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Resumen

En el suelo, los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) ayudan a reducir los daños causados por erosión y a mantener la estructura mediante la producción de micelio y sustancias adherentes. En el estudio se evaluó la estabilidad estructural del suelo y se estimaron la diversidad y la densidad de esporas de HMA presentes en tres sistemas de suelo (erosionado, bosque, cultivo de café) en una zona rural del municipio de Dagua, Valle del Cauca, Colombia. Las fincas se clasificaron en sistemas con manejos intensivos o agroecológicos. Se encontraron 25 morfoespecies de micorrizas agrupadas en 13 géneros, siendo Glomus y Entrophospora los más representativos. Los valores de los índices de los diámetros geométrico medio (DGM) y ponderado medio (DPM) y la diversidad de esporas de micorrizas fueron significativamente más altos en las fincas clasificadas con manejos agroecológicos que en aquellas con manejo intensivo. Los análisis de estabilidad de agregados revelaron que los suelos erosionados tienen significativamente menor estabilidad que los de bosque y cultivo. Se encontró una relación estadísticamente significativa en la diversidad (r = 0.579) y densidad de esporas (r = 0.66) con respecto al DGM, y del DPM con el índice de diversidad H’ (r = 0.54). Las diferencias en las prácticas, uso y manejo del suelo se reflejan en la diversidad de micorrizas encontradas en las fincas y su efecto, como agentes de agregación de partículas, genera cambios notorios en la estabilidad y estructura del suelo en suelos de las zonas de evaluación. En síntesis, el manejo agroecológico tiende a favorecer las micorrizas y la estructura de los suelos.
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi help to reduce the damage caused by erosion and maintain soil structure through the production of mycelium and adhering substances. This study evaluated the structural stability; estimated the diversity and density of mycorrhizal spores present in three systems of soil (eroded, forest and coffee plantations) in the rural area of Dagua, Valle del Cauca, Colombia. The systems evaluated were classified as farms with intensive or agroecological management. There were 25 morphospecies of mycorrhiza grouped in 13 genera, being Glomus and Entrophospora the most representative. The mean index values of mean weight (DPM) and geometric (DGM) diameters and diversity of mycorrhizal spores were statistically higher in farms with agroecological management than in farms with intensive management. The aggregate stability analysis revealed that eroded soils have significantly lower stability than forest and crop soils. A statistically significant correlation was found between diversity (r = 0.579) and spore density (r = 0.66) regarding DGM, and DPM with Shannon diversity (r = 0.54). Differences in practices, use and soil management affect mycorrhizal diversity found on farms and its effect such as particle aggregation agent generates remarkable changes in the stability and soil structure of evaluated areas. It is concluded, that agroecological management tends to favour both mycorrhizae and the structure of soils.
 
Keywords: Aggregate stability, agroecology, arbuscular mycorrhizal, conventional agriculture, erosion.



Introducción

La intensificación de la agricultura convencional en los trópicos unida a un gran número de actividades antropogénicas que aceleran los procesos erosivos debidos a la deforestación, disminuyen significativamente la calidad de los suelos. Esto es particularmente crítico en áreas con vocación agrícola sujetas a cambios adversos en las propiedades físicas, químicas y biológicas de los suelos. Lo anterior conlleva a efectos negativos a nivel social, ambiental, económico y sobre la salud humana, reflejados en la acelerada acción de procesos erosivos debido a la deforestación y deterioro de grandes zonas (Arshad y Martin, 2002).

Con el propósito de evitar los efectos negativos causados por la agricultura intensiva, se investiga en soluciones integrales con manejos agroecológicos que reduzcan el empleo de insumos químicos y fomenten el uso racional de los recursos naturales, los cultivos mixtos, el uso de variedades locales tolerantes a sequías o la implementación de técnicas tradicionales (Altieri y Koohafkan, 2008). Algunas de estas investigaciones, enfocadas al estudio de microorganismos y su papel en la matriz edáfica, buscan disminuir los costos de producción y generar efectos positivos sobre el ambiente (Jaizme y Rodríguez, 2008). Entre las comunidades de microorganismos que habitan el suelo, los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) son clave para garantizar la sostenibilidad del sistema suelo–planta (Oehl et al., 2004). La simbiosis entre el hongo micorrícico y la planta, puede ser utilizada como bio–inoculante para reducir la carencia de nutrientes en las plantas y para participar en procesos de agregación y retención del suelo por medio de mecanismos físicos (producción de micelio) y químicos (producción de sustancias adherentes), con el fin de aliviar los efectos causados por la erosión (Jaizme y Rodríguez, 2008).

