se liberan cuatro atomos de H* provocando un aumento de la
acidez del suelo (Molina y Espinosa 1999).

Por otra parte, la desnitrificacion es la reduccién del NOs a distintos
compuestos nitrogenados hasta alcanzar la forma Noa. Pese a que
agronomicamente la desnitrificacion es un proceso negativo, desde la
perspectiva ambiental resulta ser clave para la continuidad del ciclo de nitrégeno
(Lucini et al. 2014).

La dinamica del nitrégeno es presentada esquematicamente en la Figura 10.
Estos procesos son complejos y sensibles a condiciones de temperatura, viento,
humedad y pH del suelo; asimismo de la capacidad de intercambio catidnico
efectivo (CICE) y la materia organica (Ferraris et al. s.f.).

En cada etapa de las trasformaciones hay pérdidas por escorrentia,
lixiviacion, volatizacion y/o adsorcion. Es por esto que a nivel mundial la
fertilizacion nitrogenada posee un rendimiento promedio del 47% (Lassaletta et
al. 2014).

ATMOSFERA
Ny _
/ T NH, Denitrificacion
i Bl T~ f N, - N,O
Fijacion Biologica Precipitacion {f 2- N
T~ Volatilizacion
-\k“\i‘ rf /
Mineralizacién = Amonificacion N !
COMPUESTOS ORGANICOS COMPUESTOS INORGANICO
NITROGENADOS <
fant f?ﬁ_mllaaon ) / T=~+  Adsorcién
(plantas/microorganismos) g (arcillas)
Incorporacién
Nitrificacion Escorrentia
SUELO
HUMUS —
TTe~s Lixiviacion y

— Procesos bioticos (microbianos) escorrentia

—~~~» Procesos abioticos

Figura 10. Procesos bidticos y abidticos involucrados en la dinamica del nitrégeno.

Tomado de Lucini et al. (2014).
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Soil pH increase

Al utilizar urea ocurre a una via previa para su disponibilidad. Cuando entra
en contacto con el suelo, la enzima ureasa toma el CO(NHz)2y lo transforma en
carbamato de amonio (H2NCOONH4). Esta reacciébn provoca que en la
inmediata vecindad del granulo de urea, se incremente el pH a valores
superiores a ocho (Figura 11). En este ambiente alcalino el carbamato de
amonio se descompone rapidamente en NHs y CO2 (Molina y Espinosa 1999).

El NH3 es un gas que facilmente se volatiliza provocando pérdidas de
nitrégeno entre 5% y 70% (Molina 2003). Empero, en presencia de agua se
transforma en NH4* permaneciendo estable en el suelo; por esta razon se debe

garantizar humedad en el medio al momento de utilizar urea. Por ultimo, el NH4*

ya formado sufre el proceso de nitrificacibn mencionado anteriormente.

Urea

1.4-1.6
1.2-14
1.0-1.2
0.8-1.0
0.6-0.8
0.4-0.6
0.2-04
0.0-0.2

1x1 inch

Figura 11. Incremento momentaneo del pH del suelo a partir de la aplicacién de

urea. Tomado y maodificado de Jones et al. (2013).

2.8 Implicaciones de las fuentes sintéticas de nitrdgeno

Desde la fabricacion de fertilizantes nitrogenados a partir de la reaccion Haber-

Bosch, la produccién agricola ha percibido un incremento en el rendimiento y

rentabilidad de las cosechas, sin embargo también es la responsable de causar

impactos negativos en la ecologia (Estupifian-Silva y Quesada 2010).
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La generacion del NH3 base para la elaboracion de fertilizantes nitrogenados,
consume entre el 1% y 2% de los suministros mundiales de energia (Estupifian-
Silva y Quesada 2010, Ludewig 2019). Asimismo, en la nitrificacion vy
desnitrificacion se generan compuestos de paso como NO2, NO y N2O que son
gases de efecto invernadero. Ademas, este U(ltimo posee un potencial de
calentamiento global equivalente a 310 unidades de CO2 (FAO 2015).

La lluvia acida es atribuida en un 52% a la sintesis Haber-Bosch, en el 30% del
cuerpo humano hay rastros de esta reaccién, el agua sufre eutrofizaciéon y con ello
la muerte de peces; ademas estudios indican que una concentracion de nitratos
superior a 25 mg/L de agua potable, genera prevalencia de canceres (tracto
digestivo, colon y recto) (Estupifian-Silva y Quesada 2010).

La urea y los fertilizantes que contienen NH4* provocan un incremento en la
acidez del suelo por la nitrificacién que sufren. Por esta razon se ha desarrollado el
indice de acidez fisioldgica, que hace referencia a los kg CaCOzs/ha requeridos para
compensar la acidificacion del suelo por cada 100 kg del fertilizante
correspondiente. En el Cuadro 5 se establece la relacion fertilizante — indice de
acidez fisioldgica.

Cuadro 5. indice de acidez fisiolégica de algunos fertilizantes nitrogenados.

Fuente de Nitrégeno N (%) indice de Acidez Fisiologica
Sulfato de amonio 21 -112
Urea 46 -84
Fosfato diamodnico 18 -74
Fosfato monoamonico 12 -65
Nitrato de amonio 33,5 -63
Nitrocalcio 26 -21

Tomado y modificado de Molina (2003).
2.9 Busqueda de alternativas al nitrdgeno sintético

Por lo descrito en la seccién anterior, el proceso Haber-Bosch paso de ser uno

de los descubrimientos mas vanagloriados, a catalogarse como una amenaza para
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la salud humana en el afio 2010 por The European Nitrogen Assessment
(Estupifian-Silva y Quesada 2010).

Es por esto que en vias de generar una produccion mas sostenible, los sistemas
productivos actuales deben implementar alternativas biolégicas capaces de reducir
la dependencia hacia los productos sintéticos. Se han realizado investigaciones en
donde implementan fuentes como harina de sangre, harina de pescado, Terrafert®
(queratinas) y compostajes (Rodriguez 2010, Marca 2017).

Sin embargo, las fuentes alternativas no se deben limitar Gnicamente al origen
animal o vegetal, también existen microorganismos capaces de fijar y solubilizar
nutrientes en el suelo para disposicion de la planta. Estos reciben el nombre de
biofertilizantes (Picado 2010).

2.9.1 Biofertilizantes

Los biofertilizantes son preparaciones organicas que contienen
microorganismos vivos como bacterias y hongos (o0 su mezcla) que colonizan la
rizosfera. Sus funciones estan dirigidas mayormente a la fertilizaciéon de los
cultivos, particularmente incrementando la disponibilidad de nitrogeno y fosforo
(Tomer et al. 2016, Wani et al. 2016, Kumar 2019). Algunos microorganismos y
su funcion son presentados en el Cuadro 6.

Asimismo, se ha detallado que poseen otros mecanismos que promueven el
crecimiento de las plantas como la produccion de hormonas y sustancias contra
fitopatogenos (Sivasakthi et al. 2017, Kumar 2019). Entre estos
microorganismos resaltan diversos géneros de bacterias que son llamadas
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas o PGPR por sus siglas

en inglés (Tomer et al. 2016).
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Cuadro 6. Biofertilizantes utilizados en la agricultura para incrementar el
crecimiento de los cultivos.

Biofertilizante Funcién Condicién en el suelo
Azotobacter sp. Fijacion de N2 Vida libre
Rhizobium sp. Facilitar Ny P Simbiosis
Bacillus subtilis Solubilizacién de P Vida libre
Pseudomonas fluorescens Control Patbégenos Vida libre
Trichoderma harzianum Facilitar Ny P Vida libre
Bradyrhizobium sp. Fijacién de N2 Simbiosis
Klebsiella sp. Fijacion de N2 Vida libre

Tomado y modificado de Aparecio-Tejo et al. 2013, Pérez Alvarez et al. 2015, Tomer et al. 2016.
2.9.2 Rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR)

Como su nombre lo indica, son bacterias que colonizan la rizosfera y ejercen
un rol directo e indirecto sobre el crecimiento de las plantas. La rizosfera
propiamente es la zona donde se encuentra el mayor volumen de raices, por lo
gue en el caso de la pifia se denota en los primeros 15 cm (Castafieda 2003,
Tomer et al. 2016, Sivasakthi et al. 2017).

Las rizobacterias necesitan compuestos quimicos para poder colonizar y
ejecutar sus funciones, estos generalmente provienen de secreciones que
realiza la misma planta a través de la raiz (Tomer et al. 2016, Sivasakthi et al.
2017). Algunos de estos compuestos emitidos por las plantas son mostrados en
el Cuadro 7.

Dentro de las rizobacterias se pueden mencionar las bacterias del género
Azotobacter sp. (A. vinelandii, A. choroococcum, A. beijerinckii, A. armeniacus,

A. salinestris) (Sung Gee et al. 1990, Picado Rojas 2010, Kumari et al. 2017).
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Cuadro 7. Compuestos quimicos que son exudados por la planta a través de su
raiz y aprovechados por las rizobacterias.

Tipo de Estructura Compuestos Quimicos

Aminoécidos Alanina, cisteina, glutamato, leucina, fenilalanina,
serina, prolina, triptéfano.
Acidos orgéanicos Acido acético, éacido butirico, acido citrico, &acido

glutdmico, &cido piravico.

Azlcares Galactosa, glucosa, fructuosa, maltosa, rafinosa.
Vitaminas Biotina, niacina, riboflavina, tiamina.

Enzimas Amilasa, alcalino fosfatasa, proteasa.

lones inorganicos H*, OH", HCO3s

Gases moleculares COg2, H2

Tomado y modificado de Tomer et al. 2016.
2.10 Azotobacter sp.

El género Azotobacter fue descrito por primera vez en 1901 por Martinus
Beijerinck. Son organismos diazotrofos (di=dos; azoto=nitrégeno; trofo=comer),
aerdbicos obligados, de vida libre y se encuentran distribuidos a nivel mundial
(Lucini et al. 2014, Noar y Bruno-Barcena 2018, Kumar 2019). Las principales
especies son A. chroococcum y A. vinelandii; ambas descubiertas en el afio 1901
y 1903 respectivamente (Kumari et al. 2017).

A continuacion se presenta la clasificacion taxonémica de Azotobacter sp:

Reino: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammproteobacteria
Orden: Pseudomonas
Familia: Pseudomonadaceae/Azotobaceriaceae
Género: Azotobacter
Fuente: Wani et al. (2016).
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2.10.1 Morfologia de Azotobacter sp.

Su forma es presentada en la Figura 12, esta varia entre ovalada a esférica,
con un largo de 2 pm a 10 pum y un ancho de 1 pm a 3 um (Kumar 2019). Puede
desplazarse gracias a los flagelos presentes en su superficie, sin embargo al
momento de encapsularse pierde su movilidad. En este momento adapta una
forma esférica y produce una abundante capa de moco que protege la célula
(Wani et al. 2016, Kumari et al. 2017).

Este encapsulamiento obedece a la formacion de quistes, que es una forma
de reproduccién vegetativa y de proteccion. Su tiempo de germinacion entre 4
y 6 horas si las condiciones le favorecen, esto permite una pronta colonizacion
en la rizosfera (Kumari et al. 2017).

El quiste le ofrece ventajas como resistencia a la desecacion, radiacion solar
y rayos gamma. Posee el doble de resistencia ante los rayos UV que una célula
vegetal; no obstante su debilidad se presenta ante el incremento de las

temperaturas (Wani et al. 2016, Kumari et al. 2017).

1M

Figura 12. Fotografia de Azotobacter sp. mediante microscopio de barrido
electrénico. Tomado de Kumari Das 2019.
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2.11 Condiciones para el desarrollo de Azotobacter sp.

