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Optimizacion del proceso de liofilizacion y comparacion con el
secado por conveccion de estragon ruso (Artemisia dracunculus L.).

Optimization of the process of freeze-drying and comparison with convective
drying of Russian tarragon (Artemisia dracunculus L.).

Juliana Ramirez!", Misael Cortés® y Carlos A. Hincapié®.

1. Tecnologia en Gestién de Servicios Gastronémicos. Facultad Administracion de Empresas Turisticas. Institucion
universitaria Colegio Mayor de Antioquia. Medellin. Colombia. 2. Departamento de Ingenieria Agricola y Alimentos. Grupo
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Medellin. Medellin. Colombia. mcortesro@unal.edu.co. 3. Grupo de investigaciones Agroindustriales (GRAIN). Facultad de
Ingenieria Agroindustrial. Universidad Pontificia Bolivariana Sede Medellin. Medellin. Colombia. carlos.hincapie@upb.edu.co,
"Autor de correspondencia: juliana.ramirez@colmayor.edu.co.

Rec.: 2018-10-02  Acep.: 2019-06-27

Resumen

La deshidratacion es un proceso de conservacion que puede afectar negativamente las caracteristicas nutritivas y
organolépticas del producto tratado. El presente estudio se desarrollé en el Laboratorio de control de calidad de
los alimentos, en la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, con el objetivo de optimizar el proceso de
liofilizacion (LIO) de hojas de estragon ruso (Artemisia drancunculus L.) para conservar, de la mejor forma posible,
sus caracteristicas. Se utilizé un liofilizador de bandejas, donde el material vegetal fue enfriado desde 25 °C
hasta -40 °C, a una velocidad de 0.22 °C/min. La optimizacion se realizé utilizando la metodologia de superficie
de respuesta con un diseno optimal, en funcién de la variable independiente velocidades de calentamiento de la
placa (0.03 — 0.06 °C/min) desde -40 °C hasta 35 °C, manteniendo la temperatura de la placa durante 1 h a 35
°C. Las variables dependientes fueron: contenido de humedad, actividad de agua (a ), actividad antioxidante,
color y tiempo de secado. El producto deshidratado a la condicion 6ptima se compardé con el obtenido por secado
mediante el método de conveccién forzada (SC). El tiempo de proceso de Liofilizacién (LIO) presento diferencias
estadisticamente significativas con respecto al factor velocidad de calentamiento de placa (VCP). La condicién
optima de LIO se obtuvo a una VCP de 0.06 °C/min durante 20.8 h. Los productos deshidratados por ambos
métodos presentaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) en a , humedad final, DPPH, y color,
pero no en el contenido de fenoles totales. Los productos LIO presentaron mejores propiedades que los productos
SC, conservando de mejor manera su coloracion y su actividad antioxidante con respecto a la planta en fresco.

Palabras clave: Aditivos alimentarios, antioxidantes, condimentos, deshidratacion, plantas aromaticas, velocidad
de secado, liofilizacién, secado por conveccion forzada.

Abstract

Drying is a conservation process that may adversely affect the nutritional and organoleptic properties of the
product. The present study was developed in the Laboratory of food quality control, at the Universidad Nacional
de Colombia, Medellin headquarters. The aim of this work was the experimental optimization of the freeze-drying
process (LIO) of the Russian tarragon leaves (Artemisia drancunculus L.) to preserve, in the best possible way, its
properties. We used a tray freeze dryer, where the material was frozen from 25 °C to -40 °C, at a speed of 0.22 °C/
min. The optimization was carried out using response surface methodology with an optimal design, as a function
of independent variable plate heating rates (0.03 — 0.06 °C/min) from -40 °C to 35 °C, holding the temperature of
the plate at 35°C for one hour. The dependent variables were moisture content, water activity (a ), antioxidant
activity, color and drying time. The product dried in the optimum condition was compared with another drying
by forced convection (SC). The freeze-drying time process presented statistically significant differences with the
plate heating speed (VCP). LIO Optimal condition was obtained at a VCP of 0.06 °C/min for 20.8 hours. The
dried products with both methods showing showed statistically significant differences in a , moisture, DPPH, and
color, but not in total phenol content. The LIO products showed better properties than SC products, preserving,
in a best way, its color and antioxidant activity in comparison to fresh plant.

Key words: Antioxidants, aromatic plants, condiments, drying, food additives, drying speed, lyophilization, drying
by forced convection.
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Introduccion

Las plantas medicinales son una importante
fuente de nuevas drogas e ingredientes para la
industria alimentaria. Ademas, en los paises en
desarrollo son una fuente de cuidado primario
para una parte importante de la poblacion. El
incremento de la demanda de medicamentos
de origen vegetal y de metabolitos secundarios
para uso medicinal, cosmético e industrial ha
causado que el mercado de plantas medicinales
haya aumentado de manera importante en los
ultimos anos en todo el mundo (Chen et al., 2016)
and they are disappearing at a high speed. This
article reviews global trends, developments and
prospects for the strategies and methodologies
concerning the conservation and sustainable use
of medicinal plant resources to provide a reliable
reference for the conservation and sustainable
use of medicinal plants. We emphasized that both
conservation strategies (e.g. in situ and ex situ
conservation and cultivation practices

El estragon (Artemisia drancunculus L.) es una
planta aromatica, condimentaria y medicinal
que tiene dos variedades, estragén francés y
estragén ruso, con el que se trabajé en este
estudio. Esta planta se comercializa en fresco,
congelada y deshidratada, siendo esta ultima la
preferida por el mercado (Arabhosseini, Padhye,
Huisman, van Boxtel, y Muller, 2011). A nivel
industrial, el estragon se ha utilizado en la
preparacion de diferentes productos alimentarios
y el extracto etandlico de las hojas puede ser util
para disminuir la incidencia de las enfermedades
(Duri¢, Kovac-Besovié, Niksi¢, y Sofi¢, 2013).
Algunos investigaciones sugieren que el extracto
de estragén podria emplearse como base para
la preparacion de medicinas debido a la buena
capacidad antioxidante que posee (Miron, Plaza,
Bahrim, Ibanez, and Herrero, 2011).

Los procesos de deshidratacion representan
una de las alternativas de mayor uso para la
generacion de valor agregado en estos productos,
imprimiéndoles una mayor conservacion al
reducir su actividad de agua, lo cual permite
estabilizar sus propiedades y composicion de los
principios activos. El sistema mas habitual de
secado de plantas aromaticas es por conveccion
natural o forzada de aire (SC), pero se pierden
caracteristicas como sabor y aroma, por esta
razon existen otros sistemas industriales mas
sofisticados como la liofilizacion. Es asi, como
se han realizado comparaciones en productos
liofilizados (LIO) y SC en diversos alimentos donde
se han encontrado beneficios de la LIO como
proceso de secado (Ratti, 2013).

El objetivo del presente estudio fue optimizar
experimentalmente el proceso de liofilizacion de las
hojas de estragon ruso (A. drancunculus) con fines de
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uso como materia prima en los sectores de alimentos,
farmacéutico y cosmeético, o como infusion.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las hojas de A. drancunculus fueron recolectadas
en mayo, agosto y septiembre de 2013, en la finca
La Legumbrera, vereda Chipre (6° 09’ 12’ N, 75°
22’27’ 0, a 2080 m.s.n.m.), Rionegro, Antioquia
(Colombia). Para conservar sus propiedades, las
hojas fueron almacenadas a 4 °C, durante un
periodo maximo de 5 dias.

Optimizacion del proceso de liofilizacion

Descripcion del equipo. El proceso se realizé en
un liofilizador Labconco Freezone 12- 7754040
con camara de bandejas (Labconco Corporation,
Kansas City, USA) equipado con unidad de
congelacion y secado, y acoplado a una bomba
rotatoria de vacio (195 L/min), generando una
presion de vacio de 0.14 mbar.

Proceso de liofilizacion. El material vegetal
fue enfriado desde 25 °C hasta -40 °C, a una
velocidad de 0.22 °C/min. EI proceso de
liofilizacion se optimizo utilizando la metodologia
de superficie de respuesta con un diseno
experimental Optimal, donde el numero de
repeticiones obedece al algoritmo matematico
que emplea el método para modelar condiciones
optimas, asi como economizar dinero, disminuir
el tiempo y el nimero de las mismas (Huertas-
Garcia, Gazquez-Abad, Martinez-Lépez, y
Esteban-Millat, 2013) en funcién unifactorial
de la velocidad de calentamiento de la placa (0.03
— 0.06 °C/min) como se especifica en la Tabla 1.
La velocidad de calentamiento de la placa se
establece para cada experimento desde el sistema
de control del equipo. Las variables dependientes
fueron: humedad, actividad de agua, actividad
antioxidante (DPPH y polifenoles totales) y color.
Los resultados fueron analizados mediante el
Software Design Expert® 8.0 (Stat-Ease, Inc.
Minneapolis, USA). Después de encontrar las
condiciones Optimas de proceso, se procedio
a realizar la liofilizaciéon usando esas mismas
variables para comparar los valores arrojados por
el modelo con datos experimentales.

Tabla 1. Disefio experimental para las condiciones éptimas de liofilizacion
de A. dracunculus.

Tiempode VCP Tiempode Numero
Ensayo (°Ci) (°C') sosteni- (°c/ proceso de repeti-
miento (h) min) (h) ciones
1 -40 35 1 0.03 42.6 3
2 -40 35 1 0.04 32.2 5
3 -40 35 1 0.05 26 2
4 -40 35 1 0.06 20.8 3

Ti = Temperatura inicial. Tf = Temperatura final.



Comparacion de la liofilizacion vs. el
secado por conveccion forzada

Las muestras obtenidas durante la liofilizacion
en las condiciones 6ptimas se compararon con
muestras obtenidas por secado por conveccion
forzada (SC) usando un disefio completamente
al azar con tres repeticiones para cada tipo de
secado. El proceso de SC se realizo a 45 °C,
velocidad de aire de 0.6 m/s, durante 22.8 h,
condiciones apropiadas segin Arabhosseini et
al (2011). La comparacion de ambos procesos
se realizé a través de un ANOVA unifactorial y
la prueba DMS (Diferencia Minima Significativa)
para verificar la existencia de las diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos
usando el paquete estadistico Statgraphics
Centurion® XV (Statpoint Technologies, Inc. The
Plains, USA).

Caracterizacion quimica y fisica. Esta
caracterizacion se realizo tanto para la muestra
fresca como para las muestras obtenidas en cada
experimento de deshidratacion por liofilizacion y
por secado por conveccion forzada.

Humedad. Se determiné bajo el método oficial
de la AOAC (AOAC, 2005)

Actividad de agua (a ). Se determiné con un
higrémetro de punto de rocié a 25 °C (Aqualab
serie 3TE, Decagon, Devices, Pullman, WA, USA)

Actividad antioxidante. Para la preparacion
del extracto se utilizo la metodologia de Yeray
Rodriguez et al. (2012) modificada, empleando
agitacion por ultrasonido (Briars y Paniwnyk,
2013). Para ello, 1 g de muestra triturada
(molino de impacto de cizalla, tamiz 2mm) fue
sometida a extraccién acuosa (3 veces) bajo
agitacion en sonicador (Branson 3510) por 30
min a temperatura ambiente y sin luz, luego
centrifugada a 3000 r.p.m. durante 5 min. El
filtrado total se ajusté a un volumen de 100 mL.

El contenido de polifenoles totales se determiné por
el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (F-C)
(Hincapié, Monsalve, Seigler, Alarcon, y Céspedes,
2011). Se diluy¢ el extracto de la solucion madre
a una concentracién en la cual el contenido de
fenoles se ajusto al intervalo de la curva patrén. Los
resultados se expresan en mg de acido galico por
gramo de muestra (mg AG/g)

La actividad atrapadora del radical libre DPPH
fue cuantificada midiendo el grado de decoloracion
de una disoluciéon metanoélica de DPPH (20 mg/L),
a una longitud de onda de 517 nm. El ensayo se
llevé a cabo utilizando 10 pL de solucion madre.
Los resultados se expresan como miligramos de
equivalentes trolox por gramo de muestra (mg TE/g).

Optimizacioén del proceso de liofilizacién y comparacion con el secado
por conveccioén de estragon ruso (Artemisia dracunculus L.)

Color. Para esta caracteristica se utilizaron las
hojas frescas enteras, tanto por el haz como por
el envés. Las hojas secas, debido a su fragilidad,
fueron trituradas. Para la medicién, ambos tipos
de muestra fueron cargadas en el accesorio X-Rite
SP62-802 del equipo. El color se determiné a partir
de los espectros de reflexion, obteniéndose las
coordenadas: CIE-La*b*y CIE-LC*h*, empleando
un espectrofotometro de esfera X-Rite, modelo
SP64, con iluminante D, y un observador de
10° como referencia (Zuluaga et al., 2010). El
componente L* corresponde a la luminosidad del
color y varia de O a 100, siendo cero el negroy 100
el blanco; a*y b*son los componentes cromaticos
y sus valores varian desde -120 a 120. Para a*los
valores de menor a mayor corresponden a verde
hasta el rojo y para b*los valores de menor a mayor
van desde el azul hasta el amarillo (Ibraheem,
Hasan, Khan, y Mishra, 2012).

Resultados

Propiedades quimicas y fisicas de hojas
frescas de A. dracunculus

En la Tabla 2 se observan los valores promedio
mas las desviaciones estandar de las propiedades
quimicas y fisicas de las hojas de estragéon ruso
frescas.

Tabla 2. Valores promedio + D.E. de las propiedades quimicas y fisicas de
las hojas de estragén ruso frescas.

Variable Promedio + DS (n=3)
Humedad 87.8c0.0
a, 0.986 + 0.003

Haz 357+1.2

L*
Envés 445+1.3
Haz -7.5+24

a*
Envés -8.3+0.3
Haz 126+1.5

b*
Envés 169+ 1.6
Haz 148+ 1.8

C*
Envés 18.8+1.6
Haz 120.5+9.0

h){-
Envés 116.4+1.4
Fenoles (mg AG/g) 32.4+0.8
DPPH (mg TE/g) 30.8+0.4

L* = luminosidad del color. a*y b* son los componentes cromaticos. a*=
coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/
azul (+: amarillo, -: azul). C* = color. h* = matiz. mg AG/g = miligramos de
acido galico por gramo de muestra. mg TE/g = miligramos de equivalentes
Trolox por gramo de muestra.
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Optimizacion del proceso de liofilizacion

En la Tabla 3 aparecen los valores promedio y las
desviaciones estandar de las variables dependientes
consideradas en el disefio experimental del
proceso LIO de A. drancunculus, en funcién de
la VCP; y en la Tabla 4 los resultados del ANOVA
de la optimizacion del proceso LIO. Las muestras
LIO no presentaron significancia estadistica (P >
0.05) en contenido de humedad, a , L* a* b¥
C*y h* con respecto al factor VCP, pero si (P <
0.05) en el tiempo de secado con respecto a dicho
factor y a su interaccion cuadratica. El tiempo de
secado representa una variable de respuesta de
importancia en los procesos LIO, ya que influye
directamente en los costos de produccion, debido
al gasto energético que implica (Lopez-Quiroga,
Antelo, y Alonso, 2012).

Para el rango utilizado en este estudio,
la mayor VCP usada fue la mas favorable al
minimizar el tiempo de LIO. El modelo cuadratico
del tiempo de secado present6 un efecto negativo
con el factor VCP y un efecto positivo con su
interaccion cuadratica (Ecuacion 1).

Tiempo de secado(min) =
29.49-10.09 *A+1.62*A%? Ec. 1

La optimizacion del proceso, minimizando el
tiempo de liofilizaciéon y conservando los rangos
de los atributos de calidad (Tabla 5), indic6 una
VCP 0.06 °C/min, lo que permitio6 fijar el tiempo
de proceso en 21.8 h, con una deseabilidad de
0.996. La deseabilidad evalua la forma cémo la
configuracion de los factores estudiados optimiza
las variables de respuesta, mientras mas cercano
este el valor a 1 mas ideal es el modelo (Del
Castillo, Montgomery, y McCarville, 1996).

Tabla 4. ANOVA para los modelos de respuesta de la optimizacion del
proceso de liofilizacién de A. dracunculus.

. Suma de Grados  \edia cua- Signifi-
Variable de L. F cancia
cuadrados  |ipertad dratica (*P<)
Tiempo (h) 697.79 2 348.9 133.45 0.0001
:j/ou)m"-dad 3.27E-04 2 1.63E-04 1.21 0.340
a, 9.70E-03 2 4.85E-03 1.21 0.339
Fenoles
(Mg AG/g) 642.68 2 321.34 1.58 0.253
DPPH
503.40 2 251.70 1.27 0.322
(mg TE/g)
L* 14.90 2 7.45 2.22 0.159
a* 0.23 2 0.1 0.21 0.850
b* 2.45 2 1.22 0.51 0.614
c* 21.74 5 4.35 3.67 0.060
h* 9.75 3 3.25 1.86 0.206

L* = luminosidad del color. a*y b* son los componentes cromaticos. a*=
coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/azul
(+: amarillo, -: azul). C* = color. h* = matiz. mg AG/g = miligramos de acido
gélico por gramo de muestra. mg TE/g = miligramos de equivalentes
Trolox por gramo de muestra.

Comparacion entre liofilizacion vs.
secado por conveccion

En la Tabla 6 se incluyen los resultados de la
comparacion entre los métodos de deshidratacion
por liofilizacion y por conveccion, y en la Tabla 7
los valores promedio y las desviaciones estandar
de los atributos de calidad (variables respuesta)
de las hojas deshidratadas de A. drancunculus
por LIO en las condiciones 6ptimas y por secado
mediante conveccion (SC). Se presentaron
diferencias (P < 0.05) entre ambos procesos para
las variables humedad, a , DPPH, L% a* C* h*y
la cromaticidad b*, lo que no se observé para el
contenido de fenoles totales.

Tabla 3. Resultados del proceso de liofilizacion de a diferentes velocidades de calentamiento de A. dracunculus.

Ens. VCP °C/ T. Hum. Fenoles (mg

DPPH

(no.) min (h) (%) A AG/g) (mg TE/g) L a* b* c* h*

1 0.06 208 64103 0350:0.016  93.3:22  47.8:20 379432 72402  19.0:07 203207  110.70.2
2 0.03 426 46:06  0409:0.006 74346 599473  37.9+22  -65:07  17.64228 188229  1105:1.0
3 0.05 260  56:0.1 0205:0.003  733:26 536475 353108  -48:02 141104  149:05  108.6£0.3
4 0.05 260  7.4:04 0299:0.003  89.7+06 40905 383103  -56:02 146103 156103  1112:0.6
5 0.04 322 6702 0253:0.004  958+14 376605  362+¢14 51106  139:04  14.8:05  1103:2.1
6 0.04 322 35:03 0245:0.004 584106 19119 38313  -65:0.1 171102 183202  110.7£0.5
7 0.04 322 49:02  0238:0.008  846£37  49.8:02 396804  -69+02  163:09  17.7¢0.9  112.9407
8 0.04 322 57:05 0236:0.000  620£1.5  72.4:06 38822 66403  148:15 16215  114.2+1.1
9 0.03 426  42:01  0.185:0.003 874424  639+1.3 352406  -56:02 15710  167:10  109.8:0.8
10 0.04 322 45102 0.196:0.003 829417 61206 36046  -61+1.3 159434  17.0:36  111.0:0.5
1 0.06 208 60406 0255:0.006  79.8#24  47.0+1.8 324419  -6003 158414  169:14  110.9¢1.0
12 0.03 426  67:02 0242:0.010  109.6:9.6 68413  375:12  -56:0.1 151402 161202  11030.5
13 0.06 208 68100 0302:0.001 922422  58.8:25 34813  -6102  146£11  159:11 112710

L* =luminosidad del color. a*y b* son los componentes cromaticos. a*= coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/azul (+: amarillo, -:
azul). C* = color. h* = matiz. mg AG/g = miligramos de 4cido galico por gramo de muestra. mg TE/g = miligramos de equivalentes Trolox por gramo de muestra.
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Tabla 5. Resultados experimentales y predichos de las variables de
respuesta en hojas de estragén ruso (A. dracunculus) liofilizadas a la

condicién éptima (VCP = 0.06 °C/min).

Variable

Experimental

Prediccién

Tiempo de secado (horas)

Humedad (%)

a

w

Fenoles totales (mg AG/g)

DPPH (mg TE/g)
L+
a*
b
o
h

21.017
0.06409 +£0.003
0.30544 + 0.005

93.5184 + 1.8074
57.7790 + 0.8670
36.7037 £ 1.697
-6.4355 + 0.646
16.4794 + 1.697
18.00 + 2.00
107.403 £ 0.129

21.8 £1.681
0.0645+0.012
0.304 + 0.063
94.307 + 4.249
54.826 + 4.063
35.033+1.832
-6.261 +£ 0.742
16.287 £ 1.547
183329+ 1.09
111.592 + 1.32

L*=luminosidad del color. a*y b* son los componentes cromaticos. a*=
coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/azul
(+: amarillo, -: azul). C* = color. h* = matiz. mg AG/g = miligramos de acido
gélico por gramo de muestra. mg TE/g = miligramos de equivalentes Trolox
por gramo de muestra.

Tabla 6. Resultados del ANOVA de los Atributos de calidad de hojas de A.
drancunculus deshidratados por LIO y SC

Variable Suma de anados de Medja} Sig_nifican-
cuadrados libertad cuadratica cia (*P<g)
el o) 16 1 16 15.21 0.02
a, 0.009 1 0.009 698.3 0.00
Fenoles 1.5 1 1.5 1.3 0.32
DPPH 445.7 1 445.7 41.1 0.00
L* 15.6 1 15.6 8.2 0.04
a* 4.1 1 4.1 16.5 0.01
b* 5.2 1 5.1 211 0.01
c* 3.9 1 3.9 42.2 0.00
h* 24.5 1 24.5 43.2 0.00

L* = luminosidad del color. a*y b* son los componentes crométicos. a*=
coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/azul
(+: amarillo, -: azul). C* = color. h* = matiz.

Tabla 7. Atributos de calidad para cada uno de los procesos de secado de
estragén ruso (A. dracunculus).

Proceso de sacado

Variable Liofilizacién Convectivo P <0.05
Humedad final 0,06409 +0,003 0,05400 + 0,0826 wx
a, 0,30544 + 0,005 0,38130 +0,0029 wx
Fenoles (mg AG/g) 93,5184 +1,8074 92,5282 £ 0,8123 NS
DPPH (mg TE/g) 57,7790 + 0,8670 40,5418 + 2,5551 wx
L* 36,7037 £ 1,697 32,4811 +£0,2289 wx
a* -6,4355 + 0,646 -4,7911 £ 0,2740 wx
b* 16,4794 + 1,697 14,6244 + 0,3541 NS
h* 107,403 + 0,129 110,7330 £ 0,2390 wx
c* 17,6914 +1,8158 15,3892 + 0,4477 wx

L*=luminosidad del color. a*y b* son los componentes cromaticos. a*=
coordenadas rojo/verde (+: rojo, -: verde). b* = coordenadas amarillo/azul
(+: amarillo, -: azul). C* = color. h* = matiz.

Optimizacioén del proceso de liofilizacién y comparacion con el secado
por conveccioén de estragon ruso (Artemisia dracunculus L.)

Discusion

Propiedades quimicas y fisicas de hojas
frescas de A. dracunculus

Como era de esperar, se observo que la actividad
del agua a_ de la planta fresca (ver Tabla 2)
favorece el crecimiento de microorganismos.
Los resultados de color para las hojas frescas
permitieron identificar que el haz tiende a ser mas
oscuro, con mayor cromaticidad amarilla, menor
saturacién y un tono o matiz mas verdoso, que
el envés. No obstante, la cromaticidad verdosa
no present6 diferencias (P > 0.05) entre ambos
lados de la hoja.

Optimizacion del proceso de liofilizacion

El proceso de secado a valores altos de VCP permite
obtener niveles de humedad, aproximadamente,
entre el 6 y 7%, lo cual representa un valor
inferior a las condiciones exigidas por las
normas de exportacion (< 8%) de la European
Spice Association (ESA), una organizacion que
engloba a la industria europea de especias (ESA,
2018). Cuando la VCP fue alta, los valores de
a se incluyen en el rango entre 0.25 y 0.36, lo
cual garantiza una seguridad microbiolégica del
producto obtenido con A. drancunculus en estado
fresco, cuya a  fue 0.986 £ 0.003 lo que favorece
la reduccion de reacciones de deterioro de los
atributos de calidad (Kaya y Kahyaoglu, 2007)25
and 35°C over a water activity (aw. También se
encontré que la VCP no influy6 en los parametros
relacionados con el color ya que no se presentaron
diferencias significativas entre ellos. El proceso
de optimizacion experimental de secado por
liofilizacion permitié alcanzar los atributos de
calidad deseados a bajos tiempos de LIO.

Comparacion entre liofilizacion vs.
secado por conveccion

Porcentaje de humedad y a,. Con ambos
meétodos se obtuvieron porcentajes de humedad
inferiores a 8%, lo que permite la comercializacion
del producto resultante. A pesar de que se logro
un menor porcentaje de humedad con el secado
por conveccion, es necesario resaltar el hecho
que con la liofilizacion se alcanzé una menor
actividad de agua. Esto evidencia una ventaja de
la LIO como método de conservacion de estragéon
ruso. Es importante anotar que las condiciones
de sensibilidad que puede presentar el producto
al ataque de microorganismos y demas aspectos
relacionados con la a_, le confieren una fuerza
motriz alta en el proceso de transferencia de masa
con el entorno y por tanto, si el almacenamiento
del producto LIO no es adecuado, puede ocurrir
un incremento de humedad que altera la matriz
hacia cambios en el estado amorfo vitreo en que se
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encuentra, pasando a un estado gomoso, donde se
aceleran los procesos de deterioro del producto, con
la consecuente pérdida de muchos de sus atributos
de calidad (Arabhosseini, Huisman, Van Boxtel,
y Miller, 2005)Artemisia dracunculus L. (stem
and leaf separately; en consecuencia, se deben
garantizar las acciones de manejo necesarias para
evitar la rehidratacion del producto final.

Actividad antioxidante. La ausencia de
significancia entre el contenido de polifenoles
totales, indican que las condiciones de
temperaturas empleadas en ambos métodos de
secado fueron las adecuadas para conservar la
estabilidad de los compuestos. No obstante,
con la prueba DPPH se encontré mayor
actividad antioxidante (P < 0.05) en el producto
deshidratado por LIO vs. el obtenido por SC.
Esta diferencia de resultados se explica porque,
no toda la actividad antioxidante es ejercida
por compuestos polifendlicos (Hincapié et al.,
2011) y el secado por conveccién pudo degradar
algunos de esos compuestos presentes en la
planta (Gongalves, Pinheiro, Abreu, Brandao, y
Silva, 2007). Igualmente es posible que algunos
compuestos son facilmente oxidables y por tanto
reaccionan con el reactivo F-C (Meda, Lamien,
Romito, Millogo, y Nacoulma, 2005).

Los contenidos de fenoles obtenidos en
el presente estudio con ambos tipos de
deshidratacion (93.5184 = 1.8074 mg AG/g
para LIO y 92.5282 + 0.8123 mg AG/g para SC)
fueron mayores que los encontrados en otros
estudios con aceites esenciales (24.10 mg AG/g)
por Behbahani, Shahidi, Yazdi, Mortazavi, y
Mohebbi (2017). Duric et al. (2013) en extracto
acuoso obtenido a 90 - 95°C a partir de hojas
de A. dracunculus encontraron un contenido de
fenoles totales de 35.186 + 1.896 mg AG/g, el cual
es inferior al encontrado en este trabajo.

Los contenidos de polifenoles en A. drancunculus
liofilizado le confieren al producto propiedades
antioxidantes, que podrian estar relacionadas
con su alto contenido de vitamina C, un poderoso
agente reductor (Aglarova et al., 2008). En
otras especies vegetales se ha encontrado que
la liofilizacion es el método mas indicado para
conservar la vitamina C en el producto final
(Shitanda y Wanjala, 2006). Duri¢ et al. (2013)
en extracto acuoso de hojas de A. dracunculus
encontraron como principales fenoles los acidos
galicos (0.18 mg/g), sinapico (0.73 mg/g), cafeico
(7.31 mg/g) y clorogénico (1,41 mg/g). A partir de
la misma muestra extraida en caliente los autores,
usando DPPH, encontraron una IC,  de 0.766 mg/
ml. En este caso se registré6 mayor capacidad
antioxidante en el extracto acuoso que en el aceite
esencial. Para otras especies de artemisia (A.
annua L., A. arborescens (Vaill.) L., A. ludoviciana
Nutt, A. oleandica (Besser) Krasch., A. princeps
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Pamp. y A. stelleriana Bess) se encontré que los
fenoles dominantes eran acidos hidroxibenzoicos
(acido fertulico y cafeico como los mas dominantes)
e hidroxicinnamicos (principalmente acido galico),
flavonoles y catequinas (Carvalho, Cavaco, y
Brodelius, 2011).

Existen numerosas evidencias que muestran
la mejor conservaciéon de los polifenoles y de la
actividad antioxidante en diferentes matrices
vegetales cuando se deshidrata usando liofilizacion
vs. el secado por convecciéon forzada. Entre ellas,
los estudios realizados con muscadina (Vitis
rotundifolia Michx.) (Vashisth, Singh, y Pegg, 2011)
vacuum belt drying (VBD, cascaras de granada
(Punica granatum L.) (Marchi et al., 2015) y frutas
de madrono (Arbutus unedoL.) (Orak et al., 2012).
Se ha encontrado que la perdida de los polifenoles
en los métodos de secado por conveccion forzada,
no solo obedece a la exposicion de la matriz a
largos tiempos de proceso a altas temperaturas,
sino también a la actividad de la polifenol oxidasa,
al contenido de acido organico, a la concentracion
de azucar o al pH (Vashisth et al., 2011).

La capacidad antioxidante de los extractos
de estragon ruso, usando los métodos de F-C y
DPPH, en el presente estudio fueron superiores
a los obtenidos por Duri¢ et al., (2013) usando la
misma especie de planta cosechada en Sarajevo
(Bosnia y Herzegovina). Este potencial podria
ser util en la industria alimentaria, farmacéutica
e industrias de cosmetologia. Existe entonces
la necesidad de realizar experimentos de
fraccionamiento para evaluar los compuestos
activos individualmente.

Color. El efecto del tipo de proceso, LIO o SC,
presenté diferencias (P < 0.05) en el parametro
luminosidad (L*), lo que indica que las muestras
LIO son mas claras que las SC, y sugiere que
esta condicion puede atribuirse a la forma
de vidrio altamente poroso que presenta la
estructura LIO permitiendo el paso de la luz y,
por otro lado, al colapso microestructural de
la matriz SC (contraccién volumeétrica) (Orrego
Alzate, 2008). El parametro a* que va desde
colores verdes a rojos, muestra que las hojas
LIO son significativamente mas verdes que las
FC. Comparando las caracteristicas de color de
las muestras deshidratadas por ambos métodos
con respecto al producto fresco (Tablas 2 y 7)
se observa que la liofilizacion permite conservar
valores mas cercanos a la planta fresca que el
secado por conveccion en los valores de L*y a¥,
lo que significa que la luminosidad y la tonalidad
verde son similares entre LIO y la hoja fresca, tanto
por el haz como por el envés, en comparaciéon con
FC que tiende a ser mas oscuro y menos verde.
Estos cambios de color posiblemente son debidos
a la degradacion de carotenoides (Gongalves et
al., 2007) o a la degradacion de la clorofila por



las altas temperaturas (Arabhosseini et al., 2011),
lo cual es seguido por pardeamiento enzimatico,
provocado por la interaccion de la enzima polifenol
oxidasa con el oxigeno y los polifenoles presentes,
generando un oscurecimiento (Argyropoulos y
Muller, 2014; Zuluaga, Rodriguez, y Rodriguez-
Sandoval, 2010). Se encontraron valores
similares para el parametro b*en ambos tipos de
secado y para la hoja fresca por ambos lados. Es
importante aclarar que aunque el ANOVA mostro
diferencias (P < 0.05) en esta variable entre las
muestras obtenidas a partir de ambos tipos de
secado, en la prueba estas diferencias no se
encontraron, a pesar de que dicha prueba declara
como significativas diferencias muy pequenas
(Gutiérrez Pulido y De La Vara Salazar, 2012).

Conclusiones

Las velocidades de calentamiento de placa
(VCP) durante el proceso LIO, evaluadas en
esta investigacion, no afectaron las propiedades
fisicoquimicas y color de las hojas de estragon
ruso, por el contrario, el tiempo fue la variable
de respuesta mas representativa.

El método de secado LIO present6 caracteristicas
favorables como menor deterioro de color,
menor a , similar contenido fenoélico y superior
capacidad antioxidante, cuando se compara con
el método de secado por conveccion.

El estragon ruso cultivado en el oriente
antioqueno (Colombia) presentdo mejores
caracteristicas de actividad de agua, capacidad
antioxidante y color en comparacion con las
estudiadas en otras regiones tropicales y
templadas.

Referencias

Aglarova, A. M.; Zilfikarov, I. N.; y Severtseva, O.
V. 2008. Biological characteristics and useful
properties of tarragon (Artemisia dracunculus L.)
(review. Pharmaceutical Chemistry Journal, 42(2),
81-86. https://doi.org/10.1007/s11094-008-
0064-3

AOAC. 2005. Official methods of analysis of AOAC
International. W. Horwitz, Ed.) (18th ed.. AOAC
International.

Arabhosseini, A.; Huisman, W.; Van Boxtel, A.; y
Mdller, J. 2005. Modeling of the Equilibrium
Moisture Content (EMC) of Tarragon (Artemisia
Dracunculus L.. International Journal of Food
Engineering, 1(5), art 7. Retrieved from http://
www.bepress.com/ijfe

Arabhosseini, A.; Padhye, S.; Huisman, W.; van Boxtel,
A.; y Muller, J. 2011. Effect of Drying on the Color
of Tarragon (Artemisia dracunculus L.) Leaves.
Food and Bioprocess Technology, 4(7), 1281-1287.
https://doi.org/10.1007/s11947-009-0305-9

Optimizacioén del proceso de liofilizacién y comparacion con el secado
por conveccioén de estragon ruso (Artemisia dracunculus L.)