Las investigaciones sobre el papel de las micorrizas en la calidad del suelo y en la agricultura sostenible se han enfocado, principalmente, en suelos de las zonas templadas. Sin embargo, dado que el funcionamiento de la asociación micorrícica depende de la interacción entre planta– hongo y el ambiente abiótico es, por tanto, necesario evaluar el rol que desempeñan las micorrizas  en la fertilidad de los suelos tropicales, ya que existen diferencias entre las zonas templadas y tropicales. La agricultura en las regiones templadas se caracteriza por condiciones de exceso, mientras que en el trópico por condiciones de acceso, en especial con el macronutriente fósforo el cual algunos hongos formadores de micorrizas solubilizan y aportan a las plantas (Cardoso y Kuyper, 2006).

En el municipio de Dagua, Valle del Cauca, Colombia, la intensificación agrícola en cultivos de café y plátano, en la búsqueda de mayores rendimientos, ha desencadenado una fuerte degradación en la calidad de los suelos. Los procesos intensivos de arado y fertilización con insumos químicos, provocan reducción en la fertilidad del suelo al disminuir las comunidades de especies de HMA y el efecto en las funciones ecológicas que cumplen estos organismos en la matriz edáfica, en especial la retención de agregados y prevención de la erosión (Beare et al., 1997). La situación anterior se puede contrastar en fincas con manejo agroecológico en la misma región, donde los productores utilizan métodos menos agresivos con el suelo en términos de perturbación, uso de plaguicidas y químicos de síntesis. Por tanto, resulta importante determinar si existen diferencias edáficas entre los distintos manejos que se encuentran en la zona, incluyendo pequeñas áreas de bosque que actuarían como referente natural. En ese orden de ideas, en el presente estudio en fincas de una zona rural de Dagua, Valle del Cauca, se evaluaron los índices de estabilidad estructural en suelos erosionados, áreas de bosque y cultivos de café y plátano con diferentes manejos agrícolas y se analizó la relación entre el mantenimiento de la estructura del suelo y las comunidades de especies de HMA observadas.

Materiales y métodos

Zona de estudio y selección de fincas

El estudio se realizó en fincas ubicadas en la cuenca del río Dagua, Valle del Cauca (Colombia). Esta zona posee formaciones vegetales pertenecientes al bosque húmedo subtropical con temperaturas entre 23 y 25 °C, una altura, promedio, de 1460 m.s.n.m (Espinal, 1968). Se seleccionaron cinco fincas y se clasificaron según el estado agroecológico con base en el método cualitativo de Altieri y Nicholls (2002) (Tabla 1), en fincas con manejo agroecológico y fincas con manejo intensivo, con el objeto de evaluar la calidad del suelo y la salud de los cultivos por medio de una serie de indicadores de sostenibilidad. Estos presentan valores que oscilan entre 1 y 10: uno indica el valor menos deseable, 5 el medio y 10 el deseado, según las características que presentan el suelo y el cultivo. Las fincas con valores iguales a 5 se encuentran en el umbral de sostenibilidad, mientras que aquellas con promedios inferiores a este valor están por debajo de este umbral y en adelante se denominan como fincas con manejos intensivos; mientras que aquellas con promedios superiores a 5 se denominan fincas con manejos agroecológicos.
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Diseño experimental

En el trabajo se utilizó un diseño de bloques al azar con tres sistemas: (1) zona cultivo, con plantaciones de café y plátano; (2) zona erosión, caracterizada con un alto grado de erosión con presencia generalmente de cárcavas de coloración rojiza y sin capa orgánica aparente; y (3) zona bosque, correspondiente a bosque secundario sin intervención agrícola. En cada uno de los sistemas se identificaron cinco parcelas. Los muestreos se realizaron en abril de 2012. Como se trabajó en cinco fincas, el número de parcelas por sistema también fue de cinco en donde se tomaron dos muestras por cada una, para un total de 10 muestras.

Evaluación de esporas de hongos formadores de micorrizas

De cada muestra en campo se tomaron dos sub–muestras de 100 g de suelo hasta 10 cm de profundidad y se homogenizaron para formar una de 200 g. Las esporas se extrajeron en 20 g de suelo siguiendo el procedimiento de Sieverding (1983) con modificaciones descrito en Sánchez de Práguer et al. (2010). La humedad se determinó en 20 g adicionales de suelo. Las muestras fueron pasadas a través de tamices superpuestos con 2 mm, 450 µm, 120 µm y 40 µm de tamaño de poro; luego los contenidos que quedaron sobre los tamices fueron centrifugados a 3600 r.p.m. por 4 min, utilizando una solución de sacarosa (70%) y agua. Finalmente, las esporas extraídas de la solución fueron contadas y montadas en placas en solución PVGL (polivinil–glicerol). El conteo se expresó como esporas/100 g de suelo seco, utilizando la ecuación propuesta por Sieverding (1983):
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donde:

pi: peso inicial de la muestra usada para determinar humedad.

pf: peso final de la muestra para determinar humedad.