2.11.1 Temperatura

Segun Wani et al. (2016) estas bacterias tienen un éptimo desarrollo cuando
la temperatura oscila entre 20°C y 30°C. Dilworth et al. (1988) mantuvieron la
bacteria durante 15 minutos a 39°C y esta continu6é su actividad enzimatica,

aunque a una menor eficiencia.
2.11.2 pHdel suelo

Mahato y Kafle (2018) mencionan que su desarrollo puede darse entre 4,8 y
8,5. Por su parte, Dilworth et al. (1988) indican que el pico de formacion de
productos se da con un pH de 7,0 y 7,5; Wani et al. (2016) sefialan que esta
condicién es propicia entre 6,5 y 7,5 y su funcionamiento va decreciendo
conforme el pH se torna mas acido. No obstante, Obregén (2019)* establece

gue a un pH de 4 la bacteria todavia ejerce sus funciones.

2.11.3 Conductividad eléctrica (CE)

En suelo la bacteria no reporta inconvenientes con medidas de hasta 0,52
dS/m y valores inferiores a este (Borda-Molina et al. 2011, Sanchez-Lopez et al.
2019, Shirinbayan et al. 2019). Igualmente, en medios liquidos este
microorganismo ha sido utilizado para la remediacion de aguas residuales con

una CE de 15 mS/cm brindando resultados satisfactorios (Ehaliotis et al. 1999).

2.11.4 Productos fitosanitarios (Plaguicidas)

Este microorganismo por su naturaleza no debe ser mezclado con
bactericidas. Rivera et al. (2010) reportan que los ingredientes activos carboxin,
tiram, imidacloprid, S-metolachloro, fluometuron y glifosato no afectan la

poblacién de A. chroococcum, mientras que la cipermetrina si lo hace.

4 Obregén, M. 02 de mayo del 2019. Condiciones edaficas para el desarrollo de Azotobacter sp.
(entrevista). Piedra Alegre de Pital, San Carlos. Propietario de Laboratorios Doctor Obregén.
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Shahid et al. (2019) mencionan que la atrazina y monocrotofos disminuyen
un 39% la produccion de auxinas por parte de A. chroococcum. Kitazin,
metalaxyl, hexaconazole, glifosato, quizalofop, atrazina, fipronil, monocrotofos e
imidacloprid no afectan este proceso, ni la solubilizacion de fésforo, creacion de

sideréforos y generacion de NHs.

2.12 Poblacion de Azotobacter sp

Se cuantifica mediante las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
unidad de peso o volumen de la muestra. Las UFC reportadas son equivalentes
al niumero de bacterias presentes en el suelo. Segun Wani et al. (2016) en la
rizosfera de suelos no cultivados la poblacion de Azotobacter sp. suele ser
minima por lo expuesto en el Cuadro 7.

Asimismo, la densidad de bacterias disminuye conforme se profundiza en los
horizontes del suelo. Coérdova-Bautista et al. (2009) determinaron el mayor
conteo poblacional entre los 2 cm y 19 cm de profundidad. Inclusive, hallaron
11x10% UFC/g a los 70 cm — 110 cm de calado.

2.13 Beneficios de Azotobacter sp. en el crecimiento de las plantas

2.13.1 Produccién de Hormonas

Azotobacter sp. es capaz de producir auxinas, especificamente acido indol
acético (IAA). Esta hormona estimula la division, expansion y diferenciacion
celular en las plantas; en el caso de la pifia el beneficio se materializa en la
elongacion de la raiz. Azotobacter sp. es capaz de generar hasta 33.28 ug
IAA/ml (Chennappa et al. 2019). Ademas, cuando en el medio se encuentra
triptéfano (precursor de Il1A) su produccién se incrementa en un 45% y 50%
(Kumar 2019).

Asimismo, se ha constatado la elaboracion de giberelinas, explicitamente
acido giberélico (GA). Esta hormona beneficia principalmente los procesos de
germinacion, floracion y divisién celular (Chennappa et al. 2019). Kumar (2019)

reporta una fabricacion maxima de 0,1 ug GAs/ml.
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2.13.2 Solubilizacién de fosfatos

Azotobacter sp. tiene la capacidad de biotransformar los fosfatos insolubles,
a formas de fosforo soluble y disponible para la planta (Chennappa et al. 2019).
En la investigacion realizada por Shirinbayan et al. (2019) las cepas Az63 y Az70
fueron capaces de solubilizar 133,3 pg de fosfato/ml de solucion con fosfato de

calcioy 117,7 pg de fosfato/ml de solucion con fosfato de calcio respectivamente.

2.13.3 Reducir o suprimir el efecto de plagas

Se ha reportado a Azotoacter sp. como un supresor de la afectacion
ocasionada por los hongos Rhizoctonia solani, Peronospora arborescens,
Sclerotium sp., Fusarium sp., Cephalosporium maydis, Alternaria brassicola,
Colletotrichum falcatum, Curvularia sp., Helminthosporium sp. y Aspergillus sp.
(Chennappa et al. 2019; Kumar 2019).

A su vez, posee la capacidad de la inhibir la eclosion de huevos de
Meloidogyne incognita, Spodoptera litura, Spilarctia obliqua y Corcyra
cephalonica (Kumar 2019).

2.13.4 Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

Es el proceso mediante el cual el nitrgeno molecular (N2) que no puede ser
aprovechado por las plantas, se transforma mediante la enzima nitrogenasa a
compuestos asimilables. Anualmente se fijan 380 tetragramos de nitrégeno (Tg
N/afio) y segun Tomer et al. (2016) la FBN se encarga del 50% de nitrdgeno
fijado/afio; sin embargo, Geddes y Oresnik 2016 afirman que este proceso aporta
el 60% (230 Tg N/afio) del total fijado.

Ademas de la FBN existen otras rutas para la incorporacion del nitrogeno
atmosférico a la biologia de las plantas, pero principalmente se menciona la
atmosférica (relampagos) con 5 Tg N/afo (=1%) y la industrial (proceso Haber-
Bosch) con 121 Tg N/afio (=32%) (Geddes y Oresnik 2016).

Independientemente del proceso llevado a cabo, todos dependen del ciclo

del nitrégeno el cual es presentado en Figura 13.
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Figura 13. Representacion esquematica del ciclo de nitrégeno (cifras en millones
de toneladas métricas). Tomado de Aparicio-Tejo et al. (2013).

2.14 Enzima nitrogenasa

Es la encargada de llevar a cabo la FBN, segun Newton (2007) existen cuatro
tipos de nitrogenasa (Nasa), de las cuales tres son las mas detalladas. La
principal tiene como base el molibdeno (Mo-nitrogenasa); las otras dos se
consideran alternativas y las acompafan el vanadio (V-nitrogenasa) y hierro (Fe-

nitrogenasa).
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Azotobacter chroococcum posee Mo-nitrogenasa y V-nitrogenasa; mientras
gue la especie A. vinelandii alberga los tres tipos descritos. El orden jerarquico
de funcionamiento es Mo-Nasa, V-Nasa, Fe-Nasa y este depende de la

disponibilidad del elemento acompafante (Lea 1997).
2.15 Molibdeno nitrogenasa

Esta compuesta por dos unidades, ambas son sulfo-ferro-proteinas que
difieren en funcion y composicion quimica. La unidad Il (KP 1) o dinitrogenasa
reductasa, se representa como Fe-proteina y su funcion es la de transportar
electrones (e°) hacia la unidad I. Por su parte, la unidad | (KP 1) o dinitrogenasa,
ademas los atomos de hierro y azufre, contiene molibdeno, por lo que su
representacion es Fe-Mo-proteina y se encarga de la ruptura del triple enlace del

nitrdgeno molecular (N=N) (Lucini et al. 2014).

2.16 Mecanismo de fijacion bioldgica de nitrégeno

Se realiza por la interaccion del ciclo que cumple cada unidad. La unidad Il
capta un electrén que es donado por la proteina ferredoxina, esto le permite
aprehender dos moléculas de ATP-Mg*?, dando la posibilidad de acoplarse a la
unidad I. Para transferir el electron, es necesaria la hidrolisis de ATP a ADP,
liberando fosforo inorganico (Pij). En ese momento, se da la separacion de las
unidades y la KP Il se desprende del Mg*? y ADP + Pipara dar inicio a un nuevo
ciclo (Aparicio-Tejo et al. 2013, Lucini et al. 2014, Geddes y Oresnik 2016, Kumar
2019).

Por su parte, la KP | necesita enlazar el N2 al Mo de su estructura para
efectuar el proceso. Esta unidad requiere un total de ocho electrones para
completar la reduccion de N2 a los dos moles del producto final, por lo que el ciclo
de la KP Il se realiza dicha cantidad de veces. La KP | al momento de recibir el
tercer electron, da inicio al proceso de adicionar electrones y H* al nitrdgeno
molecular (Lea 1997, Newton 2007, Aparicio-Tejo et al. 2013, Lucini et al. 2014).

Es importante sefialar que dos de los ocho electrones son utilizados para

formar H2; mismo que se considera innecesario, por lo tanto se disminuye la
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eficiencia del proceso. Aparicio-Tejo et al. (2013) mencionan que entre el 40% y
70% de los electrones que ingresan a la nitrogenasa se “pierden” en la
produccion de Ha.

El ciclo KP | es representado en el diagrama de la Figura 14, en donde se
simboliza como “E” con un subindice que indica el numero de electrones

proporcionados por la KP II.

\ HI/ N, H,
e/ H"
NH, acid or
N,H, < E =N-NH
\y\ 2% alkali quench * 2
e /H* e/
-/t e /at
ET-NHZ/ Eg = NH ’,/ Es=N-NH;'
NH,

Figura 14. Ciclo de catalisis para la reduccion del N2 realizado por la unidad | de la
enzima nitrogenasa. Tomado de Lea (1997).

Respecto a la ecuacién guimica que interpreta a este proceso, existe una
leve variante en el producto final segun el autor de referencia. Se menciona que
de este proceso resultan dos moles de NHz[1], mientras otros establecen que
son dos moles de NH4* [2].

N, + 8e~ + 16MgATP + 8H* —» 2NH; + H, + 16MgADP + 16P, [1]
[1] (Lea 1997, Newton 2007, Zehr y Montoya 2007, Geddes y Oresnik 2016,
Jiménez-Vicente et al. 2018, Noar y Bruno-Barcena 2018, Kumar 2019).

N, + 8e™ + 16MgATP + 10H* — 2NH} + H, + 16MgADP + 16P; [2]
[2] (Halbleib y Ludden 2000, Aparicio-Tejo et al. 2013, Lucini et al. 2014).
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Para A. chroococcum la FBN es un proceso metabdlico para la obtencion de
NHs* que es utilizado para formar el aminoacido glutamato. Segun Chaves
(2020)° las bacterias dizétrofas acumulan aminoacidos y cuando mueren, la
mineralizacion del suelo a través de la enzima glutamato deshidrogenasa,
descompone dicho compuesto, liberando los iones NHs* al suelo y asi ser
aprovechados por las plantas (Coyne 2000).

De manera in vitro se ha determinado que Azotobacter sp. puede fijar 10 mg
N por gramo de fuente de carbono, o bien, 10 pg N por gramo de glucosa
consumido (Wani et al. 2016, Mahato y Kafle 2018). En sistemas de produccién
agricola se menciona que puede fijar hasta 20 kg N/ha/afio (Wani et al. 2016,
Kumari et al. 2017, Sivasakthi et al. 2017, Mahato y Kafle 2018), sin embargo no
se especifica la poblacién de bacterias ni las condiciones bajo las cuales se

lograria materializar dicho supuesto.
2.17 Condiciones que afectan mayormente la FBN

2.17.1 Oxigeno

A pesar de ser un organismo aerobico obligado, el oxigeno es el factor mas
antagonista para la FBN. Su presencia atrae el electron proveido por la
ferredoxina, lo que paraliza el ciclo KP Il — KP | (Lucini et al. 2014).