Argyropoulos, D.; y Miller, J. 2014. Kinetics of change
in colour and rosmarinic acid equivalents during
convective drying of lemon balm (Melissa officinalis
L.). Journal of Applied Research on Medicinal
and Aromatic Plants, 1(1), el5-e22. https://doi.
org/10.1016/J.JARMAP.2013.12.001

Behbahani, B. A.; Shahidi, F.; Yazdi, F. T.; Mortazavi,
S. A.; y Mohebbi, M. 2017. Antioxidant activity
and antimicrobial effect of tarragon (Artemisia
dracunculus) extract and chemical composition
of its essential oil. Journal of Food Measurement
and Characterization, 11(2), 847-863. https://doi.
org/10.1007/s11694-016-9456-3

Briars, R.; y Paniwnyk, L. 2013. Effect of ultrasound
on the extraction of artemisinin from Artemisia
annua. Industrial Crops and Products, 42, 595-600.
https://doi.org/10.1016/J.INDCROP.2012.06.043

Carvalho, I. S.; Cavaco, T.; y Brodelius, M. 2011.
Phenolic composition and antioxidant capacity of
six artemisia species. Industrial Crops and Products,
33(2), 382-388. https://doi.org/10.1016/j.
indcrop.2010.11.005

Chen, S.-L.; Yu, H.; Luo, H.-M.; Wu, Q.; Li, C.-F.; y
Steinmetz, A. 2016. Conservation and sustainable
use of medicinal plants: problems, progress, and
prospects. Chinese Medicine, 11(1), 37. https://doi.
org/10.1186/s13020-016-0108-7

Del Castillo, E.; Montgomery, D. C.; y McCarville,
D. R. 1996. Modified Desirability Functions for
Multiple Response Optimization. Journal of Quality
Technology, 28(3), 337-345. https://doi.org/10.10
80/00224065.1996.11979684

Duri¢, K.; Kovac-Besovié, E.; Niksi¢, H.; y Sofic,
E. 2013. Antioxidant activity of water extracts
and essential oil of Artemisia Dracunculus L.,
Asteraceae. Medicinski Zurnal, 19(2), 94-99.
Retrieved from http://eds.b.ebscohost.com/eds/
pdfviewer/pdfviewer?vid=1ysid=6e944728-51b7-
4910-aaf2-be728fbad843%40pdc-v-sessmgrO1

ESA. 2018. European Spice Association Quality Minima
Document. Retrieved from ttps://www.esa-spices.
org/index-esa.html/publications-esa

Gongcalves, E. M.; Pinheiro, J.; Abreu, M.; Brandao,
T. R. S.; y Silva, C. L. M. 2007. Modelling the
kinetics of peroxidase inactivation, colour and
texture changes of pumpkin (Cucurbita maxima
L.) during blanching. Journal of Food Engineering,
81(4), 693-701. https://doi.org/10.1016/j.
jfoodeng.2007.01.011

Gutiérrez Pulido, H.; y De La Vara Salazar, R. 2012.
Analisis y Diserio de experimentos (Tercera ed.
México DF: McGraw-Hill Interamericana Editores.

Hincapié, C. A.; Monsalve, Z.; Seigler, D. S.; Alarcén,
J.; y Céspedes, C. L. 2011. Antioxidant activity
of Blechnum chilense (Kaulf.) Mett., Curcuma
domestica Valeton and Tagetes verticillata Lag . y
Rodriguez. Boletin Latinoamericano y Del Caribe de
Plantas Medicinales y Aromadticas, 10(4), 315-324.
Retrieved from http://www.blacpma.usach.cl/
images/docs/010-004/005_hincapie.pdf

Huertas-Garcia, R.; Gazquez-Abad, J. C.; Martinez-
Lopez, F. J.; y Esteban-Millat, I. 2013. Using
Response Surface Methodology to Optimise Factors

173



Acta Agrondmica. 68 (3) 2019, p 167-174

in Conjoint Experiments. International Journal
of Market Research, 55(2), 267-288. https://doi.
org/10.2501/IJMR-2013-023

Ibraheem, N. A.; Hasan, M. M.; Khan, R. Z.; y Mishra, P.
K. 2012. ARPN Journal of Science and Technology::
Understanding Color Models: A Review. ARPN
Journal of Science and Technology, 2(3), 265-275.
Retrieved from http://www.ejournalofscience.org

Kaya, S.; y Kahyaoglu, T. 2007. Moisture sorption
and thermodynamic properties of safflower
petals and tarragon. Journal of Food Engineering,
78(2), 413-421. https://doi.org/10.1016/J.
JFOODENG.2005.10.009

Lopez-Quiroga, E.; Antelo, L. T.; y Alonso, A. A.
2012. Time-scale modeling and optimal control
of freeze-drying. Journal of Food Engineering,
111(4), 655-666. https://doi.org/10.1016/J.
JFOODENG.2012.03.001

Marchi, L. B.; Monteiro, A. R.; Mikcha, J. M.; Santos, A.
R.; Chinellato, M. M.; Marques, D. R.; ... Costa, S. C.
2015. Evaluation of antioxidant and antimicrobial
capacity of pomegranate Peel Extract (Punica
Granatum L.) under different drying temperatures.
In Chemical engineering transactions (Vol. 44.
https://doi.org/10.3303/CET1544021

Meda, A.; Lamien, C. E.; Romito, M.; Millogo, J.; y
Nacoulma, O. G. 2005. Determination of the total
phenolic, flavonoid and proline contents in Burkina
Fasan honey, as well as their radical scavenging
activity. Food Chemistry, 91(3), 571-577. https://
doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.10.006

Miron, T. L.; Plaza, M.; Bahrim, G.; Ibanez, E.; y
Herrero, M. 2011. Chemical composition of bioactive
pressurized extracts of Romanian aromatic plants.
Journal of Chromatography A, 1218(30), 4918-4927.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.055

Orak, H.; Aktas, T.; Yagar, H.; Isbilir, S. S.; Ekinci, N.;
y Sahin, F. H. 2012. Effects of hot air and freeze

174

drying methods on antioxidant activity, colour
and some nutritional characteristics of strawberry
tree ( Arbutus unedo L) fruit. Food Science and
Technology International, 18(4), 391-402. https://
doi.org/10.1177/1082013211428213

Orrego Alzate, C. E. 2008. Congelacion y liofilizacion de
alimentos. Manizales, Caldas, Colombia: Universidad
Nacional de Colombia. Retrieved from http:/ /www.
bdigital.unal.edu.co/7837/1/9789584444363.pdf

Ratti, C. 2013. Freeze drying for food powder
production. In Handbook of Food Powders (pp.
57-84. Woodhead Publishing. https://doi.
org/10.1533/9780857098672.1.57

Rodriguez, Y.; Sanchez-Catalan, F.; Rojano, B.;
Durango, D.; Gil, J.; y Marin-Loaiza, J. 2012.
Caracterizaciéon fisicoquimica y evaluacién de la
actividad antioxidante de propdleos recolectados
en el departamento del Atlantico, Colombia.
Revista U.D.C.A Actualidad y Divulgacion
Cientifica, 15(2), 303-311. Retrieved from
http:/ /www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_
arttextypid=S0123-42262012000200007

Shitanda, D.; y Wanjala, N. V. 2006. Effect of different
drying methods on the quality of jute (Corchorus
olitorius L.. Drying Technology, 24(1), 95-98.
https://doi.org/10.1080/07373930500538865

Vashisth, T.; Singh, R. K.; y Pegg, R. B. 2011. Effects
of drying on the phenolics content and antioxidant
activity of muscadine pomace. LWT - Food Science
and Technology, 44(7), 1649-1657. https://doi.
org/10.1016/J.LWT.2011.02.011

Zuluaga, J. D.; Rodriguez, M. C.; y Rodriguez-Sandoval,
E. 2010. Evaluacion de las caracteristicas fisicas
de mango deshidratado aplicando secado por aire
caliente y deshidratacién osmética. Revista de La
Facultad de Ingenieria U.C.V, 25(4), 127-135.



UNIVERSIDAD

=2

5

=)
=

‘5 ® NACIONAL
m DE COLOMBIA
Acta Agronémica (2019) 68 (3) p 175-181  ISSN 0120-2812 | e-ISSN 2323-0118 (OO0 doi: https://doi.org/10.15446/acag.v68n3.55934

Physical-chemical properties of exotic and native Brazilian fruits
Propiedades fisicoquimicas de frutas exoéticas nativas de Brasil

Veridiana Zocoler de Mendong¢a' and Rogério Lopes Vieites

Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP, Botucatu, Brasil; Departamento de Horticultura, Faculdade de Ciéncias
Agronomicas/UNESP, Botucatu. ‘Author for correspondance: veridianazm@yahoo.com.br

Rec: 2016-02-28 Acept: 2019-04-09

Abstract

Many fruit species are still not well-studied, despite being rich in bioactive substances that have functional properties.
The objective of this article was to evaluate the antioxidant potential and characterize the physical-chemical
characteristics of unconventional brazilian fruits (cabeludinha - Myrciaria glazioviana, sapoti - Manilkara zapota,
pitomba - Talisia esculenta, yellow gumixama - Eugenia brasiliensis var. Leucocarpus and seriguela - Spondias
purpurea). Total soluble solids, pH, titratable acidity, sugars, pigments, phenolic compounds and antioxidant
capacity were measured. Mature fruits were used in the analyses. Pitomba had high levels of soluble solids,
24.6 °Brix, while sapoti had 0.05 g malic acid 100 g’ pulp. Yellow grumixama and seriguela had the highest
concentrations of anthocyanins and carotenoids. Cabeludinha had a high concentration of phenolic compounds,
451.60 mg gallic acid 100 g! pulp. With the exception of sapoti, all fruits had a high antioxidant capacity (> 95%).

Key words: Eugenia brasiliensis, Manilkara zapota, Myrciaria glazioviana, Spondias purpurea, Talisia esculenta.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial antioxidante y caracterizar las propiedades fisicoquimicas
de frutas exoéticas en Brasil (cabeludinha - Myrciaria glazioviana, sapoti - Manilkara zapota, pitomba - Talisia
esculenta, gumixama amarilla - Eugenia brasiliensis var. Leucocarpus y seriguela - Spondias purpurea). Para el
efecto se realizaron analisis de sélidos solubles, pH, acidez titulable, aztcares, pigmentos, compuestos fenélicos
y actividad antioxidante. Los frutos fueron cosechados en estado de madurez fisiolégica y para los analisis se
utilizaron las partes comestibles de la fruta. Los frutos presentaron elevado contenido de sélidos solubles y
baja acidez titulable, sobresalieron la pitomba con 24.6 °Brix y sapoti con 0.05 g de acido malico 100 g! pulpa.
Grumixama amarilla y seriguela presentaron mayor contenido de antocianinas y carotenoides. Cabeludinha
present6 elevado contenido de compuestos fenélicos, en promedio de 451.60 mg acido galico por 100 g de pulpa.
Con excepcion de sapoti, todas las frutas mostraron elevada actividad antioxidante (> 95%).

Palabras clave: Eugenia brasiliensis, Manilkara zapota, Myrciaria glazioviana, Spondias purpurea, Talisia esculenta.
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Introduction

The consumption of fruits is increasing in
recent years due to their functional properties.
They contain bioactive substances that have
antioxidant activities and beneficial effects,
despite being present at low concentrations
(Kaur and Kapoor, 2002, Mélo et al., 2008,
Carvalho et al., 2016).

The native Brazilian Mata Atlantica
fruits cabeludinha (Myrciaria glazioviana),
yellow grumixama (Eugenia brasiliensis
var. Leucocarpus) and pitomba (Talisia esculenta)
are poorly-studied species (Rocha et al., 2011)
and their consumption is mostly restricted to their
points of origin. At the same time, exotic species
in Central America, sapoti (Manilkara zapota) and
seriguela (Spondias purpurea) are cultivated in
northern and northeastern parts of Brazil, but
seldom elsewhere. However, such species may
have antioxidant potential.

According Lorenzi et al. (2006) and Martins
et al. (2002) cabeludinha (Myrciaria glazioviana
— Myrtaceae Family) has a globose shape, the
peel is thick, hairy and yellow. It contains one
or two seeds that correspond to almost 50% of
the fruit mass, the pulp is translucent-juicy and
acidulated. Yellow grumixama tree (Eugenia
brasiliensis var. Leucocarpus - Myrtaceae Family)
has globular fruit, smooth and bright yellow
peel, juicy and sweet pulp and contain one to
three seeds. Pitomba fruits (Talisia esculenta
— Sapindaceae Family) are subglobous, hard
and rough with yellow or ferruginous color,
contains one or two seeds covered by fine and
translucent aril, acidulated taste. Sapoti fruit
(Manilkara zapota — Sapotaceae Family) is
rounded or ellipsoid, has sweet pulp, with four
to ten seeds. Seriguela tree (Spondias purpura
— Anacardeacea Family) has fruits with oblonga-
ellipsoid shape, smooth, brilliant and red purple
color peel, with sweet acidulated pulp.

The fruits are main dietary sources of
polyphenols with antioxidant activities and
have variable composition of its phytochemical
constituents (Mélo et al., 2008). Information on
the physical-chemical characteristics and the
functional value of native fruits are basic tools to
encourage the consumption and the formulation
of new products, since the knowledge of these
characteristics will enable a better indication of
their consumption and use in the food industry
(Rocha et al., 2013). Besides, the information
about the phytochemical contents contributes
to add commercial and industrial value to the
fruits (Alves et al., 2017). However, few data
are available in the literature regarding the
physicochemical composition of these fruits,
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highlighting the need for scientific research on
the subject.

Given the importance of research on natural
antioxidants and the scarcity of data related
of Brazilian native fruits (Alves et al., 2017).
The objective of this work was to characterize
the physical-chemical properties and evaluate
antioxidant potential in vitro of cabeludinha
(Myrciaria glazioviana):yellow grumixama
(Eugenia brasiliensis var. Leucocarpus) pitomba
(Talisia esculenta,:sapoti (Manilkara zapota) and
seriguela (Spondias purpureaq).

Material and methods

Mature fruits were collected at the Fazenda
Experimental da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas/UNESP in Botucatu, Sao Paulo (22°
53’09 latitude south, 48° 26’ 42” longitude west
and 804 m altitude) and immediately subjected to
laboratory tests. For cabeludinha (M. glazioviana)
pitomba (T. esculenta) and sapoti (M. zapota)
pulp was used for analysis and the fruits were
manually peeled with knife help. For yellow
grumixama (E. brasiliensis var. Leucocarpus)
and seriguela (S. purpurea) pulp and peel was
analyzed. Each sample was homogenized by
mixer for a total of 200 g.

Physical-chemical analyses

The metodology of Instituto Adolfo Lutz (2008)
was used: the levels of soluble solids (SS) were
determined at 25 °C using an ABBE refractometer
(model Atago-N1) and expressed as °Brix; the
pH of the sliced and homogenized samples was
determined using a digital DMPH-2 pH meter;
the titratable acidity (AT) of 5 g of homogenized
samples, diluted to 100 mL with distilled water,
was determined using a 0.01 N solution of sodium
hydroxide, the results were expressed as g (citric
or malic) acid per 100 g of sample.

Reducing and total sugars

To determine total and reducing sugars, the method
of Nelson (1944) modified by Somogyi (1945) was
used. A Micronal B382 spectrophotometer was
used to read the absorbance at 535 nm and the
results were expressed as a percentage.

Pigments

The determination of the level of pigments
was done by the method of Sims and Gamon
(2002) using a UV/VIS spectrophotometer and
measuring absorbances at 663 nm (chlorophyll
A), 647 nm (chlorophyll B), 537 nm (anthocyanin)
and 470 nm (carotenoids). The absorbance
values were converted to pg g! pulp.



Determination of solvents for phenolic
compounds and antioxidant capacity

Three solvent mixtures were tested: 80% etanol +
20% distilled water, 80% metanol + 20% distilled
water and 80% acetone + 20% distilled water.
The concentration of phenolic compounds was
done colorimetrically using the Folin-Ciocalteau
reagent as described by Singleton et al. (1999).
This method involves the reduction of the
reagent by phenolic compounds and concomitant
formation of a complex that absorbs light at 760
nm. Gallic acid was used as the standard. Results
were expressed as mg gallic acid equivalents 100
g! fresh sample (GAE).

The in vitro antioxidant capacity was
determined using the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) as described by Mensor et al.
(2001). The antioxidants in samples react with
DPPH which is a stable free radical. It is converted
to 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine. The degree of
decolorization indicates the antioxidant potential
of the extract. The absorbance at 517 nm was
measured. Results were expressed as percentage
DPPH reduced, according to equation 1.

% DPPH Reduced = ((Abs, . — Abs /Abs *100

Eq. 1

Sample} Control)

where, Abs_ . is the absorbance of the DPPH
solution and AbsSample is the absorbance of the
sample.

Data analysis

Four repetitions of the physical-chemical analyses,
sugars and pigments were done, average results
are presented. The determination of phenolic
compounds and antioxidant activities were done
in triplicate for each repetition. An ANOVA, F and
Tukey tests for average comparison were done.

Results and discussion

Physical-chemical analysis

Pitomba, a species native to Brazil, had 24.60
°Brix SS, which was higher than the others (Table
1). Yellow grumixama had the highest titratable
acidity, 1,33 g acid 100 g! pulp. Sapoti had the
lowest titratable acidity. The pH values ranged
from 3.06 for yellow grumixama to 3.66 for
cabeludinha, with the exception of sapoti, which
had a pH of 5.08.

Physical-chemical properties of exotic and native Brazilian fruits

Table 1. Soluble solids, pH and titratable acidity of unconventional Brazilian
fruits. Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP in Botucatu, Sdo Paulo

Physical-Chemical*

Fruit Soluble solids Titratable acidity*
(°Brix) PH (g acid 100 g pulp)
Cabeludinha 15.90+0.32 3.66+0.09 0.22+0.01
Sapoti 16.68+0.10 5.08+0.19 0.05+0.01
Pitomba 24.60+0.63 3.40+0.09 1.05£0.12
Yellow grumixama 15.63+1.70 3.060.13 1.334£0.09
Seriguela 15.07+0.64 3.12+0.04 0.74+0.08

*Cabeludinha, yellow grumixama and seriguela: titratable acidity expres-
sed as g citric acid 100 g pulp. Sapoti and pitomba: acidity expressed as g
malic acid 100 g”" pulp. Average + standard deviation.

Lira Jr. et al. (2010) when evaluating seriguela
clones from the germoplasm bank of Itambé-
PE/Brazil, found SS values from 16.47 to 23.87
°Brix and titratable acidity from 0.73 to 1.15%.
Ramirez-Hernandez et al. (2008) found that wild
mexican seriguela had 7.0 to 10.8 °Brix SS, while
cultivated seriguela had 8 to 15.6 °Brix SS, with
a tendency to increase under ideal climactic
conditions. The levels of SS found in the present
study were consistent with the literature cited.

Research on sapoti done by Morais et al. (2006)
found 0.2 to 0.25% malic acid total titratable
acidity after being stored 12 days and a pH
ranging from 5 to 6, which conforms with those
found in the present study. The pH depends
on the concentration of free H' ions, while SS
depends on the sugar content of the fruit.

Total and reducing sugars

Sapoti and yellow grumixama had the highest
values of reducing sugars, 13.04 and 16.68%,
respectively. Total sugars and sucrose were not
obtained (Table 2), while cabeludinha, pitomba
and seriguela had reducing sugars, total sugars
and sucrose, with more in pitomba and seriguela
compared to cabeludinha that had only 0.82%.

Table 2. Total and reducing sugars, as well as saccharose (sucrose) of
unconventional Brazilian fruits. Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP
in Botucatu, Sdo Paulo.

Sugars (%)

Fruit

Reducing sugars  Total sugars Sucrose
Cabeludinha 8.10+0.42 8.97+1.78 0.82+1.90
Sapoti 13.04+1.35 *— *—
Pitomba 9.27+0.31 14.93+1.17 5.38+1.29
Yellow grumixama 16.68+1.09 *— *—
Seriguela 5.21+0.28 10.14+0.15 4.68+0.20

*—: Absence of total sugars and sucrose. Average + standard deviation.
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Maldonado-Astudillo et al. (2014) reported
total sugar values ranging from 4.4 to 22.3%
and for reducing sugars from 0.1 to 14.4% for
seriguela. These differences are due to differences
in climactic and geographic conditions. The
present study found 5.21% and 10.14% for
reducing and total sugars, respectively.

The levels of total and reducing sugars can
be low at the initial stages of maturation, and
increase gradually during ripening (Maldonado-
Astudillo et al., 2014). In fruits with a high level
of sugar, like sapoti, there is a high correlation
between the increase in soluble sugars and
soluble solids (Alves et al., 2000). This is verified
in the present study, with values of 16.68 °Brix
and 13.04% of reducing sugars. The amount of
sugars in sapoti increases during maturation.
This is provided by the degradation of amides and
hemicellulose, as well as degrading the latex of
the fruits, due to the actions of microrganisms or
latex enzymes (Pathak and Bhat, 1952).

Pigments

Yellow grumixama had 74.03 and 65.62 ug g
pulp chlorophylls A and B, respectively, as well as
anthocyanins 473.56 ug g'. This anthocyanins
level is 2.5 higher than seriguela with 185.71
ug g! pulp (Table 3). Seriguela had the highest
value of carotenoids, 185.83 ug g'! pulp, average
between the values obtained by Vargas et al.
(2017) in ripe seriguela fruits (143.8 and 853.6
ug g'). It should be noted that yellow grumixama
and seriguela are consumed with the peels. So,
the pulp along with the peels of the fruits probably
contribute to the high levels of pigments.

Carotenoids, besides being pigments, have
several functions such as vitamin A activity,
cancer prevention, cardiovascular protection
and the ability to reduce the risks of cataracts
(Chirinos et al., 2010). So, seriguela is noteworthy
due to its high concentration of carotenoids.

Determination of solvents for phenolic
compounds

80% acetone was the most effective for sapoti,
pitomba and seriguela (Table 4). For yellow
grumixama and cabeludinha the three different
solvents performed similarly (P < 0.05). Note
that cabeludinha had a high level of phenolic
compounds, in average 451.60 mg gallic acid 100
g! fresh weight.

Table 4. Evaluation of extraction solvents for phenolic compounds in
unconventional Brazilian fruits. Faculdade de Ciéncias Agrondémicas/
UNESP in Botucatu, Sdo Paulo.

Total Phenolic Compounds
(mg gallic acid 100 g fresh weight)

Fruit cv
Ethanol Methanol Acetone
80% 80% 80%

Cabeludinha 412.15 a* 502.83 a 439.83 a 20.60
Sapoti 16.51 b 13.88b 23.67 a 11.06
Pitomba 105.95 b 100.18 b 191.41 a 23.19
Vellow 168.51a 192.02a 183.72a 14.71
grumixama

Seriguela 95.95b 95.83 b 185.85a 13.31

*Averages followed by the same letter in lines don't differ significantly by
the Tukey test (P < 0.05). CV (%): coefficient of variation.

Table 3. Levels of chlorophyll A, chlorophyll B, anthocyanins and carotenoids of unconventional Brazilian fruits. Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP in

Botucatu, Sdo Paulo.

Pigments (pg g"' pulp)

Fruit

Chlorophyll A Chlorophyll B Anthocyanins Carotenoids
Cabeludinha 10.61+2.49 13.14£3.32 64.87+5.19 67.78+8.70
Sapoti 54.95+22.78 30.58+15.83 38.78+11.59 23.56+10.87
Pitomba 8.33+2.26 13.22+2.65 57.51+17.67 13.7745.25
Yellow grumixama 74.03+31.35 65.62+39.07 473.56+160.96 185.83+36.98
Seriguela 11.64+6.64 12.22412.07 185.71+36.70 275.31+53.51

Average + standard deviation.
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According to Vasco et al. (2008) fresh fruit
species can be classified as low (< 100 mg
GAE/100 g), medium (100 to 500 mg GAE/100
g) or high (> 500 mg GAE/100 g). According to
this classification, sapoti and seriguela have low
levels of phenolic compounds, yellow grumixama
and pitomba are intermediate and Cabeludinha
has high content.

Roesler et al. (2007) studied the in vitro
antioxidant activities of fruits from the do Cerrado
(Annona crassiflora, Solanum lycocarpum, Eugenia
dysenterica, Caryocar brasilense and Swartzia
langsdorfii) and verified that water did not extract
as many phenolic compounds as ethanol and that
ethanol and that the concentration was higher in
the seeds and peels. Although cabeludinha’s peels
were not analyzed in the present study, the pulp
had a high concentration of phenolic compounds.

The camu-camu (Myrciaria dubia) is known
to be an important source of antioxidants,
such as vitamin C, beta-carotene and phenolic
compounds (Vidigal et al., 2011). Total phenolic
content obteined by Tietbohl et al. (2017) in
Myrciaria floribunda fruits was 0.23 g GAE g.
Cabeludinha is in the same family (Myrtaceae)
and genus (Myrciaria) of this fruits. Based on the
results of the current study, it also has a high
potential to become a good source of antioxidants
with beneficial characteristics for consumers.

Silva et al. (2018) studied uvaia fruits
(Eugenia pyriformis) and obtained values
between 402.69 and 483.25 mg GAE 100 g'!
for phenolic compounds. While in the present
study, yellow grumixama (Eugenia brasiliensis
var. Leucocarpus), a plant of the same genus and
family, values between 168.51 and 192.02 GAE
100 g'! were observed.

Physical-chemical properties of exotic and native Brazilian fruits

In sapoti fruits, phenolic compounds are
important for astringency. During maturation,
this change due to the polymerixation of
these compounds and this decreases
their concentrations (Lakshminarayana e
Subramanyam, 1966, Taira et al., 1997). Thus,
the reduction in the concentrations of tannins
tend to reduce the total phenolics (Abe et al.,
2011). This can explain the low levels found in
the current study (from 13.88 to 23.67 mg gallic
acid 100 g fresh weight).

Determination of solvent for antioxidant
capacity

Sapoti had the lowest in vitro antioxidant
capacity, 21.54%. It was not affected by the
solvent chosen (Table 5). For cabeludinha,
80% ethanol and 80% methanol, did not differ
statistically. Similar results were obtained with
yellow grumixama. In contrast, 80% methanol
and 80% acetone were best for pitomba. For
seriguela 80% acetone was best.

According Alezandroa et al. (2013) lower
levels of phenolic compounds and consequently,
lower antioxidant capacity were observed in
mature jabuticaba fruit (Myrtaceae family and
native Brazilian specie) pulps. The seeds had
high in vitro antioxidant capacities, followed by
the peel and the pulp, regardless of the method
used (Folin-Ciocalteu, or DPPH). This can be
explained by the fact that some compounds
undergo modifications in ripe fruits due to
enzyme activities, such as the hydrolysis of
glycosides by glycosidases, the oxidation of
phenolic compounds by phenol oxidases and
the polymerization of free phenols. Besides
this, soluble phenolic compounds are present at

Table 5. Evaluation of extraction solvents for determining the antioxidant capacity using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) of unconventional Brazilian fruits.

Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP in Botucatu, Sdo Paulo.

Antioxidant capacity
(% DPPH reduced)

Species cv
Ethanol 80% Methanol 80% Acetone 80%

Cabeludinha 94.71 ab* 95.89 a 93.25b 0.77

Sapoti 19.93a 28.88a 15.80 a 15.30

Pitomba 70.66 b 95.58 a 96.80 a 10.15

Yellow grumixama 95.11 a 95.31a 91.32b 1.25

Seriguela 9241 ¢ 94.06 b 96.17 a 0.58

*Averages followed by the same letter in lines don't differ significantly by the Tukey test (P < 0.05). CV (%): coefficient of variation.

179



Acta Agronémica. 68 (3) 2019, p 175-181

higher concentrations in the peel, compared to
the pulp (Robards et al., 1999). This fact should
be double-checked with sapoti, since it had lower
antioxidant capacity. Neri-Numa et al. (2014)
studied pitomba fruits. They suggested that they
can be explored as a good source of antioxidants
that can have anti-cancer properties. Engels et
al. (2012) found 21 phenolic compounds using
mass spectrometry. In the present study, high
antioxidant capacity in pitomba (from 70.66 to
96.80%) and seriguela (from 92.41 to 96.17%)
was evaluated.

By means of the obtained results, the fruits
studied presented high antioxidant potential,
being able to be rich sources of bioactive
compounds in the feeding besides the possible
stimulation of the consumption of native fruits,
valorization of the species and diversification of
the consumption of vegetables.

Conclusion

The fruits cabeludinha, pitomba, yellow
grumixama and seriguela represent sources of
phenolic compounds with important antioxidant
capacity. Cabeludinha stands out from other
fruits due to its relevant contents of phenolic
compounds and yellow grumixama and seriguela
due to its relevant contents anthocyanins and
carotenoids.
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Resumen

En este estudio se analiza la variabilidad climatica de dos regiones de importancia agropecuaria en los departamentos
de Boyaca y Cundinamarca (Colombia). Se identifican comportamientos modales de variables climaticas de
interés agropecuario, asi mismo, se realiza el analisis intra-anual de eventos extremos y se identifican areas con
deficiencias y excesos hidricos a través de un balance hidroclimatico. Ademas, se identifican zonas con mayor
frecuencia de condiciones de deficiencias y excesos hidricos en el suelo a escala mensual por medio del Indice de
Severidad de Sequia de Palmer (PSDI). Los resultados indican que ambas zonas de estudio no muestran grandes
diferencias climaticas entre si, sin embargo, es importante realizar el estudio por separado con la intencién de
proporcionar informacién local de utilidad para los productores. Saboya en el Valle de Ubaté y Chiquinquira y
Sotaquira en el Alto Chicamocha son altamente afectados por eventos tanto de deficiencia como exceso hidrico.
El evento El Nifio 1997 tuvo un impacto mas fuerte en el area del Valle de Ubaté y Chiquinquira, mientras que en
el Alto Chicamocha se registr6 la mayor reduccion de la precipitaciéon en 1992, lo que coincidié con un evento El
Nifo. En cuanto a excesos hidricos, 2011 registré aumentos superiores a 50% en la precipitacion en las regiones
del estudio, este comportamiento responde al evento La Nifa registrado ese ano.

Palabras clave: Recursos hidricos, agrometeorologia, clima, precipitacion atmosférica, variacion estacional,
balance hidrico, sequia, producciéon ganadera.

Abstract

This study analyzes the climatic variability of relevant agricultural regions in Boyaca and Cundinamarca. Modeling
behaviors of climatic variables of agricultural interest are identified, likewise, the intra-annual analysis of extreme
events is carried out and areas with water deficiencies and excesses are identified through a hydroclimatic
balance. Finally, areas with greater frequency of deficiencies and water excess conditions in soil were identified on
a monthly basis by index of the Palmer Drought Severity Index (PSDI). The results indicate that the two zones of
study do not show great climatic differences between them, however, it is important to carry out separately study
of them looking to provide local useful information for producers. Saboya in the Ubate Valley and Chiquinquira
and Sotaquira in the Alto Chicamocha were affected by both, deficiency and excess, water events. The 1997 El
Nifno event had a stronger impact in the Ubaté Valley and Chiquinquira area. Moreover, Alto Chicamocha region
showed the biggest rainfall reduction registered in 1992, which matchs with an EI Nifio event. In terms of excess
water, 2011 perceived rainfall increases of more than 50% in those two regions, this behavior responded to La
Nina event that year.

Keys words: Water resources, agrometeorology, climate, atmospheric fallout, seasonal variation, water balance,
drought, livestock production.
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Introduccion

Como lo menciona Torres (2011) la ganaderia es
la actividad rural con mayor aporte a la economia
del sector agropecuario del pais y a su vez con
mayor presencia en el espacio rural colombiano.
En Colombia, los Valles de Ubaté y Chiquinquira
y Alto Chicamocha son importantes nichos de
produccion de leche ubicados en el altiplano
Cundiboyacense (Corpoica, 2009).

Los sistemas productivos agropecuarios en este
altiplano presentan una alta variabilidad frente a
amenazas asociadas con la variabilidad climatica
intra e interanual, que segiin diversos estudios
se ha intensificado en las ultimas décadas (IPCC,
2014; CEPAL, 2015). La preocupacion entre los
productores es creciente y perciben una alta
incertidumbre frente al comportamiento del clima
(Corpoica, 2012). De acuerdo con Tapasco et al.
(2015) y tomando en cuenta los escenarios mas
probables de cambio climatico (IPCC, 2014), en
las proximas décadas se presentaria una notoria
disminucion en la produccién de leche y carne,
siendo mas grande el efecto sobre la primera.

Elevento LaNina2010-2011 (CPC, 2017) afect6
63.4% del area del Valle de Ubaté y Chiquinquira
y el 59% del area del Alto Chicamocha. El mayor
impacto se present6 sobre las pasturas de kikuyo
(Pennisetum clandestinum) (Corpoica, 2012), que
constituyen 80% del recurso de alimentacion
ganadera en la regién (Criollo et al., 2012).

Los impactos asociados con la variabilidad
climatica hacen evidente que el sistema ganadero
es altamente vulnerable frente cambios climaticos.
En este sentido, es necesario conocer las
caracteristicas de clima y evaluar la oferta hidrica
integrando los ciclos interanuales como insumos
para la seleccién y recomendacion de alternativas
de manejo que permitan disminuir el riesgo frente
eventos climaticos extremos.

El objetivo del presente trabajo fue generar
informacién climatica de interés agropecuario
presentando las condiciones de disponibilidad
hidrica en los Valles de Ubaté y Chiquinquira y Alto
Chicamocha que sea de utilidad en la planificacion
de actividades productivas, de investigacion y de
capacitacion tendientes a reducir la vulnerabilidad
de los sistemas ganaderos de la region frente a la
variabilidad climatica.

Materiales y métodos

Area de estudio

El Valle de Ubaté y Chiquinquira se encuentra
ubicado entre los 5° 03’y los 5° 54’ Ny 73° 21’y
los 72° 30’ O, con un area aproximada de 218,600
ha y comprende los municipios de: Tausa,

Variabilidad climatica y disponibilidad hidrica en los valles de
Ubaté, Chiquinquira y Alto Chicamocha, Colombia

Sutatausa, Carmen de Carupa, Cucunuba,
Ubaté, Lenguazaque, Guacheta, Fuquene, Susa,
Guasca, Villapinzén y Simijaca en Cundinamarca
y San Miguel de Sema, Saboya, Caldas, Raquira
y Chiquinquira en Boyaca.

El Valle del Alto Chicamocha tiene una
extension aproximada de 363,900 ha entre
4° 33’y los 5° 8N y los 73° 35’ O, comprende
los municipios de: Samaca, Cucaita, Tunja,
Sachica, Chiquiza, Motavita, Combita, Oicata,
Sotaquira, Tuta, Toca, Pesca, Tota, Cuitiva,
Duitama, Firavitoba, Iza, Nobsa, Paipa, Santa
Rosa de Viterbo, Sogamoso, Tibasosa, Corrales,
Busbanza, Floresta, Cerinza, Belén y Tutaza
(Corpoica, 2009) (Figura 1.).

Informacion de clima

Se utilizé el catalogo oficial del Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM, 2013) para identificar y seleccionar las
estaciones climaticas ubicadas en el area de
estudio. De acuerdo con los lineamientos de la
Guia de practicas climatologicas de la OMM (OMM,
2017), a partir de 1980 se trabajo con series
historicas de 30 anos de variables climaticas de
impacto agropecuario, entre éllas: precipitacion,
temperatura del aire (temperatura maxima media,
temperatura minima media y temperatura media),
humedad relativa y brillo solar.