Las esporas se determinaron hasta morfoespecies con base en las claves taxonómicas de Sánchez de Práguer et al. (2010); Oehl et al. (2011) y Redecker et al. (2013).

Análisis de estabilidad de agregados

La estabilidad de los agregados se evaluó con el método de Yoder, descrito por Kemper et al. (1965) y modificado por Jaramillo (2001), a partir de dos muestras de 100 g. Con una de ellas se calculó la humedad gravimétrica y con la otra, se realizó el método Yoder por 15 min utilizando tamices de tamaño de poro de 2.00, 0.85, 0.50 y 0.25 mm. Las muestras se secaron por 24 h en horno a 105 °C. Los diámetros geométricos medio (DGM) y ponderado medio (DPM) fueron calculados utilizando las ecuaciones:
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donde:

x̄i: Diámetro promedio de la fracción de tamaño correspondiente.

Wi: Porcentaje de peso de la respectiva fracción de agregados de un determinado rango de tamaño dividido por 100.




Análisis estadísticos

Para estos análisis no se tuvieron en cuenta las esporas inviables extraídas. Los datos fueron depurados para el cálculo de la diversidad de esporas usando los índices de Shannon (H') y Simpson (α). Las diferencias en la estructura de las comunidades de especies de hongos formadores de micorrizas presentes en los tres tipos de suelos fueron evaluadas mediante un análisis de Permanova, en el programa PC–ORD® v5.0; además, se realizó la comparación gráfica de las variables evaluadas. Mediante análisis de varianza de una vía se evaluaron las diferencias en los valores de los índices de estabilidad de agregados, abundancia, riqueza y densidad de esporas de hongos formadores de micorrizas en las zonas de bosque, cultivo y erosión y entre fincas con diferentes manejos agrícolas. Para ello se empleó el software Statistica® v7.0. Se evaluó la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro–Wilk y la homogeneidad de varianzas con el test de Levene. Por medio de un análisis de correlación de Spearman se determinó si la densidad de esporas y la riqueza de morfoespecies de micorrizas arbusculares relacionadas con el tipo de suelo, de acuerdo con su estabilidad estructural.

Resultados y discusión

Identificación esporas de micorriza

Se identificaron 25 morfoespecies de esporas de MA pertenecientes a 13 géneros (Tabla 2), entre ellos Glomus, Diversispora, Acaulospora, Entrophospora y Scutellospora que han sido reportados en trabajos en cultivos de café y de plátano (Sánchez de Práguer, 1999; Bolaños et al., 2000). Glomus y Entrophospora presentaron las mayores abundancias con 62 y 19 individuos, respectivamente. Se observaron un total de 23 morfoespecies de MA en las zonas de cultivo, 12 en bosque y 6 en suelo erosionado (Tabla 2). Glomus es el género que tiene el mayor número de especies en los Glomeromycetos, y por tanto, el más representativo con seis morfoespecies. Este resultado está entre lo esperado ya que incluye especies que tienden a sobrevivir tanto en ambientes sanos como perturbados (Oehl et al., 2004). Cabe resaltar que, hasta el presente y según el consenso de clasificación de hongos micorrícicos arbusculares, los hongos del género Entrophospora, familia Entrophosporaceae, están en una posición taxonómica incierta (Redecker et al., 2013).






Índices de diversidad de esporas de hongos formadores de micorrizas

El índice de diversidad de Shannon en las fincas con manejos agroecológicos (El Brillante, La Esperanza, Villamaría y El Cedro) fueron mayores que el observado en la finca La Meseta (Tabla 3). Esta diferencia puede relacionarse con factores tales como el disturbio en la red de hifas, el rompimiento de las delgadas paredes celulares de las esporas, los cambios en el contenido de nutrientes, la alteración en la actividad microbiológica del suelo y el estrés causado a los hongos por la pérdida progresiva de materia orgánica, lo que consecuentemente se refleja en la disminución de las comunidades de especies de HMA (Oehl et al., 2003).
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Al igual que en otras investigaciones (Helgason et al., 1998), en este estudio la riqueza y la abundancia de esporas de MA en las fincas con manejo agroecológico fueron más altas en las zonas de cultivo que en las áreas de bosque y suelo erosionado (Tabla 3). Los índices de diversidad de Shannon y Simpson son reflejo no solo de la riqueza de especies de esporas sino de qué tan equitativas se distribuyen las poblaciones de dichas especies en la comunidad. Se considera que un sistema es más saludable en la medida que la equitatividad sea mayor. A diferencia del índice de Shannon, que aumenta en la medida que la diversidad crece, el de índice de Simpson decrece su valor a medida que ésta disminuye (Maurer y McGill, 2011). Con base en lo anterior se interpretan estos resultados en el sentido que las prácticas agroecológicas favorecen las micorrizas. En otras palabras, las prácticas de cero labranza o arado reducido y la aplicación limitada de insumos químicos, entre ellos fungicidas, en las fincas con manejos agroecológicos permiten el fácil establecimiento de altas densidades de esporas de HMA en el suelo (Andrade et al., 2009). No obstante, los suelos en los bosques pueden ser sujetos a la agresión, por ejemplo para extraer residuos orgánicos (mantillo) para venta en viveros, esto explicaría la disparidad de resultados obtenidos en los bosques.