Ante esto, la bacteria ha desarrollado estrategias que le permiten proteger la
nitrogenasa. El primer mecanismo recibe el nombre de Proteccién Respiratoria,
este consiste en incrementar la tasa de respiracion celular mediante la enzima
citrato sintasa y citrocromo d, el cual transforma el Oz a H20 (Soto-Urzua y Baca
2001, Kumar 2019).

Otra estrategia es la Proteccion Conformacional, en la cual se unen proteinas

a la nitrogenasa formando una especie de escudo que la protege (Kumar 2019).

5 Chaves Alfaro, JG. 21 de mayo del 2020. Proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno y su
aprovechamiento por las plantas (entrevista). Santa Clara, San Carlos. Tecnolégico de Costa Rica,
Campus Tecnolégico Local San Carlos.
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Una de esas proteinas se ha identificado como Shethna, seguin Soto-Urzla y
Baca (2001) aun se desconoce su funcion especifica, pero se cree que desvia
el flujo de electrones.

Una tercer via es la Autoproteccién, en esta la propia nitrogenasa mediante
la Fe-proteina-MgADP reduce el Oz a super oxido (Oz2) o a H202 que son

eliminados por la catalasa y superoxido dismutasa (Soto-Urzta y Baca 2001).

2.17.1 Nitrégeno amoniacal

Kumari et al. (2017) mencionan que la presencia de nitrdgeno disponible
disminuye la FBN por parte de Azotobacter sp. Esto se da porque la bacteria
capta el NH4* externo y lo incorpora a la formacion de glutamato como una forma
de evitar el gasto energético que conlleva obtener el mismo NH4* mediante la
FBN (Lucini et al. 2014).

Sin embargo esto no quiere decir que no puedan ser utilizadas como
complemento en la fertilizacion, ya que la probabilidad de que la bacteria por si
misma pueda satisfacer la demanda nitrogenada de una planta, es
practicamente nula.

Segun los resultados obtenidos en diversos ensayos, parece ser que la
relacion 6ptima ronda el 80% fertilizante nitrogenado + Azotobacter sp (Lozada
y Rivas 2010, Sanchez-Lopez et al. 2018; Sanchez-Lopez et al. 2019). En la
investigaciéon de Subedi et al. (2019) se obtuvieron mejores resultados al
combinar el 100% de nitrégeno + Aztobacter sp, respecto al tratamiento con

misma dosis pero sin inoculacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del estudio

La finca Agroindustrial Tres Amigos S.A., se encuentra ubicada en el pueblo
de Piedra Alegre del distrito de Pital, perteneciente al canton de San Carlos de
la provincia de Alajuela en Costa Rica. Sus coordenadas en el sistema
geografico son 10°55’81” latitud norte y -84°31’ 72” longitud oeste.

3.2 Epoca

El estudio se desarrollé durante la época lluviosa y parte de la época de pocas
lluvias en Costa Rica, las cuales se extienden desde mayo a noviembre y de
diciembre a abril respectivamente.

La investigacion dio inicio en el 19 de junio del 2019 con la siembra del
material vegetal y finaliz6 el 3 de marzo del 2020 con el proceso de induccion

floral mediante etileno y carbén activado.
3.2.1 Condiciones ambientales

Agroindustrial Tres Amigos S.A., cuenta con un registro de las condiciones
climaticas a partir de noviembre del afio 2011. Desde dicha fecha hasta el
momento previo de la investigacidbn se registr0 un rango de temperatura
promedio (minima — maxima) que va 22,23 °C a 30,37 °C; asimismo una
humedad relativa promedio (minima — maxima) de 71,98 % a 95,35 % y
finalmente una precipitacion anual acumulada promedio de 2845 mm.

En la Figura 15 y Figura 16 se presentan los datos climaticos de temperatura
y precipitacion durante el momento del ensayo. La temperatura minima
promedio fue de 22,6°C, mientras que la maxima promedio 30°C. Por otra parte

se registro una precipitacion acumulada de 2155 mm.
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Figura 15. Comportamiento de la temperatura (°C) maxima y minima durante el
periodo preforza de la plantacion. Nota: El comportamiento atipico entre
los meses septiembre, octubre y noviembre obedecen a un desperfecto
de la estacion climética.
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Figura 16. Comportamiento de la precipitacion (mm) durante el periodo preforza de
la plantacion. Nota: ElI comportamiento atipico entre los meses
septiembre, octubre y noviembre obedecen a un desperfecto en la
estacion climética.

3.3 Material de estudio

La empresa Agroindustrial Tres Amigos S.A. utiliza el hibrido MD-2 para su
produccion y exportacion de fruta fresca. Este es sembrado bajo el sistema tres

bolillos a 26,70 cm (10,5 in) entre plantas, en camas con 1,10 m de centro a centro.
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Con esto se obtienen densidades de siembra de 68.000 plantas/ha. EI material
utilizado en la investigacion proviene de un tipo de hijo guia recortado con un rango
de peso entre 401 g — 600 g.

3.4 Areay unidad muestral

La investigacion tuvo lugar en el bloque 35 del lote 20. El &rea experimental fue
de 1584 m?, compuesta por 16 camas de siembra a lo ancho y 90 m de largo. Esta
area fue particionada longitudinalmente y transversalmente a la mitad para asi
obtener cuatro bloques experimentales, donde se distribuyeron las unidades
muestrales.

En total se establecieron 20 unidades muestrales (cinco por cada uno de los
cuatro blogues) de 79,2 m? cada una, compuestas de ocho camas a lo anchoy 9 m

de largo, con una poblacion de aproximadamente 539 plantas.

Figura 17. Demarcacion del bloque utilizado para la distribucion del area
experimental, Agroindustrial Tres Amigos S.A, Pital, 2020.

3.4.1 Parcela util

Para cada unidad muestral se disefi6 una parcela util con el fin de evaluar
Unicamente las unidades observacionales dentro de ella. Como borde se fij6 la

primera y ultima cama de siembra, ademas de 1,5 m en ambos extremos
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longitudinales como barrera para la deriva. Por lo que esta area contd con 39,5 m?
y una poblacion promedio de 270 plantas. En la Figura 18 se muestra el nimero de

camay el area de evaluacion enmarcada con color anaranjado.

Figura 18. Representacion grafica de la unidad muestral y parcela util de cada uno
de los tratamientos mediante fotografia aérea, Agroindustrial Tres

Amigos S.A, Pital, 2020. Fotografia facilitada por Mauricio Roman y editada por
el autor.

3.5 Descripcion de tratamientos

Se evaluaron cuatro tratamientos con reducciones de fertilizante nitrogenado
durante los primeros seis ciclos de fertilizacion preforza, ademas de un testigo
gue correspondi6 a la dosificacion comercial empleada por la finca. La dosis de
cada tratamiento se determin6 mediante una reduccion porcentual en un rango
amplio del 20%, 30%, 40% y 50% respecto al testigo. A excepcion de este, en
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los demas tratamientos se incorpord el producto Bioprotection AZV-C para la
validacion del proceso de fijacion de nitrogeno (Cuadro 8).

Cuadro 8. Descripcion de los tratamientos utilizados para la evaluacion del
producto Bioprotection AZV-C como fijador de nitrégeno,
Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

Dosis total paquete

Tratamiento Descripcidn preforza (kg N/ha)
1 Testigo 533,6
2 Reduccion 20% + Bioprotection 492,2*
3 Reduccion 30% + Bioprotection 471,5*
4 Reduccion 40% + Bioprotection 450,8*
5 Reduccion 50% + Bioprotection 430,1*

*Las reducciones porcentuales se realizaron Gnicamente para los primeros seis ciclos de
fertilizacion, es por esto que no son proporcionales al acumulado final del testigo (kg/ha).

3.5.1 Descripcion de Bioprotection AZV-C

Bioprotection AZV-C es un biopreparado propiedad de Laboratorios Dr.
Obregon que esta compuesto por la bacteria fijadora de nitrégeno Azotobacter
chroococcum a una concentracion de 4,4 x10%® UFC/ml. La dosis recomendada
esde 11,34 L (3 gal) a 18,9 L (5 galones) diluidos en 200 L/ha a 600 L/ha segun

el cultivo a aplicar.

3.6 Preparacion de los tratamientos

En cada uno de los ciclos de fertilizacion, la preparacion de los tratamientos
se realizé bajo las condiciones, lineamientos e instrumentos de la bodega de
Agroindustrial Tres Amigos S.A (Figura 19). Las dosis de los productos
comerciales y formulas utilizadas por la finca fueron ajustadas para un volumen
de aplicaciéon de 20 L.

La reduccién porcentual del nitrégeno se calculé a partir de la proporciéon
peso/volumen (%P/V) de urea en 1 L de agua para el testigo. A dicha
concentracion se le desconté el porcentaje correspondiente para cada uno de

los tratamientos (Cuadro 9).
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El producto Bioprotection AZV-C se incorporo en cuatro de los seis ciclos con
reduccion nitrogenada (Cuadro 10). La dosis utilizada fue de 90 ml (12 L/ha) y
esta se adicion6 a los respectivos tratamientos al momento de salir al campo
para la aplicacién de los mismos.

Cuadro 9. Ejemplo de la reduccion de nitrégeno en la preparacion de cada
uno de los tratamientos, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital,
2020.

. Concentracion . .
A 0,
Ciclo Testigo (g/L) Reduccion (%) Dosis Urea (g)

20 80
30 70
X 100 40 60
50 50

Adicionalmente se evalud la conductividad eléctrica (mS/cm) y el pH en una
repeticion al azar de cada tratamiento. Para ello se utilizé un conductimetro digital
marca OAKLON, modelo CON610 y un peachimetro digital marca Thermo Scientific,

modelo ORION. Ambos equipos fueron calibrados previamente a su utilizacion.

s

Figura 19. Sitio, instrumentos y envases utilizados para la preparacion de los
tratamientos en los ciclos de aplicacion, Agroindustrial Tres Amigos
S.A,, Pital, 2019.
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3.7 Aplicacion de los tratamientos

Los tratamientos con la reduccion de nitrogeno fueron aplicados durante los
primeros seis ciclos de fertilizacion (Cuadro 10) haciendo uso de una motobomba
marca Carpi, modelo CPC-25, a la cual se le enlaz6 un brazo aspersor con un ancho
de trabajo de 4 m, compuesto por 14 boquillas marca TeeJet, punta TX-VK6 de
ceramica, espaciadas 28,5 cm entre si, con una descarga aproximada de 0,35 I/min
(0,1 gal/min) cada una. La aspersion de cada repeticion tardé entre 4 min a 4,5 min,
por lo que la velocidad de avance fue de aproximadamente 4,2 m/min a una presion
de trabajo alrededor de 3 bar (43,5 psi).