Se seleccionaron series de tiempo con maximo
30% de datos faltantes para las diferentes
variables. Sin embargo, siendo la temperatura
una variable importante en el calculo de la
evapotranspiracion del cultivo de referencia
(ETo), y debido a la limitada disponibilidad de
estaciones con registros de esta variable, se
aceptaron series de tiempo con 40% de datos
faltantes.

El control de calidad de series climaticas
fue realizado por el grupo de Agroclimatologia
de la Corporacién Colombiana de Investigaciéon
Agropecuaria en un protocolo consensuado
con el IDEAM que incluy6 procesos de
complementacion de datos faltantes, tomando
como referente a Vicent-Serrano et al. (2010),
donde a través de planos de correlacion-distancia
(Guijarro, 2014) se agruparon las estaciones
con comportamientos similares y en cada
grupo se aplico el test de Alexandersson (1986)
para detectar heterogeneidades en las series,
finalmente las series con heterogeneidades
fueron rechazadas. Los datos faltantes se
generaron utilizando el método de proporciones
citado por Guijarro (2011) a partir de la
interpolacion espacial de las variables registradas
en estaciones vecinas y teniendo en cuenta la
distancia entre ellas. La validacion del proceso
de calidad se realizé mediante el test de McCuen
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(McCuen, 1998) que compara las diferencias
entre las medidas mensuales en las series de
datos generados respecto a las originales.

Analisis de clima

Los diferentes analisis fueron realizados con
el objetivo de identificar y caracterizar valores
extremos y comportamientos normales de clima
en series de 30 anos para cada variable, de
acuerdo con los lineamientos de la OMM (2017)
para el Valle de Ubaté y Chiquinquira y la regiéon
del Alto Chicamocha. Asi mismo se generaron
graficos y mapas para visualizar la distribucion
espacial y temporal de los fenomenos presentados
y de esta forma argumentar el comportamiento
climatico local para la zona de estudio.

Precipitacion. Se analiz6 la distribuciéon
espacial de los promedios anuales, el analisis
del comportamiento intra-anual promedio por
periodos agricolas (trimestres) y la variacion
inter-anual (identificacién de los afios con
valores climaticos extremos) para cada region.
Adicionalmente se calcularon los porcentajes
anuales de aumento y disminucion de lluvias
(anomalias anuales) para el periodo 1980 - 2011
(multianual) para identificar y caracterizar los
valores extremos.

Para analizar alteraciones climaticas
asociadas con eventos ENSO, se categorizaron
las series de tiempo de cada variable como
eventos El Nifio y La Nifia (CPC, 2017). Para
cada evento se calcularon los promedios
mensuales y se hicieron comparaciones entre si
para identificar la intensidad y duracién media
de las alteraciones.

Temperatura, humedad relativa y brillo solar.
Se realiz6 un analisis general del comportamiento
modal de estas variables climaticas identificando
areas con caracteristicas particulares. La
informacién de estas variables climaticas
sirvieron como insumo para el calculo de la
evapotranspiracién del cultivo de referencia
(ETo) a través de la metodologia FAO Penman
Monteith (Allen et al., 2006).

Balance hidroclimatico. Para el calculo de
la ETo se aplico la metodologia FAO Penman
Monteith (Allen et al., 2000) y se utilizaron las
series de datos climaticos de temperatura de
aire, humedad relativa y brillo solar; los datos
de viento se tomaron de la informacién nacional
de esta variable (IDEAM, 2006).

Con la diferencia en volumen entre
precipitacién y ETo se identificaron areas
donde se presentan condiciones de excesos o
deficiencias hidricas por regién. Los valores
positivos indicaron condiciones de excesos y
valores negativos condiciones de deficiencia.
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Indice de Severidad de Sequia de Palmer
(PSDI). A partir de codigos diselados en lenguaje
R, integrando variables de clima y de suelos
(IGAC, 2000; IGAC, 2005) se calculo el PSDI a
escala mensual en la serie de 30 anos para cada
estacion climatica. Posteriormente, para cada
estacion se realizé el conteo del nimero de meses
con condiciones de sequia y con condiciones
de humedad, comparando con el numero de
meses con condiciones cercanas a lo normal
(Palmer, 1965). Las salidas se representaron
cartograficamente a través de interpolaciones
espaciales (Shepard, 1968) que permiten
identificar areas con alta, media o baja frecuencia
de eventos de sequia y/o humedad en el suelo a
escala mensual.

Resultados

Consolidacion de la informacion
climatica

Una vez terminado el analisis de calidad de la
informaciéon, se encontraron 82 estaciones con
registros climaticos ubicadas en el Valle de
Ubaté y Chiquinquira y 108 en la region del Alto
Chicamocha (Tabla 1 y Figura 1).

Tabla 1. Niumero de estaciones IDEAM segln categoria, por regiones en el
estudio. Colombia.

Valle de Ubaté Alto

Indicador y Chiquinquird Chicamocha

Categoria de estacion

Climatolégica Ordinaria Cco 13 12
Climatolégica principal CcpP 7 8
Meteoroldgica Especial ME 2 1
Pluviogréfica PG 19 18
Pluviométrica PM 42 66
Agrometeorolégica AM 1 3
Total 82 108

El ntmero de series dependio de la variable
climatica, fue asi como algunas estaciones no
registraron informacion de todas las variables, por
tanto, se encontré que la variable precipitacion
contaba con 82 series en el Valle de Ubaté y
Chiquinquira, mientras que en la region del
Alto Chicamocha se identificaron 108 series de
la variable. A diferencia de lo que ocurre con
las variables de temperatura, donde el numero
disminuyé incluso a 8 series en el Valle de Ubaté
y Chiquinquira (Tabla 2).
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Figura 1. Localizacién de estaciones meteorolégicas en el drea de estudio. Colombia.

Tabla 2. Nimero de series por variable climatica, por regiones en el
estudio. Colombia.

. Valle de Ubaté y Alto

Variable - . .
Chiquinquird Chicamocha

Precipitacién (PPT) 82 108
Temperatura media (Tmed) 8 11
Temperatura maxima me- 6 10
dia (Tmax)
Temperatura Minima media 8 9
(Tmin)
Humedad Relativa (HR) 8 18
Brillo Solar (BS) 6 12
Total 118 168

La region del Alto Chicamocha cuenta con 50
series de precipitacion mas que el Valle de Ubaté,
sin embargo, dada su mayor extension (145,333
ha mas que el Valle de Ubaté y Chiquinquira)
deberia contar con un mayor ntimero de series
de tiempo para cumplir las recomendaciones de
la OMM (2017) (Figura 2A.)

Distribucion espacial de los promedios
anuales de precipitacion

Al realizar el analisis global de la precipitacion
en el area de estudio, se identificaron tres
patrones de comportamiento de lluvias, los

cuales se designaron como conglomerado 1, 2y
3, respectivamente (Figura 2B.).

El conglomerado 1 (color azul) agrupa 16
estaciones del Valle de Ubaté y Chiquinquira y
18 del Alto Chicamocha, de las cuales 7 y 10,
respectivamente, se ubican en el departamento
de Santander. Estas estaciones presentan los
mayores valores de precipitacién con un promedio
en el periodo 1980 - 2011 de 2212 mm/afno con
una distribucién bimodal (Figura 2B.).

El conglomerado 2 (color rojo) agrupa 17
estaciones del Valle de Ubaté y Chiquinquira
y 18 del Alto Chicamocha, con un promedio
anual de lluvias de 927 mm/ano y 1619 mm/
ano, respectivamente, (Figura 2B). Debido
a la influencia de los patrones de lluvia del
piedemonte llanero, las estaciones en este
conglomerado presentan distribucién monomodal
(Corpoica, 2012).

El conglomerado 3 (color verde) agrupa 50
estaciones del Valle de Ubaté y Chiquinquiray 73
del Alto Chicamocha con precipitacion promedio
de 947 mm/anoy 944 mm/afo, respectivamente.
En esta zona se presenta la menor precipitacion
promedio anual en la region del Alto Chicamocha
(Figura 2B.). El conglomerado 3 comprende la
mayor area en estudio, por lo que los analisis
del comportamiento de la precipitacién se
concentraron en €l.
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SON: septiembre-octubre-noviembre.

Distribucion intra-anual de precipitaciéon por
periodos agricolas. Segun la distribucion de
las lluvias, se identificaron: una temporada seca
(diciembre, enero y febrero, trimestre DEF), una
de lluvias en el primer semestre (marzo, abril y
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mayo —MAM), y un periodo de transiciéon entre
las temporadas de lluvia (junio, julio y agosto
—JJA) y la temporada de lluvias del segundo
semestre (septiembre, octubre y noviembre,
trimestre —SON). Las lluvias del trimestre DEF



representaron 15% de la precipitacion anual,
mientras que los trimestres lluviosos (MAM y
SON) comprendieron, aproximadamente, 32%
cada una (Figura 2B).

No existieron grandes diferencias en los
volumenes trimestrales de precipitacion entre
ambas regiones (maximo 10 mm). En las
temporadas secas se observaron menores valores
de lluvias en la region del Alto Chicamocha,
asi como mayores valores de lluvia acumulada
durante las temporadas humedas (Figura 2B).
Esto indica que, en promedio, se presentan
mayores fluctuaciones en la precipitacion a través
del ano en el Alto Chicamocha que en el Valle de
Ubaté y Chiquinquira.

La diferencia trimestral de lluvias permite
afirmar que la disponibilidad hidrica es menor
durante el trimestre DEF, periodo en que se
presentan los mayores problemas relacionados
con ataque de plagas asociadas con aumento
de temperatura del aire durante del dia
(Corpoica, 2012).

Variacion interanual de la precipitacion. En
las Figuras 3 y 4 se observan las anomalias
encontradas a partir de los promedios anuales en
cada region. Las maximas anomalias positivas
(exceso de lluvia) se registraron en 2010 y 2011
y las negativas (deficiencia de lluvia) en 1992
y 1997, lo cual coincide con eventos La Nina
(exceso) y El Nifo (deficiencia) (CPC, 2017).

Comportamiento de la precipitacion en
afios extremos (exceso y déficit)

En el Valle de Ubaté y Chiquinquira se observan
grandes diferencias en el volumen de precipitacién

80%
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respecto al promedio durante los trimestres MAM
y SON con las mayores diferencias en abril (cerca
de 200 mm) y octubre (cerca de 100 mm). En el
trimestre JJA se observan menores diferencias, lo
que supone una menor influencia de las fuentes
de variabilidad climatica durante este periodo en
la region (Figura 5).

En el sur del valle se presentaron las mayores
anomalias positivas, en el municipio de Cucunuba,
donde se registr6 un aumento de 100% en la
precipitacion durante 2011. Los municipios
Simijaca, Carmen de Carupa, Ubaté, Sutatausa
y Raquira presentaron las mayores reducciones
(entre 40% y 60%) durante 1997 (Figura 6).

En el municipio Lenguazaque se presentaron
aumentos entre 60% y 80% durante el evento La
Nifia 2011 y reducciones entre O y 20% durante
el evento El Nifio 1997 (Figura 6).

En el Alto Chicamocha se observaron diferencias
considerables en los voliumenes de precipitacion
respecto al promedio, principalmente en abril
y octubre (Figura 7). En los municipios de
Samaca, Tunja, Motavita y Toca se duplicaron
los promedios historicos durante el evento La
Nina 2011; sin embargo, en algunas estaciones se
registraron anomalias negativas, principalmente
en Tutaza (Figura 8). En Samaca se presentaron
aumentos entre 80% y 100% durante el evento
La Nina de 2011 y reducciones entre 0 y 20%
durante el evento El Nifio de 1992 (Figura
8). En el evento El Nifio 1992, en la regién se
presentaron reducciones entre 20% y 40% en la
precipitaciéon, mostrando un comportamiento
mas homogéneo que el observado en La Nina
2011 (Figura 8).

60%

66%

40%

20%

Anomalia %

0%

-20%

21%
-20%

-26%

-40%

1997 -29%
1992
2001 |-26%
2009
1983
1991
1989
1980
2003
2002
1985
1987
1993

1995

1990
2005
2007
2004
2000

1988
1984
1986
1982
1996
1994
1998
1981
1999
2008
2006
2010
2011

Figura 3. Anomalia porcentual anual en el Valle de Ubaté y Chiquinquird. Colombia.
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Figura 5. Precipitacion mensual en los afios extremos 1997 y 2011 y promedio para el periodo 1980-2011 en el Valle

de Ubaté y Chiquinquira. Colombia.

Precipitacion en eventos El Nifio y La Nifia

Existe una relacién entre la precipitacion y los
eventos climaticos La Nifia y El Nifio (Caicedo, 2007).
En las Figura 9 y 10 se observan incrementos de
la precipitacion bajo eventos La Nina (anomalia
positiva) y reducciones bajo eventos El Nifio
(anomalia negativa) por trimestre. En las dos
regiones se evidencian mayores anomalias durante
los trimestres secos (DEF y JJA) que durante los
trimestres de lluvia (MAM y SON).
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Temperatura del aire

Las estaciones ubicadas en el area del Valle
de Ubaté y Chiquinquira no registran o no
cumplen los parametros de calidad para la
variable temperatura del aire, por tanto a partir
de interpolaciones de informacion registrada en
estaciones ubicadas alrededor del area de estudio
(en un diametro de 30 km) se encontré que la
temperatura maxima media fluctia entre 18 y
23°C con los mayores valores hacia el norte en



limites con el departamento de Santander y
valores entre 18 y 20°C en municipios como
Cucunuba y Lenguazaque. La temperatura
minima media vari6o entre 8 °C y 9 °C,
con los menores valores hacia el sur del
valle en los municipios Ubaté, Cucunuba,
Sutatausa y Tausa.
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En el Alto Chicamocha los menores valores se
presentan hacia el nororiente en los municipios
de Tutaza y Belén (entre 16 °C y 20 °C) y hacia el
suroccidente en los municipios Tunja, Cucaita,
Samaca y Motavita (entre 18 °C — 19 °C). La
region del Alto Chicamocha es montanosa con
pendientes que generan alta variabilidad de la
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Figura 6. Anomalias porcentuales de precipitacién en 2011 (izg.) y 1997 (der.) en el Valle de Ubaté y Chiquinquira. Colombia.
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temperatura del aire en funcién de la altitud
sobre el nivel del mar (Corpoica, 2012). Los
promedios anuales de temperatura minima media
de la region varian entre 6 °C y 12 °C, con los
promedios mas bajos hacia los municipios de
Sogamoso, Tunja, Paipa y Samaca. La relacion
entre los promedios de temperatura minima
media y altitud es menos clara que la encontrada
con la temperatura maxima, lo cual coincide con
lo registrado por el IDEAM (2009), donde indica
que esto puede ser debido a que el enfriamiento
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nocturno del aire esta asociado con otros factores
adicionales a la altitud, como son la direccion
de los vientos, orientacion de las pendientes y
caracteristicas de los suelos y coberturas.

En el trimestre DEF se presentaron las
temperaturas maximas mas altas (23 °C) y las
temperaturas minimas mas bajas (8 °C) en ambas
regiones, lo cual es favorable para especies vegetales
que responden positivamente a estos cambios de
temperatura, no obstante, es un factor de riesgo
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Figura 8. Anomalias porcentuales de precipitacién en 2011 (izq.) y 1992 (der.) en el Alto Chicamocha. Colombia.
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Figura 9. Anomalias de precipitacién trimestral en el conglomerado 3 durante
eventos El Nifio y La Nifia en el Valle de Ubaté y Chiquinquird. Colombia.
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para las especies vegetales sensibles a fuertes
cambios de temperatura durante el dia (Snyder y
Melo, 2010). La temperatura media del aire vario
entre 13 °Cy 15 °C en las dos regiones, siendo MAM
el trimestre mas calido y JJA el mas frio.

Humedad relativa

Los valores de la humedad relativa variaron entre
70% y 85% en ambas regiones. Los mayores
valores en el Valle de Ubaté y Chiquinquira se
observaron hacia el sur en los municipios Tausa
y Cucunuba, sin embargo, estos valores son
producto de interpolaciones a partir de estaciones
cercanas, ya que la disponibilidad de informacion
de humedad relativa es limitada en esta region.
Se obtuvieron datos de la estacion IDEAM del
municipio de Fuquene: En esta estacion los
valores promedio de humedad relativa para el
periodo 1980 - 2011 estan en el orden de 78%,
lo cual puede ser representativo para la zona
central del valle.

En el Alto Chicamocha se logra un mejor ajuste
debido a que se cuenta con informacion de siete
estaciones ubicadas en el area. A partir de esta
informacion se encuentra que los municipios con
ambientes mas humedos (85%) son Tota, Cuitiva
y la parte norte de los municipios de Duitama y
Paipa. Por otro lado, Nobsa, Tutaza y la parte
central y sur del municipio de Paipa, presentaron
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Figura 11. Comportamiento promedio intra-anual de las variables humedad
relativa (HR) y brillo solar (BS) respecto a la precipitacion (PPT) en el Valle de
Ubaté y Chiquinquird. Colombia.

Balance hidroclimatico regional

En el Valle de Ubaté y Chiquinquira la precipitacion,
promedio anual, fue de 1183 mm, mientras la ETo
promedio fue de 1121 mm/afio, lo que indica
condiciones cercanas al equilibrio hidrico anual.
Sin embargo, el promedio de precipitacion en las
estaciones del conglomerado 3 es de 947 mm/afo
frente a una ETo de 1122 mm/afo; lo que indica
que la deficiencia hidrica anual es de 175 mm.
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menores porcentajes de humedad relativa
promedio en el periodo 1980 - 2011 (73%).

El analisis intra-anual muestra correspondencia
con las temporadas secas y lluviosas modales en
la zona, con los valores mas altos de humedad
relativa en el trimestre MAM (83%) y los mas bajos
en el trimestre DEF (79%).

Brillo Solar

En el Valle de Ubaté y Chiquinquira se observa
un acumulado anual promedio de 1847.7 horas
de brillo solar. La mayor acumulacion de horas
de brillo solar coincide con la mayor acumulacion
en la temporada seca (DEF) y los menores valores
en la temporada de altas precipitaciones (MAM).
Tal como se observa en las Figuras 11 y 12, las
variables humedad relativa y precipitacion se
encuentran directamente relacionadas, mientras
que brillo solar y precipitacion muestran un
comportamiento inverso (Corpoica, 2012).

En la regién del Alto Chicamocha se observa
un comportamiento similar entre las variables
mencionadas al encontrado en el Valle de
Ubaté y Chiquiquira (Figura 12), sin embargo,
el acumulado anual promedio es menor en 121
horas de brillo solar (1726.6 horas), lo que indica
que esta region tiene mayor nubosidad y esto
interviene con la entrada directa de rayos solares
a la superficie terrestre.
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Figura 12. Comportamiento promedio intra-anual de las variables humedad
relativa (HR) y brillo solar (BS) respecto a la precipitacion (PPT) en el Alto
Chicamocha.

En el municipio de Saboya, en limites con
el departamento de Santander, se evidencia un
exceso hidrico de aproximadamente 100 mm por
ano; contrario a lo que se registra para el municipio
de Cucunuba, el que presenta mayor déficit hidrico
con cerca de 300 mm al ano (Figura 13).

En el Alto Chicamocha el promedio de
precipitacion fue de 1259 mm/afno, mientras
que el promedio de ETo fue de 1103 mm/ano.
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Lo anterior indica que a escala anual existe un
excedente hidrico regional. No obstante, si se
analizan solo las estaciones del conglomerado
3, el promedio de precipitacion fue de 944
mm/ano frente a un promedio de ETo de 1148
mm/afo, lo que indica deficiencias hidricas de
aproximadamente 203 mm por aio, siendo este
valor mayor que lo presentado en el Valle de Ubaté
y Chiquinquira.

Los municipios de Sogamoso, Tibasosa, Iza,
Toca, Pesca, Oicata y Tunja presentaron el mayor
déficit hidrico de la region. Por otro lado, las areas
que limitan con el departamento de Santander
registraron excesos hidricos que alcanzan los
1000 mm al ano (Figura 13).

Susceptibilidad a excesos y deficiencias
hidricas (PSDI)

En la Figura 14 se observa la distribucion
espacial de la frecuencia con que la disponibilidad
hidrica toma valores categorizados como eventos

de deficiencia de humedad en el suelo segun el
indice PSDI (Palmer, 1965) en relacion con la
ocurrencia de condiciones normales.

En el Valle de Ubaté y Chiquinquira el 28%
del area muestra alta frecuencia a eventos
de deficiencia hidrica, principalmente en los
municipios Susa, Fuquene, San Miguel de Sema,
Chiquinquira y Saboya (Figura 14). De manera
general, esto significa que estos municipios son
altamente susceptibles a la presencia de eventos
de deficiencia hidrica a escala mensual.

En la region del Alto Chicamocha se observo alta
frecuencia de ocurrencia de eventos de deficiencia
hidrica en el 36% del area, principalmente en
los municipios Motavita, Combita, Oicata, Tuta,
Paipa, Sotaquira, Tibasosa y hacia el norte, en
los municipios Santa Rosa, Cerinza, Tutaza y
Belén (Figura 14).

Ambas regiones son susceptibles a la
ocurrencia de eventos de déficit hidrico en gran
parte del area, ya que el 63% del area del Valle
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Figura 13. Balance hidroclimético regional en el Valle de Ubaté y Chiquinquird y en el Alto Chicamocha. Colombia
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Figura 14. Frecuencia de ocurrencia de eventos de deficiencias hidricas en el Valle de Ubaté y Chiquinquira (izquierda) y el Alto Chicamocha (derecha). Colombia.

de Ubaté y Chiquinquira y el 78% en el Alto
Chicamocha se encuentran en las categorias de
frecuencia alta y media (Figura 14). El 58% del
area del Valle de Ubaté y Chiquinquira presenta
alta y media frecuencia de ocurrencia de eventos
de exceso, principalmente hacia el norte de la
region (Figura 15).

Se observé que los municipios Saboya y
Chiquinquira son altamente susceptibles
tanto a frecuencia de ocurrencia de eventos
de déficit como de exceso, lo cual indica que
estos municipios son fuertemente afectados por
eventos de variabilidad climatica.

En el Alto Chicamocha 68% del area presenta
frecuencias alta y media de ocurrencia de eventos
de exceso hidrico (Figura 15). Se observa que
las areas con alta frecuencia de condiciones
de excesos y deficiencias hidricas coinciden
espacialmente. En estas areas se encuentran los
municipios: Sotaquira, Tutaza, Belén y Cerinza
ubicados al norte de la region.

Discusion

Teniendo en cuenta la importancia de la regién
como nicho central de la produccién lechera
especializada del pais (Carulla y Ortega, 2016)
y de acuerdo con las caracteristicas climaticas

encontradas en el presente estudio, es evidente el
grado de vulnerabilidad al que esta expuesto este
renglon de la produccion. Saboya y Lenguezaque
en el Valle de Ubaté y Chiquinquira y Sotaquira,
Paipa y Cerinza en el Valle del Alto Chicamocha,
son altamente vulnerables tanto a condiciones de
sequia como de exceso hidrico. Esta situacion
es debida en gran medida a la acumulacion
de fenémenos metereologicos o climaticos que
no necesariamente son considerados extremos
(IPCC, 2012).

En la mayor parte del territorio estudiado
se observan condiciones de deficiencia hidrica
tomando como base las condiciones normales en
series historicas de 30 anos, esto ratifica el hecho
informado por el IPCC (2012) respecto a que las
sequias pueden intensificarse en algunas zonas
debido a la disminuciéon de las precipitaciones
y/o aumento de la evapotranspiracion. En
el caso del Valle de Ubaté y Chiquinquira
y del Alto Chicamocha esta situacion se
presenta principalmente por el aumento de
la evapotranspiracion, lo que coincide con
resultados encontrados por Martinez et. al.
(2017).

Las variaciones del clima en el altiplano
cundiboyacense responden al movimiento
estacional de la Zona de Convergencia Intertropical
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Figura 15. Frecuencia de ocurrencia de eventos de exceso hidrico para el Valle de Ubaté y Chiquinquira (izquierda) y el Alto Chicamocha (derecha). Colombia.

(ZCIT) y su interacciéon con los eventos ENSO
(Narvaez y Leon, 2001) e inciden tanto en la
cantidad como en la calidad de la leche que se
produce (Corpoica, 2012; Tapasco et. al., 2015);
por tanto es necesario desarrollar estrategias
de manejo de pasturas para amortiguar la
vulnerabilidad del sistema ganadero, conociendo
los riesgos asociados con las particularidades
climaticas actuales. El presente estudio es una
aproximacién a las caracteristicas del clima
en los ultimos 30 anos en el Valle de Ubaté y
Chiquinquira y el Alto Chicamocha.

Conclusiones

Identificar y definir patrones de comportamiento
de la precipitaciéon por regiéon puede facilitar
la planeacién de acciones de mitigaciéon y
adaptacion frente a eventos de exceso o déficit
hidrico a escala local.

Con los resultados alcanzados en este estudio
es posible priorizar esfuerzos en cuanto a planes
y programas que beneficien la adaptacion de la
region frente a eventos de variabilidad climatica.

Es importante considerar que la variabilidad
natural seguira siendo un factor determinante en
los fenémenos climaticos extremos en el futuro.
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Resumen

En el estudio se evalu6 el establecimiento aséptico de Monstera acuminata Koch y Monstera deliciosa Liebm (Araceae)
a partir de hojas y la induccioén de la organogénesis in vitro de M. acuminata K. a partir de discos de tallos de
brotes jovenes. Para el efecto se aplicaron diferentes protocolos de desinfeccién a hojas maduras y brotes jovenes,
de los cuales se extrajeron explantes foliares de 1 cm? y discos de tallo de 1 mm de grosor, aproximadamente.
Los explantes se establecieron en medios semisélidos con diferentes tratamientos hormonales durante la etapa
de establecimiento aséptico e inducciéon de la organogénesis. La desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaClO) al
3% por 20 min y el medio Murashige y Skoog (1962) al 50% con el preservador para cultivo de tejidos vegetales
(PPM) favorecié una menor oxidacion en los explantes foliares de ambas especies. Todos los explantes de M.
deliciosa en ambos tratamientos cultivados en medio adicionado con PPM y a diferentes protocolos de desinfecciéon
sobrevivieron, no presentaron contaminaciéon y mas de 80% conservo actividad celular hasta 49 dias de edad de
cultivo. A los 35 dias de cultivo, con la desinfecciéon en Tween-20 + Etanol al 20% + NaClO al 2.5%, y la siembra
de los explantes en el medio MS adicionado con 1 mg/1de BAP, 0.5 mg/1 de AIA y 0.1 mg/1 de ANA se indujeron
siete brotes nuevos de discos de tallo. Monstera deliciosa presenté mayor capacidad de adaptacion a condiciones
in vitro. Los avances en el establecimiento aséptico y en la inducciéon de la organogénesis en araceas nativas para
la produccién de mimbre, son la base para la conservacion ex situ de las poblaciones locales.

Palabras clave: Araceae, conservacion ex situ, establecimiento aséptico, explantes foliares, organogénesis.

Abstract

In this paper we present the bases for the aseptic establishment of Monstera acuminata Koch and Monstera deliciosa
Liebm (Araceae) from leaves and the induction of in vitro organogenesis of M. acuminata K. from discs of stems of
young shoots. Different disinfection protocols were applied to mature leaves and young shoots, from which foliar
explants of 1 cm? of both species were extracted, and stem disks approximately 1 mm of thick in M. acuminata
K. The explants were established in semi-solid media with different hormonal treatments during the stage of
aseptic establishment and induction of organogenesis. Disinfection with 3 % of sodium hypochlorite (NaClO) for
20 min and 50 % Murashige y Skoog medium (1962) with PPM, led to less oxidation in the leaf explants of both
species. All the explants in the two treatments belonging to M. deliciosa, grown in medium added with PPM and
different disinfection protocols, survived, did not present contamination and more than 80 % maintained answer’s
capacity until 49 days of culture. After 35 days of culture, with disinfection in Tween 20 + Ethanol 20% + 2.5%
NaClO, and sowing of the explants in the MS medium added with 1 mg/1 of BAP, 0.5 mg/1 of AIA and 0.1 mg/1 of
ANA were indueces seven new shoots of stem disks. M. deliciosa had better ability to adapt to in vitro conditions.
Advances in the establishment and induction of organogenesis in native araceas for wicker production are the
basis for ex situ conservation of local populations.

Index words: Araceae, aseptic establishment, ex situ conservation, foliar explants, organogenesis.
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Introduccion

La conservacion de poblaciones silvestres de
araceas es de importancia porque de ellas se
obtienen fibras para diversos usos en Ameérica
Latina. Monstera deliciosa Liebm. y Monstera
acuminata Koch son dos especies de esta
familia vegetal, ttiles para la construcciéon
de herramientas de cesteria, artesanias y
muebles, ademas poseen valor cultural y
economico en las comunidades Mam del
Volcan Tacana, Chiapas, México (Acebey et
al., 2007). Ambas especies son elementos
propios del Bosque Meso6filo de Montana
(BMM), ecosistema mexicano amenazado por
la deforestacion (Villasefior, 2016) por tanto, y
debido a su importancia cultural y artesanal,
deben ser rescatadas bajo técnicas apropiadas
de conservacion ex-situ.

El cultivo in vitro es una técnica posible que
permite almacenar, seleccionar y mantener el
germoplasma bajo condiciones asépticas, para
introducirlo de nuevo a su habitat natural (Reed
et al., 2013). En araceas este método de cultivo
ha sido poco documentado. Montes et al. (2004)
en hojas juveniles de Anthurium andreanum L.
encontraron que la desinfeccion in vitro con doble
inmersién en NaClO al 0.53% + Tween-20 por
30 min, seguido de otra inmersién en NaClO al
0.27% + Tween-20 por 20 min, resulto eficiente
para asegurar el 96% del material vegetal
aséptico; mientras que Materan-Oviedo et al.
(2008) recomiendan la desinfeccién con NaClO
al 2.5% v/v, durante 15 min, seguido de la
inmersion en una soluciéon de 50 mg/1 de benomyl
+ cisteina por 1 min.

La induccion de callo organogénico a
partir de explantes foliares ha sido posible en
Anthurium andreadrum L., segun Atak y Celik
(2009) empleando sales MS (1962) con 50% de
la concentracion de sales, suplementadas con
0.6 mg/1 de acido 2,4-diclorofenilacético (2,4-D)
y 1 mg/1 de benciladenina (BA); mientras que
Valle-Sandoval et al. (2008) recomiendan el uso
de sales MS (1962), 3% de sacarosay 0.6 % de
agar, en combinaciéon con bencilaminopurina
(BAP) a 2 mg/l y acido indolacético (AIA) de
0.1 - 1.8 mg/l160.1 mg/lde 2, 4-Dy 1 mg/l
de BA, para la induccion de brotes a partir de
discos de tallo.

Debido a la falta de protocolos de desinfeccion
e induccién in vitro de plantas de la familia
araceas de interés (Monstera sp., entre ellas)
el objetivo de esta investigacion fue establecer
los protocolos para el establecimiento aséptico
y la induccién de la organogénesis in vitro de M.
acuminata Koch y M. deliciosa Liebm, a partir
de hojas y discos de tallos de brotes.

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

Materiales y métodos

Para el estudio, las plantas de M. deliciosa
L. y M. acuminata K. fueron recolectadas en
comunidades del Soconusco (Chiapas, México),
respectivamente en Fraccion Barrio Nuevo (N 15°
04.1127, O 92° 06.740”) y en Guadalupe (N 14°
58.13”,092° 18.117”). Los esquejes recolectados
fueron conservados en condiciones de invernadero
a 25 + 2 °Cy 77% de humedad relativa por
un lapso de 80 dias, en las instalaciones del
Campo Experimental Rosario Izapa, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (CERI-INIFAP).

Establecimiento aséptico de M.
acuminata y M. deliciosa

En este caso, para obtener los explantes fueron
utilizadas dos hojas maduras por especie. En el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CERI-
INFAP, las hojas fueron lavadas con una soluciéon
de 5 ml de jabon neutro en 200 ml de agua. Para
obtener cuatro segmentos de 3 x 12 cm por hoja,
previamente se eliminé la nervadura principal
antes de su correspondiente desinfeccion.

El primer protocolo de desinfeccion consistio
en la inmersion de las hojas en una solucion
antioxidante fungicida en agitacién constante
compuesta por 30 g/l de sacarosa + 100 mg/1
de acido ascérbico Meyer® + 150 mg/1 de acido
citrico Meyer® + 1. 5 g/1 de azoxistrobin (Amistar
Sygenta®), durante 15 min. Se realizaron
dos lavados con agua esterilizada; luego se
sumergieron en una solucion de etanol CTR® a
70% por 15 s, después en una solucion de 2.5% de
hipoclorito de sodio (NaClO, producto comercial
Cloralex®) con tres gotas de Tween®-20 por 20
min en constante agitacion. Posteriormente,
se realizaron tres lavados con agua destilada
esterilizada durante 2 min cada uno y por
ultimo, se colocaron durante 5 min en la solucion
antioxidante, anteriormente descrita.

El segundo protocolo de desinfeccion difirio
del primero, ya que la inmersién en la solucion
antioxidante fungicida se hizo en agitacién
constante durante 3 min en bomba de vacio con
doble inmersién en NaClO a 1.25% + tres gotas
de Tween-20 por 15 min y en NaClO al 0.83% +
tres gotas de Tween-20 por 10 min. Entre cada
inmersion se realizaron dos lavados de 2 min cada
uno, y tres lavados con agua destilada esterilizada
antes de la inmersion en la solucion antioxidante.

Se prepararon tres diferentes medios de
cultivo. El primero fue el testigo que consisti6 en
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) con
50% de las sales minerales, adicionado con las
vitaminas de Gamborg (Gamborg et al., 1968),
tiamina (0.4 mg/l), inositol (100 mg/1), sacarosa
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(30 g/1), Phytagel Sigma® (3 g/1) y los reguladores
de crecimiento: acido 2,4-D Sigma® (1 mg/l) y
BAP Sigma® (0.2 mg/l). El segundo consistio
en el medio testigo adicionado con el fungicida
azoxistrobin Amistar® (1 g/1) y Polivinilpirrolidona
(PVP) Sigma® (2 g/1); y el tercero fue el medio
testigo adicionado con el agente Preservative
for Plant Tissue Culture (PPM) Plant Cell
Technology. Inc ™ (1 ml/1). Los medios de cultivo
se esterilizaron a 120 °C y 101325 kg/cm? de
presion por 20 min en autoclaves antes de ser
colocados en placa Petri de 60 X 15 mm con 10
ml en campana de flujo.

En total se construyeron 12 tratamientos
con 20 repeticiones cada uno (Tabla 1). Las
hojas desinfectadas se disectaron en segmentos
de 1 cm?, cada explante fue colocado en placas
Petri e incubado bajo condiciones de oscuridad
durante 49 dias. Las variables evaluadas fueron
el porcentaje de supervivencia, la contaminacion,
la actividad celular y la oxidacion. La mediciéon
de las variables supervivencia, contaminacion
y actividad celular (crecimiento) fue de caracter
binomial, con 1 (presencia) y O (ausencia),
mientras que la variable oxidacion fue medida
por la proporcion de la superficie del explante
oscurecida, con porcentajes fijos de 20, 25, 50,
75y 100 %. Las evaluaciones se hicieron cada 7
dias hasta 49 dias después de la siembra.