Figura 20. Metodologia de aplicacibn empleada desde el ciclo uno hasta el ciclo
seis en las repeticiones de los distintos tratamientos, Agroindustrial
Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

A partir del séptimo hasta el décimo tercer ciclo de fertilizacion, la finca continué
con las aplicaciones de su paquete comercial haciendo uso de un spray boom con
dos brazos aspersores mecéanicos (Anexo 2). Cada uno posee 16,8 m de largo,
esta compuesto por 59 boquillas con disco y nucleo de cerdmica, espaciadas 30 cm
entre si y calibradas para asperjar 2650 L/ha a una presion de 50 psi. Este equipo
es halado por un tractor marca Landini Landpower, modelo 165 TT, que circula a 20

km/h en marcha tortuga 4, a 1800 rpm.
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Cuadro 10. Cronograma de aplicaciones de los ciclos de fertilizacion en el bloque
35 del lote 20, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

_ Fecha Bioprotection Semana del _
Ciclo o DDS* Operario
Aplicacion AzZV-C Ao
2/08/2019** ] 44 31 1
! 6/08/2019** > 48 32 2
16/08/2019 Si 58 33 1
11/09/2019 No 84 37 3
4 03/10/2019 Si 106 40 3
5 18/10/2019 No 121 42 2
6 01/11/2019 Si 135 44 4
7 05/12/2019 No 169 49 Maquinaria
8 19/12/2019 No 183 51 Maquinaria
9 02/01/2020 No 197 1 Maquinaria
10 16/01/2020 No 211 3 Maquinaria
11 28/01/2020 No 223 5 Maquinaria
12 11/02/2020 No 237 7 Maquinaria
13 27/02/2020 No 253 9 Maquinaria

*DDS: Dias Después de Siembra.

**|_a aplicacion del ciclo 1 se realizd en dos tractos por problemas con el equipo.
3.8 Metodologia de muestreo en plantas.

Los tres muestreos realizados se llevaron a cabo a los 125 dds, 218 dds y 260
dds. En el primer y segundo muestreo se extrajeron tres plantas por unidad
muestral bajo un muestreo zigzag en la cama dos y tres para el primer muestreo y
cuatro y cinco para el segundo muestreo. Este consistié en extraer la planta nGmero
uno, nueve y dieciocho de la parcela util (Figura 18).

Sin embargo, para el tercer muestreo debido a una afectaciéon masiva (alrededor
de 60% de las plantas) por floracion naturalmente diferenciada (cono visible) y
Phytophthora sp., el sistema de muestreo cambié a completamente al azar

discriminando aquellas plantas que presentaban las condiciones mencionadas. Se
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mantuvo la extraccion de tres plantas por repeticion, empero, las unidades
muestrales 15, 18 y 19 (Figura 25) se descartaron ya que el 100% de las plantas
presentaban al menos una de las condiciones adversas (Anexo 4).

Cabe mencionar que las tres plantas que se cosecharon por unidad muestral, se
les extrajo su hoja D para la cuantificacion respectiva de variables descritas a

continuacion.

3.8.1 Peso fresco de la planta

Sin su seccién radicular cada planta fue pesada en fresco (kg) con un
balancin colgable digital marca T-Scale Electronics MFG, modelo DR-60, con

una incertidumbre de +10 g.

Figura 21. Pesaje de las plantas (kg) sin su seccion radicular en el balancin
colgable digital, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.
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3.8.1 Numero de hojas

Se contabilizo el nUmero de hojas de cada planta exceptuando las hojas
bajeras recortadas que provienen del hijo sembrado. De esta manera se
logra determinar con mayor exactitud las hojas realmente emitidas por la

planta al momento del muestreo.

3.8.2 Longitud de lahoja D

Cada hoja D fue medida (cm) completamente extendida desde su base

hasta la punta con la ayuda de una cinta métrica marca Stanley.

3.8.3 Ancho delahojaD

La metodologia empleada fue unir los extremos (punta y base) de la hoja
D y realizar la medicion (cm) justo en el ancho del doblez con una cinta

métrica marca Stanley.
3.8.4 Peso delahojaD

Las hojas D de cada repeticién fueron pesadas (g) haciendo uso de una
balanza digital marca Ohaus, modelo EC Series, con una incertidumbre de
0,2 g.

3.8.5 Areafoliar de la hojaD

Para realizar la estimacion del area foliar en la hoja D se ultilizo6 la formula

propuesta por Rebolledo-Martinez (1992).

Area foliar (cm?) = 34,6087 + 5,65202 * Peso fresco hojas (g)

3.8.6 Peso seco de la planta

Se obtuvo mediante el secado de tres submuestras de hojas D y tres
submuestras de tallos por unidad muestral. Se cuantifico el peso fresco (Ps)

de ambos dérganos y se introdujeron en el horno de secado. Este
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procedimiento se realiz6 en un horno por conveccion a una temperatura
constante de 55°C durante cinco dias 0 mas segun la evaluacién previa.
Antes de cuantificar el peso seco (Ps) las muestras se dejaron reposar 10
min para estabilizar su temperatura. En ambos pesajes se utilizé una balanza
digital marca Ohaus, modelo EC Series, con una incertidumbre de * 0,2g.

Finalmente se aplico la siguiente férmula:

P; subhoja (g) + P, subtallo (g)

P lant
P, subhoja (g) + P, subtallo (g) /resco Pram4 (9)

Rseco planta (.g) =

Figura 22. Proceso de secado de la submuestra hoja y submuestra tallo para cada
repeticion, Laboratorio de Analisis Agronomicos, TEC San Carlos,
2020. Nota: A) Hoja D en fresco. B) Hoja D seca a 55°C durante 5 dias. C) Tallos
en fresco. D) Tallos secos a 55°C durante 5 dias.
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3.8.7 Anaélisis foliar

Unicamente se analizo el contenido (%) de nitrogeno presente en la hoja
D al momento del muestreo | y Ill. Para ello se utilizé la triada de hojas D
extraidas en cada unidad muestral, lo que significa que cada tratamiento
conto con cuatro andlisis foliares independientes.

Antes de iniciar el proceso de secado descrito anteriormente, a cada hoja
D se le removié su tercio superior y posteriormente se realizé un lavado con
agua natural para la remocion de residuos, especialmente particulas de suelo
que pudieran alterar el contenido quimico real de la muestra.

Finalizado el pesaje de materia seca, se procedi6 al molido e
identificacion de las muestras para el analisis foliar per se utilizando el

método Dumas

Figura 23. Preparacion de las muestras para el andlisis foliar mediante el método
de Dumas. Foto: A) Remocion del tercio apical de las hojas D. B) Molido
de las hojas y su respectiva identificacion de laboratorio.
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3.8.8 Analisis quimico de suelo

Se realizaron dos muestreos de suelo para analisis quimico, con el
propésito de determinar el estado de fertilidad quimica al inicio y al final del
ensayo. El lugar presenta una pendiente por lo que el terreno se seccioné
en “Parte Alta” y “Parte Baja”, haciendo referencia esta ultima a la zona
inclinada.

El primer muestreo se efectué a 20 cm de profundidad el 1 de agosto del
2019 con un barreno metalico. En cada seccién se extrajeron cinco muestras
mediante un recorrido zigzag. El segundo muestreo se realiz6 el 6 de marzo
del 2020 replicando la metodologia empleada en el anterior.

Al finalizar los respectivos muestreos, se realiz6 el “cuarteo” de la muestra
para homogenizar la misma y alcanzar un peso aproximado de 500 g. El
andlisis se llevd a cabo en el Laboratorio de Andlisis Agrondmicos del
Tecnologico de Costa Rica, Campus Tecnoldgico Local San Carlos, a través
de las soluciones extractoras KCl y Olsen Modificado, luego leido en

Absorcion Atémica.

Figura 24. Metodologia de cuarteo para la muestra, Agroindustrial Tres Amigos,
S.A., Pital, 2020.
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3.8.9 Analisis microbiolégico de suelo

Con el objetivo de determinar la presencia de Azotobacter chroococcum
en el area experimental, se realizaron dos muestreos microbiolégicos una
vez finalizadas las aplicaciones de la misma.

El primer muestreo se efectud el 12 de noviembre del 2019 (146 DDS),
utilizando un barreno metalico y guantes para evitar contaminar las muestras.
Se realizaron tres extracciones en cada unidad muestral al pie de la planta,
a una profundidad de 20 cm.

Ademas de obtener muestras de cada tratamiento, se tomo la muestra de
un Teontrol cONformado por suelo de bloques vecinos al area experimental,
para asi determinar la poblacion natural de la bacteria en cuestion.

El segundo muestreo se realiz6 el 4 de febrero del 2020 (230 DDS),
replicando lo descrito anteriormente. Las extracciones de cada repeticion se
unificaron y cuartearon para representar a sus respectivos tratamientos con
una unica muestra de aproximadamente 300 g.

Estas fueron llevadas bajo refrigeracion a las instalaciones de
Laboratorios Dr. Obregdn en la provincia de Heredia. Alli se elaboraron
diluciones seriales 103, 10* y 10° y se colocaron en cajas Petri con medio de

cultivo “Azotobacter agar (manitol)” el cual es especifico para Azotobacter sp.

3.9 Disefo experimental

Debido a la gradiente en el terreno mencionada anteriormente, se utilizd un
disefio de Bloques Completos al Azar compuesto por cuatro bloques con cinco

tratamientos en cada uno.
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3.9.1 Modelo estadistico

El modelo matematico planteado para la presente investigacion fue el siguiente:
Yij=pu +Bi +Tj + €ij
M = media general,
Bi = efecto del i-ésimo bloque

Tj = efecto del j-ésimo tratamiento

3.9.2 Croquis sobre la distribucion de los tratamientos

La representacion esquematica con la distribucion de los cinco tratamientos en
los cuatro blogues experimentales se presenta en la Figura 25. Como se sefial6
anteriormente el bloque 35 de la finca se subdividié longitudinalmente y
trasversalmente a la mitad.

Bloque 1 Bloque 3

2 3 6 7 10 11 14 15 18 19

T3R1 T1R1 T1R3 T3R3

T1R2 T3 R2 T3 R4 T1R4

1 4 5 8 9 12 13 16 17 20

Bloque 2 Bloque 4

Tl T2 T3 T4 T5

Figura 25. Representacion esquematica de los cinco tratamientos en cada bloque
experimental, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

3.9.3 Plan de andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete InfoStat (Di Rienzo et al.
2019). Todas las variables se sometieron a un ajuste de heteroscedasticidad
mediante la técnica Modelos Lineales Generales y Mixtos. Una vez encontrado
el mejor modelo posible, se efectud la prueba de comparacion de medias DGC
(Di Rienzo, Guzman y Casanova) para identificar las diferencias estadisticas

entre tratamientos con un nivel de significancia de 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Condicién quimica del area experimental

En el Cuadro 11 y Cuadro 12 se presentan los resultados del analisis de suelo

guimico y su relacion de bases respectivamente.

Para cada etapa, las

diferencias entre secciones del area experimental fueron minimas en la mayoria

de los elementos. No obstante, en ningln caso las bases de la fertilizacion se

encontraron dentro del rango 6ptimo planteado por Molina y Meléndez (2002).

Cuadro 11. Resultado del analisis quimico del estado de fertilidad del suelo en el
area experimental al inicio y al final de la investigacion, Agroindustrial

Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

cmol(+)/L mg/L
Etapa Identificacion pH AcidezExt. Ca Mg K |[Cu Mn Fe 2Zn P
Parte Alta 4,89 0,99 2,63 0,56 0,18/ 10 14 47 3,43 4,88
| Muestreo
Parte Baja 4,79 1,85 1,73 0,54 0,18/ 10 12 191 3,36 13,69
Parte Alta 4,60 2,22 2,31 0,49 0,10/13 25 73 1,93 2,50
[l Muestreo
Parte Baja 4,29 2,57 2,35 0,51 0,18/ 13 16 129 1,88 3,74

Cuadro 12. Relacién de bases catidnicas en el suelo del area experimental al inicio
y al final de la investigacion, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital,

2020.

Etapa Identificacion Ca/Mg Ca/K Mg/K (Cat+Mg)/K C.I.C.E

Saturacion
Acidez (%)

Parte Alta 4,7 146 31 17,7 4,36 22,71
| Muestreo ]

Parte Baja 3,2 96 3,0 12,6 4,30 43,02

Parte Alta 4,7 23,1 49 28,0 5,12 43,36
Il Muestreo .

Parte Baja 46 131 28 15,9 5,61 45,81

Este bajo nivel de fertilidad se puede justificar mediante varias hip6tesis y/o

la relacién entre ellas. Primeramente, a que por su origen sea un suelo con un

pobre contenido quimico; segundo debido a un desgaste por la intensa y

prolongada explotacién del mismo en la produccion pifera.

Finalmente, de

49



acuerdo con Jahn et al. (2009) y Bartholomew et al. (2018) podria deberse a que
la preparacion de terreno (siembra y drenajes) conlleva un enorme movimiento
de suelo, provocando que el horizonte mineral con mayor contenido nutricional
(A) sea profundizado y por ende se dificulte su captacion para el analisis.

La variacién presentada entre etapas se debe a la interaccion aporte —
remocion que se produce ante el crecimiento de las plantas. Asimismo, se
evidencia una disminucion y un incremento del pH y acidez intercambiable
respectivamente. Esta Ultima cuantifica el contenido de AI** y H* dentro del
complejo de intercambio catiénico efectivo (CICE) y su valor 6ptimo deberia ser
menor a 0,3 cmol(+)/L (Molina 2008).

La disminucion en el pH y aumento de la acidez extraible puede estar
asociada a la fertilizacién nitrogenada con urea, ya que segun Molina y Espinosa
(2999) la nitrificacion provoca la acidificacion del suelo. EIl descenso en este
criterio, acrecienta la [AlI**] y [H*] a causa de su solubilizacién en la solucién del
suelo y por ende el incremento en saturacion de acidez presentado (Molina
2008).

Molina y Meléndez (2002) establecen que el pH éptimo en el suelo es entre
6y 7; sin embargo Py et al. (1987) y Herrera (2001) mencionan que en el cultivo
de pifia este valor debe oscilar entre 4,5y 5,5. Por otro lado, Bertsch (1998)
indica que la planta de pifia tolera hasta un 30% de saturacién de acidez.

A pesar de esto, Ortiz (2013) y Rojas (2018) hallaron escenarios alin mas
desfavorables en pH y saturacion de acidez en otras zonas de Agroindustrial
Tres Amigos S.A., que las encontradas en el presente estudio. Ademas, este
ultimo reportd rendimientos de hasta 7785 cajas exportables/ha, lo que puede
indicar que la planta de pifia tiene la capacidad de desarrollarse y producir fruta

aun bajo condiciones mas drasticas que las mencionadas en la literatura.
4.2 Conductividad eléctricay pH de las disoluciones de los tratamientos

El pH no manifestdé mayor variacion entre las mezclas, sin embargo la
conductividad eléctrica (CE) mostr6 un comportamiento inversamente

proporcional a la concentracion de urea/L propia de cada programa (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Caracteristicas quimicas presentes en las soluciones de los programas
de fertilizacion en Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

Tratamiento pH Condl_Jctividad
Eléctrica (mS/cm)
T1 (finca) 3,13 32,81
T2 (20%) 3,10 36,16
T3 (30%) 3,14 37,73
T4 (40%) 3,01 40,39
T5 (50%) 3,04 40,57

Hirzel (2009) menciona que el rango de pH ideal para soluciones nutritivas
es entre 5,5 — 6,5 para asegurar la completa disponibilidad de los nutrientes a la
planta. Ademas, sugiere que la CE debe ser menor a 1,5 mS/cm para no
ocasionar dafios a la planta debido a la concentracion de sales, aunque esto
varia segun el cultivo (Kafkafi y Tarchitzky 2012). Una CE mayor o igual a 8
mS/cm puede disminuir hasta en un 50% el rendimiento de cultivos como tomate,
maiz, naranja, papa y melén (Hirzel C 2009).

Rojas (2018) en mezclas de fertilizacion post forzamiento del cultivo de pifia
obtuvo valores de pH cercanos a 5,7 y una CE inferior a 20 mS/cm. A pesar de
esto, los datos del presente estudio en cuanto a CE, se consideran en el rango
de tolerables por la planta segiin Obando (2019)8, quien a su vez, menciona que
el cultivo de pifia manifiesta afectaciones cuando la CE es superior a 80 mS/cm.

Es probable que los niveles de pH encontrados se deban a la presencia de
acido citrico y otros productos comerciales de caracter acido en la solucion. Para
el caso de la CE, se denota un incremento conforme el contenido de nitrégeno
disminuye en cada tratamiento. Con lo analizado en la presente investigacion,
no fue posible esclarecer esta correlacion negativa, ya que la urea fue el Unico
componente gque varié su concentracién en los tratamientos y segun Kafkafi y
Tarchitzky (2012) esta fuente no presenta carga eléctrica cuando es disuelta en

agua.

6 Obando, JD. 05 de diciembre del 2019. Niveles de conductividad eléctrica tipicos en la
fertilizacion del cultivo de pifia (entrevista). Aguas Zarcas, San Carlos. Trabajador independiente
especializado en el cultivo de pifia.
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4.3 Poblacién de Azotobacter chroococcum en el suelo

El periodo de analisis poblacional comprende un total de 182 dias (lapso entre
la primera inoculacion de Bioprotection AZV-C y el segundo muestreo
microbioldgico). En el Cuadro 14 se presentan los resultados de los andlisis de
densidad bacteriana (UFC/q).

Cuadro 14. Estudio poblacional (UFC/g) de Azotobacter chroococcum en dos
etapas posteriores a la aplicacién de Bioprotection AZV-C en plantas
de pifia, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

146 DDS* (UFC/g) 230 DDS* (UFC/g)
Tratamiento 103 104 106 108 104 106
T control 6x103 <10% <106 >10°3 8x10* <106
100% N >103 2,6x10% <10°% >103 >10% 6x10°
-20% N + Bio** >108 >104 2,0x108 >103 6x10% <106
-30% N + Bio** >103 >104 6,0x10° 1x103 <10* <1068

-40% N + Bio**  >103 >10% 2,8x106 >103 2,2x10% <108

-50% N + Bio**  >10° >10% 2,4x106 >10°3 2,6x10% <10°6
*DDS: Dias Después de Siembra.

**E| signo negativo referencia la reduccion. Bio = Bioprotection AZV-C.

Con los resultados obtenidos, se puede confirmar la presencia por parte de A.
chroococcum en el area experimental. La cantidad de UFC/g encontrada en las
distintas disoluciones, fue equivalente al niamero de bacterias existentes a la
profundidad del muestreo, por lo tanto, una mayor disolucion de analisis, implica un
importante beneficio poblacional segiin Obregén (2020)’.

En la fase cero se inicié con una densidad poblacional de 4,4x10% UFC/g en los
tratamientos correspondientes. EI primer muestreo logré evidenciar que 12 dias
posteriores a la Gltima inoculacion, la poblacion habia disminuido levemente excepto
en la reduccion 30% + Bioprotection, sin embargo todos contindan con un nivel de
108 UFC/g. Con esto se logra concluir que a pesar de las condiciones desfavorables
para microorganismos que otorgan los sistemas pifieros como el pH del suelo,

conductividad eléctrica y pH de las mezclas; A. chroococcum tiene la capacidad

7 Obregon Gémez, MA. 26 de mayo del 2020. Comportamiento y poblacién de Azotobacter sp.
en el suelo (entrevista). San Francisco, Heredia, Costa Rica. Propietario de Laboratorios Doctor
Obregon.
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tolerar dichos ambientes y establecerse en el suelo. En parte, esto es posible
gracias al efecto buffer del suelo en el intento por regresar a su condicion natural
(Furcal 20208; Obregon 2020°). Esto es reforzado por los resultados de Ehaliotis et
al. (1999), quienes mantuvieron a Azotobacter sp. en un medio liquido con pH de
4,9 y CE de 15 mS/cm y su poblacion se redujo casi a cero en el quinto dia post
inoculacion.

Mediante el segundo muestreo se denot6 que la poblacion de A. chroococcum
disminuyé a un nivel de 10* UFC/g en los tratamientos reduccién 20%, 40% y 50%
+ Bioprotection; y a 102 UFC/g en la reduccion 30% + Bioprotection. A pesar de
ello, se logré confirmar la permanencia de la bacteria inclusive 93 dias posteriores
a la dltima inoculacion y en coexistencia con el 100% del nitrégeno reincorporado
por la finca a los 170 DDS.

Es importante hacer énfasis en la sobrevivencia de la A. chroococcum respecto
a los ambientes de pH del estudio y los cambios que en €l ocurren. Esto porque
segun lo indicado por Dilworth et al. (1988), Wani et al. (2016) y Mahato y Kafle
(2018) el desarrollo y funcion de A. chroococcum no seria posible bajo las
condiciones de esta investigacion.

Respecto al comportamiento poblacional a través del tiempo, la disminucion
presentada no concuerda con lo encontrado por Coérdova-Bautista et al. (2009)
quienes reportan la multiplicacion poblacional de A. chroococcum en diversos
sustratos a lo largo de 60 dias en el cultivo de banano, bajo un pH de 7,5; materia
organica de 6,83% y una humedad en el sustrato de 26%.

Por otra parte, la formacién de colonias en T control, indica que en el suelo de la
finca hay especies de Azotobacter sp. nativas. Esto es posible confirmarlo debido
a la especificidad del medio de cultivo utilizado. La condicién de bacteria nativa no
es ajena en sistemas agricolas intensivos, Cérdova-Bautista et al. (2009) reportan

2x10* UFC/g de bacterias nativas de este género en los primeros 20 cm del suelo

8 Fucal Beriguete, P. 31 de enero del 2020. Dinamica del suelo (entrevista). Pital, San Carlos,
Costa Rica. Profesor e investigador del Tecnolédgico de Costa Rica, Campus Tecnoldgico Local San
Carlos.

% Obregén Gémez, MA. 26 de mayo del 2020. Comportamiento y poblacién de Azotobacter sp.
en el suelo (entrevista). San Francisco, Heredia, Costa Rica. Propietario de Laboratorios Doctor
Obregon.
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en banano; Kizilkaya (2009) hall6 de manera natural un maximo de 3x10* UFC/g en
muestreos aleatorios a lo largo de distintas zonas geograficas. Asimismo, el
desarrollo de colonias en tratamiento 100% nitrégeno, puede ser a provocada por
el movimiento flagelar de la bacteria incorporada en los demas tratamientos, que
aunado a una presencia nativa de la misma, genera que su densidad ascienda a
10* UFC/g (Kumari et al. 2017).

4.4 Contenido de Nitrégeno

En el Cuadro 3 mayoritariamente se estableci6 como nivel de suficiencia un
contenido foliar superior a 1,5% para considerarse como 6ptimo, por lo que este
sera el criterio a utilizar. Alos 125 DDS Unicamente los tratamientos 100% nitrdgeno
y reduccién 20% + Bioprotection lograron alcanzar una Optima concentracion de
nitrdgeno, mientras que los demas tratamientos se clasificaron como deficiencias.
Marca (2017) a los 135 DDS reporta 1,5% de nitrdgeno en sus tratamientos lo cual
coincide con los tratamientos 100% nitrogeno y la reduccion 20% + Bioprotection,
sin embargo al utilizar 500 kg N/ha con 4,8 plantas/m? obtuvo hasta 1,9% de este
elemento en la MS.

A los 260 DDS no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, ademas, alcanzaron un contenido de nitrogeno superior al 1,5% a
excepcion de la reduccion 20% + Bioprotection. Rojas (2018) reporta a los 265 DDS
una concentracion de 1,45% mediante el paquete comercial de Agroindustrial Tres
Amigos S.A.