Tabla 1. Tratamientos para el establecimiento aséptico de M. acuminata y
M. deliciosa. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Protocolo de

Especie . L Medio de cultivo
desinfeccion

Trat SAF + SAF BV +
(no.) M. M 70% 70% Etanol  Medio MT + MT

deil- Etanol +1.25% Tes- Amis- +

mina- ciosa +2.5% NaClO + tigo tar + PPM
ta NaClO 0.83% Na- (MT) PVP
+SA ClO + SA

1 + — + — — + J—
2 + — + — — — +
3 + — + — + — —
4 + — — + — + —
5 + — — + — — +
6 + — + + — —
7 — + + — — + —
8 — + + — — — +
9 — + + — + — —
10 — + — + — + —
11 — + — + — — +
12 — + — + + — —

Trat. = Tratamiento, SAF= Solucién antioxidante fungicida, SAF BV= Solucién
antioxidante fungicida en bomba de vacio, NaClO= hipoclorito de sodio, SA=
Soluciéon antioxidante, MT= Medio testigo, PVP= Polivinilpirrolidona, PPM=
Preservative for Plant Tissue Culture. + = Tratamiento aplicado.
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Analisis estadistico de datos

El experimento consistio en un diseno trifactorial:
2 especies, 2 protocolos de desinfeccion, 3
medios de cultivo. El analisis estadistico de
las respuestas contaminacion, reactivacion y
oxidacion se hizo a través de un modelo lineal
generalizado (GLM), con una distribuciéon
binomial para las respuestas de contaminacion
y actividad celular y distribucion normal para la
oxidacion. Las comparaciones multiples entre
tratamientos fueron realizadas con la aplicacion
de contrastes ortogonales con correccion de
Bonferroni y un nivel de significancia de 5%.
Los datos de supervivencia fueron analizados a
través de un modelo con censura por intervalo,
aplicando la prueba de ‘log rank’ ponderada
asintotica con un nivel de significancia de 5%
en un programa estadistico R version 2.3 para
Windows (R Core Team, 2017).

Induccion a la organogénesis en M.
acuminata

En invernadero se seleccionaron brotes de M.
acuminata de una longitud, promedio, de 6.6
cm y didametro de 4.5 mm. El primer protocolo
de desinfeccion consistié en la inmersiéon de
los brotes en una solucién de jabén quirdargico
Antibenzil Farmacéuticos Altamirano® al 3%
durante 3 min; luego en una solucion de Etanol
CTR® al 70% por 1 min, y posteriormente en una
solucion de NaClO Cloralex® al 1.25% + 0.5 ml
de Tween-20, por 10 min, todos en constante
agitacién. Se realizaron tres lavados con agua
destilada estéril por 3, 4 y 5 min y por ultimo,
los brotes fueron inmersos en la solucién
antioxidante antes descrita, durante 5 min (Valle-
Sandoval et al., 2008).

En el segundo protocolo de desinfeccion, los
explantes fueron lavados con agua de grifo + 2
gotas de Tween-20 durante 5 min, después de
inmersos en una soluciéon de Etanol CTR® al 20%
por 10 s fueron lavados con agua esterilizada,
luego se colocaron por 20 min en una solucién
de NaClO al 2.08% + 2 gotas de Tween-20, en
agitacion constante. Se realizaron tres lavados
con agua destilada estéril por 3, 4 y S min y,
por ultimo, fueron inmersos en una solucion
antioxidante con benomil Promyl® + cisteina
Sigma® (1:1) a 50 mg/l durante 5 min (Materan-
Oviedo et al., 2008).

Los medios de cultivo se prepararon con sales
Murashige y Skoog (1962), vitaminas Gamborg
(Gamborg et al., 1968), tiamina (0.4 mg/]),
inositol (100 mg/l), sacarosa (30 g/1) y Bacto ™
Agar BD (6 g/1). En el primer medio de cultivo se
adicionaron los reguladores de crecimiento BAP
Sigma® a 1 mg/1, AIA Sigma® a 0.5 mg/l1, y acido
naftalenacético (ANA) Sigma® a 0.1 mg/l: En el



segundo medio se adicionaron BAP Sigma® a 2
mg/ly AIA Sigma® a 1 mg/1, y ANA Sigma® a 0.5
mg/l. Los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 120 °Cy 101325 kg/cm™ de presiéon
por 20 min. En campana de flujo laminar
(Purifier® series, Labconco®) se colocaron 10 ml
en placa Petri de 60 x 15 mm.

Los brotes sin hojas envolventes se cortaron
en discos de 1 mm de grosor (explante) bajo un
estereoscopio Reichert®. La siembra se realizo en
forma rapida para evitar la oxidacion del tejido
y se respet6 la polaridad positiva de los discos,
segun la seccion de los brotes apical, media y
basal. Se utilizé un brote para cada tratamiento,
y en total se establecieron cuatro tratamientos
con diferentes repeticiones.

Los explantes de los tratamientos 1 y 2 fueron
sometidos al primer protocolo de desinfeccion
consistente en jabon al 3% + etanol al 70% +
NaClO al 1.25 % + solucion antioxidante, mientras
que los de los tratamientos 3 y 4 fueron sometidos
al segundo protocolo (Tween-20 + etanol al 20% +
NaClO al 2.08% + solucion benomil + cisteina).
Los explantes de los tratamientos 1 y 3 se
cultivaron en el medio adicionado con BAP (1
mg/l) + AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1 mg/l), y los de
los tratamientos 2 y 4 en el medio adicionado con
BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/l) + ANA (0.5 mg/]).

Los tratamientos fueron mantenidos durante
14 dias en condiciones de oscuridad a 28 °C
y luego en fotoperiodo de 16 h. Las variables
evaluadas fueron el porcentaje de supervivencia,
la contaminacién, la induccion de brotes y la
formacion de callo, tomando como medidas
valores de 1 para la presencia y O para la
ausencia. La variable oxidacién se midié con
porcentajes fijos de 20, 25, 50, 75 y 100%, de
acuerdo con la proporcién de la superficie del
explante que presenta respuesta, y el nimero de
brotes nuevos por tratamiento. Las evaluaciones
se hicieron cada 7 dias hasta el dia 35 después
de la siembra.

Con el uso de un estereoscopio Zeiss® (1.0 X
FWD 81 mm) se llevaron a cabo cortes histologicos
a mano alzada de los brotes inducidos, con el fin
de conocer su origen celular. Los cortes fueron
teniidos con dos gotas de fluoroglucinol al 0.05%
por 2 min y una gota de acido clorhidrico (HCI])
al 0.1 N por 2 min, para su observacion en el
microscopio de luz Velab® al 4X, 10X y 40X.

Analisis de los datos

El analisis de las variables respuesta fue
descriptivo. Se graficaron los porcentajes de
oxidacion, actividad celular y formacién de
callo por cada seccién del brote (apical, medio y
basal) a los 35 dias después de la siembra en el
programa estadistico R version 2.3 para Windows.

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

Resultados

Establecimiento in vitro de M.
acuminata y M. deliciosa

En el establecimiento aséptico de explantes
foliares en ambas especies se encontraron
diferencias (P < 0.05) entre tratamientos para la
variable supervivencia (x?= 77.6657, gl= 11, P =
4.165e-12). Cuarenta y nueve dias después de la
siembra los explantes de M. deliciosa presentaron
mayor sobrevivieron que los de M. acuminata
(Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de los tratamientos en los porcentajes de supervivencia de
los segmentos de hoja madura 49 dias después de la siembra. Promedios
de 20 repeticiones por tratamiento. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Supervivencia

Tratamiento
(%)

T1. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS (A + PVP) 43.30 b*
T2. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS (PPM) 50.00 b
T3. M. acuminata + 2.5 % NaClO + MS 40.00 b
T4. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS (A + PVP) 45.00 b
T5. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS (PPM) 45.00 b
T6. M. acuminata + 1.25 % + 0.83% NaClO + MS 25.00b
T7. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS (A + PVP) 95.00 a
T8. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS (PPM) 100.00 a
T9. M. deliciosa + 2.5 % NaClO + MS 85.00 ab
T10. M. deliciosa + 1.25 % +0.83 % NaClO + MS (A + PVP) 90.00 a
T11. M. deliciosa + 1.25 % + 0.83 % NaClO + MS (PPM) 100.00 a
T12. M. deliciosa + 1.25 % + 0.83 % NaClO + MS 85.00 ab

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (log rank
ponderada asintoética, P < 0.05). NaOCl= hipoclorito de sodio, MS= Medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962), A= Amistar, PVP= Polivinilpirrolidona,
PPM= Preservative for Plant Tissue Culture.

El analisis estadistico de la actividad celular
mostro que la respuesta o actividad en los
explantes tuvo interacciéon significativa entre
tratamientos (x?= 48.082, gl= 11, P = 1.38e-06)
y el tiempo (x2= 330.84, gl= 1, P = 0.01). La
actividad celular consistié6 en el doblamiento,
alargamiento e hinchazon de los segmentos de
la hoja. Cuarenta y nueve dias después de la
siembra, solo los tratamientos 8, 10, 11 y 12
presentaron porcentajes superiores a 80% de
actividad celular, seguido de los tratamientos 9
y 7; mientras que en los tratamientos 1, 2, 3 y
S esta actividad vari6 entre 60 y 40%, y en los
tratamientos 4 y 6 fue menor que 40% (Figura 1).

En el analisis de varianza del modelo logistico
de contaminacién se observo que el tiempo
de cultivo influy6 en la contaminaciéon de los
explantes (x2= 80.089, gl= 1, P=0.01) y a los 49
dias se presentaron diferencias estadisticas entre
tratamientos (x?= 23.694, gl= 7, P = 1.29E-03).
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Figura 1. Curvas de actividad celular de M. deliciosa y M. acuminata en los tratamientos evaluados. T= Tratamiento. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

La contaminacion fungica en los explantes fue
mas frecuente que la bacteriana. Los explantes de
M. deliciosa desinfectados por el primer protocolo
—solucion antioxidante fungicida + 70% Etanol
+ 2.5% NaClO + Solucion antioxidante— y
sembrados en medio de cultivo con Amistar
+ PVP (tratamiento 7) y en el medio con PPM
(tratamientos 8); y el tratamiento 11 del segundo
protocolo —solucion antioxidante fungicida en
bomba de vacio + 70% Etanol + 1.25% NaClO
+ 0.83% NaClO + Solucion antioxidante— en
medio de cultivo con PPM no presentaron
contaminacion.

El tratamiento 10 —M. deliciosa + segundo
protocolo de desinfeccién + medio MS (A +
PVP)— presenté una baja respuesta (5%). Los
tratamientos 9 y 12 —explantes de M. deliciosa
en medio MS testigo, pero desinfectados con
diferentes protocolos— presentaron porcentajes
de contaminacion inferiores a 30% y fueron
significativamente diferentes al tratamiento
4 —M. acuminata + segundo protocolo de
desinfeccién + medio MS (A + PVP)—con 55% y al
tratamiento 6 —M. acuminata + segundo protocolo
de desinfeccion + medio MS testigo— con 75%;
mientras que en el resto de los tratamientos mas
de la mitad de los explantes presentaron niveles
de contaminacion entre 50 y 55%).

La oxidacion en los explantes se presento a
partir del tercer dia después de la siembra. El
analisis mostro efectos independientes por factor,
siendo altamente significativos (P < 0.005) los
efectos de la especie y del medio de cultivo (P <
0.0001) y significativo (P < 0.02) para el protocolo
de desinfeccién.
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Induccion de la organogénesis en M.
acuminata

Treinta y cinco dias después de la siembra la
sobrevivencia de los explantes en los tratamientos
1y 3 —BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1
mg/l)— fue mayor que 80%, mientras que en los
tratamientos 2 y 4 —BAP (2 mg/1) + AIA (1 mg/])
+ ANA (0.5 mg/l)— fue menor.

El porcentaje de oxidacion en los discos de tallo
fue mayor en el tratamiento 4 compuesto por el
segundo protocolo de desinfeccion —Tween 20 +
Etanol al 20 % + NaClO al 2.08 % + Soluciéon benomil
+ cisteina) y BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/l) + ANA
(0.5 mg/l— seguido de los tratamientos 2 —primer
protocolo de desinfeccion (Jabon al 3% + Etanol al
70 % + NaClO al 1.25 % + Solucién antioxidante) +
BAP (2 mg/]) + AIA (1 mg/1) + ANA (0.5 mg/l—y por
el tratamiento 3 —segundo protocolo de desinfeccion
+ BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/]) + ANA (0.1 mg/1)—
mientras que en el tratamiento 1 —primer protocolo
+ BAP (1 mg/]) + AIA (0.5 mg/]) + ANA (0.1 mg/))—
fue menor que 60%.

Los discos de tallo presentaron contaminacion
bacteriana con mayor frecuencia en los explantes
basales. Los explantes de los tratamiento 3 y 4
que fueron desinfectados por el segundo protocolo
de desinfeccion —Tween-20 + Etanol al 20% +
NacClO al 2.08% + Solucion benomil + cisteina—
presentaron porcentajes inferiores de 10 %,
mientras que los explantes de los tratamientos
1 y 2 desinfectados con el primer protocolo —
Jaboén al 3% + Etanol al 70 % + NaClO al 1.25%
+ solucion antioxidante— mostraron porcentajes
superiores a 30%, indicando que el segundo



protocolo de desinfeccion fue mas eficiente que
el primero (Tabla 3).

Los tratamientos 2 y 3 presentaron
porcentajes de actividad celular superiores a
80%. El tratamiento 3 presenté mayor numero
de explantes con brotes nuevos, seguido de los
tratamientos 1 y 4; mientras que los explantes
del tratamiento 2 formaron callo friable en mayor
numero que los demas tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de especie, protocolo de desinfeccién y medio de cultivo,
en los porcentajes de oxidacion de los segmentos de hoja madura 49 dias
después de la siembra. Promedios de veinte repeticiones por tratamiento.
CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Variable Oxidacion (%)

Especie
73.36 + 26.78" a*
42.64 +18.54" b

Monstera acuminata K. Koch.
Monstera deliciosa Liebm.
Protocolo de desinfeccion

SB + 2.5 % NaClO 56.12 + 26.59¢

3]

CB+1.25% + 0.83 % NaClO 59.88 + 28.62"

o

Medio de cultivo

MS 50 % + BAP / 2,4-D + Amistar / PVP 63.85+25.02" a

57.62+29.86" b
52.53 + 26.80"

MS 50 % + BAP / 2,4-D

s}

MS 50 % + BAP / 2,4-D + PPM

t Desviacién estandar. SB= desinfeccién sin bomba de vacio, CB= desinfec-
cién con bomba de vacio, NaClO= hipoclorito de sodio, MS 50 %= medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962) al 50 %, BAP= Bencilaminopurina, 2,4-
D= Acido 2,4-diclorofenolacético, PPM= Preservative for Plant Tissue Culture,
PVP= P Polivinilpirrolidona, Amistar= Fungicida sistémico.

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Correccién
de Bonferroni, 0.05).

Discusion

Establecimiento in vitro de M.
acuminata y M. deliciosa

El genotipo y el estado fenolégico del material
vegetal influyeron en la supervivencia y la
actividad celular de los explantes establecidos.
Los segmentos de hoja que se establecieron
provenian de tejido maduro. Las laminas
foliares de M. acuminata, a diferencia de las
de M. deliciosa, presentaron las perforaciones
naturales de la especie. Estas perforaciones
en las laminas foliares de especies Monstera
estan asociadas con la senescencia temprana
del tejido (Gunawardena et al., 2005). Segun
estos autores a nivel molecular la formacion
de las perforaciones en las hojas de M. obliqua
se originan del proceso de muerte celular
programada (PCD) temprana en el desarrollo

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

foliar. Este interesante comportamiento en la
morfologia de las hojas de Monstera, explica por
qué los explantes de M. acuminata sobrevivieron
menos tiempo y presentaron porcentajes mas
altos de oxidacion y menores de actividad celular
que los de M. deliciosa. Por otro lado, Carvajal-
Guillén (2018) encontr6 que las hojas maduras
de M. deliciosa presentan mayor longevidad
foliar, menor amarillamiento y ausencia de
dano mecanico, debido al mayor contenido de
carbohidratos, proteinas y lipidos en las paredes
celulares, que se asocia con una mayor rigidez
y persistencia.

La contaminacion de los explantes depende
de las defensas biolégicas de las especies y el
contenido de microorganismos endofitos. Pérez
et al. (2009) senalan que la densidad poblacional
de bacterias endéfitas es altamente variable en
plantas hemiepifitas (M. deliciosay M. acuminata)
y regularmente se incrementa en plantas adultas
bajo condiciones de clima calido, en habitat con
alta diversidad y baja altitud.

El primer protocolo de desinfeccion resulto
menos agresivo para los tejidos sin pretratamiento
en bomba de vacio, por lo que so6lo se realizé una
inmersion en hipoclorito de sodio al 2.5% (Tabla 4),
esto difiere de los resultados de Donini et al. (2005),
quienes encontraron 80% de tejidos de M. deliciosa
con una desinfeccion de cloro activo al 1.5%.

El medio con el conservador PPM a 1 ml/1
presenté los niveles mas bajos de oxidacién. En
este sentido, Rihan et al. (2012) determinaron que
el PPM de 1 ml/1 es un agente que no solo inhibe
el crecimiento microbiano, sino que también
mejora el desarrollo y la calidad de brotes in
vitro. Por el contrario, el uso moderado de PVP
es necesario para mejoras los porcentajes de
supervivencia en explantes de hojas de cana de
azlcar; Shimelis (2015) recomienda aplicar 0.2
g/1 para micropropagacion in vitro de este cultivo.

El establecimiento aséptico de los explantes
de hoja fue favorable para M. deliciosa a
diferencia de los explantes de M. acuminata; sin
embargo, las condiciones de oscuridad fueron
ideales para inducir respuestas morfogénicas
(doblamiento y alargamiento) en ambas especies,
comportamiento similar al encontrado en vivo.

Induccion de organogénesis en M.
acuminata

La actividad celular en los discos de tallo
consistio en turgencia, alargamiento y formacion
de callo friable. La capacidad organogénica
(caulogénesis) posiblemente estuvo asociada con
la edad fenolégica y el estado fisiologico de los
brotes seleccionados, ya que estos provinieron de
plantas jévenes en estado de prefloracion (< 1 m
de altura), lo que coincide con los resultados de
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Tabla 4. Porcentajes de supervivencia, contaminacion, actividad celular, oxidacién, formacién de callo y el nimero de brotes nuevos por tratamiento de los discos
de tallo en M. acuminata K. a los 35 dias después de la siembra. Media de minimo 15 repeticiones. CERI-INIFAP. Chiapas, México.

Tratamiento Super (%) Cont (%) A.C. (%) Oxi (%) Callo (%) NBT
1. P1+ MS + BAP (1 mgL") + AIA (0.5 mgL ") + ANA (0.1 mgL") 84.91 39.68 65.87 58.49 65.87 2
2.P1+MS+BAP (2 mgL") + AIA (1 mgL") + ANA (0.5 mgL™) 68.88 42.22 81.11 73.44 75.55 0
3. P2+ MS + BAP (1 mgL") + AIA (0.5 mgL") + ANA (0.1 mgL™) 87.5 7.87 95.23 77.97 65.87 7
4. P2+ MS + BAP (2 mgL") + AIA (1T mgL") + ANA (0.5 mgL") 69.83 476 78.30 82.30 34.52 2

P1=Jabon Antibenzil al 3% + Etanol al 70 % + NaClO al 1.25% + Sol. antioxidante, P2= Tween-20 + Etanol al 20% + NaClO al 2.08% + Solucion benomil + cisteina,
Super= supervivencia, Cont= contaminacién, A.C.= actividad celular, Oxi= oxidacién, Callo = formacién de callo, NBT= nimero de brotes nuevos por tratamiento.

los trabajos de Valderrama-Alfaro et al. (2011), El balance hormonal fue diferente en cada
quienes encontraron que la plasticidad y edad explante, ya que dependi6 del brote original y de
temprana del explante mejora la division celular la seccion determinada (apical, media, basal).
e influye en la mayor formacién de brotes. Chesha Desai et al. (2015) afirman que en araceas

los explantes de las partes vegetativas contienen

Figura 2. Discos de tallo de explantes del tratamiento 3 a 35 dias de edad. CERI-INIFAP. Chiapas, México. A. El callo friable central (CFC) y el callo friable periférico
(CFP) en un explante, barra= 1 mm. B) Brotes inducidos a los 45 dias después de la siembra, barra= 2 mm. C) Corte histolégico del brote principal, barra= 2 mm. D)
Corte histolégico de brote lateral, barra= 2.5 mm. HV= Haces vasculares CPD= células parénquimas del disco del tallo.

202



distintos niveles endégenos de reguladores de
crecimiento, segin su localizacion en la planta,
lo cual explica las distintas respuestas in vitro,
incluso en el mismo tratamiento.

La concentracion exégena de reguladores del
crecimiento que favorecio la formacién de brotes
a partir de los discos de tallo fue: BAP (1 mg/])
+ AIA (0.5 mg/1) + ANA (0.1 mg/l). Lo anterior
coincide con los hallazgos de Blanco y Valverde
(2004), Valderrama-Alfaro et al. (2011) y Murillo-
Gomez et al. (2014), quienes recomiendan el uso
de BAP a 0.8 y 1 mg/I para inducir las mejores
tasas de multiplicacion de brotes en Philodendron
corcovadense y en especies de Anthurium,
respectivamente.

El mantenimiento de los discos de tallos en
condiciones de oscuridad hasta 14 dias favorecio
la induccién de brotes en los tratamientos 1, 3
y 4, resultado similar al obtenido por Wang et
al. (2015) trabajando en cultivo de fresa (95%),
después de 14 dias en condiciones de oscuridad.

La formacion de callo tipo friable se presento
en todos los explantes de la secciéon apical
de los tratamientos 1 y 2 y en la mayoria del
tratamiento 4. En el tratamiento 3 todos los
explantes de la seccion basal (100 %) media
(83.33%) y apical (14.29%) presentaron esta
respuesta. Estos resultados fueron similares a
los encontrados por Valle-Sandoval et al. (2008),
quienes en crisantemo obtuvieron el menor
porcentaje de regeneracion de brotes en la zona
apical, y mayor en la zona media del disco de
tallo de 1 mm de grosor.

Se observaron diferencias entre el callo
friable que se origin6 en la parte central y en
la periferia del disco del tallo (Figura 2A). Los
brotes inducidos presentaron caracteristicas
de origen axilar 45 dias después de la siembra
(Figuras 2B y 2C) y de origen adventicio, ya que
se observaron células parénquimas con alta
actividad meristématica formando parte del brote
lateral (Figura 2D).

Conclusiones

En este trabajo se logr6 el establecimiento
aséptico de M. acuminata Koch y M. deliciosa
Liebm. El mejor protocolo de desinfeccion para
los explantes foliares fue el de una sola inmersion
en NaClO al 2.5%, en el cual sobrevivieron todos
los explantes del tratamiento 8 (M. deliciosa +
MS (1 mg/l de BAPy 0.2 mg/l de 2,4-D) +1 ml/1
de PPM).

El protocolo de desinfecciéon de brotes de
M. acuminata mas eficiente para la induccion
de brotes fue: Tween-20 + Etanol al 20 % +
NaClO al 2.08 % + Solucion benomil + cisteina,
siendo el tratamiento 3 (sembrado en medio MS

Establecimiento in vitro de Monstera acuminata
Koch y Monstera deliciosa Liebm

adicionados con 1 mg/l de BAP, 0.5 mg/lde AIA
y 0.1 mg/1 de ANA) en el que se obtuvieron los
explantes con mayor brotacion.

En el caso de la induccién de organogénesis
a partir de discos de tallo se logré identificar
condiciones y tratamientos hormonales que
propiciaron induccién de brotes; no obstante,
falta comprobar el origen de los mismos y
desarrollar protocolos eficientes para la inducciéon
de brotes adventicios con totipotencia celular, los
cuales son ideales para la propagacion in vitroy
posteriormente en la conservacion ex situ.
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Abstract

The present study evaluates the economic viability of puberty induction in nulliparous Bos taurus indicus Nellore
breed heifers using an intravaginal device of fourth-use and melengestrol acetate (MGA®). The experiment was
undertaken in the Nossa Senhora Aparecida Farm, Terenos city, Mato Grosso do Sul, Brazil, and was utilized a
completely randomized experimental design in a 2 x 3 factorial scheme. Two age classes were included in the
study, which were divided into 348 precocious (early-cycle) heifers, aging 16-18 months, weighting an average
of 264.6 kg and 543 conventional-cycle heifers aging 24-26 months averaging 346.8 kg. The three treatments
were as follows: control without the induction of follicle formation (treatment 1); treatment 2: induction with an
intravaginal implant (intravaginal implantation with a fourth-use progesterone implant on Day O, withdrawal on
Day 12, and application of 1 ml of intramuscular estradiol cypionate [ECP®]); and treatment 3, 2.3 g of MGA® during
12 days with supplement followed by 1 ml of intramuscular ECP* at the end of the treatment. Heifers induced
via implantation had a higher rate of ovarian activity (presence of corpus luteum) during the early cycle (63.8%
animals) while the conventional cycle (72.4%). This effect influenced the frequency of early stage anestrus (56%).
Among the treatments evaluated, 72% of control heifers had no ovarian activity (absence of corpus luteum). In
the group with implant induction the conception rates were 65.5% and 62.4% in early and conventional-cycle
females, respectively. Puberty induction in Nellore heifers provides a high economic return. The protocol revealed
highest efficiency compared to the control group.

Keywords: Estrus induction, fertility, reproductive efficiency, economic return, pregnancy rate.

Resumen

En el estudio se evalto la viabilidad economica de la induccién de la pubertad en novillas Nellore nuliparas Bos
taurus indicus utilizando un dispositivo intravaginal de cuarto uso y acetato de melengestrol (MGA®). El experimento
se realiz6 en la Hacienda Nossa Senhora Aparecida, ciudad de Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil, y se utilizé
un diseflo experimental completamente al azar en un esquema factorial de 2 x 3. Se incluyeron animales en
dos grupos de desarrollo: novillas precoces (ciclo temprano), con edades entre los 16 y los 18 meses, con un
promedio de 264,6 kg; y 543 novillas de ciclo convencional con edades entre 24 y 26 meses y un promedio de peso
vivo de 346,8 kg. Los tratamientos fueron: control sin la induccién de formaciéon de foliculos (tratamiento-1);
tratamiento-2 consistente en induccién con un implante intravaginal (implante de progesterona de cuarto uso)
en el dia O, retiro el dia 12 y aplicacion de 1 ml de cipionato de estradiol intramuscular [ECP®]; y tratamiento-3
consistente en 2,3 g de MGA® durante 12 dias con suplemento seguido de 1 ml de ECP® intramuscular al final
del tratamiento. Las novillas inducidas a través de la implantaciéon tuvieron una mayor tasa de actividad ovarica
(presencia de cuerpo lateo) durante el ciclo temprano (63.8% animales) y en el ciclo convencional (72.4%). Este
efecto influyé en la frecuencia de los estadios en etapa temprana (56%). Entre los tratamientos evaluados, el 72%
de las novillas de control no presentaban actividad ovarica (ausencia de cuerpo ltteo). En el grupo con induccién
de implantes, las tasas de concepciéon fueron de 65.5% y 62.4% en novillas de ciclo temprano y convencional,
respectivamente. La induccion a la pubertad en novillas Nellore proporciona un alto rendimiento econémico. El
protocolo revelé una mayor eficiencia de este tratamiento en comparaciéon con el grupo control.

Palabras clave: Induccion del estro, fertilidad, eficiencia reproductiva, retorno econémico, tasa de prenez.
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Introduction

Brazil is one of the largest producers and
exporters of beef in the world (ABIEC, 2019).
Although in recent years, beef exports have been
significant and of great economic importance,
cattle increasingly compete for physical/
economic space with agricultural crops (Lima et
al., 2013). With the economic globalization of
agribusiness (Silva et al., 2009) the production
of cattle in Brazil needs to establish production
systems that can efficiently produce quality meat
at low prices (Euclides et al., 2001). In addition,
these systems must be competitive, sustainable,
and able to produce early animals. Given these
challenges, knowledge on reproduction, genetics,
and drugs has been applied to increase the
efficiency of artificial insemination (Al) and the
use of Al protocols of a fixed time (AIFT). This
has resulted in increased efficiency in the use
of reproductive animal husbandry, which is
an important tool for genetic improvement and
increased productivity (Neri et al., 2015). Valle
(2011) reported that reproduction was the basis
for increasing zootechnical indexes. According
to Sa Filho et al. (2009), production modern
livestock require the use of reproductive indexes
(such as pregnancy rate, service index, birth
interval, and birth rate) to plan this activity within
the farm.

A heifer reaches puberty once gametes
are released and when all stages of sexual
behavior are established (Hafez and Hafez, 2004).
Reproductive characteristics have been sought
to reduce the age of first calving to optimize the
reproductive performance of females (Silva et
al., 2005). According to Freitas et al. (2011),
this physiological condition is influenced by the
weight of the animals. In this sense, AIFT allows
the synchronized induction of ovulation in heifers
at predetermined times, reducing the interval
between births, and allowing the conception and
concentration of mating services and births to be
planned (B6 et al., 2003; Neri et al., 2015).

Gottschall et al. (2012) noted that the success
of ovulation synchronization with AIFT in cut
matrices depended on the efficacy of the protocols
employed and the application of drugs. However,
results have been associated with management,
body condition score, and previous knowledge
on the physiological status of the animals for
the implementation of AIFT and subsequent
biotechnological success (Maziero et al., 2012).
Thus, the most frequently applied AIFT protocols
in beef cattle are associated with intravaginal
devices containing progesterone, estradiol, and
prostaglandin (PGF2a), as well as protocols
associated with the gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) and PGF2a called Ovsynch (B6
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et al., 2002). In addition, progesterone can be
administered orally (melengestrol acetate, MGA)
or via subcutaneous implants (norgestomet)
(Stevenson et al., 2003; Borges and Macedo,
2003; Rodrigues, 2016).

Oral MGA helps to prevent the occurrence
of premature luteolysis, or short cycles (Sa
Filho,2007), by increasing the fixation of the
corpus luteum and enhancing conception
rates (Wood-Follis et al., 2004). In addition to
stimulating follicular development, it allows
greater efficiency of GnRH in the protocol
(Meneghetti et al., 2001).

Based on a study by Valle (2011) anticipation
of age at first calving and shorter calving intervals
were found to be fundamental for increasing the
rate of return on capital, as well as promoting
efficiency in the use of pasture with early
identification of unproductive animals. However,
the costing and determination of profitability
represent challenges that must be overcome for
agricultural companies to be competitive (Cogan,
1999). The cost of using biotechnology and drugs
to increase the rate pregnancy of bovine females is
fundamental for evaluating the financial impacts
of each activity involved in the rural enterprise.
By utilizing economic results, the producer
can consciously make decisions and view their
production system as a company (Lopes and
Carvalho, 2002)

The objective of the present study was to
evaluate the induction of puberty in precocious
(early-cycle) and conventional-cycle Bos taurus
indicus Nellore breed heifers using an intravaginal
device and MGA to determine the economic
viability of these techniques.

Material and methods

The experiment was carried out at Nossa
Senhora Aparecida Farm (20.43°S, 55.28°W),
municipality of Terenos, Mato Grosso do Sul,
Brazil, on 891 nulliparous Nellore heifers from
July 17, 2015 to September 16, 2015. The
animals were maintained in pastures of Urochloa
brizantha cultivar Marandu with a protein
mineral supplement supplied ad libitum (Table
1). All animals were previously identified and
evermined, and the groups were homogenized to
determine the body condition score (BCS) of the
groups, using the scale of 1 to 5 as proposed by

Edmonson et al. (1989).

The experimental design was completely
randomized in a 2 x 3 factorial scheme and
included two age classes with 348 precocious
(early) cycle (16-18 months) heifers with an
average weight of 264.6 kg and 543 conventional-
cycle (24-26 months) heifers with a mean



Table 1. Guarantee levels per kg of protein mineral supplement of Nellore
heifers treated with artificial insemination of a fixed time (AIFT)

Nutrients Quantity Nutrients Quantity
Z\‘r:éiiq Proteico 168.00 g Covers (min.) 400.00 mg
Calcium (min.) 150.00 g Manganese (min.) 455.00 mg
Calcium (max.) 180.00 g Zinc (min.) 1,876.00 mg
Phosphorus (min.) 65.00 g Organic chrome (min.) 2.50 mg
Magnesium (min.) ~ 2,500.00 mg  DBR probiotic (min.) 500 g
sulfur (min.) 6,200.00 mg Mag”es(i:;i?f)e'atado 150.00 mg
Sodium (min.) 116.00 g Chelated copper (min.) 22.00 mg
Selenite (min.) 5.00 mg Chelated iron (min.) 4,000.00 mg
lodo (min.) 30.00 mg Sden“:nr:i;ie'amd 0.20 mg
Cobalt (min.) 30.00 mg Chelated zinc (min.) 120.00 mg

Basic composition of product: Starea® 200 S, urea, calcium carbonate, di-
calcium phosphate, common salt, sulfur, magnesium oxide, calcium iodate,
zinc oxide, sodium selenite, cobalt sulfate, copper sulfate, manganese sul-
fate, chelated minerals, organic chromium, DBR (ruminal bacteria), palat-
abilizer. Estimated consumption 100 to 120 g per animal per day.

weight of 346.8 kg. The three treatments were
as follows: treatment-1, control without the
induction of follicle formation (116 heifers in the
early cicle and 181 in the conventional cycle);
treatment-2, induction with an intravaginal
implant reused by fourth time (intravaginal
implant of progesterone inserted on day O (DO)
and removed on day 12 (D12), when 1 ml of
intramuscular estradiol cypionate [ECP®) was
administered] having 116 heifers in the early
cycle and 181 in the conventional cycle; and
treatment-3, MGA induction protocol with 2.3
g/day supplied for 12 days, and at the end of
the treatment, 1 ml of intramuscular ECP® was
administered (116 heifers in the early cicle and
181 in the conventional cycle).