Durante el periodo del primer muestreo, se observdO que a pesar de la
colonizacion de A. chroococcum, esta no fue capaz de suplirle a la planta el
nitrégeno faltante de 30%, 40% y 50% en las mezclas correspondientes. Contrario
a esto, al momento del segundo andlisis, se notd una mayor paridad en la
concentracion de nitrégeno de los diferentes tratamientos, inclusive superando al
testigo. La diferencia en estas etapas, es que a partir de los 170 DDS se inicié con
la aplicacion del 100% del nitrégeno por parte de la finca en todos los tratamientos
con reduccién del mismo. Lo que parece indicar que los resultados a los 260 DDS,

fueron producto del incremento en la dosis nitrogenada y no tanto por una accion
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propia de A. chroococcum, que ademas presentd una disminucién en la poblacién

a dicho momento. Asimismo, segun Kumari et al. (2017) la abundancia de nitrégeno

disponible inhibe la FBN, ya que la bacteria incorpora el nitrégeno del medio a su

formacion de glutamato, como una forma de reducir el importante gasto energético

que implica “fabricar” el NH4* por si misma a través de la FBN (Lucini et al. 2014).

Cuadro 15. Concentracién de nitrdgeno en materia seca y su extrapolacion a la
densidad de siembra por hectarea en plantas de pifia bajo distintas
dosis de nitrégeno y la adicion de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial
Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

125 DDS* 260 DDS*
Tratamiento N Total (%) ngll\Iéha al;)?ic’\ggc?s N Total (%) kg N/ha MS al;)?ic’\ggc?s
100% N 1,56 +0,00 A 201,55 207,00 1,50+0,02 A 448,80 533,6
-20% N + Bio*** 1,56 + 0,07 A 180,34 165,60 1,49+0,05A 425,54 492,2**
-30% N + Bio*** 1,34+0,02B 164,02 144,90 1,54 +£0,02 A 450,30 471,5**
-40% N + Bio*** 1,35+0,01 B 165,24 124,20 1,51+0,04 A 338,84 450,8**
-50% N + Bio*** 1,25+ 0,05B 144,50 10350 1,57+0,02 A 427,04 430,1**

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p<0,05).

*DDS: Dias después de siembra.
**|as reducciones porcentuales se realizaron Unicamente para los primeros seis ciclos de
fertilizacion, es por esto que no son proporcionales al acumulado final del testigo (kg/ha).
***E| signo negativo referencia la reduccién de nitrégeno. Bio = Bioprotection AZV-C.

Del Cuadro 15 fue necesario relacionar la cantidad de kg N/ha en MS con la

dosis acumulada de kg N/ha aplicados hasta el momento del analisis para
evaluar el desempeiio de A. chroococcum. La primera subvariable fue obtenida

mediante la formula:

% nitrégeno foliar
100

kg N/ha MS = Peso seco planta g * ( ) * #plantas /ha

Segun lo planteado en el Cuadro 15 para 125 DDS, en los tratamientos
donde hubo una reduccion de nitrogeno, el contenido del elemento en la MS/ha
fue mayor que la cantidad aplicada/ha a las plantas, situacion que no se presentoé
en el tratamiento con 100% de nitrégeno. Esto puede indicar que la diferencia
entre kg N/ha MS y kg N/ha aplicados, es a causa de la FBN por parte de A.
chroococcum, ya que segun Coyne (2000), procesos que proporcionan nitrégeno

como la mineralizacion de la materia organica, siempre estan presentes.
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Con esto se pretende demostrar que a pesar de encontrar una menor
concentracion de nitrogeno durante el primer muestreo enlas reducciones 30%,
40% y 50%, el funcionamiento de A. chroococcum es real. Respecto al
tratamiento con 100% nitrégeno, los kg N/ha MS fueron menores a los kg N/ha
aplicados a pesar de que registrd poblacion de la bacteria, esto se puede deber
a que su nivel poblacional a los 125 DDS es 20 veces menor al encontrado en
los demas tratamientos con inoculacién “directa”.

Por otro lado, a los 260 DDS no se replico el escenario general anterior, lo
cual puede explicarse por la reduccion poblacional de A. chroococcum y una

menor FBN a causa del factor ya mencionado.
4.5 Peso fresco de la planta

Con base en el peso fresco de la planta y la altura se define crecimiento de la
planta y con el primero el momento de la induccion floral, también, se utiliza en
estimaciones de cosecha por su correlacion con el calibre de la fruta (Bartholomew
et al. 2018). Su incremento depende de la fertilizacion, densidad de siembra y
condiciones climaticas. Ademas, las diferencias de peso fresco que se presentan
en los bloques, estan muy influenciadas por la disparidad en el peso del hijo utilizado
(Mufioz 2020)°,

El comportamiento del peso fresco en las plantas de los distintos tratamientos
se presenta en Figura 26. En la misma, a los 125 DDS unicamente el tratamiento
Ts presento diferencias significativas debido a un menor peso respecto a las plantas
de los demas tratamientos. A pesar de que previo a los 120 DDS las plantas no
presentan una exigente demanda de nitrégeno, el escenario con reduccion del 50%
indic6 que a su nivel de fertilizacidén nitrogenada, hubo una afectacidén en crecimiento
por el faltante de este elemento, aun con la adicion de Bioprotection AZV-C (Gambin
y Herrera 2012; Bartholomew et al. 2018).

En el lapso hacia el segundo muestreo las plantas presentaron una ganancia de
peso/semana de 72 g (100% N), 74 g (-20% N), 65 g (-30% N), 40 g (-40% N) y 47

10 Mufioz, J. 25 de febrero del 2020. Muestreos peso planta para induccion floral (entrevista).
Piedra Alegre de Pital, Costa Rica. Agroindustrial Tres Amigos S.A.
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g (50% N). Las ganancias de peso en los tratamientos 100% nitrégeno y reduccién
20% + Bioprotection superaron la ganancia de peso de Agroindustrial Tres Amigos
S.A., donde bajo sus condiciones proyecta una ganancia de peso/semana promedio
de 68 g (0,15 Ib).

A los 218 DDS los tratamientos 100% N, -20% N + Bioprotection y -30% N +
Bioprotection, no presentaron diferencias significativas entre si, mientras que si
difieren de los tratamientos con mayor reduccion nitrogenada. Los resultados
obtenidos fueron inferiores a los reportados por Fonseca (2010) y Rodriguez (2010)
quienes a los 210 DDS y 225 DDS respectivamente, obtuvieron pesos de 3
kg/planta.

El dltimo muestreo tuvo lugar dos dias después del forzamiento. En esta
instancia, los tratamientos 100% N y -30% N + Bioprotection presentaron el mayor
peso fresco, diferenciandose estadisticamente de los demas. Los tratamientos
100% N, -20% N + Bioprotection y -30% N + Bioprotection estuvieron acorde con
los reportados por Gamboa (2006) quien reporta un peso correspondiente a 2,7
kg/planta a los 255 DDS. Asimismo, fueron superiores a los reportados por Rojas
(2018) en una investigacion dentro de la misma finca, donde utiliz6 plantas forzadas
a los 263 DDS con un peso de 2,5 kg/planta.

En este tercer muestreo, las plantas presentaron una ganancia de peso/semana
de 83 g (100% N), 50 g (-20% N), 97 g (-30% N), 63 g (-40% N) y 110 g (-50% N).
El comportamiento atipico en las reducciones de 20% N + Bioprotection y 50% N +
Bioprotection respecto a la ganancia de peso de la etapa anterior, obedecio a un
efecto de muestreo por a la afectacién por Phytophthora sp. y floracion natural
(Anexo 4).

Ahora bien, a excepcion del tratamiento dos, se mostré un aumento propiamente
en la tasa de crecimiento; esto se debi6 a que a partir de 200 DDS la absorcion de
nitrdgeno incrementa exponencialmente (Gambin y Herrera 2012). Finalmente,
Gamboa (2006) reporta resultados similares y ademas determina que el mayor
crecimiento de la planta se da entre los 180 DDS y 225 DDS; posterior a ello la

ganancia de peso/semana se reduce a la mitad.
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Figura 26. Comportamiento del peso fresco (kg) a través del tiempo en plantas de
pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicién de Bioprotection AZV-
C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital 2020.

Por otro lado, Agroindustrial Tres Amigos S.A., como parte de sus practicas de
campo, realizé un muestreo de peso a 230 DDS en el bloque que albergo el area
experimental (Cuadro 16). Se obtuvo un promedio ponderado de 2,15 kg (4,75 Ib),
segun Mufioz (2020)! la finca permite incorporar al grupo de forza blogues que
registren este peso, para evitar su rezago. Sin embargo, enfatiza en un rango ideal
de 2,25 kg — 2,5 kg (5,0 Ib — 5,5 Ib). Ademas, menciona que deben imperar las
plantas grandes y medianas por la demanda comercial de sus posibles calibres de
fruta, aunque establece que en ocasiones la relacién tamafio planta — calibre fruta
no se cumple.

11 Mufioz, J. 25 de febrero del 2020. Muestreos peso planta para induccion floral (entrevista).
Piedra Alegre de Pital, Costa Rica. Agroindustrial Tres Amigos S.A.
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Cuadro 16. Muestreo de peso fresco 230 DDS realizado por el departamento de
servicios técnicos de Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Peso Calibre

Tamafo Rango de planta de Numero de Equivalencia
Planta Peso (kg) (kg) fruta Plantas (%)
Extra Grande >2900 3050 >5 2 3,03
Grande 2401 - 2900 2650 6-7 22 33,33
Mediana 1901 - 2400 2075 8-9 27 40,91
Pequefia 1400 - 1900 1575 10-11 14 21,21
Muy Pequefia <1400 1075 <12 1 1,52

Mediante la Figura 26 es posible observar que los tratamientos 100% N y las
reducciones 20% N + Bioprotection y 30% N + Bioprotection a los 218 DDS ya
habian alcanzado el rango de peso indicado para la induccién floral, por tanto, dos
de los programas propuestos, a pesar de utilizar menos nitrégeno, cumplieron en
tiempo a lo esperado por la finca. Esto también lo refleja el Cuadro 16 ya que en el
area experimental a los 230 DDS imperaron las plantas grandes y medianas que
posiblemente en su mayoria, pertenecian a los tratamientos en cuestion.

Por el comportamiento mostrado a lo largo del ciclo (Figura 26), se evidencio
que las reducciones en un 40% y 50% ofrecieron una dosificacion tal, que no
sustentaron la demanda nitrogenada para la formacion de proteinas, provocando
una disminucion significativa en el peso fresco/planta en comparacion con los
demas tratamientos y que, la adicién de Bioprotection AZV-C tampoco satisfizo
dicha necesidad. Por otra parte, las reducciones 20% N + Bioprotection y 30% N +
Bioprotection, reflejan un desempefio similar a lo demostrado por el tratamiento con
100% N, quien siempre presento las plantas con mayor peso fresco. Esto indica que
A. chroococcum fue capaz de reponer una cantidad de nitrogeno similar a la
restringida respectivamente en dichos tratamientos hasta posiblemente los 170
DDS, momento en el cual se incorporo el 100% del nitrégeno, por lo que la paridad
en peso fresco/planta a los 218 DDS y 260 DDS, esta influenciada mayormente por

la reincorporacion completa del fertilizante nitrogenado y en menor medida por las
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funciones de la bacteria como la FBN, produccién de hormonas, vitaminas y
aminoacidos, de acuerdo con Chennappa et al. (2019).

El repunte de Ts hacia el ultimo tercio de la evaluacion fue inesperado y no es
posible asegurar que su comportamiento se replique en otras investigaciones. Esta
tendencia se present6 en las demas variables evaluadas y se desconoce si se debi6
a un efecto causado por la dosis utilizada y su posterior duplicacion a partir del ciclo

siete de fertilizacion.

4.6 Peso seco de la planta

La acumulacion de materia seca (MS) en la planta, es uno de los factores que
influyen en el rendimiento de la actividad pifiera. El contenido en la MS esté
condicionado por factores ambientales como la temperatura, ademas del peso
inicial del hijo y la tasa de crecimiento del cultivo (Snyder y Carlson 1984; Zhang y
Bartholomew 1997).

El contenido de MS en las plantas del estudio es presentado en la Figura 27. A
lo largo de la fase vegetativa, se mantuvo una activa acumulacion de MS, lo que se
evidencio con el peso seco (PS) de la planta. A los 125 DDS los tratamientos 100%
Ny las reducciones de 30% N + Bioprotection y 40% N + Bioprotection, presentaron
diferencias significativas respecto a las reducciones de 20% N + Bioprotection y
50% N + Bioprotection debido a un mayor PS/g en sus plantas. Bartholomew et al.
(2018) menciona que con una temperatura maxima de 30°C y minima de 22°C, se
puede alcanzar un peso seco entre 150 g/planta y 200 g/planta a los 125 DDS, lo
cual coincide con la temperatura presentada y los resultados obtenidos en todos los
tratamientos.

A los 218 DDS unicamente el tratamiento con reduccion de 50% N +
Bioprotection presentd diferencias significativas a causa de un PS inferior a los
demas tratamientos. Rebolledo-Martinez et al. (2005) utilizaron hijo guia de 500 g
y una dosis total de 675 kg N/ha, empero, a los 210 DDS el PS sobrepasé los 200
g/planta, siendo inferior a lo encontrado en el presente trabajo a pesar de utilizar
una mayor cantidad de fertilizante. Por su parte Rodriguez (2010) reporta a los 225

DDS un PS maximo de 357 g/planta. Finalmente, bajo las condiciones sefaladas
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por Bartholomew et al. (2018) las plantas cercanas a 200 DDS deben presentar
entre 350 g/planta y 400 g/planta de PS, sin embargo, ningun tratamiento logré
superar dicho rango. Esto pudo ser a causa de la chapia realizada entre el primer
y segundo muestreo, ya que segun Bartholomew et al. (2018), esta practica
representa un retraso en el crecimiento y una disminucién en el rendimiento debido
a la pérdida de MS ya acumulada en la porcién removida (Anexo 5).

Durante el dltimo muestreo a los 260 DDS, la mezcla con reduccion del 40% +
Bioprotection present6 diferencias significativas debido a un menor PS. A pesar de
ello, los resultados obtenidos son superiores a los reportados por Py et al. (1987);
Zhang y Bartholomew (1997); Rebolledo-Martinez et al. (2005); Gonzalez et al.

(2013) e inferiores bajo las condiciones reportadas por Bartholomew et al. (2018).

500

125 DDS 218 DDS 260 DDS
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Figura 27. Comportamiento del peso seco (g) a través del tiempo en plantas de
pifia bajo distintas dosis de nitrogeno y la adicion de Bioprotection AZV-
C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital 2020.

Mediante los resultados de PS (Figura 27) fue posible afirmar que reducciones
nitrogenadas del 20% (T2) y 30% (T3) asociados a la incorporacion de Bioprotection,
posibilitan a la planta mantener una acumulacion de MS similar al tratamiento con
100% N alrededor de los 170 DDS, ya que como se mencion6 anteriormente la
similitud de estos tres tratamientos a los 218 DDS y 260 DDS sea, en su mayoria,
producto de la incorporacion del 100% del nitrégeno en los tratamientos reducidos.
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La reduccion 40% N a pesar de mostrar un comportamiento similar durante los
dos primeros muestreos, no refleja esta constancia en la mayoria de las demas
variables, por lo que en conjunto con la mezcla reducida en 50% N, provocaron una
menor tasa de crecimiento, que no fue posible sopesar aun con la adicién de
Bioprotection AZV-C y la incorporaciéon de la dosificacion completa de nitrégeno,
situacion que se refleja a los 218 DDS y 260 DDS en la Figura 27.

El efecto de A. chroococcum respecto a PS ha sido evaluado en diversos
cultivos. Shirinbayan et al. (2019) reportan un incremento del 30% en el peso seco
de brotes en maiz al utilizar A. chroococcum versus no utilizarlo. Sanchez-Lépez et
al. (2019) reportan un mayor peso seco significativo en papa al utilizar 75% de
nitrogeno + A. chroococcum versus 100% de nitrégeno en la fertilizacion.
Finalmente, Lozada y Rivas encontraron diferencias menores a 1% de MS en chile
dulce respecto a utilizar 100% nitrégeno quimico y realizar una reduccion del 30%

del elemento e incorporar A. chroococcum.
4.7 Peso, longitud y ancho de hoja D

4.7.1 Peso fresco de lahojaD

Los resultados alcanzados durante las etapas en cada uno de los tratamientos
se muestran en el Cuadro 17. En la evaluacion a los 125 DDS, el tratamiento 100%
N present6é la mayor media de peso fresco de la hoja D, sin embargo, no disto
significativamente de la reducciéon 20% N + Bioprotection, mas si lo hace de los
tratamientos restantes. Los resultados obtenidos en esta etapa fueron altamente
superiores a los encontrados por Fournier et al. (2010) y Marca (2017) quienes
detallan un peso maximo de 38 g y 40 g respectivamente, en 135 DDS.

A los 218 DDS, nuevamente el 100% N presentd la mayor media de peso fresco
de la hoja D, aunque en esta ocasion se diferencié estadisticamente de las
reducciones en 40% N + Bioprotection y 50% N + Bioprotection. Rodriguez (2010)
a 225 DDS detalla un peso maximo de 129 g, siendo hondamente superior a los

encontrados en la presente investigacion.
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En la dltima etapa de evaluacion fue la reducciéon en un 30% N + Bioprotection
quien presentd diferencias significativas con la mezcla reducida en un 40% N +
Bioprotection. Fournier et al. (2010) obtuvo un peso de aproximadamente 85 g a
los 250 DDS, lo cual es inferior a lo reportado en todos los tratamientos de este
ensayo.

Cuadro 17. Comportamiento del peso fresco hoja D a través del tiempo en plantas
de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicién de Bioprotection
AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Peso Hoja D (g)

Tratamiento 125 DDS* 218 DDS* 260 DDS*
100% N 68,82+ 2,02 A 90,43+ 3,12 A 99,28 +4,37 A
-20% N + Bio** 64,53 + 2,36 A 85,23+5,26 A 100,65 + 3,42 A
-30% N + Bio** 60,50 + 3,13 B 89,41 £5,94 A 104,75+ 5,47 A
-40% N + Bio** 57,37+2,04B 66,87 + 4,63 B 88,35+3,448B
-50% N + Bio** 58,06 +1,89B 68,46 + 4,80 B 97,59+1,94 A

Medias con una letra en comdn no son significativamente diferentes (p<0,05).

*DDS: Dias después de siembra

**E| signo negativo referencia la reduccion de nitrdgeno. Bio = Bioprotection AZV-C

Con los resultados obtenidos es posible afirmar que las reducciones de 40% N
y 50% N aminoran el desarrollo de la hoja D a pesar de la incorporacion de
Bioprotection AZV-C. Sin embargo, una disminucién de 20% (T2) aunado a la
presencia de la bacteria, propicia que la hoja D presente un crecimiento
estadisticamente igual a Ti1 a lo largo del ciclo vegetativo. A pesar de la
incorporacion del 100% de nitrégeno a partir de los 170 DDS, la reducciéon en 30%
+ Bioprotection también mostro la capacidad de igualar el rendimiento ofrecido por
T1 respecto al peso de la hoja D.

4.7.2 Longitud de la hojaD

Los resultados conseguidos durante las etapas de muestreo en cada uno de los
tratamientos se presentan en el Cuadro 18. Transcurridos 125 DDS, el 100% N
presento la mayor longitud de hoja, sin presentar diferencias significativas entre
tratamientos. Marca (2017) reporta una longitud de hoja D maxima de 62,3 cm, a

los 135 DDS, lo cual es ampliamente inferior a los datos alcanzados en esta etapa.
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Con 218 DDS en curso, nuevamente la longitud de hoja D del tratamiento 100%
N presento la mayor media, en esta ocasion hubo diferencia estadistica respecto a
las reducciones en 40% + Bioprotection y 50% + Bioprotection, situacion no reflejada
en el primer muestreo. Fonseca (2010) a los 210 DDS detalla una longitud de hoja
D maxima de 125,5 cm; mientras que Rodriguez (2010) detall6 una longitud de hoja
D méaxima de 111 cm, pasados 225 DDS. En ambos casos, dicha longitud es
considerablemente superior a la encontrada en los tratamientos de la presente
investigacion.

A los 260 DDS de evaluacion, nuevamente 100% N presentd una mayor media
de longitud de hoja D, mostrando diferencias significativas con los tratamientos
reducidos en 40% + Bioprotection y 50% + Bioprotection, donde a lo largo del ciclo
vegetativo mostraron los menores datos de longitud en la hoja D.

Cuadro 18. Comportamiento de la longitud de la hoja D a través del tiempo en
plantas de pifia bajo distintas dosis de nitrégeno y la adicion de
Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Largo hoja D (cm)

Tratamiento 125 DDS* 218 DDS* 260 DDS*
100% N 90,77+ 1,74 A 99,14 + 1,69 A 111,61 +1,81 A
-20% N + Bio** 87,58+ 1,50 A 92,70+ 1,99 A 109,91+ 1,81 A
-30% N + Bio** 84,58+ 2,42 A 97,40+ 2,88 A 111,45+ 2,08 A
-40% N + Bio** 83,59+1,35 A 85,01 +2,57B 107,06+ 1,91 B
-50% N + Bio** 84,85+1,24 A 87,51+2,85B 106,24+ 0,81 B

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p<0,05).
*DDS: Dias después de siembra
**E| signo negativo referencia la reduccién de nitrégeno. Bio = Bioprotection AZV-C

En esta variable los tratamientos presentaron un comportamiento similar a lo
reflejado en las demas variables, donde reducciones del 20% y 30% (Tz2y T3
respectivamente), mantuvieron igualdad estadistica con el 100% N y no asi en
los demas tratamientos, donde al parecer adn con la presencia de la bacteria y
la integracion del 100% de nitrogeno a los 170 DDS en los tratamientos, el efecto

de reduccion nitrogenada inicial prevalecio hasta el final de la investigacion.
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4.7.3 Ancho delahojaD

Los resultados del ancho de la hoja D en el Cuadro 19 muestran que esta
variable presenta leves variaciones a través del tiempo. Unicamente hubo
diferencias significativas a los 218 DDS en los tratamientos 100% N, -20% N +
Bioprotection y -30% N + Bioprotection respecto a los tratamientos restantes
debido medias inferiores en el ancho de la hoja D de estos ultimos. Fonseca
(2010) y Rodriguez (2010) reportan un ancho de hoja D superior a 6,5 cm a los
210 DDS y 225 DDS respectivamente; mientras que los resultados del presente
estudio no sobrepasaron los 6 cm de ancho.

Debido a la naturaleza de esta variable, no se esperaron incrementos
abruptos a través del tiempo independientemente del tratamiento utilizado. A
pesar de ello, es factible optar por lo planteado en T2y Tsya que presentaron el
comportamiento que mas se asemejo a 100% N, siendo estadisticamente
iguales a lo largo del ciclo vegetativo.