After 10 days of induction treatment, all flock,
including the control group, were subjected
to the AIFT protocol, with the first day of the
protocol considered as DO. Animals received a
used intravaginal progesterone implant (fourth
use) and were administered 2 ml of estradiol
benzoate (Estrogin® 5 mg, Biofarm, tecnologia em
veterinaria, Brasil) intramuscularly. The second
treatment was administered on day 7 (D7) and
included 2.5 ml of intramuscular prostaglandin
analogue (Lutalyse®, dinoprost trometamine, 6.71
mg (equivalent to Smg/mL of dinoprost), Zoetis
Industria de Produtos Veterinarios Ltda, Brasil).
On day 9 (D9), the intravaginal implants were
removed and 0.3 ml of intramuscular estradiol
cypionate (ECP®, 2 mg, Zoetis Industria de
Produtos Veterinarios Ltda, Brasil) and 1.5 ml of

Economic evaluation of puberty induction of nulliparian Nellore
heifers using intravaginal device and melengestrol acetate

eCG (Novormon®, equine chorionic gonadotropin,
200 UI (eCG, PMSG), Zoetis Industria de Produtos
Veterinarios Ltda, Brasil) were applied. On day
11 (D11) the heifers were submitted to artificial
inseminating (Al) using commercial Angus bull
semen mechanically deposited in the female
reproductive system with a universal bovine
applicator. The AIFT design rate (% of heifer
pregnant/total heifer inseminated at a fixed time)
was determined via the confirmation of gestation
by ultrasonography after 30 days following Al

The methodology utilized in the present
study to calculate production costs expressed in
American Dollars (US$) was via the division of
effective operational cost, total operational cost
(TOC), and total cost (TC) based on the method
described by Hoffmann et al. (1987). The costs
were determined based on disbursements made
during the 60-day production cycle. Costs were
allocated in amounts spent per animal and
classified as supplementation, labor, rent, health,
maintenance, capital invested, capital interest,
and working capital interest considering the
expenditures of the technique of synchronization
of ovulation and Al at a fixed time in each group,
expenditure on hormones, staff displacement,
value of semen doses, labor costs for insemination,
and diagnosis of gestation. The classification of
costs allowed for the identification of results
and profitability indicators, which served as the
basis for the analysis of the second production
methodologies defined by Lazzarini Neto (1995).
Total revenue (TR) was defined as the sale of
pregnant females at the fixed value of 15 @, for
example, if the heifer was pregnant and weighing
368 kg of BW, it was considering having 15 @
and empty females at the market value, gross
margin (GM) = (TR - TOC), economic profitability
(EP) = (TR - TC), profitability was attributed to
the division of EP by TC, and the profitability
and result of the division of EP was divided by
the total investment.

Economic data were tabulated in a Microsoft Excel®
program for economically viable results. During
economic evaluation, the biological data obtained
(pregnancy rate) were used for each experimental
group, comparing the values of the results.

Cross-reference tests of independent samples
were performed, crossing the tables of the collected
variables. After these preliminary tests the more
adjusted tests were performed, so for the biological
data of gynecological diagnosis and diagnosis of
pregnancy were submitted to chi-square tests (P <
0.05) and Pearson’s correlations, for initial weight
the data were submitted to analysis of variance (P <
0.05) and, in the case of a significant difference in
‘F’ test results, the statistical program SAS version
9.1 (2004) was applied.
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Results

Significant difference (P < 0.05) was observed
only for weight among the different female age
classes. These differences were related to the
age of the animals. Regarding the different
treatments, there was no significant differences
(P > 0.05) in weight (Table 2). The gynecological
diagnosis and pregnancy of heifers revealed
a significant difference (P < 0.05) among
treatments (Tables 3 and 4).

Heifers induced via implantation had a higher
rate of ovarian activity (presence of corpus luteum)
during the early cycle (63.8%) and conventional
cycle (72.4%) than the other treatment groups,
with the highest index of females in the cycle
depending on the physiological age of the animals.
This effect influenced the frequency of early stage
anestrus (56%). Among the treatments, 72% of
control heifers had no ovarian activity, which was
determined by the absence of the corpus luteum.

Higher conception rates were observed for
heifers induced via implantation, at 65.5%
and 62.4% for females in the early-cycle and
conventional-cycle groups, respectively. This
was also observed with MGA, where obtained
conception rates for precocious females were
52.6% and conventional females were 55.8%
(Table 3). There were differences among the capital
interest costs in conventional-cycle heifers than
in early-cycle heifers, with the former presenting
a value 31.01% higher than the latter (Table 5).

The economic feasibility analysis per animal
identified an effective operational cost with higher
value when using the implant induction protocol.
The animals in the control group cost US$ 46.57
and those treated with MGA cost US$ 47.65
during the experimental period, i.e., with the use
of only the AIFT protocol, there was a reduction
of 16.61% in the effective operational cost per
animal. When the results of the treatment with
MGA were compared, the reduction was 13.96%
among treatments (Table 6).

The results for the production systems
were also significant for TC, with the early-
cycle heifers being 21.46% lower than the
conventional-cycle heifers, which presented
a value of US$ 528.85. This difference is
associated with a higher investment cost for
conventional-cycle animals (Table 5).

Discussion

From the results of the present study, it can
be inferred that the induction protocol with the
fourth-use implant and MGA before AIFT were
superior to the control treatment, being 23.28%
and 11.03%, respectively. This can be attributed
to elevated exogenous progesterone (P4) rates,
which possibly reduced the occurrence of
premature luteolysis or short cycles (Sa Filho,
2007), inhibited luteinizing hormone secretion
during induction, and suppressed follicular
growth (Dogi, 2005) in females containing a
corpus luteum. However, the early conception

Table 2. Weight and N of nulliparous females submitted for follicular and AIFT inductions

Variables Early Cycle Conventional Cycle P1 P2
Control Implant MGA Control Implant MGA
N 116 116 116 181 181 181
Weight 264.75b 265.03b 264.14b 348.68a 345.03a 346.71a 0.001 0.104

P1-effect between classes. P2-treatment effect; Averages within the same line with different lowercase letters were significant for class effect by the F Test (P < 0.05).

Table 3. Gynecological diagnosis and pregnancy of nulliparous females submitted to follicular and AIFT inductions

Variables Early Cycle Conventional Cycle
P1 P2
Control Implant MGA Control Implant MGA
Gynecological diagnosis
Presence of 32¢ 74a 47b 100b 131a 114ab 0.475 0.017
corpus luteum
Absence of 84c 42b 69a 81c 50b 67a 0.924 0.001
corpus luteum
Prenatal diagnosis

Positive 54b 76a 61ab 91b 113a 101ab 0.965 0.001
pregnancy
Negative 62a 40b 554 90a 68b 80a 0.707 0.001
pregnancy

P1-effect between classes; P2-treatment effect; The same line averages with different letters represent significant treatment effects by chi-square test (P < 0.05).
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Table 4. Pear correlation between the average weight in kg (weight), body
condition score (BCS), diagnosed presence of corpus luteum (CL), and diag-
nosis of pregnancy (Pregnancy) of nulliparous females submitted to follicu-

Economic evaluation of puberty induction of nulliparian Nellore
heifers using intravaginal device and melengestrol acetate

Table 5. Center costs (USD) for nulliparous Nellore females submitted to

follicular and AIFT inductions

lar and AIFT inductions Variables Early cycle Conventional cycle
Pregnancy Weight BCS cL (USS$ animal) i::l- pllr:l;t MGA (é::l- p||r:|;t MGA
Control
Pregnancy p 0.002 0.0%5 0.006 Price kg 2.76 2.76 2.76 2.76 2.76 2.76
Weight 0.001 1 0.388** 0.295** Pharmaceuticals  0.00 7.74 1.08 0.00 7.74 1.08
BCS 0045 0388 ! 0-236%* Semen 4.64 4.64 4.64 4.64 4.64 4.64
CL -0.006 0.295%* 0.236** 1
Implant tslgrf plementa- ,oc3 2663 2663 2663 2663  26.63

Pregnancy 1 0.004 -0.022 0.008
Weight 0 ’ 0.468+* 0.109 Labor 2.79 2.79 2.79 2.79 2.79 2.79
BCS -0.022 0.468** 1 -0.013 Vacation Rentals  7.74 7.74 7.74 7.74 7.74 7.74
CL 0.008 0.109 -0.013 1

MGA Sanity 1.86 1.86 1.86 1.86 1.86 1.86
Pregnancy 1 0.049 0.011 0.057 Maintenance 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Weight 0049 ! 03967 0.-298% Invested capital  365.98 366.37 365.14 482.00 476.95 479.28
BCS 0.011 0.396%* 1 0.137*
a 0.057 0.208** 0437+ (C;)pita' Interest 736 737 734 969 959  9.63
o e srrlaon s Sgnficant o he 001 level -alled) *Thecorelaion Workng Pl 005 09 096 053 105 036
Table 6. Viability of economic indicators (USD) of the nulliparous Nellore females submitted to follicular and AIFT inductions
Variables Early Cycle Conventional Cycle

Control Implant MGA Control Implant MGA
Effective operational cost 46.57 54.31 47.66 46.57 54.31 47.66
Total operating cost 412.55 420.68 412.79 528.57 531.27 526.93
Cost of capital ($) 8.29 8.46 8.30 10.63 10.68 10.59
Total cost 420.84 429.13 421.09 539.20 541.94 537.52
Total revenue 622.06 622.06 622.06 622.06 622.06 622.06
Gross margin 209.51 201.38 209.27 93.49 90.79 95.13
Economic outcome ($) 201.22 192.93 200.97 82.86 80.11 84.54
Leveling Price ($) 399.80 407.68 400.03 512.24 514.85 510.65
Batch costing of females with positive pregnancies
Pregnancy rate 46% 66% 53% 51% 62% 59%
Total cost ($) 22,724.68 32,610.53 25,683.35 49,060.74 61,238.79 61,238.79
Number of positive animals 54 76 61 91 113 101
Total revenue ($) 33,589.94 47,271.24 37,941.11 56,600.34 70,291.58 37,941.11
Profit (%) 32.35% 31.01% 32.31% 13.32% 12.88% 13.59%
Profitability (%) 54.29% 52.00% 54.35% 17.03% 16.64% 17.47%
Batch costing of females with negative pregnancies
Total cost ($) 26,093.11 17,168.94 23,162.88 48,533.72 36,853.13 36,853.13
Number of negative animals 62 40 55 90 68 80
Total revenue ($) 25,005.50 16,150.93 22,138.10 46,744.89 34,971.70 34,971.70
Profit (%) -4.35% -6.30% -4.63% -3.83% -5.38% -4.05%
Profitability (%) -4.25% -6.05% -4.51% -3.76% -5.21% -3.97%
Economic feasibility of experimental batch

Total group cost ($) 48,817.77 49,779.47 48,846.22 97,594.46 98,091.92 97,291.70
Total group revenue ($) 58,595.42 63,422.17 60,079.23 103,345.20 105,263.28 104,155.67
Economic return group ($) 9,777.65 13,642.71 11,232.98 5,750.75 7,171.35 6,863.95
Economic return animal ($) 39.24 77.05 50.92 15.97 24.73 21.16
Lot profitability (%) 16.69% 21.51% 18.70% 5.56% 6.81% 6.59%
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indexes of females were higher than the
proportion of animals with ovarian activity.
According to Baruselli et al. (2002), implantation
of the P4 implant on DO together with the
benzoate of estradiol induced a new follicular
wave, favoring animals in anestrous.

In the present study, there were no differences
between the conception rate associated with
BCS, since 91.1% of heifers in the early-cycle
group had BCS level 3 and the conventional-cycle
group presented only 1.7% of BCS level 2 (Figure
1). Gottschall et al. (2012) found that animals
with a BCS above level 2.5 had a higher rate of
conception. This was also reported by Sa Filho
et al. (2009) who showed that for AIFT to obtain
a minimum of 40% positive pregnancies, the
mothers submitted to the protocol must have an
BCS score above level 2.5.

From the results observed in the present
study, the pregnancy rate following induction
with the fourth-use implant was positively
influenced by the weight and BCS of the heifers.
According to Wheaton and Lamb (2007),
intravaginal progesterone implants in animals
with adequate BCS stimulates estrus, increasing
conception rates.

However, under both the control and MGA
induction treatments, the presence of the corpus
luteum can be inferred as a response factor
for the pregnancy rate (Table 4). The negative
relationship between pregnancy rate and the
presence of the corpus luteum is possibly related
to the morphology or physiological status of
the follicles (Peter et al., 2009). Rhodes et al.
(2003) noted that the subluteal concentration
of progesterone influenced the response in
acyclic and cyclic animals. This is because
AIFT in animals with small follicles reduces
reproductive efficiency, which probably results
in the formation of a smaller corpus luteum due
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to lower concentrations of progesterone (Burke
et al., 2001). With MGA induction, the dominant
follicle was maintained. Cerri et al. (2009)
reported that the use of exogenous progesterone
might stimulate ovulation and corpus luteum
formation in animals with dominant follicles
above 10 mm in diameter.

The income values of animals with positive
pregnancies were the same because the sale of
animals occurred with pregnant females having
a value fixed at 15 @ for animals (in Brazil it
is used trade live animals using the arroba (@)
index, so considering 50% of carcass yield one
animal having 15 @ will weight 450 kg of live body
weight). Revenue values for non-pregnant females
from the conventional cycle were obtained when
the animals were sold for slaughter, presenting
an average value of US$ 516.99, and females from
the early cycle were sold for termination with an
average income of US$ 403.14 per animal.

When evaluating the profitability of pregnant
females, the highest rate was observed for early-
cycle animals (53.54%). Although females with
a conventional cycle presented lower results, the
values obtained were satisfactory when compared
to fixed yield financial investments in the market.
The profitability of nonpregnant females was
unsatisfactory over the experimental period owing
to the relationship between the production costs
and revenue obtained during this period.

However, the results showed a higher economic
return per animal with the use of implant
induction, at US$ 77.04 and US$ 24.73 for
females in the early and conventional-cycle
groups, respectively, considering the average
results for the experimental lots. With the
reduced conception rate in the control group
of the early and conventional-cycle groups, the
economic return was reduced by 49.07 and
35.42%, respectively.
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Figure 1. Relationship between body condiction score (BCS) of nulliparous Nellore female early-cycle classes (left) and conventional-cycle classes (right).
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Thus, the results of average batch profitability
with implant induction were superior to that
with the MGA (18.70%) and control (16.69%)
treatments for the early-cycle animals. This was
observed for animals in the conventional cycle
and animals with implant induction, with above
average profit per batch.

Regarding the production cycles, the profitability
of the early-cycle animals was 12.61% higher than
that of conventional-cycle animals. Therefore, the
use of females aged 16-18 months in AIFT under
conditions of forage and supplementation that are
equivalent to the requirement of their nutritional
needs provides a higher remuneration of capital
for agricultural enterprise not only when the short
cycle of livestock is used, when the animals for
sale stay for a short time in the property. Thus,
the definition of production and reproduction
objectives involves establishing strategies for
the rational use of breeding biotechnologies
to determine the economic return of livestock
activity at short time. Hormone therapy, when
appropriately applied, contributes to increased
reproductive efficiency and a favorable cost-benefit
ratio to the producer (Sa Filho, 2007).

Conclusion

It was concluded that the induction of precocious
heifers provided a higher pregnancy rate, was
a preponderant factor in animal production
systems, and increased the economic return
compared to conventional-cycle animals. An
induction protocol that utilizes reused implants
is recommended for groups of heifers in early and
conventional cycles by virtue of obtaining a higher
AIFT pregnancy rate and profitability compared
to MGA and control groups.
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Resumen

En el presente trabajo se evaluaron la productividad de granos (GY), la capacidad de expansion (PE), la capacidad
de expansion sin el peso de los granos no reventados (PEW), ademas de otras 11 caracteristicas agronémicas y
morfologicas de 14 variedades locales de maiz (Zea mays L.) ‘pira’ (LPV) provenientes del extremo oeste de Santa
Catarina, en el sur de Brasil. Utilizando un delineamiento experimental de bloques completos al azar con tres
repeticiones se realizaron dos experimentos, en dos regiones diferentes del estado de Santa Catarina; un primer
ensayo en Florianopolis (litoral este) y un segundo ensayo en el municipio de Anchieta (extremo oeste). La mayor
correlacion positiva se observé entre productividad y prolificidad (PRL) (r = 0.72) seguida de la productividad vs.
el nimero de granos por fila (NGR) (r = 0.71), mientras que con el indice de circularidad de la cariépside (CCI)
la correlacion fue negativa (r = -0.67). La variable (PEW) mostro correlacion positiva con CCI (r = 0.70) y con la
relacion espesor/largo (TWR) (r = 0.70). La variedad de maiz pira 574A se destaco por sus altos valores de PE y
PRL. El mejoramiento de poblaciones compuestasy de poblaciones per se es una estrategia de seleccion potencial
para LPV, basada en la complementariedad y correlacion entre las variables y los valores de GY, PE, PEW, TWR
CCI - HEP - relacion entre altura de la primera mazorca/altura de la planta; PH — altura de la planta; PRL - WHG
— peso de 100 gramos; VHG - volumen de 100 gramos; EL — longitud de la mazorca; NRE — numero de filas por
mazorca; NGR — ED - diametro de la mazorca.

Palabras clave: Agrobiodiversidad; correlaciéon fenotipica; potencial genético; premejoramiento; variedades criollas;
Zea mays L.

Abstract

The aim of this study was to evaluate grain yield (GY), popping expansion (PE), popping expansion disregarding
the weight of unpopped kernels (PEW), and eleven other agronomic and morphological traits of 14 local popcorn
varieties (LPV) from far west of the state of Santa Catarina, Southern Brazil. Two experiments were carried out,
in a completely randomized block design with three replications, in different regions of Santa Catarina: one in
the municipality of Florianopolis (east coast) and the other in Anchieta (western). Grain yield had the highest
positive correlation with prolificacy (PRL) (r = 0.72) and number of grains per row (NGR) (r = 0.71), and a negative
correlation with caryopsis circularity index (CCI) (r = —-0.67). Variable PEW showed a positive correlation with
CCI (r = 0.70) and with thickness/width ratio (TWR) (r = 0.70). Variety 574A stood out for high PE and PRL. The
improvement of composite populations and of populations per se is a potential breeding strategy for LPV, based
on the complementarity and correlation among variables and the GY, PE, and PEW values, CCI — HEP - first ear
height/plant height relation, PH — plant height; PRL — WHG — weight of 100 grains; VHG - volume of 100 grains;
EL - ear length; NRE — number of rows per ear; NGR — number of grains per row of ear; ED — ear diameter.

Key words: Agrobiodiversity; Genetic potential; Landrace; Phenotypic correlation; Pre-breeding; Zea mays L.
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Introduction

In recent years, Brazil has stood out as one of the
biggest popcorn producers in the world. Although
this crop has achieved high national relevance,
official information is still inexistent in terms of
growing area, production, and grain yield.

One of the weak points of the popcorn
production chain in Brazil is the low market
availability of national cultivars, that are
qualitatively superior and adapted to different
regions of the country. This lack of options
has been responsible for the dependency of
the national production system on the packing
companies, which own the seed registrations
(Cruz, Filho and Queiroz, 2014).

Because of its use for human consumption,
popcorn must primarily possess good popping
expansion (PE). However, PE is related to various
other factors, such as genetics, production,
harvest, processing, drying, pericarp and
endosperm conditions, and grain size, shape, and
moisture content (Lyerly, 1942; Miranda, Souza,
Galvao, Guimaraes, Melo and Santos, 2008).
Besides these attributes, popcorn must have a
good grain yield (GY), which in turn is commonly
correlated with prolificacy (PRL), number of rows
per ear (NRE), number of grains per row (NGR), ear
length (EL), and ear diameter (ED) and negatively
correlated with PE (Broccoli and Burak, 2004,
Miranda, Souza, Galvao, Guimaraes, Melo and
Santos, 2008, Vidal-Martinez, Clegg, Johnson
and Valdivia-Bernal, 2001).

The far west region of Santa Catarina State
features a broad genetic diversity of Zea mays L.
local varieties and wild relatives, and it has thus
been indicated as a microcenter of diversity for
the genus Zea (Costa, Silva and Ogliari, 2016;
Silva, Vidal, Costa, Vaio and Ogliari, 2015).
However, information is still scarce regarding its
genetic potential as a gene source for popcorn
breeding programs, neglecting this valuable source
of diversity with adaptive potential (Dwivedi,
Ceccarelli, Blair, Upadhyaya, Are and Ortiz, 2015).

This study aimed to evaluate the genetic
potential of local popcorn varieties (LPV) from the
municipalities of Anchieta (ANC) and Guaraciaba
(GBA), in far western Santa Catarina, Southern
Brazil, and set which traits have a positive influence
on the grains yield and popping expansion.

Materials and methods

Study area

The experiments were carried out in two distinct
regions of Santa Catarina, evaluating 13 LPV from
GBA, one from ANC, plus one open-pollinated
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check (RS 20), developed by the State Federation
for Agriculture and Livestock Research (Federacao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria, FEPAGRO/
RS). All treatments had a predominantly white
pericarp, except for the check, whose pericarp
was yellow (Table 1). The LPV with white pericarp
color were chosen due to its major presence in
the region according to Costa et al (2016).

Table 1. Identification, origin, cultivation time and shape of local popcorn
varieties with predominantly white grains evaluated in experiments
conducted in Florianépolis and Anchieta, Santa Catarina - Brazil, 2014/2015
crop year.

IDV' Community/City? Shape
574A Liso Baixo/ GBA Pointed
648C Olimpio/ GBA Round
283A Guataparalto/ GBA Round
319E Guataparema/ GBA Pointed
66A Barra da Traira/ GBA Pointed
2360A Cordilheira/ ANC Pointed
884B Sdo Jodo/ GBA Pointed
977A Sao Vicente/ GBA Round
244A Flores da Cunha/ GBA Pointed
793B Perondi/ GBA Round
857C Sao Cristovao/ GBA Round
612A Mirim/ GBA Round
48A Barra da Guaraciaba/ GBA Round
880A Sdo Domingos/ GBA Pointed
RS 20 Rio Grande do Sul Round

'Identification code of local varieties from the Federal University of Santa
Catarina’s genebank; 2Anchieta (ANC) and Guaraciaba (GBA); NA - No an-
swer. Source: date obtained from Census of Diversidy's database

The first experiment was carried out from Sep
2014 to Feb 2015 in Florianépolis (FLN), located
on the east coast (27.41° S lat, 48.32° W long, 2.0
m asl) of the state of Santa Catarina. The second
experiment was conducted from Dec 2014 to May
2015 in ANC (26.59° S lat, 53.38° W long, 700 m
asl), far west part of the state, 745 km from FLN.

Experimental design and evaluated
traits

A completely randomized block design with three
replications was adopted. The plot consisted of
two 5.0-m-long rows spaced 0.8 m apart; the
usable plot area was 2.4 m? and plant density
was 62,500 plants ha! after thinning.

Fertilizers were applied in the FLN experiment
according to the results of soil analysis (Table 2)
and as recommend for the state of Santa Catarina
(50 kgha™ N, 35 kgha'P,O,,and 25 kg ha' K,O).
In ANC, the experimental area was not fertilized
(Table 2), since this is the common practice
among the popcorn maintainers in the region.



Table 2. Soil analysis of the experimental areas at Anchieta and
Florianépolis, Santa Catarina, Aug 2014.

Analysis ANC FLN
Clay content (%) 20.0 10.0
pH-Water 1:1 6.3 5.4
Phosphor (mg dm3) 19.7 40.6
Potassium (mg dm3) 176.0 70.0
Organic matter (%) 2.1 4.2
Calcium (cmolc dm3) 18.4 2.3
Magnesium (cmolc dm3) 3.6 1.0
CEC pH 7.0 (cmolc dm3) 24.7 8.3

Report emitted by EPAGRI's laboratory, part of the Official Network of Soil
Analysis Labs of Santa Catarina and Rio Grande do Sul - ROLAS. Report dig-
ital signature: FLN (6B2176E1-FCB1-410E-99CE-B6B4A1BCDBE7) and ANC
(C17CCEF5-2476-4FAA-8AA1-37768838373E) available on: http://solosch.
epagri.sc.gov.br/.

In both locations, the evaluated traits were
GY, PE, and popping expansion disregarding the
weight of the unpopped kernels (PEW). Popping
expansion was estimated as the ratio between the
final volume of popcorn popped in a microwave
oven (1 min 30 s) and the initial grain weight
(30 g), based on Normative Instruction no. 61
from the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, MAPA) (Brazil, 2011). For PEW,
the weight of the unpopped kernels was subtracted
from the PE, and so the maximum expansion
potential was estimated. Additionally, another
11 traits were evaluated, all commonly correlated
with GY, PE, and PEW, namely: plant height (PH),
height of first ear/plant height ratio (HEP), PRL,
EL, NGR, NRE, ED, weight of 100 grains (WHG),
volume of 100 grains (VHG), thickness/width
ratio (TWR = T/W), with T corresponding to grain
thickness and W to grain width), and caryopsis
circularity index (CCI) (CCI = T/ (W+L), with T
corresponding to grain thickness, W to grain
width, and L to grain length).

Data analysis

Analysis of variance was performed for each
environment and followed the fixed model, except
for block and experimental error, considering the
followmg equation: Y, =u +t + b + e, where: Y,
is the observation of 7 th and j th block pis the
overall mean of the experiment; ¢ is the additive
effect of treatments; bJ is the additive effect of
random blocks; and e, is the random experimental
error. A Scott—Knott grouping test was performed
at the 5% probability error, for each variable and
experiment, in the analyses whose F test was
significant (P < 0.05).

Analysis of variance was also performed for
the two environments and followed the joint
analysis (CA) fixed model, except for block and

Yield and popping expansion components in
local popcorn varieties from Southern Brazil

experimental error, as follows: Y, =pu + ¢ + l +
tl bk(]) + e, where Yyk is the observatlon of i'th
treatment (1 =1, 2, ...15), j th environment (j =
1, 2), and kth block (k =1, 2, 3); pis the overall
mean of the experiment; t is the effect of i th
treatment (popcorn varletles) L is the effect of j
th environment; ¢l is the effect of the interaction
between location and treatment; b, ) 1S the effect
of random blocks within environment and; € is

the experimental error.

For the analyses of variance per location, the
coefficient of experimental variation (EVc) was
estimated for each environment as EVc%=100*
VRMS / u, where u is the overall mean of the
analyzed variable and RMS is the residual mean
square. The genetic quadratic component was
estimated as & g = ((MST-RMS)) / J, where MST
is the mean square of treatments and j is the
number of replications. The coefficient of genetic
variation (GVc) was calculated as GVc%=100%*
N@ g)/u.

In order to understand how each trait
influences the yield and popping expansion, the
Pearson’s linear correlations based on phenotypic
variances of CA was performed among GY, PE,
PEW, and the other 11 traits.

Using the PE, PEW, and GY means, it was
used the index selection based on classical rank
summation without economic weight (Mulamba
and Mock, 1978), and a pressure selection of 20%
to select promising varieties for the recurrent
selection or formation of intervarietal hybrids.
Analysis was performed using the software
GENES (Cruz, 2000).

Results

Varieties RS 20 (check) and 612A had similar
means for HEP in both environments and for
PH in FLN. nBoth varieties showed significantly
lower means for HEP and PH than the other
varieties in both experiments. For both variables,
the treatment means showed to be consistent
between the two environments and were =#47%
(PH) and =35% (HEP) greater than the means of
check variety based on the combined analysis
with both environments (Table 3).

Higher means for WHG and VHG were
estimated for 857C, 793B, 884B, and 2360A in
FLN and, in both experiments, the means of these
varieties were significantly higher than the means
of check for both variables. The treatment means
were also significantly higher in FLN for WHG
and VHG and were #*35% (WHG) and 32% (VHG)
greater than check means in this environment
(FLN) and =14% (WHG) and =5% (VHG) higher
than check means in ANC (Table 3). Ear
measurements, expressed by ED and EL, showed
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Table 3. Analysis of variance and Skott-Knott test for plant height (PH), first ear heigth / plant heigth relation (HEP), weight of 100 grains (WHG), volume of 100
grains (VHG) and ear diameter (ED) from the evaluation of local and commercial varieties of popcorn, in experiments conducted in Florianépolis (FLN) and

Anchieta (ANC), Santa Catarina - Brazil, 2014/2015 crop year.

PH (m) HEP WHG (g) VHG (mL) ED (mm)
Treatment
FLN ANC FLN ANC FLN ANC FLN ANC FLN ANC

574A 1.48c 1.43a 0.57b 0.56a 16.0b 14.9a 19.8¢ 14.8b 30.8b 27.5
648C 1.43c 1.64a 0.5¢ 0.58a 11.8¢ 11.4b 14.7¢ 14.8b 27.9b 26.6
283A 1.59b 1.55a 0.52b 0.58a 13.5¢ 9.7b 16.2¢ 12.3b 31.8a 26.9
319E 1.42c 1.58a 0.54b 0.55a 13.2c 11.5b 16.2¢ 15.3b 32.1a 27.4
66A 1.41c 1.58a 0.57b 0.57a 13.8¢ 10.2b 17.8¢ 14.3b 29.7b 27.8
2360A 1.57b 1.67a 0.57b 0.57a 18.3a 12.1b 23.0b 17.3a 32.5a 30.0
884B 1.89a 1.83a 0.64a 0.61a 21.5a 12.8a 28.3a 17.2a 33.4a 27.9
RS20 1.12d 0.99c 0.39d 0.43b 11.7¢ 10.8b 15.0¢c 15.3b 29.9b 25.6
244A 1.55b 1.53a 0.55b 0.58a 15.6b 12.8a 18.5¢ 17.5a 28.9b 28.5
793B 1.68b 1.63a 0.59b 0.61a 21.6a 13.0a 27.7a 18.0a 33.7a 30.6
857C 1.83a 1.84a 0.61a 0.62a 21.6a 14.7a 27.2a 18.5a 33.8a 28.3
612A 1.26d 1.33b 0.42d 0.48b 11.9¢ 11.8b 15.0¢c 15.3b 29.8b 27.1
48A 1.59b 1.57a 0.55b 0.54a 14.4b 11.9b 17.7¢ 16.0b 32.4a 28.2
880A 1.76° 1.63a 0.66a 0.59a 15.6b 14.5a 19.0c 18.8a 30.7b 29.8
977A 1.58b 1.63a 0.55b 0.59a 16.2b 11.9b 20.7c 16.3a 29.7b 27.7
Mean' 1.544 1.562 0.548 0.564 15.8 123 19.8 16.1 31.1 28.0
GVc (%) 12.49 11.83 12.42 7.12 20.69 10.31 2217 8.92 4.80 2.56
EVc(%)? 7.05 9.72 7.69 8.63 12.43 12.84 13.26 10.91 5.86 6.96
Genotype* 0.000 0.000 0.000 0.006 0.000 0.008 0.000 0.007 0.005 0.221
GXEI° 0.506 0.273 0.000 0.000 0.307
Location® 0.725 0.222 0.001 0.000 0.004

"Mean of three replications in each site; 2Genotipic variation coefficient; *Experimental variation coefficient; “Significance of the difference between treatments
extracted from the variance analysis; *Significance of the genotype x environment interaction extracted from the variance analysis of the joint analysis; ¢Signif-
icance of the difference between sites; ™Not significant at 5% error probability in F test. *Means followed by the same letters are not statistically different in

Skott-Knott test at 5% error probability.

significant differences between treatments only
in FLN, and treatment means were significantly
higher in FLN. When considering the treatment
means estimated in FLN for variables ED and
EL (Table 3 and Table 4), the values were =4%
higher (ED) and =6% lower (EL) than check
means. Seven local varieties (283A, 319E, 2360A,
884B, 793B, 857C, and 48A) showed ED means
higher than check in FLN, while in ANC, the six
outstanding varieties (283A, 2360A, 884B, RS20,
793B, and 880A) included check.

Treatments means for PRL in ANC were not
significantly different than those estimated in
FLN. The more prolific varieties (574A, 648C,
283A, 319E, 66A, and 2360A) evaluated in FLN
differed significantly from the check. In ANC,

216

despite the significant F test, the Scott-Knott
grouping test did not detect differences between
treatments because of the high EVc% and low
GVc% (Table 4).

Significant differences among varieties were
detected for variables NRE and NGR only in FLN.
In that location, there was a larger mean range
for NRE and a higher GVc% for NGR compared
with ANC (Table 4).

Estimates for TWR and CCI showed differences
between treatments by the Scott-Knott test only
in FLN (both with P< 0,01), although the F value
was significant for CCIin ANC (P < 0,05) (Table
5). In FLN, treatments were separated by the
Scott-Knott test into two groups, both for TWR
and CCI. Furthermore, ANC showed higher
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Table 4. Analysis of variance and Skott-Knott test for ear length (EL), prolificacy (PRL) number of rows per ear (NRE) and number of grains per row (NGR) from the
evaluation of local and commercial varieties of popcorn, in experiments conducted in Florianépolis (FLN) and Anchieta (ANC), Santa Catarina - Brazil, 2014/2015

crop year.
EL (cm) PRL NRE NGR

Treatment

FLN ANC FLN ANC FLN ANC FLN ANC
574A 12.67b 10.73 1.00a 0.58a 13.7a 13.6 25.9b 205
648C 11.59b 11.81 1.01a 0.84a 12.8b 12.7 27.9a 237
283A 14.08a 11.67 1.03a 0.82a 15.3a 14.0 35.7a 24.0
319E 12.78b 11.45 0.86a 0.60a 15.6a 13.3 30.7a 233
66A 12.61b 13.15 0.81a 0.72a 12.7b 13.8 25.1b 25.4
2360A 14.24a 11.12 0.88a 0.69a 13.2b 13.6 26.3b 20.1
884B 14.69a 10.81 0.70b 0.54a 13.4b 12.6 20.3b 21.6
RS20 14.02a 10.77 0.40b 0.65a 13.7a 13.6 30.8a 19.9
244A 11.31b 11.75 0.60b 0.68a 11.4b 12.8 21.3b 239
793B 13.90a 11.44 0.67b 0.47a 12.5b 13.8 28.7a 235
857C 11.71b 11.38 0.66b 0.51a 12.3b 13.7 21.2b 19.9
612A 12.21b 9.93 0.59b 0.75a 13.9a 13.8 25.7b 17.0
48A 12.92b 11.69 0.75b 0.70a 14.4a 14.0 30.0a 239
880A 15.99a 13.65 0.96a 0.95a 14.0a 14.1 29.1a 25.7
977A 12.55b 11.21 0.77b 0.52a 12.6b 12.7 20.7b 20.5
Mean' 13.15 1.5 0.78 0.67 13.4 13.5 26.6 222
GVc (%) 7.58 - 19.08 15.59 7.1 14.06 2.83
EVC(%)® 10.64 15.85 20.83 22.07 7.84 8.33 14.37 17.63
Genotype* 0.019 0.7906" 0.0025 0.020 0.0023 0.7961" 0.0012 0.4189"
GXEI® 0.4688 0.0619 0.2383 0.0767
Location® 0.0227 0.1371 0.7957 0.041

"Mean of three replications in each site; 2Genotipic variation coefficient; 3Experimental variation coefficient; “Significance of the difference between treatments
extracted from the variance analysis; *Significance of the genotype x environment interaction extracted from the variance analysis of the joint analysis; °Sig-
nificance of the difference between sites; "™Not significant at 5% error probability in F test. Means followed by the same letters are not statistically different in

Skott-Knott test at 5% error probability.

rates, on average, for both variables; i.e., rounder
grains, possibly because of the larger available
space for grains that grow in thickness, in less
productive ears.