Cuadro 19. Comportamiento del ancho hoja D a través del tiempo en plantas de
pifia bajo distintas dosis de nitrogeno y la adicion de Bioprotection
AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Ancho hoja D (cm)

Tratamiento 125 DDS* 218 DDS* 260 DDS*
100% N 5,63+0,14 A 595+0,10 A 557+0,15A
-20% N + Bio** 542+0,19 A 587+0,18 A 5,66 +0,16 A
-30% N + Bio** 5,35+0,17 A 583+0,17 A 5,75+0,14 A
-40% N + Bio** 505+0,16 A 529+0,18B 5,33+0,09 A
-50% N + Bio** 5,18+0,15A 537+0,20B 583+0,22 A

Medias con una letra en comdn no son significativamente diferentes (p<0,05).
*DDS: Dias después de siembra
**E| signo negativo referencia la reduccion de nitrdgeno. Bio = Bioprotection AZV-C

4.7.4 Correlacion con el peso fresco de la planta

A pesar de que el peso, longitud y ancho de la hoja D son variables que
reflejan el crecimiento de la planta de pifia, su analisis individual no permite
identificar si existe homogeneidad en este aspecto.

Con base en esta premisa, en el Cuadro 20 se presenta un coeficiente de

correlacion de estas variables con el peso fresco de la planta a los 260 DDS.
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Mediante los resultados obtenidos se identificd una correlacion positiva que
supero el 50% en casi todos los escenarios, incluso la mayoria sobrepaso el
80%, lo que indic6 fuertemente que valores superiores en una variable, reflejaron
un mismo comportamiento en otras, lo que desembocaron en un incremento del
peso fresco de la planta de pifia. Con esta informacion se concluyd que sin
importar el tratamiento, la hoja D correlacion6 positivamente con el peso de la
planta.

Cuadro 20. Coeficiente de correlacion de Pearson para las variables peso, largo y
ancho de la hoja D, respecto al peso fresco de la planta a los 260 DDS,
Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Coeficiente de correlacion Pearson

Tratamiento Variable Peso hojaD Largo hojaD Ancho hojaD
100% N 0,94 0,51 0,83
-20% N + Bio 0,79 0,65 0,51
-30% N + Bio Peso freso planta 0,59 0,97 0,99
-40% N + Bio 0,99 0,97 0,39
-50% N + Bio 0,82 0,96 0,60

4.8 Areafoliar de la hoja D

Esta variable hace referencia al espacio ocupado (cm?) por la hoja D, cuanto
mayor sea posibilita a la planta ampliar el &rea para interceptar la radiacion solar
y asi promover su crecimiento (Bartholomew et al. 2018). Segun lo presentado
en la Figura 28, el area foliar mostr6 un mayor desarrollo en los tratamientos
100% N, -20% N + Bioprotection y -30% + Bioprotection a lo largo del ciclo
vegetativo.

Transcurridos 125 DDS, 100% N present6 la mayor media en area foliar,
mostrando diferencias significativas con -30% N + Bioprotection, -40% N +
Bioprotectiony -50% N + Bioprotection. Este resultado fue similar con lo expuesto
en el peso fresco de la hoja D (Cuadro 17) por lo tanto, A. chroococcum no logro
mantener un mismo desarrollo en el area foliar especialmente en los tratamientos
de menor aporte nitrogenado.

A los 218 DDS los tratamientos 100% N, -20% N + Bioprotectiony -30% +

Bioprotection fueron estadisticamente iguales por lo que, ademas de la adicion
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del 100 % nitr6geno a todos los tratamientos reducidos a los 170 DDS, la
presencia de A. chroococcum permitio aminorar las posibles diferencias a pesar
de la condicion especifica de dichos tratamientos. Gonzalez et al. (2013) reporta
un area foliar en la hoja D de 300 cm? a los 210 DDS, lo cual fue superado por
inclusive los tratamientos -40% N + Bioprotection y -50% N + Bioprotection del
presente estudio en cualquier fecha de las evaluaciones.

En el muestreo final, tnicamente hubo diferencias significativas respecto al
tratamiento con reduccion del 40% N + Bioprotection por su menor desarrollo del
area foliar. Por su parte, Pereira dos Santos et al. (2018) a los 270 DDS reportan
areas foliares menores a 500 cm?, siendo considerablemente inferiores a lo

encontrado en todos los tratamientos de esta investigacion.
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Figura 28. Comportamiento en el area foliar (cm?) a través del tiempo en plantas
de pifia bajo distintas dosis de nitrogeno y la adicion de Bioprotection
AZV-C, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital 2020.

4.9 Numero de hojas

La planta presentd una activa emergencia de hojas hasta los 218 DDS,
posterior a ello no hubo un manifiesto importante de produccion de hojas (Figura

29). Sin embargo, esto no quiere decir que al momento de la induccion floral
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este proceso se detenga, ya que seglin Mufioz (2020)*? la planta descubre al
menos dos hojas mas antes de exhibir el cono floral.

Por otra parte, no hubo diferencias significativas entre tratamientos en ninguin
momento de muestreo. Esto puede explicarse segun lo propuesto por Py et al.
(1987) y Bartholomew et al. (2018), quienes mencionan que cuando el contenido
de nitrégeno es superior al 1% de la materia seca, la planta reacciona
produciendo hojas e incrementando sus tamafios. Dicha condicién se cumplio a
lo largo del ciclo vegetativo y se puede constatar en el Cuadro 15.

Marca (2017) encontré un total de 19 hojas emitidas a los 180 DDS. Fournier
et al. (2010) y Gonzalez et al. (2013) ambos obtuvieron 49 hojas a los 210 DDS;
mientras que Rodriguez (2010) en 225 DDS reporté hasta 53 hojas. Las
valoraciones anteriores se diferencian de las obtenidas en este estudio,
posiblemente por condiciones ambientales y tamafio de hijo utilizado segun lo
mencionado por Bartholomew et al. (2018).

El analizar los dias transcurridos tras la emergencia de una hoja, permitio
conocer con mayor precision el desarrollo de esta variable. A partir de los 125
DDS y hasta los 218 DDS, de manera general cada nueve dias se emiti6 una
hoja nueva, lo cual fue inferior al reportado por Fournier et al. (2010) quien al
utilizar plantas MD-2 reporta una hoja nueva cada 11 dias.

Lo acontecido sugiere que la produccion de hojas no fue afectada por las
combinaciones nitrégeno + A. chroococcum y en el caso de que se integren las
demas variables en hoja, podria considerarse a los programas -20% N +
Bioprotection y -30% N + Bioprotection como alternativas viables en la

fertilizacion.

12 Mufioz, J. 25 de febrero del 2020. Muestreos peso planta para induccion floral (entrevista).
Piedra Alegre de Pital, Costa Rica. Agroindustrial Tres Amigos S.A.

68



30

25

2
1
| I
0
T1 T2 T3 T4 T5

Momentos de muestreo

Numero de Hojas
o (6] o

6]

m125DDS m218DDS m 260 DDS

Figura 29. Numero de hojas emitidas por las plantas de pifia bajo distintas dosis
de nitrégeno y la adicion de Bioprotection AZV-C, Agroindustrial Tres
Amigos S.A., Pital, 2020.

4.10 Analisis Econdmico de costos

Para su realizacién se tomé en cuenta Unicamente el costo de los productos
registrados hasta el ultimo muestreo. Por lo tanto, en el Cuadro 21 no se incluyo
el costo por aplicacion ni otras labores que se realizaron a lo largo del ciclo
preforzamiento, ya que fueron homogéneas para todos los tratamientos.

Cuadro 21. Andlisis de costos variables dentro de los tratamientos propuestos para
fertilizacion nitrogenada, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Costo Ahorro Ahorro/Ciclo
Foliares/ha Total/ha Fertilizacion/ha
100% N @1 440 479,86 - -
-20% N + Bio* (@1 414 979,86 (€25 500,00 ¢4 250,00
-30% N + Bio* @1 405 493,86 @34 986,00 ¢5 831,00
-40% N + Bio* (@1 396 007,86 (@44 472,00 €7 412,00
-50% N + Bio* (@1 386 521,86 (@53 958,00 €8 993,00

*El signo negativo referencia la reduccién de nitrdgeno. Bio = Bioprotection AZV-C

Tratamiento

El costo foliares/ha se refirid la sumatoria del costo de cada uno de los
productos foliares destinados a la fertilizacién de la planta, durante los trece
ciclos de aplicacion preforza con sus respectivas variantes por tratamiento (costo

fijo y costo variable de los foliares).
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Con la informacién obtenida, el tratamiento -50% N + Bioprotection fue el
programa que mayor ahorro productivo generd. Sin embargo, como se observo
en los resultados anteriores, promovid una tasa de crecimiento inferior en la
planta durante la etapa vegetativa. Por otra parte, reducciones de 20% N +
Bioprotection y 30% N + Bioprotection fueron los programas que mayormente se
asemejan al desempefio de las plantas logrado con el paquete de la finca y que
ademas generan una mayor rentabilidad.

Es probable que conforme se incremente la poblacion de Azotobacter
chroococcum en los suelos de la finca, la utilizacién de urea disminuya y con ello

los costos por el uso de nitrégeno reflejados en el Cuadro 21.
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5. CONCLUSIONES

El programa 100% nitrégeno y las reducciones 20% nitrégeno + Bioprotection
AZV-C y 30% nitrogeno + Bioprotection AZV-C permitieron obtener los mayores
resultados en el crecimiento de la planta.

A través de la aplicacion del producto Bioprotection AZV-C, Azotobacter
chroococcum logré establecerse en el suelo del area experimental, aunque se
observd una disminucion poblacional en un periodo de 93 dias, a partir de la
ualtima aplicacion.

Los tratamientos con reduccion de 20% nitrogeno y 30% nitrégeno son las
mejores alternativas de fertilizacion, ya que Azotobacter chroococcum repuso
parte del porcentaje restringido y por ello deparé tasas de crecimiento
estadisticamente iguales a T1 a lo largo del ciclo vegetativo en la mayoria de
variables.

Los tratamientos con reduccion de 40% de nitrdgeno + Bioprotection y 50%
nitrogeno + Bioprotection, ofrecieron el mayor ahorro por aplicacion, sin

embargo, acarrearon las menores tasas de crecimiento en las plantas.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda replicar la investigacion manteniendo la reduccion de
nitrdgeno durante toda la etapa preforza.

De conservarse la reduccion a lo largo de la etapa preforza, se sugiere
realizar una quinta aplicacion de Bioprotection AZV-C en el octavo ciclo de
fertilizacion para reforzar la poblacion de Azotobacter chroococcum.
Relacionando las variables de crecimiento y el estudio econémico, para la
finca es posible y factible implementar el programa con reduccion del 20%
nitrogeno o 30% nitrdgeno si se incluye el producto Bioprotection, ya que
cumplen en el tiempo y necesidad de la planta para la induccion floral con lo
ofrecido por el paquete empleado por la finca.

Se sugiere establecer un ensayo bajo los mismos principios en areas de

semilleros.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Identificacion de los tratamientos en el area experimental, Agroindustrial
Tres Amigos S.A., Pital, 2020.

Anexo 2. Aplicacion del paquete tecnologico comercial con el spray boom en el
area experimental, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.
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Anexo 3. Muestreo en el area experimental a los 125 DDS, Agroindustrial Tres
Amigos S.A., Pital, 2020.

Anexo 4. Pérdida de zonas muestrales a los 260 DDS a causa de Phytophthora sp.
y floracion natural, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2020.
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Anexo 5.

Anexo 6.

Practica cultural de chapia realizada a los 160 DDS como prevencion
hacia la floracion natural, Agroindustrial Tres Amigos S.A., Pital, 2019.

Fuentes de variacion y grados de libertad para el disefio de bloques
completos al azar, Agroindustrial Tres Amigos, S.A., Pital, 2019.

Fuentes de variacion Grados de libertad
Bloques 3
Tratamientos 4
Error experimental 13
Total 20
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