Local popcorn variety 574A exhibited a higher
mean PE in both experiments, and the mean
value estimated for the two environments was
21% higher than the minimum value of 30 mL g!
established by MAPA for marketing (Brazil, 2011)
and 43% higher than the check mean estimated
in both FLN and ANC. Local popcorn variety 880A
also stood out for this same variable for showing
higher means than check in both locations.

For PEW evaluated in ANC, LPV 574A also
obtained a significantly higher mean and was
47% higher than that established by MAPA. In

FLN, the same LPV (574A) did not differ from
check (RS 20) or LPV 977A. The means for PEW
were around 25% larger than those estimated for
PE. Check means were higher than the treatment
means in both experiments.

The GY means showed a significant variation
between the experiments. In ANC, the treatments
mean corresponded to *41% of that obtained
in FLN. Varieties 880A, 48A, 283A, 319E, and
2360A showed the highest means in FLN, where
the experimental area was fertilized. Local
varieties 880A, 48A, 283A, and 319E displayed
the highest means in both environments. The
GVc% varied across experiments and variables.
The average GVc% in FLN of all variables was
13%, and in ANC it was 10%. The largest
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Table 5. Analysis of variance and Skott-Knott test for grain thickness / width relation (TWR), caryopsis circularity index (CC/), popping expansion (PE), popping
expansion without the weight of unpopped grains (PEW) and grain yield (GY) from the evaluation of local and commercial varieties of popcorn, in experiments
conducted in Florianépolis (FLN) and Anchieta (ANC), Santa Catarina - Brazil, 2014/2015 crop year.

TWR ccl PE(mLg") PEW (mL g") GY (t ha)
Treatment
FLN ANC FLN ANC FLN ANC FLN ANC FLN ANC

574A 0.73a 0.79 0.28a 0.31a 34.1a 38.6a 40.0a 44.2a 2.176b 0.657b
648C 0.60b 0.67 0.25b 0.29a 27.0c 24.9c 35.8b 28.3c 1.704b 0.97a
283A 0.60b 0.70 0.24b 0.29a 19.3e 22.9d 23.4e 27.5¢ 2.824a 0.987a
319E 0.70a 0.73 0.28a 0.30a 21.1e 20.9d 29.9d 29.1c 2.417a 0.921a
66A 0.66b 0.72 0.26b 0.29a 24.4d 24.2¢ 30.0d 29.6¢ 1.652b 1.259a
2360A 0.66b 0.67 0.28a 0.29a 26.9c 23.6d 33.3c 29.6¢ 2.386a 0.783b
884B 0.82a 0.74 0.32a 0.3a 29.6b 27.4c 36.0b 32.6b 1.813b 0.720b
RS20 0.70a 0.77 0.31a 0.35a 26.9c 23.3d 38.6a 34.0b - 0.760b
244A 0.74a 0.71 0.29a 0.30a 23.2d 21.8d 28.2d 25.7d 1.394b 0.913a
793B 0.61b 0.69 0.25b 0.29a 23.9d 18.8d 29.3d 24.4d 2.01b 0.639b
857C 0.75a 0.76 0.29a 0.31a 29.8b 26.9c 32.5¢ 35.3b 1.737b 0.671b
612A 0.66b 0.76 0.29a 0.33a 26.0c 26.1c 33.8c 35.2b 1.743b 0.532b
48A 0.60b 0.65 0.25b 0.27a 21.9e 25.0c 25.2e 28.8¢ 2.925a 1.122a
880A 0.75a 0.77 0.29a 0.31a 31.1b 30.3b 36.7b 36.5b 2.901a 1.215a
977A 0.77a 0.79 0.30a 0.32a 29.4b 27.1c 39.3a 37.1b 1.588b 0.655b
Mean' 0.69 0.73 0.28 0.3 26.3 25.5 32.8 31.9 2.091 0.854
GVc (%)? 8.95 3.7 7.71 428 15.11 17.25 15.17 16.04 19.15 18.57
EVc(%)? 8.38 8.12 6.98 6.76 5.88 9.99 4.79 5.98 22.74 27.37
Genotype* 0.001 0.138" 0.000 0.039 0.000 0.000 0.000 0.000 0.021 0.028
GXEI® 0.508" 0.349" 0.005 0.000 0.039
Location® 0.006 0.000 0.058 0.020 0.000

"Mean of three replications in each site; 2Genotipic variation coefficient; 3Experimental variation coefficient; “Significance of the difference between treatments ex-
tracted from the variance analysis; *Significance of the genotype x environment interaction extracted from the variance analysis of the joint analysis; Significance
of the difference between sites; ™“Not significant at 5% error probability in F test. Means followed by the same letters are not statistically different in Skott-Knott

test at 5% error probability.

differences among environments were found for
the traits WHG, VHG, NGR, and TWR. In both
environments, PRL and GY had the highest
GVc%. In ANC, variables EL and NRE had higher
RMS than they did MST, making it impossible to
estimate the GVc%.

Significant genotype x environment (GxE)
interactions were detected for WHG, VHG,
PE, PEW, and GY. For these variables, some
varieties were less influenced by environment
change. Variety 612A, for example, maintained
a stable mean in FLN and ANC for variables
WHG, VHG, and PE; 880A was constant between
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environments for variables VHG and PEW; and
66A was more stable for PE, besides showing the
lowest reduction in GY (24%) from FLN to ANC.
Popcorn varieties 244A, 283A, and 48A had an
increase in PEW in ANC, contrary to the general
downward trend observed in that environment
for the other varieties.

The highest estimated correlations with GY
were obtained with PRL, NGR (positive), and CCI
(negative) (Table 6). Popping expansion showed
the highest correlations with TWR, PEW (positive),
and NGR (negative), while PEW displayed the
highest correlations with TWR, CCI, PE (positive),



and NGR (negative) (Table 6). Correlations with
PEW were higher than the correlations with PE,
for the same variables.

The results of the present study highlight, for
this purpose, local popcorn varieties 574A, 880A,
and 884B, based on Mulamba and Mock’s index.

Discussion

Results for the correlations between GY and
traits PRL, NGR, and CCIfollowed the same trend
as those reported in other studies; e.g., Vidal-
Martinez, Clegg, Johnson and Valdivia-Bernal
(2001), who correlated GY with NGR (0.90), and
Broccoli and Burak (2004), who correlated GY
with PRL (0.32) and CCI (-0.32).

In the correlations established with PE,
Broccoli and Burak (2004) obtained a positive
value (0.47) with CCI, and Lyerly (1942) with TWR
(0.57), which are very close to the values observed
in the present study. In the evaluation of the PEW
we intended to assess PE only with poppable
grains and thus determine the correlation with
the maximum expansion potential of each
variable. In the present study, PEW showed a
high positive correlation with CCI and TWR and
a moderate negative correlation with NGR and
GY (Table 6).

Table 6. Correlation between popping expansion (PE), popping expansion
without the weight of unpopped grains (PEW) and grain yield (GY), between
themselves and with another 11 variables analyzed in experiments
conducted with local popcorn varieties, in Anchieta (ANC) and Florianépolis
(FLN), Santa Catarina - Brazil, 2014/2015 crop year.

Variavel PE PEW GY
TWR 0.569* 0.702** -0.392
cal 0.407 0.707** -0.679**
HEP 0.137 -0.179 0.500
PH 0.005 -0.291 0.431
PRL 0.100 -0.069 0.726%*
WHG 0.343 0.080 -0.002
VHG 0.166 -0.011 -0.076
EL -0.035 -0.076 0.627%*
NRE -0.198 -0.167 0.569*
NGR -0.449 -0.493 0.711*
ED -0.124 -0.377 0.420
PE — 0.847** -0.193
PEW 0.857** - -0.434
GY -0.193 -0.434 —

'Pearson’s linear correlation; 2Significance of Pearson’s linear correla-
tion; TWR - grain thickness/width relation; CCl - caryopsis circularity index;
HEP - first ear height/plant height relation, PH - plant height; PRL - pro-
lificacy; WHG - weight of 100 grains; VHG - volume of 100 grains; EL - ear
length; NRE - number of rows per ear; NGR - number of grains per row of
ear; ED - ear diameter.
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Based on the correlations established between
PE and PEW with CCI and TWR, both variables
(CCI and TWR) can be considered good indirect
measurements for the identification of varieties
with good PE, especially TWR, which showed the
strongest positive correlation with PE and PEW,
and a weak negative correlation with GY. Selection
based on high TWR values, as an indirect way of
identifying varieties with higher PE without loss
of GY, can be related to the pointed grain shape of
some LPV. They are generally longer due to their
morphology, and consequently contain a larger
mass (Table 5 and Table 6).

The treatments mean for PH were lower than
those observed by Solalinde, Scapim, Vieira,
Amaral Janior, Vivas, Pinto Mora and Viana
(2014) and Miranda, Souza, Galvao, Guimaraes,
Melo and Santos (2008). Although these second
authors also observed the lowest values for PH
and HEP in variety RS 20, in the set of evaluated
genotypes. Reduced PH and HEP are important
traits in the popcorn crop, since varieties with
low PH and HEP are less susceptible to lodging
and stalk breaking (Kist, Ogliari, Miranda Filho
and Alves, 2010).

For variables WHG and VHG, only the means
in FLN were higher than those obtained by Pereira
and Amaral (2001), whose estimated values were
12.6 g and 17.9 mL, respectively. Mean values
in the present work for EL were lower than those
estimated by Agele, Ayanwole and Olakojo (2008),
without any of the varieties showing values close
to the mean of 17.6 cm, obtained by the said
authors.

Variable PRL also showed a much lower mean
than those observed by Ematné, Nunes, Dias,
Prado and Souza (2016) (1.33) and by Miranda,
Coimbra, Godoy, Souza, Guimaraes and Melo
(2003) (1.2). Although PRL means are low,
there is high genetic variation for the selection
of superior varieties, as expressed by GVc%
estimates. Prolificacy values lower than 1 express
inability of some plants to produce fertile ears.
This behavior may be due to inbreeding or even
to the inexistence of artificial selection, directly
affecting grain yield.

Overall, the average PE across the varieties
was close to the 25 g mL! found by Freitas
Junior, Amaral Junior, Rangel and Viana (2009)
in full-sibling progenies and much higher than
the average 16.5 mL g! estimated by Miranda,
Souza, Galvao, Guimaraes, Melo and Santos
(2008) and 18.7 mL g! by Miranda, Coimbra,
Godoy, Souza, Guimaraes and Melo (2003).

Regarding the estimated means for PE and
PEW, the values might have been underestimated
in relation to other studies. The 23% difference
between PE and PEW is indicative that the
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maximum grain popping expansion could
not have been reached, either because of the
occurrence of damaged grains, which cause a
significant reduction in PE values, or because of
insufficient grain exposure time in the microwave
oven. Although the present study considered
the exposure time of one and a half minutes,
established by MAPA, in many cases, this time
was less than that used by others researchers
(Jele, Derera and Siwela, 2014; Scapim, Pacheco,
Amaral Juanior, Vieira, Pinto and Conrado, 2010;
Silva, Amaral Junior, Gong¢alves, Candido,
Vittorazzi and Scapim, 2013), possibly because
it underestimates real values.

As for GY, even in FLN, where the means were
higher than in ANC, estimates were considerably
lower than those obtained by Miranda, Souza,
Galvao, Guimaraes, Melo and Santos (2008)
(2980 kg ha'!) and Miranda, Souza, Guimaraes,
Namorato, Oliveira and Soares (2009) (2740 kg
ha™). Although the EVc% estimated for GY was
very high, these values are common in grain
yield evaluations (Daros, Amaral Junior and
Pereira, 2002; Freitas, Amaral Junior, Freitas
Junior, Cabral, Ribeiro and Gongalves, 2014;
Freitas Janior, Amaral Junior, Rangel and Viana,
2009; Silva, Amaral Junior, Gongalves, Candido,
Vittorazzi and Scapim, 2013), because this is
a trait that reflects the results of many other
correlated variables.

Taking into consideration only traits common
to those evaluated by Miranda, Coimbra, Godoy,
Souza, Guimaraes and Melo (2003) (PH, HEP,
WHG, PRL, and GY), with the average GVc% close
to 14%, and common traits evaluated by Freitas,
Amaral Junior, Freitas Juanior, Cabral, Ribeiro
and Gongalves (2014) (PH, DCO, PRL, GY and
PE), with average GVc% close to 7%, FLN was
superior, on average, to both studies (17%), while
ANC (13%) showed an average GVc% only lower
than that found by Miranda, Coimbra, Godoy,
Souza, Guimaraes and Melo (2003). In this case,
environmental conditions in FLN exposed more
markedly the variations of genetic origin in the
set of evaluated varieties.

The GxE interaction observed by Broccoli
and Burak (2004) and Scapim et al. (2010) for
variables GY and PE reinforce the results of
the present study. Among the traits that did
not show significant GxXE in this study, only
HEP expressed a different performance in other
experiments (Freitas, Amaral Junior, Freitas
Junior, Cabral, Ribeiro and Gongalves, 2014),
while PH, ED, EL, CCI, NRE, and NGR agree with
the works of Broccoli and Burak (2004), Freitas,
Amaral Junior, Freitas Juanior, Cabral, Ribeiro
and Gongalves (2014), and Vidal-Martinez, Clegg,
Johnson and Valdivia-Bernal (2001).
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Local varieties 612A, 880A, and 66A showed
lower variation between environments for traits
associated with PE, and LPV 66A and 244A
presented lower variation between locations
regarding GY. Varieties 283A and 48A showed
higher PE means when cultivated in their region
of origin, even when no fertilizer was applied.

Based on the genetic potential of these LPV,
performance between environments, and the
favorable correlations established between traits,
it is possible to outline genetic improvement
strategies that value the complementary
combination between populations for attributes of
high performance, as is done in the development
of intervarietal hybrids and interpopulational
improvement.

Conclusions

Among the varieties, the thickness/width ratio
shows the highest correlation with popping
expansion.

Local varieties 574A and 880A shows average
popping expansion superior to 30 mL.g-! being
fit for commercial use even without formal
improvement.

Local varieties 5S74A, 880A, and 884B presented
potential for breeding strategies focused on the
development of composite populations, given the
possibility of complementary combination among
populations for high-performance attributes.
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Abstract

Plant products or substances mediate interactions among organisms from different trophic levels, including
phytophagous insects. These interactions have been cited in a chemical-ecology context for species of Coleoptera
Melolonthidae. However, there are no previous reports of these interactions among melolonthid beetles species
distributed in Mexico and host plants. For the above, the interaction between adults of ‘rose chafer’ Macrodactylus
nigripes Bates (Coleoptera:Melolonthidae) and ‘seep willow’ shrub Baccharis salicifolia (Ruiz and Pav.) Pers.
(Asteraceae) was recorded and the leaves volatiles of seep willow that might be involved in the attraction of these
insects were extracted and identified. The sequence of behavior patterns that conforms this interaction was
described. Females of M. nigripes emerge from the soil and flight to the leaves of seep willow shrubs. Each female
settled on leaf and they place their mandibles on the leaf margin and start moving them from right to left to
obtain small leaf fragments to ingest. In addition, females exhibit a similar ‘calling’ behavior as well as the others
species. Following the females, males emerge from the soil and repeat the females’ behavior, approaching them
for mating. A list of the leaves volatiles of seep willow was generated by solid phase microextraction (SPME) and
coupled gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS), where the most abundant chemicals were a-pinene,
trimethylindan and cyclohexylbenzene. These compounds have been previously reported in other plant species,
including some species considered as host plants for Melolonthidae.

Key words:Attraction, plant volatiles, “rose chafer”, SPME, GC-MS.

Resumen

Los productos o substancias volatiles de plantas median las interacciones entre los organismos de diferentes niveles
tréficos, incluidos los insectos fitéfagos. Estas interacciones se han citado en un contexto quimico-ecolégico para
especies de Coleoptera Melolonthidae. Sin embargo, no hay informes previos sobre estas interacciones entre las
especies de Melolonthidae distribuidas en México y sus plantas hospederas. Por ello, se registré la interaccién entre
adultos de Macrodactylus nigripes Bates (Coleoptera:Melolonthidae) y el arbusto de azumiate (Baccharis salicifolia
Ruiz and Pav.) Pers. (Asteraceae) y se extrajeron e identificaron los compuestos volatiles de las hojas que podrian
estar involucrados en la atraccion de estos insectos. Se describié la secuencia de patrones de comportamiento que
conforman esta interacciéon. Se observo que las hembras de M. nigripes emergen del suelo y se desplazan en vuelo
hacia las hojas de los arbustos de azumiate. Cada hembra se posiciona en la hoja y colocan sus mandibulas en
el margen de éstas y comienzan a moverlas de derecha a izquierda para obtener pequefos fragmentos de hojas e
ingerirlos. Asimismo, las hembras muestran un patrén de comportamiento de 1llamado sexual’. Enseguida, los
machos emergen del suelo y repiten el comportamiento de las hembras, acercandose a ellas para la copula. Se
genero6 un listado de los compuestos volatiles de las hojas de azumiate mediante microextraccion en fase sélida
(SPME, por sus siglas en inglés) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), donde
los compuestos mas abundantes fueron a-pineno, trimetilindan y ciclohexilbenceno. Estos compuestos se han
reportado anteriormente en otras especies de plantas, incluidas algunas especies consideradas como plantas
hospederas para integrantes de Melolonthidae.

Palabras clave:Atraccion, volatiles de plantas, “escarabajo de las rosas”, SPME, GC-MS.
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Introduction

Plant volatiles are infochemicals based on complex
mixtures of a wide variety of organic compounds.
These volatiles have important ecological functions
for plants such as pollinators’ attraction, seed
dispersal and resistance to predators and
pathogens. Also, they can mediate interactions
between organisms such as phytophagous insects
and their parasitoids and predators (Knolhoff
and Heckel, 2014). These interactions have been
cited in a chemical-ecology context for species of
Melolonthidae (Coleoptera) and the attraction of
adults to plant volatiles has been studied (Loughrin
et al., 1995; Reinecke et al., 2002). The adults
of Macrodactylus sp. (Tose chafers’) are beetles
of Melolonthidae and feed on leaves, severely
damaging flowers and fruits. They are pest of
many species such as roses (Rosa spp.), grapes
(Vitis spp.), apples (Malus spp.), cherries (Prunus
spp.), strawberries (Fragaria spp.) and many other
trees, shrubs and cultivated plants (Williams et
al., 1990; Arce-Pérez and Morén, 2000). There
are many wild and cultivated plants that are
visited M. nigripes adults, unfortunately, they
are only mentioned as Macrodactylus spp., ‘rose
chafers’, frailecillos’ or ‘taches’, revealing the lack
of taxonomic knowledge. Inversely, Macrodactylus
species are only mentioned on leaves, on grasses,
on flowers or without information of capture.
About 66 species of plants in 26 families, have
been reported to function as alimentation,
aggregation sites and/or reproduction sites for
Macrodactylus adults. The families of host plants
for Macrodactylus are Gramineae (50%), Rosaceae
(42.30%), Leguminosae (30.76%), Asteraceae and
Lauraceae (15.38%), and Pinaceae (11.53%) (Arce-
Pérez and Mor6n, 2000). For Asteraceae, ‘seep
willow’ shrubs are included in Baccharis genus,
which is represented by 340 species distributed
in Brazil, Argentina, Colombia, Chile, and Mexico
(Heiden et al., 2012). In the chemical ecology
context, there are only three reports in which the
plant volatiles of Baccharis salicifolia have been
studied obtaining by distillation its essential oils
(Loayza et al., 1995; Malizia et al., 2005; Carrizo
et al., 2009). There are no previous studies about
the volatiles of species of seep willows distributed
in Mexico.

In the present study, we generated information
about the interaction between B. salicifolia and
M. nigripes, an agricultural important species in
Mexico (Arce-Pérez and Mor6n, 2000; Guzman-
Mendoza et al., 2016). In particular, we recorded
in field the behavioral responses of M. nigripes
Bates in presence of seep willows shrubs and
we obtained the chemical profile of the leaves of
these by solid phase microextraction (SPME) and
coupled gas chromatography — mass spectrometry
(GC-MS) techniques.

Chemical profile of the volatiles of Baccharis salicifolia (Asteraceae) and
interaction with Macrodactylus nigripes (Coleoptera: Melolonthidae)

Materials and methods

Study site

The records of the interaction between adults of
M. nigripes and seep willow shrubs were taken in
a semi-disturbed area adjacent to maize crops,
located in the municipality of San Pablo del
Monte, Tlaxcala, Mexico (19° 07’ 00” N and 98°
10’ 00” O).

Observational records

Behavior records were performed by means of
direct observation (focal and continuous records)
(Altmann, 1984). We conducted a total of twenty-
four observational sessions, twelve for females (n
= 12) and twelve for males (n = 12). Each session
lasted 90 minutes and was carried out from
2012 to 2015 between 11:00 and 13:30 hours.
We recorded and described the movements,
actions and positions of adult females and males
in twenty-four seep willows shrubs randomly
chosen. Each description begins when the beetles
emerges from the soil and finishes when they
began to cut up the leaves with the mandibles.

Data analysis

The sequences of behavioral patterns obtained
of the interaction between rose chafers and seep
willow were measured and flow charts of these
sequences were developed. The percentage of
times that a particular action pattern follows
another (given the first action pattern), and
transitions duration were calculated. The
principal behavior patterns were described in
an ethogram and patterns-transitions sequences
were represented in a kinematic diagram.

Leaves volatiles extraction and
identification

A directed sampling was conducted to obtain
leaves of the same size and healthy appearance
from seep willow shrubs. For each extraction, six
leaves with same size and weight were introduced
on filter-paper at the bottom of the SPME
recipient. Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene
(PDMS/DVB, 65 um) fiber coating was used.
The holder with the PDMS/DVB fiber coating
was placed on the entrance of the upper section
for 60 min, capturing the leaves volatiles. We
performed a blank experiment for each extraction.
For each of the leaves and blank experiments, we
performed ten repetitions (n = 10).

The volatiles isolated by SPME were identified
in a coupled-gas chromatography 7890B coupled
with a high-resolution mass spectrometer Agilent
7200 (Q-TOF), equipped with a HP-5MS 5% phenyl-
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methyl-siloxane column, of 30m diameter x 0.25um
of inner diameter. The conditions during this
analysis were: 250 °C for the injector temperature,
splitless injection mode and helium 1.2 ml/min as
the carrying gas. The initial temperature was of 50
°C; it was maintained for 5 minutes until it reached
300 °C at a speed of 10 °C/min.

A spectral comparison of the chromatogram
peaks was used to identify the volatile
constituents of the leaves. In the mass detector
we used chemical ionization with methane to
produce ions that were assigned to different
chromatogram peaks. Based on the proposed
chemical structures from Pherobase database
and specialized articles, we calculated de exact
mass of the detected compounds and the mass/
charge difference (Am/z) and chemical structures
were proposed.

Results

Behavioral records

The behavioral patterns shown by females of M.
nigripes are shown in Table 1, as well as patterns
and transitions sequences are presented in Figure
1. Females emerge from the soil at 11:00 hours
and travel in short flights to seep willow shrubs.
This movement lasts, on average, 240 secs. Each
female settle on the leaf and moves forward and
backward for 7 secs, stopping in the superior or
posterior leaf margin, positioning itself opposite
to the soil and hanging with their legs. Right
away, they start moving their abdomen in circles
(rotates around its own axis), lifting it in a 45°
angle and periodically moving up and down their
metatarsus, constantly rubbing them during short
periods of time. It has been suggested that this
behavior corresponds to the ‘calling’ in this species
(Romero-Lopez et al., 2010). In this position or
settling on the leaf margin, the females put their
mandibles on the leaf margin and starts moving
them from right to left for 82 secs obtaining
small leaf fragments to ingest. These mandibles
movements could be the feeding behavior of M.
nigripes. Males emerge from the soil 30 seconds
after the females repeating the females’ behavior,
except for the abdomen movement.

Leaves volatiles identification

We obtained fifteen chromatogram peaks from
which ten were related to chemical compounds
structures. Each chromatogram peak with its
retention time (RT), molecular ion exact mass,
error values (Am/z) and proposed structure are
shown in Table 2. Peak 10 with a retention time
of 16.82 minutes was the most intensive peak.
We found peaks bl, b2, b3 and b4 also in the
blank (Table 2, Figure 2).
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Table 1. Description of the basic body movements and behavior patterns of
females and males of Macrodactylus nigripes.

Behavior pattern Description

(principal sequence)

Direct air displacement towards the leaves of the plant

Fligth
3 with periodic and constant movements of wings.

Settling on the leaf First contact with the leaf. The beetle puts pro-,
and meso- and metatarsus, as well as the antennae,
recognition on the leaf margin.

Movements of mandibles of right side to left in
the opposite direction, cutting the leaf in small
fragments

Movements of man-
dibles to cut the leaf

Secondary sequence

Air random displacements towards anywhere but

Not directed flight
leaves

Not movements of
mandibles

The mandibles remain immobile. There’s no physi-
cal contact between mandibles and leaf

Precopulatory
behavior

The females display abdominal bend and abdom-
Calling inal movements in circles lifting it in 45° angle and
periodically moving up and down their metatarsus

Discussion

This is the first study that describes at the
same time the feeding behavior and the plant-
insect interaction of any Melolonthidae species.
Previous studies have only reported these aspects
separately. For sexual activity, Romero-Lopez
et al. (2007) provided a brief description of the
pre-mating behavior of four Phyllophaga species
on the leaves of Quercus sp. Also, has been
described the pre-mating behavior of Phyllophaga
obsoleta Blanchard and some interactions
between the adults of this species and leaves
of Bouganvillea sp. (Romero-Lopez and Arzuffi,
2010). However, both studies do not provide
details of the plant-insect interaction. Another
studies, tested the preference of M. nigripes
adults for different chemical stimuli, including
B. salicifolia leaves using a portable olfactometer
(Nieves-Silva and Romero-Lépez, 2016). For
plant-insect interactions, Ruther et al. (2002)
demonstrated that the volatiles of the host plant
of Melolontha hippocastani F. combined with a
sex pheromone function as attractants of adults
of this species. Baccharis conferta (Kunth) has
been reported as a host plant of M. nigripes (Arce-
Pérez and Moro6n, 2000). It is well known that
plant species from the same family and genus
share about 45-50% of their chemicals (Bottia et
al., 2007; Vazquez et al., 2007).

For other hand, in this study has been
recorded the presence of cumene in B. salicifolia
leaves. This chemical compound has also been
reported for Baccharis dentata (Vell.) (Xavier et
al., 2012). The chemicals calamene, a-pinene
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Figure 1. Kinematic diagram of the interactions between females and males of Macrodactylus nigripes and seep willow plants in field observations.

Circles and arrows represent the behavior patterns and transitions between behavior patterns, respectively. The numbers into circles and the numbers associated
with arrows represent observed frecuencies (in percentages) of successive behavior patterns and transitions of a complex behavioral sequence. The size of the
circles is proportional to the relative frequency of each behavior pattern. The width of the arrow is proportional to the relative frequency of transition.

F= Fligth; S= Settling on the leaf and recognition; M= Movements of mandibles to cut the leaf; Nf= Not directed flight; Nm= Not movements of mandibles; C= Calling.
White circle= Emergency of females and males from soil / Black circles= Principal behavioral sequence/Dotted line circle= Sexual behavior pattern / White arrow=
Transitions after the emergency of females and males from soil/Continue line arrows= Principal transitions behavioral sequence/Dotted line arrows= Connection

between interaction plan-insect and sexual behavior transitions

and B-pinene have been previously described for
B. salicifolia using the hydrodistillation method
(Loayza et al., 1995; Malizia et al., 2005; Carrizo
et al., 2009; Budel et al.,, 2018). The use of
different techniques to obtain volatile compounds
influence in their detection, however, also
influence the biotic and abiotic factors and even

the sex of the plant (Drijfhout, 2010; Zuccolotto
etal., 2019). The hydrodistillation technique has
been used for the extraction of compounds of the
genus Baccharis for medicinal purposes, but this
technique can only extract volatiles carried by
water vapor (Salomé-Abarca et al., 2015).

Table 2. Proposed structures for the extracted volatiles of seep willow leaves by SPME and CG-MS.

Volatile compounds PN RT (min) Formula Experimental mass Exact mass Am/z
a-pinene 1 8.06 CoHie 136.1252 136.1252 0
B-pinene 2 8.12 CioHig 136.1252 136.1252 0
1,2,3-trimethylbenzene
2,4- trimethylbenzene

) 3 8.58 CH,, 120.0938 120.0939 -0.83

1,3,5- trimethylbenzene

cumene

phenylmethanol 4 9.59 C,H,0 108.0575 108.0575 0

2- phenyl-propenal 5 11.99 C,H,0 132.0574 132.0575 -0.75

ethylidenecyclohexane 6 15.32 CH,, 110.1095 110.1096 -0.90
7 15.42

trans-calamenene C.H,, 202.1711 202.1721 -4.94
8 15.60 1

unidentified 9 16.03 95.0856

trimethylindan

1,1,4- trimethylindan

1,1,5- trimethylindan 10 16.82 C,Hye 160.1246 160.1252 -3.74

1,1,6- trimethylindan

ciclohexylbenzene

styrene 11 19.04 CH, 104.0626 104.0626 0

PN= peak number; RT= retention time; Am/z= error values.
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Figure 2. Chromatogram of the volatiles of Baccharis salicifolia leaves extracted using the SPME and GC-MS techniques.
In this study we used the SPME which has References

been reported as the appropriate method for
volatile compounds extraction in chemical ecology
(Drijthout, 2010). We also report the presence
of phenylmethanol in B. salicifolia leaves. This
compound has been documented as an attractant
of the Melolonthidae species Holotrichia oblita
Faldermann, Holotrichia parallela Motschulsky,
Maladera orientalis Motschulsky, Anomala
corpulenta Motschulsky, Anomala octiescostata
Burmeister and Popillia guadriguttata F. (El-
Sayed, 2019). Future studies should be
focused in proving the biological activity of the
phenylmethanol as an attractant of M. nigripes
and other rose chafer species.

Conclusions

Three principal behavior patterns of females and
males of M. nigripes interactions with leaves of
seep willow were observed: directed flight, settling
and mandibles movements to cut leaves, and
concurrently the females display a similar behavioral
sequence to calling. The most abundant volatile
compounds such as trimethylindan, a-pinene,
ciclohexylbenzene, as well as phenylmethanol
previously reported, could have an important role
in the attraction of M. nigripes.
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Fertilizacion con nitréogeno, fosforo, potasio y calcio en mora
(Rubus glaucus Benth.): Efecto sobre Antracnosis bajo condiciones
controladas
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Resumen

Para buscar alternativas de manejo de la antracnosis causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides en el
cultivo de mora (Rubus glaucus Benth.), en el Centro de Investigacion Tibaitata de la Corporacién Colombiana
de Investigacion Agropecuaria AGROSAVIA (antes CORPOICA), se realiz6 un experimento con el objetivo de
evaluar el efecto de la aplicacion de los elementos mayores nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K) y calcio (Ca)
sobre infecciones del hongo C. gloeosporioides cepa-52. Para el efecto se utilizé un disefio de bloques completos
al azar con un arreglo de tratamientos en un disefio compuesto central ortogonal. Para evaluar la relacion de
los niveles de fertilizacion y la severidad de la enfermedad, se hizo una inoculacién artificial en tallos de mora
de Castilla con espinas, mediante discos de micelio de 0.5 cm a una concentracion de 9.53 x 10* conidias. Las
observaciones consistieron en: severidad de la enfermedad (S), periodo de incubacion (PI) y tasa de desarrollo
(r). Los analisis de datos se hicieron por el método de conglomerados sobre la variable severidad, un analisis de
correlacion de Pearson entre variables, asi como una regresion para estimar el efecto de los nutrientes aplicados
sobre la severidad de la cepa-52 de C. gloeosporioides. Los tratamientos se concentraron en cuatro grupos con los
rangos (entre paréntesis) S (15.9% y 91.8%), PI (9 y 15.3) y r (0.0254 y 0.0468). Se observo correlacion positiva
y significativa entre S y r (P < 0.001) y negativa entre Pl con Sy r (P < 0.001). Mediante analisis de regresion se
gener6 un modelo lineal que permiti6 comprobar la reduccion de la severidad de la enfermedad con el incremento
de la dosis de N y un incremento con los niveles de P y Ca aplicados.

Palabras clave: Colletotrichum gloeosporioides; Mora castilla; nutricién; severidad; tasa de desarrollo; elementos
mayores

Abstract

To propose alternatives for management Anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) in blackberry cultivation,
an experiment was performed to estimate the effect of nitrogen, phosphorus, potassium and calcium on C.
gloeosporioides strain 52 infections. A randomized complete block design was used with a treatment arrangement
corresponding to an orthogonal central composed design. To evaluate the relationship between fertilization levels
and the severity of the disease, an artificial inoculation was carried out on blackberry stems with thorns, by
0.5 cm mycelium discs at a concentration of 9.53x10% conidia, registered disease severity (S), incubation period
(IP) and development rate (r). A cluster analysis was performed on the severity variable, a Pearson correlation
analysis between variables, as well as a regression to estimate the effect of the nutrients applied on the severity
of strain 52. The treatments were concentrated in four groups with S, IP and r between 15.9% to 91.8%, 9 to
15.3 days and 0.0254 to 0.0468, respectively. Positive and significant correlation was observed between S and
r (P<= 0,001), and negative and significant, between IP with S and r (P < 0,001). Finally, through the regression
analysis, a linear model was generated that allowed us to verify the decrease in severity with the increase in the
dose of nitrogen and the increase in this with the growth of phosphorus and calcium levels.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides; Mora castilla; nutrition; severity; development rate.
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Introduccion

En 2017, los cultivos de mora (Rubus glaucus
Benth.) en Colombia ocuparon cerca de 14.589
ha, con una produccién, promedio, de 123,175
t (MADR, 2018). En el campo fitosanitario,
la produccién del cultivo se ve amenazada
por diversas enfermedades, entre las cuales
sobresale la Antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides como la mas
limitante, ya que genera pérdidas cercanas a
100% del cultivo cuando no se aplican medidas
preventivas (Saldarriaga-Cardona et al., 2008).

En Colombia, se ha asociado a C.
gloeosporioides y C. acutatum como agentes
causales de Antracnosis en mora, existiendo
ademas reportes sobre el ataque de C. boninense
(Saldarriaga-Cardona et al., 2008; Afanador et
al., 2010, 2014). Las especies de Colletotrichum
presentan preferencias por los tejidos de la
planta, asi, C. gloeosporioides se asocia en un
mayor grado a lesiones en tallo, presentando
altas tasas de crecimiento y patogenicidad
(Afanador et al., 2010).

El manejo de especies de Colletotrichum se ha
fundamentado en la aplicacion de fungicidas.
Este tipo de manejo presenta problemas debido
al desarrollo de cepas resistentes (Rupp et
al., 2017). EI abuso de moléculas quimicas
para el control de Antracnosis en el cultivo de
mora, ha ocasionado el rechazo de pulpas para
exportacion, debido a trazas encontradas en las
mismas (Gaviria-Hernandez et al., 2013).

Con base en las consideraciones anteriores,
se han estudiado métodos de control para el
manejo de la enfermedad mediante la aplicacion
de productos biolégicos como extractos vegetales
(Gaviria-Hernandez et al., 2013), evaluacion de
materiales promisorios (Lopez et al., 2013) y
la caracterizacion de germoplasma resistente
(Afanador et al., 2010).

En este contexto, la fertilizaciéon favorece
la reduccién de la incidencia y severidad de
enfermedades (Huber et al., 2012), debido a
factores de resistencia y/o predisposicion de
las plantas, generados por un desequilibrio
nutricional (Chaboussou, 1967). En este sentido,
las deficiencias nutricionales pueden aumentar
la susceptibilidad a diversas enfermedades
(Velasco, 2000), mientras que infecciones
débiles pueden llegar a tornarse mas agresivas
(McMahon, 2012).

El nitrégeno (N) ha sido el elemento mas
estudiado en relacion con la nutricion del huésped
y la prevalencia de enfermedades, teniendo en
cuenta su esencialidad en el crecimiento de
las plantas, su limitada disponibilidad en el
suelo y su efecto en el tamafio de las células

Fertilizacién con nitrégeno, fésforo, potasio y calcio en mora (Rubus glaucus
Benth.): Efecto sobre Antracnosis bajo condiciones controladas

y el espesor de la pared celular (Huber y
Thompsom, 2007, Walters y Bingham, 2007).
Adicionalmente, juega un papel fundamental
en la interaccion planta - patoégeno, debido a la
movilidad del elemento durante el estrés bi6tico y
abidtico como estrategia de defensa de la planta
(Tavernier et al., 2007).

Por su parte, el fosforo (P) incrementa
la resistencia de las plantas a diferentes
enfermedades, cuando su concentracion en
los tejidos acelera la madurez y protege los
organos jovenes; no obstante, los efectos sobre la
severidad de enfermedades no son tan evidentes
cuando se observa en cultivares susceptibles
y/o moderadamente resistentes (Prabhu et al.,
2007).

El potasio (K) es el soluto inorganico mas
abundante en las células vegetales y esta
relacionado con la respuesta de la planta a
estreses abioticos y bidticos (Zhou et al, 2014) y
su deficiencia causa la reduccion en la sintesis
de proteinas, almidon y celulosa (compuestos
de alto peso molecular) y por tanto, induce la
acumulacion de compuestos organicos de bajo
peso molecular que pueden cubrir nutrientes
requeridos por los microorganismos (Huber et
al., 2012).

Diversos hongos invaden los tejidos de
las plantas por la produccién de enzimas
pectoliticas, tales como poligalacturonasa, que
disuelven la laminilla media de las células, sin
embargo, la actividad de esta enzima puede ser
inhibida cuando aumenta la concentracion de
calcio (Ca) en los tejidos, a la vez que contribuye
en la formacion de barreras fisicas protectoras
frente a la penetracion de dichos organismos
(Spann y Schumann, 2010).

De acuerdo con las anteriores consideraciones,
el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar en condiciones de invernadero el efecto
de la fertilizacion con N, P, K y Ca sobre el
desarrollo de C. gloeosporioides cepa-52 en
plantas de mora de Castilla con espinas.

Materiales y métodos

Localizacion

El experimento se realizo en el invernadero
del Centro de Investigacion Tibaitata, de la
Corporacién Colombiana de Investigacién
Agropecuaria AGROSAVIA (antes CORPOICA),
situado en el kilometro 14, via Bogota -
Mosquera, a 2600 m.s.n.m., en el departamento
de Cundinamarca, a 4° 42’ de latitud norte y
74° 12’ longitud oeste, con una temperatura
promedio de 13.1°C, humedad relativa de 80%,
a 2.600 m.s.n.m.
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Aplicacion de tratamientos

A partir de estudios de fertilizacién adelantados
por Vayas (2000) y Artunduaga (2010), se
definieron y aplicaron 25 tratamientos con
diferentes dosis de los nutrientes N, P, Ky Ca
(Tabla 1) en plantulas con espinas de mora de
Castilla y uniformidad fenotipica de 10 meses de
edad, las cuales fueron propagadas sexualmente
y sembradas en bolsas plasticas con 1500 g
de sustrato, compuesto por una mezcla de
turba y cascarilla de arroz, en relacion 3:1. La
cantidad total de los elementos por tratamiento
se dosifico semanalmente, preparando soluciones
nutritivas a partir de acido nitrico, cloruro de
calcio dihidratado, cloruro de potasio, difosfato
de amonio, sulfato de magnesio heptahidratado,
nitrato de calcio tetrahidratado, nitrato de
potasio, sulfato de potasio e hidroxido de sodio,
conservando las concentraciones originales de
Mg, S y microelementos de la solucién nutritiva
de Hoagland y Arnon (1950).

Tabla 1. Composicién de los tratamientos aplicados a plantulas de mora
Castilla inoculadas con la cepa 52 de C. gloeosporiodes. C.l. Tibaitatd,
AGROSAVIA (antes CORPOICA), Colombia.

Tratamiento Nutriente aplicado (g/planta)

(no.)

N P,0, K,0 Ca0o

1 16 12 24 12
2 48 12 24 12
3 16 57 24 12
4 48 57 24 12
5 16 12 72 12
6 48 12 72 12
7 16 57 72 12
8 48 57 72 12
9 16 12 24 28
10 48 12 24 28
11 16 57 24 28
12 48 57 24 28
13 16 12 72 28
14 48 12 72 28
15 16 57 72 28
16 48 57 72 28
17 9 35 48 20
18 55 35 48 20
19 32 3 48 20
20 32 66 48 20
21 32 35 14 20
22 32 35 82 20
23 32 35 48 9

24 32 35 48 31
25 32 35 48 20
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Inoculacion del patégeno

En la inoculaciéon se empled la cepa-52 de C.
gloeosporioides aislada de tallos de mora de
Castilla, la cual fue caracterizada morfologica
y molecularmente por AGROSAVIA en 2012
(Saldarriaga et al., 2012). Esta cepa corresponde
a un aislamiento obtenido de tallos de mora
del genotipo San Antonio, recolectado en el
departamento de Antioquia (Colombia) y sobre la
cual se reportan severidades por C. gloeosporioides
entre 10% y 100%, después de 19 a 55 dias de la
siembra. La reactivacion se realizé en medio de
cultivo PDA en los laboratorios de Microbiologia
Agricola de AGROSAVIA, Centro de Investigacion
Tibaitata. Cincuenta y tres dias después del
comienzo del experimento (DDCE), se llevo a cabo
una inoculacion artificial del hongo sobre los
tallos, con discos de micelio a una concentracion
de 9.53 x 10* conidias.

Evaluacion de la enfermedad

Para esta evaluacion se elabor6é una escala
diagramatica de severidad en tallos de mora
(Figura 1) utilizando como referencia la escala
propuesta por Lopez et al. (2013), mediante la
cual se estimo la severidad de la enfermedad (S)
con la ecuacién siguiente (Ecuacion 1):

2(n*b)
N

S (%) = Ec.1

Donde: S (%) = severidad de la enfermedad
expresada en el porcentaje de tejido afectado. n =
numero de unidades de muestreo clasificadas en
cada grado. b = grado de severidad. N = nimero
total de unidades de muestreo observadas.

Una vez identificada la S, se calculo la tasa
de desarrollo de la enfermedad (r) mediante la
ecuacion siguiente (Castano-Zapata, 2002):

1 X X
r = (Loge =5 — Loge ﬁ) Ec.2

ti—tp X1

Donde: r = tasa de desarrollo, ¢, = tiempo final,
t, = tiempo inicial, X, = severidad final, X, =
severidad inicial.

Con los datos obtenidos se calcul6 el periodo
de incubacién (PI), definido como el numero de
dias trascurridos desde la inoculacién hasta que
los tallos de las plantas presentaron sintomas
de Antracnosis, los cuales se manifestaron por
la presencia de manchas de color morado a café
oscuro y bordes oscuros sobre el tejido inoculado.
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Figura 1. Escala de severidad de antracnosis propuesto y utilizado, para tallos
de mora inoculados con discos de agar (modificado de Lépez et al., 2013). 0:
Sin lesion aparente o 0% del tejido afectado. 1: 1% del tejido afectado. 3: 5%
del tejido afectado. 5: 10% del tejido afectado. 7: 25% del tejido. 9: 50% del
tejido afectado. 11: 85% del tejido afectado. C.I. Tibaitatd, AGROSAVIA (antes
CORPOICA), Colombia.
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Disefio experimental y analisis
estadistico

Se emple6 un diseno experimental de bloques
completos al azar con un arreglo de tratamientos
en un diseno compuesto central ortogonal y tres
repeticiones, para un total de 375 plantulas (25x 5
x3). Serealiz6 un analisis de conglomerados para
la variable severidad, utilizando el procedimiento
Cluster del software Statistical Analysis System
(SAS®9.3), con el fin de clasificar los tratamientos
en grupos homogéneos. Se analizé el nivel de
asociacion entre las variables severidad (S), tasa
de desarrollo (r) y periodo de incubacion (PI),
mediante coeficiente de correlacion de Pearson
verificando relaciones positivas o negativas y
grado de significancia (P < 0.001). Para estimar
el efecto de los niveles de fertilizacion sobre
la severidad de la enfermedad, se empleé un
analisis de regresion y se construyeron las
graficas respectivas mediante el software libre R
(R Foundation for Statistical Computing).

Resultados y discusion

Efecto de los tratamientos

El analisis de conglomerados permitié clasificar
los tratamientos en cuatro grupos de acuerdo
con los estadisticos propuestos (Figura 2 y
Tabla 2). De acuerdo con lo anterior, los grupos
presentaron una S comprendida entre 15.9% y

Cluster Analysis
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Figura 2. Agrupamiento de tratamientos aplicados a plantulas de mora basado en la evaluacién de severidad, periodo de incubacién y tasa de desarrollo de la cepa

52 de C. gloeporioides. C.1. Tibaitatd, AGROSAVIA (antes CORPOICA), Colombia.
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Tabla 2. Agrupamientos de severidad (S), periodo de incubacién (Pl) y tasa de desarrollo de la enfermedad (r) de la cepa 52 de C. gloeosporioides inoculada sobre

tallos de mora. C.I. Tibaitatd, AGROSAVIA (antes CORPOICA), Colombia.

Tratamiento

Dosis (g/planta)

Grupos Variable Media c.v.
(no.) N PO, K,0 Cao
3 16 57 24 12
S 91.8 9.6
1" 16 57 24 28
15 16 57 72 28
1 r 0.0468 0.0
17 9 35 48 20
24 32 35 48 31
Pl 9.0 185
25 32 35 48 20
1 16 12 24 12
4 48 57 24 12 S 335 16.5
5 16 12 72 12
6 48 12 72 12
2 8 48 57 72 12 r 0.0281 7.4
10 48 12 24 28
12 48 57 24 28
18 55 35 48 20 PI 14.4 31.5
19 32 3 48 20
7 16 57 72 12
S 62.9 1.3
9 16 12 24 28
13 16 12 72 28
3 14 48 12 72 28 r 0.0368 10.0
16 48 57 72 28
20 32 66 48 20
Pl 14.1 29.2
22 32 35 82 20
2 48 12 24 12 S 15.9 471
4 21 32 35 14 20 r 0.0254 6.6
23 32 35 48 9 Pl 15.3 35.9

91.8%, un r entre 0.0254 y 0.0468 y un PI entre
9 y 15.3 dias (Tabla 2). En el grupo 1 (G1) se
ubicaron seis tratamientos que presentaron los
valores medios mas altos de Sy r, asi como el valor
medio mas bajo para PI. La mejor respuesta sobre
las variables evaluadas se observo en el grupo 4
(G4), compuesto por tres tratamientos; mientras
que en los grupos 2 (G2) y 3 (G3) se agruparon
nueve y siete tratamientos, respectivamente; con
valores S entre 33.5y 62.9, Pl entre 14.1y 14.4
y r entre 0.0281 y 0.0368 (Tabla 2 y Figura 2).

Desarrollo de la enfermedad

Durante el desarrollo del trabajo en invernadero,
se presento una temperatura promedio de 19 °C
y humedad relativa de 71%. Previa inoculacion
con la cepa-52 de C. gloeosporioides, 53 DDCE, la
temperatura promedio fue de 19 °C y disminuy6
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a 18 °C a partir de los 62 DDCE, mientras
que la humedad relativa en ambos periodos
fue, en promedio, de 57%. Investigaciones
en condiciones de campo mostraron que las
temperaturas aproximadas de 16 °C y humedad
relativa superior a 85%, son apropiadas para
el incremento de las lesiones de Antracnosis
en el cultivo de mora (Forero de La-Rotta et al.,
2001), lo cual difiere de los datos registrados en
el presente trabajo.

No obstante, estudios en campo con materiales
de mora expuestos a inoculaciones naturales con
C. gloeosporioides (Lopez et al., 2013) no muestran
interacciones entre el desarrollo de la enfermedad
y el porcentaje de humedad ambiental, lo cual
concuerda con los resultados observados en la
presente investigacion, ya que no se registran
los valores reportados en la epidemiologia del



patégeno. En las investigaciones antes citadas
se registr6 una humedad relativa de 76.34%,
con valores minimos y maximos de 63.6%
y 87%, respectivamente, condiciones en las
cuales los genotipos susceptibles a Antracnosis
manifestaron severidad entre 45.6% y 50% e
incidencia entre 79.8% y 99.4%.

El analisis de correlacion de Pearson mostro
correlacion positiva y significativa entre Sy r (P
< 0.001), y negativa y significativa, entre PI con
Sy r (P < 0.001) (Figura 3), lo cual indica que
al aumentar la severidad de la enfermedad, se
incrementa la tasa de desarrollo; mientras que al
aumentar el periodo de incubacion disminuyen
la severidad y la tasa de desarrollo.

Las curvas de desarrollo de la enfermedad en
los grupos identificados (Figura 4), permitieron
observar en el G1 un crecimiento exponencial
hasta los 40 dias después de la inoculacion
(DDI), seguido de un crecimiento lineal hasta
el final del experimento (64 DDI) en todas las
plantas de mora que recibieron los tratamientos
de fertilizacion (T), excepto en aquellas plantas de
los T15 y T24. Dichos tratamientos presentaron
un crecimiento exponencial hasta los 32 DDI, el
cual pas6 a lineal 48 DDI y se estabiliz6 al llegar
a 100% de severidad 110 DDI (Figura 4).
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60
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En las plantas incluidas en los G2 y G3 se
observo un crecimiento exponencial hasta 40
DDI pasando a lineal hasta 64 DDI, excepto para
los TS5 y T7 en los G2 y G3, respectivamente. En
este sentido, el desarrollo de la enfermedad en el
TS present6 un crecimiento logistico a partir de 8
DDI hasta el final de las evaluaciones, mientras
que el T7 presenté un crecimiento exponencial
hasta 32 DDI, el cual se torné lineal y estable
entre los 56 y 64 DDI (Figura 4).

En el G4 el desarrollo de la enfermedad en
las plantas que recibieron los tratamientos de
fertilizacion T2 y T21, presenté un crecimiento
exponencial a partir de 16 DDI hasta el final de
las evaluaciones, mientras que la enfermedad
en las plantas del T23 mostré un crecimiento
logistico desde 40 DDI, el cual no superé 10% de
severidad 64 DDI (Figura 4).

De acuerdo con los nutrientes aplicados, los
tratamientos del G1 recibieron dosis de todos los
elementos, con excepcion de N, Ky Caenlos T17,
T15, T3 y T24, respectivamente. Por otra parte,
en el grupo que present6 la mejor respuesta (G4)
se observo una mayor variabilidad de las dosis
aplicadas, ya que solo hubo coincidencia para N
y P en los T21 y T23, presentandose a la vez la
menor dosis de Ca en el T23 (Tabla 2).
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Figura 3. Relaciones entre tasa de desarrollo (r), severidad (S) y periodo de incubacién (Pl) en plantas de mora inoculadas con de la cepa 52 de C. gloeporioides. C.1.

Tibaitata, AGROSAVIA (antes CORPOICA), Colombia.
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Figura 4. Curvas de desarrollo de C. gloeosporioides cepa-52 sobre tallos de
mora en los grupos: 1 (A), 2 (B), 3 (C) y 4 (D). C.I. Tibaitata, AGROSAVIA (antes
CORPOICA), Colombia.

Efecto de los nutrientes

Bajo las condiciones del presente estudio, el
analisis de regresion permiti6é ajustar un modelo
lineal multiple (Ecuacion 3), donde el N tiene
un efecto negativo sobre la severidad de la
enfermedad, es decir, con el aumento de 1 g del
elemento, se espera un descenso de 0.881% de
ésta. Para Py Ca, se observo el efecto contrario
(positivo), o sea, al aumentar el contenido de estos
nutrientes en 1 g, ocurren incrementos de 0.054%
y 1.773% en la severidad de la enfermedad,
respectivamente (Figura 5).
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Severidad = 27.371 — 0.881N + 0.054P +
1.773Ca R?* =0.5922 Ec.3

Los resultados con la aplicaciéon de N difieren
de los hallazgos de Nam et al. (2006), quienes
encontraron que concentraciones elevadas
de este elemento incrementan la severidad
de C. gloeosporioides sobre plantas de fresa
(Strawberry cv. Nyoho); lo que a su vez demuestra
una marcada diferencia en los procesos de
interaccion entre los patogenos y hospederos
bajo condiciones de desbalance nutricional.
En este contexto, algunos patégenos foliares
penetran, se multiplican y desarrollan en tejidos
suculentos gracias al aporte del nitrégeno (van
Bruggen et al, 2016).

Con base en lo anterior, se han propuesto
manejos de enfermedades mediante la reduccion
de las aplicaciones de N, sin embargo, estos
procedimientos exponen las plantas a deficiencias
y desbalances nutricionales, debido a patrones
fisiolégicos de las interacciones planta-patogeno,
ya que generalmente la forma de N disponible
para el huésped o el microorganismo, tiene mayor
influencia que la cantidad del elemento aplicado
(Huber y Thompson, 2007).

El efecto de P en la reduccién de enfermedades
es atribuido a procesos fisiolégicos que conllevan
a los tejidos jovenes a infecciones por la
maduracién los 6rganos; sin embargo, el efecto
no es notorio cuando se observa en cultivares
susceptibles y/o moderadamente resistentes
(Prabhu et al., 2007); lo cual coincide con los
resultados obtenidos en la presente investigacion,
si se considera la alta patogenicidad de la
cepa utilizada (Saldarriaga et al., 2012), la
susceptibilidad del material empleado, asi como
reportes sobre la influencia del elemento en
el incremento de enfermedades causadas por
diversos patogenos (Prabhu et al., 2007).

A pesar del efecto positivo del Ca en el manejo
de enfermedades y su mecanismo de accién sobre
los patogenos (He et al., 2014), en el presente
estudio se pudo inferir que el incremento de este
elemento contribuy6 al aumento de la severidad
de la cepa-52 de C. gloeosporioides. En este
sentido, estudios moleculares muestran efectos
negativos del Ca en las fases tempranas de la
infeccion por C. gloeosporioides, tales como
la germinaciéon de conidias y la formacién de
apresorios.

No obstante, estudios realizados por Ahn et
al. (2003) demostraron que la adicién exogena
de CaCl, restaura la germinacion de conidias
y la formacién de apresorios, esto debido en
gran medida a la expresion del gen calmudulina
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Figura 5. Grafica de contornos para el modelo lineal multiple del efecto de N, Py Ca sobre el porcentaje de severidad de C. gloeoporioides cepa-52 en tallos de mora.

C.I. Tibaitatd, AGROSAVIA (antes CORPOICA), Colombia.

(CgCaM), el cual fue codificado mediante
métodos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) e identificacién del ADN genémico, como
un regulador de los procesos bioquimicos y
estructurales de C. gloeosporioides.

Aunque en el presente estudio no se evidenci6
un efecto significativo del K sobre la severidad
de la enfermedad, es conocido que desbalances
de este elemento influyen procesos fisiologicos
y bioquimicos que tienen relevancia para la
susceptibilidad de las plantas a patégenos. En
este contexto, este nutriente induce respuestas
de defensa microscopica en los tejidos, tales como
la acumulacion de compuestos de tipo fenélico y
la formacion de barreras antifingicas (Araujo et
al., 2015). No obstante, el aumento excesivo en
la concentracion de potasio no tiene efecto sobre
la sintesis de compuestos de alto peso molecular
ni un efecto adicional sobre la resistencia y/o
tolerancia; ya que la adicion del elemento sélo es
eficiente en el control de enfermedades solo si se
cubre su deficiencia (Huber et al., 2012).

Conclusiones

Dosis de 32, 35, 48 y 9 g/planta de N, P, K
y Ca, respectivamente, aplicadas a plantas
de mora Castilla, causaron reduccion de la
severidad y la tasa de desarrollo de la cepa-52
de C. gloeosporioides e incrementaron el periodo
de incubacion del hongo. Se observé una
reduccion en la severidad de la enfermedad con
el incremento de las dosis de N y el aumento de
ésta con el incremento de los niveles de Py Ca.

Los resultados del estudio mostraron la
interaccion entre plantas de mora Castilla y la
cepa-52 de C. gloeosporioides, agente causal de
Antracnosis bajo condiciones de desbalances
nutricionales, resultados que posiblemente
fueron afectados por la susceptibilidad del
material vegetal utilizado y la alta patogenicidad
de la cepa-52.
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Abstract

The Linear sweep voltammetry method (LSP) of a common pesticide such as chlorpyrifos (CP) an organophosphate
pesticide (OPP) in white (Allium cepa L.) and green onions (Allium fistulosum L.) was investigated. A hanging mercury
drop electrode (HMDE) Ag/AgCl was used as reference electrode and platinum as a counter electrode. The OPP
was extracted from the onion through liquid-liquid partition using acetone/dichloromethane as the solvent.
Validated method was compared with GC/ECD as a reference method. CP concentration was not different between
the two analytical techniques; the analysis was performed with a confidence level of 90%, corresponding to the
polarographic method. CP concentration was 0.8400 + 0.062 ppm in Allium cepa and 0.062 * 0.300 ppm in Allium
fistulosum L. These values exceed the ADI and ARD values for chlorpyrifos established by current regulations.
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Resumen

En el trabajo se cuantifico la concentracion de clorpirifos (CP), un plaguicida organofosforado (POF) en cebolla
de bulbo (Allium cepa) y en cebolla de rama (Allium fistulosum L.) utilizando el método polarografico de barrido
lineal (LSP). El estudio fue realizado usando como buffer solucion Britton-Robinson, electrodo de trabajo gota
estatica de mercurio (HMDE) Ag/AgCl como electrodo de referencia y platino como electrodo auxiliar. El POF
en cebolla se extrajo por reparto liquido-liquido, utilizando acetona/diclorometano como solvente. El método
polarografico validado fue comparado con GC/ECD, como validacién de referencia. La concentracion de CP
determinada por ambas técnicas de analisis no presenté diferencia significativa (P > 0.01), correspondiente al
método polarografico. La concentraciéon de CP en cebolla junca (Allium cepa) fue calculada en 0.8400 + 0.062
ppm y en la cebolla cabezona (Allium fistulosum L.) en 0.062 * 0.300 ppm, estos valores sobrepasan el LMR y el
IDA, establecidos por la normativa vigente (FAO/OMS, 2000, 2006).
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Introduction

Organophosphorous pesticides (OPP), most of
which are esters and thioesters of phosphoric and
thiophosphoric acids are widely used throughout
the world (Chang, et al., 2009). Chlorpyrifos
(O0,0-Diethyl O-3,5,6-trichloropyridin-2-yl
phosphorothioate) (CP) is an OPP that has
been extensively applied in agricultural and
household pest control since 1965 (Centner,
2018). They have applied in Boyaca (Colombia)
for agricultural pest control in onion, tomato
and potato crops. They enter freshwater and
saltwater ecosystems primarily as spray drift
and it can produce residues on agricultural
products, contamination of soils and aquatic
environments. The Environmental Protection
Agency of the United States (EPA) and the World
Health Organization (WHO) have determined that
these pesticides are mutagenic rate risks and
reproductive effects and fetotoxicity, classifying
them as 1b (highly hazardous), and included in
the Prior Informed Consent (PIC) Procedure (ICP,
Rotterdam Convention) which applies to highly
dangerous pesticides to human health (EPA,
1996). FAO (1986) sets maximum allowable
concentrations of each type of OPP, for CP the
acceptable daily intake is 0-0.01 mg/kg body
weight. The excessive use of pesticides creates
negative consequences for ecosystems, farmers
and consumers, and highly residual foods such
as tomatoes, potatoes, spinach and lettuce where
most pollutants are stored (Del Puerto, et al.,
2014). This widespread use poses a potential
risk to human health because OPPs inhibit acetyl
cholinesterase and lead to the modification of
cholinergic signaling (Pope, et al., 2005). CP
is dangerous for infants, young children and
pregnant women (Silver, et al., 2017). It can cause
developmental disorders, autoimmune disorders,
and increase probability of chromosomal
aberrations (Li, et al., 2015). Therefore, there is
a growing interest in quantifying CP residues in
agricultural products and foods all over the world.

Chlorpyrifos has been analyzed using a wide
range of different analytical techniques, such as
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
(Otieno, et al., 2013), Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) (Bauer, et al., 2018; Rai,
et al., 2016), infrared micro-imaging (Li, et al.,
2012.) and electrochemical detection on different
electrode surfaces (Chen, et al., 2017).

White onion (Allium cepa L.) is an important
crop in the world due to its diverse uses. Its bulb
is used raw, sliced in salads or as ingredient in
various traditional dishes with meat or vegetables
(Moghbeli, et al., 2019). About 93 million tons
of onions were produced in 4.9 million hectares
in the world (FAO, 2016). Green onion (Allium
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fistulosum L.) is an important ingredient of
american cuisine. It has different nutrients
such as carbohydrates, proteins, lipids, minerals
(magnesium, calcium, potassium and iron),
vitamins (A, C, E, K) and a lot of fiber that
facilitate digestion and avoid different problems
like colon diseases and constipation (Sakakibara,
et al., 2003). Onion in used as a test material
to detect genotoxic effects of different chemicals
(Datta, et al., 2018), for that reason in this article,
electrochemical quantification of chlorpyrifos in
white and green onions was investigated.

Experimental

Reagents and apparatus. Lorsban® pesticide
was acquired in agrochemical business house
of Tunja city (Colombia) the active ingredient
(AOAC, 1990) was obtained through liquid-liquid
extraction proposed by Leoni et al. (1992). All
solutions were prepared with water purified in
a Milli-Q system from Millipore Corporation.
Prior to all measurements, solutions were
deaerated by passing N, gas (SS White Martins)
for approximately 15 min.

The electroanalytical equipment was a
computer controlled BAS CV 50W electrochemical
analyzer from Bioanalytical Systems, Inc. (West
Lafayette, IN) with three-electrode cell with Ag/
AgCl reference electrode, a platinum wire as
auxiliary electrode and a drop mercury electrode
as working electrode.

Preparation of standard and work stock
solutions. Britton Robinson electrolyte solution
at pH 13 was employed. CP Stock solution of
1000 ppm was prepared in ethanol. Intermediate
solution of 100 ppm was prepared from stock
solution. Standard solutions were 0.0, 0.4, 4.0,
8.0, 12.0, 16.0 and 20.0 ppm. The concentrations
selection was made based on maximum allowable
concentrations for the active compound permitted
by FAO (1986). All standard and work solutions
were stored at 4°C before use.

Sample Analysis. Green onion (Allium fistulosum
L) and white onion (Allium cepa L) representative
samples (5 kg) were collected at random according
to an experimental design that covered the entire
onion market within the city of Tunja, from
Aquitaine and Samaca, respectively, on peak
market days: Tuesdays and Fridays, during two
seasons with broad seasonal variations under
optimal health and commercial maturity stage
(intermediate maturity). 3 mL of standard solution,
1 mL of onion extract and 3 mL of the electrolyte
solution were mixed and adjusted to pH 13. Then,
this mixture was transferred to the polarographic
cell, the computer was programmed according
to the previous optimization parameters, and
measurements were conducted.



Validation method. It took the following main
steps: cleaning electrode system, extraction
of active principles, selection of instrumental
conditions: initial potential, ultimate potential,
deoxygenation of the sample, size of the mercury
drop, quiet time, sensitivity, scan speed, and
potential range. The following were used for
the method validation: detection limit (DL),
quantitation limit (QL), precision, accuracy, range
of use, sensitivity and uncertainty. Recovery (%)
was calculated by equation 1 (Wani, et al. 2019).

Residue in ppm

Recovery (%) = x 100 Eq.1

Fortification level

Chlorpyrifos results in white and green
onions by Linear Sweep Polarography were
compared with those obtained in conventionally
accepted techniques: GC/ECD, performed in a
gas chromatograph (GC) HP PLUS Series 6890
(Hewlett-Packard, Palo Alto, California, USA),
equipped with an electron capture detector
(ECD). The column used in analysis was DB-5
[5%-phenyl-poly (metilisiloxane), 30m x 0.25
mm x 0.25 um]. The injection was performed in
splitless mode (Viny = 1puL). Data processing was
performed with SPSS 2012.

Results and discussion

Verifying potential mercury resistance and
the auxiliary electrode (platinum). Mercury
resistance (0.30 = 0.11 Q) was measured by a
multimeter Univolt DT-888 model. The optimal
value should be 0.00 Q. We proceeded by cleaning
the electrolysis, obtaining a value of 0.110 *
0.048 Q. The measured potential of the auxiliary
electrode was 6.02 £ 0.11 Q. This value indicates
that the platinum electrode was within the
tolerable potential range: 0-20Q, being suitable
for use in the polarographic technique.

Response Equipment for CP signal. With the
aim of discovering whether the selected target
(ethanol) interfered with the analysis technique for
CP exploratory sweep was conducted by selecting
a range of -1000 to -2200 mV, generating a signal
at a potential of~1905 mV. The presence of this
signal is confirmed by choosing a shorter potential
range. To avoid this interference a potential range
of -600 to -1500 mV was chosen which showed
no signal. With the selected potential range,
(-600 to -1500 mV) ran a standard of CP for the
potential of electroactivity, the analyte had two
signals (-720 and -940 mV). The final range of
working potential was -600 to -1100 mV (Figure
1), which allowed further improvement of the
economy and speed of the analysis.

Redox potential. Cyclic voltammetry (CV)
method can identify accurately the redox
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potential of electrochemical species that provide
information about whether or not the species
evaluated is reversible. The CP has a reversible
reduction reaction, i.e. CP for this measurement
technique is first reduced (-825 mV and 671 mV)
and then oxidized (-716 and 867 mV). This is
evidence that it presents intensity analyte: one
negative (reduction) and the other with a positive
sign (oxidation) (Figure 2).
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Figure 1. Sweep polarograms of chlorpyrifos. Standard of CP for the potential
of electroactivity, the analyte had two signals: -720 and -940 mV. The second
polarogram corresponds to blank.

Selecting the working pH. The optimum
working pH selection was assessed in order to
observe the relationship pH versus the current
electroactive species analyzed (Liu, et al. 2001).
Examined the relationship of pH vs. hydrolysis of
chlorpyrifos, concluding that the greatest degree
of hydrolysis was in a basic pH. Manisankar and
others (2005) conducted a five OPP quantification
using electrochemical technique by square wave
voltammetry and determined that pH 13 show
the greatest reduction of chlorpyrifos.
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Figure 2. CP reduction behavior.
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The CP in the reduction process generates two
species and each generates a respective signal.
The first signal occurs at-637.3 £ 32.3 mV and the
second -795.6 = 28.1 mV. The current carrying
capacity of both species occurs at pH 13. The
direction of the applied potential is negative-
positive, indicating that the reaction is carried
out cathodic i.e. electroactive species undergo a
reduction process.

Parameters of the polarographic measure.
Ethanol was selected as the solvent for CP and it
was used as a supporting electrolyte in a Britton-
Robinson (BR) buffer to pH 13. Consecutive
tests were developed which were modified and
optimized using the following device parameters:
deoxygenation of the sample: 5 minutes, working
potential range: -600 to -1100 mV, initial potential:
-600 mV, final potential 1100 mV, sensitivity: 1
uS, mercury drop size: 8, quiet time: 5 seconds
and scan speed and sampling interval: 10 mV/s.

CP reduction. Hydrolysis is an important way to
eliminate OPP. Generally, this process involves
the breaking of one of the phosphoric acid
esters or thiophosphoric acid and it is strongly
dependent on pH and other constituents of the
solution. The hydrolysis can be initiated via
a nucleophilic or electrophilic attack (Smolen,
and Stone, 1995).

CP has three ester linkages that are candidates
for the start hydrolytic, two ester bonds and
tertiary alkyl phosphate ester bond (pyridyl). Smith
et al. (1967.) found two possible mechanisms of
PO hydrolysis: neutral and alkaline hydrolysis.
Neutral hydrolysis of chlorpyrifos and other
organophosphate esters involve nucleophilic
water attacks in less saturated carbon (weak
center) with the loss of the alkyl groups. Alkaline
hydrolysis and other organophosphorus esters
are initiated by a nucleophilic attack of the
hydroxyl ion to the phosphorus atom (strong
core) causing a loss of acid group output alcoholic
or phenolic group. The catalysis of the alkaline
hydrolysis is assumed to be due to second order
kinetics (SN2) (Macalady and Wolfe, 1983; Smith,
Watson, and Fischer el al, 1967).

Calibration curve. Graphed current generated
(or response signal in Amps) versus concentration
(ppm) obtaining the linearity range (Figure 3).
CP polarographic presents two signals, the first
signal defines better the polarographic wave,
which has a lower standard deviation, which
is determined for purposes of quantification of
chlorpyrifos in natural samples and was made
based on the first signal generated by the analyte.
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Validation of the method for CP
quantification

Method attributes. Attributes CP quantification
method by linear sweep Polarography obtained
are summarized was applied in Table 1. The
validated method in onion extracts.
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Figure 3. CP Linearity Range (mg x L7).

Reproducibility of the method was evaluated
in Welsh onion extracts, evaluating the current
operation under standardized conditions with CP
patterns. In total four trials were performed in
one day, each with 6 replicates and two analysts,
for a total of 48 trials, using the same equipment
and the same basis for preparing extracts of the
standards. The white onion does not generate
any signal that might cause interference with the
polarographic method and require adjustments.
The readings were made with a completely
randomized design.

Table 1. Attributes CPF validation method.

Attributes Value

Confidence level 90.000%

Detection Limit 0.207 ppm
Quantification limit 1.268 ppm
Sensitivity 3.000 x 10 A/ppm

Accuracy in a high range 107.910%

Accuracy in a low range 91.517%
Precision +5.321x 10" A
Recovery (%) 112.290 %
Total uncertainty +0.062 ppm




The variance analysis concerning
reproducibility determined that the current
intensities and sample standard natural + 6
standard tests performed by the two analysts in
the validation process did not vary significantly,
the calculated F value was less than the F
acceptance criteria. It was determined that the
analytical method has a 90% confidence level.

Quantitative determination of CP in
green and white onion

The validated method was applied to green and
white onion extracts. The polarograms showed no
signal. Solutions were made from the sample and
every team assessed the response, choosing the
solution 1:3 V: V (sample: ethanol). Later volumes
were optimized sample and standard solution
CP (3 ppm). The best response was obtained
by adding to the cell 3mL of the polarographic
standard, 3 mL of the electrolyte solution and 1
mL of the native sample (Figure 4).

CP concentration in the sample was calculated
according to Equation 1 given by the AOAC
970.53 method (AOAC, 1990). CP content was
0.300 = 0.062 ppm in white onion and 0.840
+ 0.062 ppm in green onion. CP levels from
Aquitaine and Samaca towns exceed the limits
of Acceptable Daily Intake (ADI) suggested by
the NTC CIPAC MT 36 and 29 and FAO which
sets the maximum intake level at 0-0.01 mg/kg
body weight, and the MRL of 0.2 mg/kg (FAO/
WHO, 1986). Given that the onion is a very
consumed food and pollution control reports
are not conducted by governmental entities, the
values can be inferred that there is an imminent
risk of contamination with chlorpyrifos, as
and possibly other agricultural products with
greatest danger to the child population in whom
the baby food MRL is 10 times smaller than the
accepted in adult (Lu, Knutson, Fisker-Andersen,
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Figure 4. Polarograms natural sample and standard addition sample.
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and Fenske, 2001; Holland, 1996). The strong
tendency to use POFs, ranked toxicological
categories I and II (CP) in cultural practices of
food products are generating residual dangers
as cholinesterase inhibitors, responsible for
catalyzing the hydrolysis of acetylcholine to
choline and acetic acid. Monitoring pesticide
residues in food is important to determine the
degree of population exposure and prevent
possible long-term toxicological consequences
and changes in cultural practices.

Comparison of results

Linear Sweep Polarography versus reference
method GC/ECD. Reliability checks polarographic
measurement reading a standard 2 ppm and two
extracts from the array of work, compared to the
results of the reference method GC/ECD. Table
2 shows the concentrations determined by GC/
ECD CP in the samples. The values reported by
the laboratory chromatography of CP quantifying
submitted samples was performed to correct the
concentration due to dilution and the amount of
biological material used. We can observe that
certain concentrations of CP in the three samples
of polarography scan are superior to the reference
method. This difference was assessed by analysis
of variance, which references the standard
concentration of 2 ppm. The analysis indicated
that it did not show significant difference in the
concentration of CP standard determined by the
two analysis techniques. The calculated ‘F’ value
was less than the critical F acceptance. The
analysis was performed with a confidence level of
90%, corresponding to the polarographic method.

Table 2. CP concentrations in samples determined by linear sweep
polarography and GC / ECD

Concentration (ppm)

Sample i i
Linescan polarography CG/ECD (Confidence
(Confidence level 90%) level 95%)
Green onion: MNCI-1 0.840 0.383
White onion: MNCC-1 0.300 0.118
Standard 2 ppm: SBPC-1 1.600 1.270

Conclusion

The analytical method of Linear Sweep
Polarography for the quantification of the
organophosphate pesticide chlorpyrifos in green
and white onions is valid and reliable. This method
was compared to GC/ECD as a reference method.
The CP standard concentration determined by
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both analytical techniques showed no significant
difference. The analysis was performed with
a confidence level of 90%, corresponding
to the polarographic method. The residual
concentration of CP in green onion and white
onion sold in the city of Tunja exceeds by 420%
and 150% respectively the maximum permitted
levels of ADI (0.01 mg/kg body weight) and RML
(0.2 mg/kg) established by current regulations
CIPAC MT 36, NTC 29, and Codex Alimentarius
(FAO/WHO). The methodology developed may
be used in other agricultural products for
quantification of POP. The Analytical Laboratory
of the Environmental Chemistry research group
(GIQUA) has the necessary conditions to assess
CP content matrices of agricultural origin, with
an uncertainty of £ 0.062 ppm.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue analizar la incidencia de las condiciones climaticas sobre el cultivo de Salvia
hispanica L., conocida comercialmente como Chia, durante las campafias 2014 y 2015, para la zona ntucleo de
la pampa humeda, centro-sur de Santa Fe (Argentina). La siembra se hizo en una parcela de 2 ha en el Campo
experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la Universidad Nacional de Rosario (UNR), en la localidad
de Zavalla (Santa Fe). Se emplearon semillas provenientes de lotes comerciales cultivados en la provincia de Salta
y las evaluaciones durante ambas companas fueron: altura de plantas, nimero de espigas por planta, peso de
1000 semillas y poder germinativo de las semillas cosechadas. Se observé que las heladas ocurridas no afectaron
el desarrollo del cultivo. Como consecuencia de las abundantes precipitaciones y de las menores temperaturas
registradas en la campana 2014 con respecto a las de 2015, en la primera ocurri6 una fuerte incidencia del hongo
Sclerotinia sclerotiorum, que provoco que el nimero de espigas por planta (16) y el peso de 1000 semillas (0.904
g) fueran inferiores a las obtenidas en 2015 (78 espigas/planta y 1297 g el peso de 1000 semillas), junto a la
aparicion de semillas vanas y a un descenso del poder germinativo. Las condiciones de clima presentes durante
el ciclo de cultivo de S. hispanica en la pampa humeda tienen una incidencia directa en el desarrollo de la planta
y en la produccién y calidad de los frutos cosechados.

Palabras clave: chia, precipitaciones, temperatura, cultivo a campo, Sclerotinia sclerotiorum.

Abstract

The aim of the research was to analyze environmental conditions incidence on Salvia hispanica L. during 2014
and 2015 crop years at the Humid Pampa core zone. Sowing was made in a 2 ha plot of the Experimental Camp
at the Faculty of Agricultural Sciences (FCA) of the Nacional University of Rosario (UNR), placed in Zavalla, Santa
Fe, Argentina. Seeds used came from commercial crops grown in the province of Salta, Argentina. Parameters
evaluated in both 2014 and 2015 crop years were: plant height, number of spikes per plant, weight of 1000 seeds
and germinative power. Crop development was not affected by frost. During 2014 crop year, the great amount
of rain and low temperatures allowed a higher incidence of Sclerotinia sclerotiorum. These conditions caused a
lower number of spikes per plant (15,9) and weight of 1000 seeds (0,904 g) than 2015 crop year (77,8 spikes/
plant and 1,297 g weight of 1000 seeds). In 2014 crop year, empty seeds and a lower germinative power seeds
was observed. Climatic conditions during S. hispanica culture cycle in the Humid Pampa’s zone directly affected
the crop development and also quality and production of harvested fruits.

Key words: Chia, environment, field crop, Sclerotinia sclerotiorum.

244



Introduccion

Salvia hispanica L. (familia Lamiaceae) es una
especie comunmente conocida como ‘chia’,
palabra que es una adaptacién espanola al
término nahua ‘chian’ o ‘chien’ (plural), término
que en nahuatl significa ‘semilla de la que se
obtiene aceite’ y que fue usada por esta etnia
como ofrenda a los dioses. El significado del
nombre del actual estado de Chiapas al sur de
Méjico, quiere decir ‘rio de chia’ o ‘agua de chia’.
Existen evidencias que demuestran que la misma
fue utilizada como alimento incluso hacia el aho
3500 a. C. por las civilizaciones teotihuacanas
y toltecas y posteriormente, por los aztecas y
mayas, entre otras culturas mesoamericanas.

En la época precolombina fue uno de los
principales alimentos de numerosas civilizaciones
de América Central (Ayerza, 2016). En los ultimos
anos las semillas de chia han incrementado
notoriamente su importancia para la salud
humana y la nutricién por su alto contenido en
acido graso omega-3 (aprox. 60%), siendo el mas
alto conocido de fuentes vegetales. La chia tiene
un alto contenido de proteina y fibra dietética,
ademas de ser una excelente fuente de calcio,
fésforo, magnesio, potasio, hierro, zinc y cobre,
con una concentracion tres veces mas alta que
los productos tradicionales, como la espinaca, las
legumbres y la leche, siendo una alternativa ideal
en la elaboracion de alimentos (Garcia Salcedo
et al., 2018).

Los estudios médicos y epidemiologicos han
demostrado que los acidos grasos omega-3 son
nutrientes esenciales y desempenan un importante
papel en la salud humana principalmente en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares,
siendo antitrombéticos, antiinflamatorios, y
antiarritmicos (Bochicchio et al., 2015).

La producciéon, consumo y demanda de S.
hispanica ha aumentado en los ultimos anos.
Es una planta herbacea o arbustiva anual,
con una altura entre 1 y 2 m. Los frutos se
presentan en grupos de cuatro clusas. Estas
son monospérmicas, ovales y tienen 1.5 - 2 mm
de longitud y 1 - 1.2 mm de diametro, promedio,
son suaves y brillantes, de color pardo grisaceo
con manchas irregulares castafio oscuro en su
mayoria y en menor proporcion blanquecinas (Di
Sapio et al., 2012). Es una especie sensible al
fotoperiodo, que produce yemas florales en dias
cortos (Jamboonsri et al., 2012), su crecimiento
varia de acuerdo con la latitud y el ciclo de cultivo
puede variar entre 90 y 150 dias.

Actualmente la chia se cultiva comercialmente
en Australia, Bolivia, Colombia, Guatemala,
México, Pera y Paraguay. En las regiones del
oeste Paranaense y noroeste de Rio Grande do
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Sul en Brasil los agricultores comenzaron a
invertir con buenos resultados en el cultivo de
chia (Jamboonsri et al., 2012, Busilacchi et al.,
2015). En Argentina se cultiva principalmente
en las provincias de Salta, Jujuy y Tucuman
(Busilacchi et al., 2015). En este pais se han
realizado estudios sobre la calidad de las semillas
y las harinas de chia son comercializadas en
herboristerias y tiendas dietéticas de la ciudad
de Rosario, Santa Fe, (Severin et al., 2010; Bueno
et al., 2010; Périgo et al., 2011); también se han
llevado adelante con gran éxito las primeras
experiencias a campo con esta especie en la zona
de influencia de la Facultad de Ciencias Agrarias
(UNR), en el sur de la provincia de Santa Fe
(Busilacchi et al., 2013).

En estudios realizados por Busilacchi et al.
(2013) se encontr6é que es factible incorporar
nuevas areas de producciéon en Argentina,
cultivando S. hispanica en localidades mas
meridionales que aquellas donde tradicionalmente
se ha sembrado, como es el caso de Chabas (sur
de la provincia de Santa Fe), siendo la siembra
temprana durante primera quincena de enero
la mas adecuada para esta especie en el area de
produccién estudiada.

Teniendo en cuenta los buenos precios de
mercado, su importancia como producto dietario-
medicinal, junto a una creciente demanda
internacional de chia, los productores demandan
actualmente nuevas alternativas para diversificar
su produccién. Surge, entonces, la necesidad de
evaluar y consolidar las técnicas de cultivo de esta
especie en distintas regiones del pais.

Por consiguiente, es importante evaluar las
condiciones medioambientales de crecimiento del
cultivo, las cuales pueden afectar la formacion
y la relaciéon entre los principales componentes
de las semillas. El objetivo de este trabajo fue
estudiar la incidencia de las condiciones de clima
sobre el desarrollo y la produccién de semillas del
cultivo de S. hispanica, durante las campanas
2014 y 2015, para la zona ntucleo de la pampa
htmeda, particularmente en la localidad de
Zavalla (Santa Fe, Argentina).

Materiales y métodos

La siembra de S. hispanica se efectud en
condiciones de secano en un suelo Argiudol
vértico serie Roldan, en una parcela de 2 ha
del campo experimental José F. Villarino de la
Facultad de Ciencias Agrarias (UNR), ubicado
en la localidad de Zavalla (Santa Fe), Argentina.

En la Tabla 1 se presentan la localizaciéon y
las condiciones de clima de la localidad donde
se realiz6 el ensayo y en la Tabla 2 aparecen los
registros de clima mensuales durante en periodo
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enero - julio de las campanas evaluadas (2014 y
2015). La primera helada agrometeorologica en
cada campaia se produjo el 5 de junio de 2014
(2.9 °C) y el 7 de mayo de 2015 (2.5 °C). Se
entiende por helada agrometeorologica cuando
la temperatura minima registrada en abrigo
meteorologico es menor que 3.1 °C y por helada
meteorologica, cuando la temperatura minima
registrada en abrigo meteorologico es menor que
0.1 °C (CIAg, 2013).

Tabla 1. Localizacién geografica y datos de clima del campo donde se
realizé el ensayo. Campo experimental José F. Villarino de la Facultad de
Ciencias Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.

T .
Locali- . . Altitud Precipitacién emp .
Latitud Longitud ~ promedio
dad (m.s.n.m.) (mm/aio) o
(°C)
. . 17.3
Zavalla 33°14 61°21 85 694.55 (2014)

(2014)

Zavalla 33°14°  61°21°7 85 510.10 (2015) 18.3
' (2015)

Precipitaciones totales y temperaturas promedio durante el ciclo del cultivo.
Fuente: Estacion Meteorolégica Campo Experimental José F. Villarino.

Tabla 2. Precipitacién y temperatura mensuales durante los ciclos de
cultivo 2014y 2015. Campo experimental José F. Villarino de la Facultad de
Ciencias Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.

Precipitaciéon (mm) Temp. promedio (°C)

Mes

2014 2015 2014 2015
Enero 122.55 99.6 25.8 23.2
Febrero 265.6 49.7 221 222
Marzo 150.1 126.3 18.8 21.3
Abril 77.6 41.8 17.7 20.3
Mayo 293 124.6 14.1 16.3
Junio 17.0 20.6 10.8 13.0
Julio 324 47.5 1.9 1.4

Precipitaciones totales y temperaturas mensuales promedio durante el
ciclo del cultivo.

Fuente: Estacion Meteorolégica Campo Experimental José F. Villarino.

Para la siembra se emplearon semillas de
chia descendientes de la variedad Criolla de
Acatic, Jalisco, provenientes de lotes comerciales
cultivados en la provincia de Salta. Antes de
la siembra, se hizo un control de malezas y se
roturd el suelo con arado de disco. Se utilizé una
sembradora de grano fino en surcos distanciados
17.5 cm y la siembra se hizo en la segunda
quincena de enero, tanto para la campana 2014
como para la de 2015, a una densidad de 3.5 kg/
ha. Durante los 60 dias iniciales de cultivo y hasta
que las plantas cubrieron el entresurco, el control
de malezas se realiz6 en forma manual. No se
identificaron plagas limitantes para el cultivo, por
tanto no se hicieron aplicaciones de plaguicidas.

Para las evaluaciones, en ambas campanas se
cosecharon al azar y en forma manual 10 plantas
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completas en una superficie efectiva de muestreo
de 1,5 has (descontando las borduras y caminos
adyacentes, en la segunda quincena de junio. Se
consideré como momento adecuado para cosecha
cuando las plantas presentaron 80% de las hojas
con coloracion oscura, secas o muertas (Miranda,
2012). Se midieron la altura de planta (m), niimero
de espigas por planta y peso de 1000 semillas (g).
Ademas se determiné el porcentaje de germinacion
de las semillas cosechadas en ambas campanas.
Debido a la falta de protocolos para semillas de
S. hispanica en los manuales de tecnologia de
semillas, se utilizaron como referencias basicas
las recomendaciones para algunos géneros de la
familia Lamiaceae (ISTA 2003).

La prueba de germinacién de semillas se
realizé en cajas Petri sobre algodon y papel filtro
humedo, en cuatro repeticiones con 25 semillas
cada una. El material fue incubado durante 21
dias en camara de crecimiento a 23 + 2 °C.

Para la identificacién de patdogenos se
realizaron aislamientos a partir de trozos de
tallos de plantas de chia infectados en campo.
Estos fueron propagados en agar-papa-glucosado
(APG) al 2% en cajas Petri. Los trozos de tallo de
aproximadamente 0.5 cm fueron desinfectados
previamente con hipoclorito de sodio al 2%
durante 2 min y posteriormente lavados con
agua estéril. Las cajas con los explantes se
colocaron en estufa a 25 °C con alternancia de
luz/oscuridad de 16h/8h durante 7 dias. Las
colonias resultantes fueron identificadas por su
morfologia bajo lupa binocular con aumentos
de 10x y 40x (Forty de Amerikan Optikal) y
microscopio 6ptico Leitz con aumentos entre 10x
y 40x, utilizando la clave de Barnett (1998).

El disefio experimental en campo fue en
bloques al azar. Los resultados se sometieron
a un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando
el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2016)
y la normalidad de los datos se comprobé
mediante el Test Shapiro-Wilk. Cuando se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05)
entre los tratamientos se realizé6 una prueba de
comparacion multiple de Tukey para identificar
diferencias entre las medias de los tratamientos.

Resultados

Durante enero y febrero de 2015 la precipitacion
fue inferior a la de la misma época de 2014 (ver
Tabla 2). En la Figura 1 se observa que la altura
de planta fue de 1.592 m para la campana de
2014 y de 1.347 m para 2015 (P < 0.05).

Tanto las heladas meteorolégicas (2.9 °C) como
las agrometeoroléogicas (2.5 °C) no afectaron el
desarrollo del cultivo, ya que las primeras se
registraron al comienzo de junio de 2014 y las
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Figura 1. Altura de plantas de S. hispanica L. en las campafias 2014 y 2015,

Campo Experimental José F. Villarino, Zavalla. Facultad de Ciencias Agrarias
(UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.

Letras distintas indican diferencias significativas, Tukey < 0.05

segundas en mayo de 2014, antes de la cosecha.
La floracion para ambas campanas se produjo
a mediados de abril y la duracién del ciclo del
cultivo fue de 150 dias, aproximadamente.

En la campana 2014 se observaron algunas
plantas con tallos afectados por pudricion seca
y esclerocios en la corteza (Figura 2), igualmente
la presencia de inflorescencias aisladas que
presentaron coloracion castano claro en contraste
con el resto que presentaba una coloraciéon verde
tipica de la etapa fenologica de floraciéon. En
diferentes sectores de los lotes y en especial en
grupos de plantas de mayor altura y abundante
follaje se observo desprendimiento de frutos
cuajados en el estado de madurez fisiologica.

Yeboha et al. (2014) identificaron diferentes
patégenos infectando el cultivo de chia, entre ellos,
Fusarium solani, F. pallidoroseumy Cladosporium
spp., que producen marchitamiento y secado de
hojas. Celli et al. (2014) identificaron los virus:
Sida mosaico Bolivia virus 2 y Tomato yellow spot

Figura 2. Tallo de S. hispanica L. con pudricién seca y esclerocios en superficie,
campafia 2014. Campo Experimental José F. Villarino, Zavalla. Facultad de
Ciencias Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.
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virus en plantas provenientes de Salta (Argentina)
que mostraban deformaciones en hojas, clorosis
y enanismo. En cultivos de Famailla (Tucuman,
Argentina) se encontraron plantas muertas
con sintomas de pudricion seca y presencia
de esclerocios grandes, también identificaron
algunas inflorescencias de coloracion castafo
claro y presencia de una mancha blanca por
S. sclerotiorum (Aguaysol et al., 2014). Este
patogeno es muy polifago, afecta mas de 64
familias de plantas y las temperaturas 6ptimas
para su desarrollo varian entre 12 y 18 °C. La
humedad relativa que favorece el inicio de la
infeccion es de 90% o mayor y coincide con lluvias
o neblina abundantes).

La pudricion humeda detectada tanto en
Salta como en Tucuman es una enfermedad
que debe ser tenida en cuenta al momento de
planificar la produccion de chia, debido a que
puede llegar a causar severas pérdidas cuando
no se maneja en forma adecuada. Es importante
tener en cuenta que el hongo se propaga con la
semilla infectada y una vez que se establece en
el lote de cultivo, es muy dificil de manejar por la
sobrevivencia del patéogeno en el suelo (Aguaysol
et al., 2014). Hasta la fecha, en la zona nucleo de
Santa Fe, Argentina, no existe informacion sobre
la incidencia de S. sclerotiorum para el cultivo y
produccion de S. hispanica.

En la cosecha se encontraron esclerocios
acompanando los granos de chia (Figura 3), lo que
indica la presencia de S. sclerotiorum (Figura 4).

Las condiciones ambientales de 2014 fueron
favorables para el desarrollo de la la enfermedad
y se caracterizaron por bajas temperaturas en la
etapa de floraciéon y llenado de grano, y mayores
precipitaciones que en 2015 (ver Tabla 2).

Figura 3. Semillas de S. hispanica con esclerocios de S. sclerotiorum, cosecha
2014. Campo Experimental José F. Villarino, Zavalla. Facultad de Ciencias
Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.
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El ntmero de espigas/planta: 15.9 en la
cosecha 2014y 77.8 en 2015 (Figura 5), y el peso
de 1000 semillas: 0.904 gen 2014y 1.297 gen
2015 (Figura 6) fueron diferentes (P < 0.01) entre
ambas campanas. No obstante la mayor altura
de planta en la campana 2014, ésta no estuvo
relacionada con la produccion de semilla debido a
la fuerte incidencia de S. sclerotiorum en la etapa
de floracion y llenado de grano.

Figura 4. Cultivo puro de S. sclerotiorum obtenido en caja Petri donde se
observa la presencia de esclerotos. Campo Experimental José F. Villarino,
Zavalla. Facultad de Ciencias Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina.
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Figura 5. NUmero de espigas/planta de S. hispanica L. en las campafias
2014 y 2015. Campo Experimental José F. Villarino, Zavalla. Facultad de
Ciencias Agrarias (UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina. Letras distintas indican
diferencias significativas, Tukey < 0.05.
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Figura 6. Peso de 1000 semillas de S. hispanica L. en las campafias 2014y 2015.
Campo Experimental José F. Villarino, Zavalla. Facultad de Ciencias Agrarias
(UNR), Zavalla (Santa Fe), Argentina. Letras distintas indican diferencias
significativas, Tukey < 0.05.
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El peso de 1000 semillas fue afectado por la
presencia de semillas vanas como consecuencia del
ataque de S. sclerotiorum durante la campana 2014.

La germinacién de las semillas fue, en
promedio, de 55% en la campana 2014 y de
95% en 2015. El bajo poder germinativo de las
semillas en la campafia 2014 estuvo acompainado
por una elevada presencia de esclerocios durante
la recoleccién (ver Figura 3).

Discusion

La menor altura de las plantas de chia en 2015 fue
debido a la baja precipitacion, principalmente en
febrero y comienzo de marzo de 2015, coincidente
con la etapa de crecimiento vegetativo. Segin
Yeboah et al. (2014) S. hispanica exige un
adecuado suministro de agua durante las
primeras fases fenoldgicas, correspondientes al
crecimiento vegetativo, mientras que condiciones
mas secas y con menores precipitaciones
son necesarias durante las fases posteriores,
especialmente durante la maduracion de la
semilla. Martinez et al. (2012) encontraron que
la escasez de agua en la estacion de crecimiento
de chia tiene un efecto significativo en los bajos
rendimientos, tanto en cantidad como en calidad
de la produccién. Cuando la planta sufre
escasez de agua, los frutos pueden resultar muy
pequenos, con tejidos gruesos y fibrosos.

En las condiciones del presente estudio, las
heladas no afectaron el cultivo de chia ya que
éstas ocurrieron después de la cosecha y solo se
registraron dos heladas agrometeorolégicas aisladas
en junio de 2014 y mayo de 2015. Lukatkin et al.
(2012) encontraron que temperaturas bajo 0 °C
ocasionan importantes danos en muchas plantas
tropicales, incluso en especies del género Salvia.
Baginsky et al. (2016) consideran que las heladas
retardan el desarrollo de la chia por lo que en
aquellas localidades donde éstas ocurren a partir de
abril, la siembra debe ser programada para evitar la
produccion en esta época. El ciclo del cultivo total
de la chia en este estudio fue similar al observado
por Busilacchi et al. (2013), y vari6 entre 144 a 170
dias, para la localidad de Chabas (Santa Fe) y por
Lobo et al. (2011) en en Tucuman.

Las condiciones de clima durante el periodo de
investigacion fueron favorables para el desarrollo
del hongo S. sclerotiorum, lo que coincide con los
resultados obtenidos por Aguaysol et al. (2014),
quienes detectaron quiebre y pérdida de espigas
afectadas por este hongo en lotes de la localidad de
Famailla (Tucuman) para el ciclo productivo 2014.
Manzaneda Delgado (2015) sugiere que la incidencia
de lluvias abundantes es un factor negativo para
el desarrollo de S. hispanica, especialmente en las
fases de floracion y maduracion.



Como consecuencia de las abundantes
precipitaciones y de las menores temperaturas
registradas en la campana 2014 en relacion con
2015, se evidencioé una fuerte incidencia de S.
sclerotiorum sobre el cultivo, afectando tanto el
numero de espigas/planta, como el peso de 1000
semillas y generando la aparicion de semillas
vanas. La presencia de estas ultimas también fue
observada por Alzugaray et al. (2007) en semillas
de Schinopsis balansae.

La calidad de las semillas depende de su
capacidad para germinar y producir una planta
normal y es determinada por una serie de
condiciones genéticas de la especie y el medio
en el cual se producen, cosechan, procesan
y almacenan. Segun Salinas et al. (2008) la
siembra correcta del cultivo, la eleccion de
practicas de manejo adecuadas y la seleccion de
genotipos adaptados al ambiente, determinan los
optimos rendimientos y calidad de las semillas.

En este estudio, las semillas de S. hispanica
cosechadas en 2014 presentaron menores
porcentaje de germinaciéon que las de 2015,
posiblemente por la presencia de esclerocios en
las primeras. Alzugaray et al. (2007) encontraron
que semillas de S. balansae presentaron un
menor porcentaje de germinacion en la cosecha
2001 con respecto a la cosecha 2000, debido a la
infestacion con Alternaria spp., Curvularia spp.
y Fusarium spp. Ayerza (2016) en cultivos de S.
hispanica en Ecuador y Bolivia, encontré que el
rendimiento, la duracion del ciclo e incluso la
composicién de las semillas, son afectados por las
caracteristicas del ecosistema y las condiciones
de la época de cultivo.

Conclusiones

Las condiciones de clima durante el ciclo de cultivo
de S. hispanica en la Pampa htiimeda argentina
inciden significativamente en el desarrollo y en
la produccion y calidad de las semillas. Asi, el
rendimiento en la zona puede ser afectado por
la escasez de precipitaciones en la primera fase
de cultivo, siendo necesario mantener un nivel
adecuado de agua disponible en el suelo para
asegurar el crecimiento de la planta y una alta
producciéon de semillas.

El exceso de precipitaciones y el descenso de
la temperatura durante las etapas de floracion
y llenado de granos favorecen el desarrollo y la
incidencia de S. sclerotiorum, afectando el nimero
de espigas por planta y generando semillas
vanas, con la consiguiente pérdida del poder
germinativo.

Incidencia de las condiciones de clima en el desarrollo y
produccion de semillas de Salvia hispanica L.

Referencias

Aguaysol, N.C.; Teran, L.R.; Gonzalez, V.; Lobo Zavalia,
R. y Ploper, L.D. 2014. Deteccién de Sclerotinia
sclerotiorum en cultivos de chia (Salvia hispanica)
en Tucuman durante la campana 2014. Avance
Agroindustrial 35(4):20-24.

Ayerza, R. 2016. Crop year effects on seed yields,
growing cycle length, and chemical composition
of chia (Salvia hsipanica L.) growing in Ecuador
and Bolivia. Emirates J. Food and Agriculture, 28
(3):196-200. DOI 10.9755/¢ejfa.2015-05-323.

Alzugaray, C.; Carnevale, N. J.; Salinas, A. R. y Pioli R.
2007. Factores bidticos y abiéticos que afectan la
calidad de las semillas de Schinopsis balansae Engl
y Aspidosperma quebracho-blanco Schltdl. Revista
Iberoamericana de Micologia 24(2):142-147.

Baginsky, C.; Arenas, J.; Escobar, H.; Garrido, M.;
Valero, D.; Tello, D.; Pizarro, L.; Valenzuela, A.;
Morales, L. y Silva, H. 2016. Growth and yield of chia
(Salvia hispanicaL.) in the Mediterranean and desert
climates of Chile. Chilean J. Agricultural Research
76(3)255-264. https:/ /dx.doi.org/10.4067/S0718-
58392016000300001

Barnett, H. L. y Barry, B. H. 1998) Illustrated Genera
of Imperfect Fungi. Fourth Edition. Saint Paul, Mn
APS Press, 218 pp.

Bochicchio, R.; Phillips, T.D; Lovelli, S.; Labella, R.;
Galgano, F; Di Marisco, A., Perniola, M. and Amato,
M. 2015. Innovative Crop Productions for Healthy
Food: The Case of Chia (Salvia hispanica L.). En:
Vastola A. eds. The Sustainability of Agro-Food and
Natural Resource Systems in the Mediterranean
Basin. Springer, Cham.

Bueno, M.; Di Sapio, O.; Barolo, M.; Busilacchi, H. y
Severin, C. 2010. Analisis de la calidad de los frutos
de Salvia hispanica L. Lamiaceae) comercializadas
en la ciudad de Rosario (Santa Fe, Argentina. Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales
y Aromaticas 9(3):221-227.

Busilacchi, H.; Quiroga, M.; Bueno, M.; Di Sapio,
O.; Voykos, F. y Severin, C. 2013. Evaluacion de
Salvia hispanica L. Cultivada en el sur de Santa Fe
(Republica Argentina), Cultivos tropicales 34(4):55-
59. DOLI: http:/ /dx.doi.org/10.1234 /ct.v34i4.731.

Busilacchi, H.; Questa, T. y Zuliani, S. 2015. La chia
como una nueva alternativa productiva para la
region pampeana, Agromensajes 41:37-46.

Celli, G.; Perotto, M.; Martino, J.; Flores, C.; Conci, C.
y and Rodriguez Pardina, P. 2014. Detection and
Identification of the First Viruses in Chia (Salvia
hispanica). Viruses, 6: 3450-3457. doi: http://
dx.doi.org/10.3390/v6093450

Centro de Informacion Agroglimatica. 2013. Heladas en
la Argentina. https://www.agro.uba.ar/heladas/
definiciones.htm

Di Sapio, O.; Bueno, M.; Busilacchi, H.; Quiroga, M. y
Severin, C. 2012. Caracterizacion morfoanatémica
de hoja, tallo, fruto y semilla de Salvia hispanica L.
Lamiaceae. Boletin latinoamericano y del Caribe de
Plantas Medicinales y Aromdticas, 11(3):249-268.

Garcia-Salcedo, A.J.; Torres-Vargas, O.L. and
Ariza-Calder6on, H. 2018) Physical-chemical

249



Acta Agronémica. 68 (3) 2019, p 244-250

characterization of quinoa (Chenopodium quinoa
Willd.), amaranth (Amaranthus caudatus L.),
and chia (Salvia hispanica L.) flours and seeds.
Acta Agronémica 67(2):215-222. https://doi.
org/10.15446/acag.v67n2.63666

Di Rienzo, J.A.; Casanoves, F.; Balzarino-Balzarini,
M. G.; Gonzalez, L.A; Tablada, M. y Robledo, C. W.
2008. InfoStat, version 2016, Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba.

International Rules for seed Testing. 2003. Edition
2003/ 1. Zurich, Switzerland. 1 (984):7-22.

Jamboonsri, W.; Phillips, T.D.; Geneve, R.L.; Cahill,
J.P. and Hildebrand, D.F. 2012. Extending the
range of an ancient crop, Salvia hispanica L. - a
new ®3 source. Genetic Resources Crop Evolution,
59:171-178.

Lobo, R.; Alcocer, M.; Fuentes, F.; Rodriguez, W.; M.
Morandiniy M. Devani. 2011. Desarrollo del cultivo
de chia en Tucuman, Republica Argentina. EEAOC-
Avance Agroindustrial, 32(4):27-30.

Lukatin, A.; Brazaityté, C.; Bobinas, and Duchovskis,
P. 2012. Chilling injury in chilling — sensitive plants:
a review. Zemdyrbyste Agriculture 99:11111-124.

Manzaneda-Delgado, F. (2015. Evaluacion de la
produccién de dos variedades de Chia (Salvia
hispanica L.), en dos densidades de siembra.
Apthapi 1(1):13-18.

Martinez, C.; Soza, F. y Garay, E. 2012. Manual
de establecimiento de cultivos. Escuela Agricola

250

Panamericana, Ciencias y Produccion Agropecuaria.
Republica de Honduras.

Miranda, F. 2012. Guia Técnica para el Manejo del
Cultivo de Chia (Salvia hispanica) en Nicaragua.
Sébaco: Central de Cooperativas de Servicios
Multiples Exportaciéon e Importacion Del Norte
(Cecoopsemein RL.). 14p.

Périgo, C.; Cases, M.; Bueno, M.; Di Sapio, O.; Busilacchi,
H. y Severin, C. (2011. Caracterizacién de harinas
de chia (Salvia hispanica L.) comercializadas
en Rosario (Santa Fe), Argentina. Dominguezia
27(2):21-26.

Salinas, A.; Gallo, C. y Rosbaco, I. 2008) Semillas de
soja de calidad, un objetivo por alcanzar. Revista
Cientifica Agropecuaria 12(2):85-99

Severin, C.; Barolo, M.; Bueno, M.; Di Sapio, O.;
Busilacchi, H. y Quiroga, M. 2010. Pureza fisico-
botanica de semillas de chia que se comercializan
en Rosario, Santa Fe. Revista Andlisis de Semillas
3-4(12):50-52.

Yeboah, S.; Owusu Danquah, E.; Lamptey, J.N.L.;
Mochiah, M.B.; Lamptey, S.; Oteng-Darko, P.;
Adama, I.; Appiah-Kubi, Z. and Agyeman, K.
2014. Influence of planting methods andensity
on performance of Chia (Salvia hispanica) and its
suitability as an oilseed plant. Agricultural Science
2(4):14-26. https://doi.org/10.12735/as.v2i4pl4



cta , .
gronomlca

Revista Acta Agrondmica

Pagina web: http://bit.ly/Acta_Agronomica_UNpal /
ISSN 0120-2812 | e-ISSN 2323-0118 y
actagronomica_pal@unal.edu.co

Universidad Nacional de Colombia - Sede Palmira
www.palmira.unal.edu.co
Carrera 32 # 12-00, Edificio posgrados, 2% piso
57 (2) 286 8888 Ext.: 35190
Palmira, Valle del Cauca, Colombia, Suramérica




	acta 68-3 full
	portada_68_3_jul_sep_2019_paracompilar
	paginas legales 68-3 2019
	acta 68-3

	portada_68_3_jul_sep_2019_paracompilar