Por otra parte, las diferencias ambientales también son factores importantes que determinan la densidad de esporas de HMA en estos sistemas; se sabe que a mayor temperatura y luminosidad sobre los suelos, se incrementa la producción de esporas de HMA (Guadamarra y álvarez, 1999). Las zonas de cultivo de café producen poca sombra con respecto a los bosques, por tanto, existe un aumento en la temperatura y las condiciones de luz sobre estos suelos, permitiendo que más esporas se reproduzcan en dichas zonas cultivables (Cardoso et al., 2003). En forma adicional, la rápida degradación de las zonas de bosque generada por la ampliación de la frontera agrícola, sumado a los efectos perjudiciales e indirectos resultantes de la actividad agrícola (Bethlenfalvay, 1993), ocasionan una reducción en la diversidad y una abundancia de las esporas de micorrizas en los bosques. La baja densidad y diversidad de esporas halladas en suelos erosionados es un resultado razonable y están de acuerdo con los resultados obtenidos por Munyanziza et al. (1997). Los índices de Simpson fueron similares entre sí en las zonas de cultivo, bosque y suelo erosionado, mostrando bajos niveles de dominancia entre morfoespecies.



Análisis de estabilidad de agregados

Se observaron diferencias en los valores de los índices de estabilidad de agregados DPM (P = 0.023), DGM (P = 0.0007) y densidad de esporas de micorrizas (P = 0.0231) entre las zonas de cultivo, bosque y erosión. Con el análisis de post Anova se observó que los valores más altos en los índices de estabilidad de agregados ocurrieron en las zonas de cultivo (P = 0.0044 DPM y 0.0013 DGM) y bosque (P = 0.0048 DPM y 0.0002 DGM) seguidos de los suelos erosionados. No se encontraron diferencias en los valores de abundancia y riqueza de esporas entre las zonas de estudiadas (P = 0.0656 y 0.0529). No obstante se observó que la abundancia y riqueza de esporas tendió a ser mayores en las zonas de cultivo y a disminuir en las zonas de bosque y suelo erosionado (Figura 1). Estas diferencias son influenciadas por el manejo realizado previamente en los cultivos, el cual puede causar alteraciones diferentes en las propiedades del suelo (Osorio, 2009). Por tanto, en la finca La Meseta los manejos agrícolas intensivos pueden estar causando alteraciones al disminuir el tamaño medio de los agregados y, por ende, la estabilidad de estos. En dicha finca, el tamaño fue de 2.8 mm para DPM y 1.9 mm para DGM (Tabla 2),cuando el tamaño óptimo de agregados en suelos de cultivo debe estar alrededor de 3 mm (Jaramillo, 2001). En contraste, en las fincas El Brillante, La Esperanza, Villamaría y El Cedro, se registraron valores en los índices de estabilidad de agregados por encima de los 3 mm en las zonas de cultivo, lo que sugiere una mayor estabilidad y manejos agrícolas que causan menor impacto negativo sobre el suelo. Como resultado de los manejos agroecológicos en estas fincas, la diversidad de micorrizas en las zonas de cultivo fue mayor que en la finca con manejo agrícola intensivo.
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Las características de las prácticas agroecológicas son clave para determinar las diferencias en los valores de los índices DPM, DGM, diversidad y densidad de esporas en los suelos de las zonas erosionadas y de cultivo. Dichas características permiten establecer en las zonas de cultivo una mayor cobertura vegetal y facilitan la presencia de agentes aglutinantes temporales como raíces y redes de micelios micorrícicos sobre el suelo. A su vez, estos agentes proporcionan materia orgánica al sistema permitiendo que la microbiota contenida en el suelo desarrolle una estructura de agregados porosos de forma redondeada, típica de los horizontes A, denominada estructura migajosa, la cual brinda una mayor estabilidad al suelo (Jaramillo, 2001).

Generalmente los suelos dependen, en gran medida, del material orgánico para mantener la estabilidad estructural. Por tanto, la pérdida de la capa orgánica puede generar una reducción en los agregados de 0.25 a 2 mm de diámetro, los cuales se encargan de brindar mayor estabilidad (Wilson et al., 2009). Se observó igualmente que los suelos de la zona boscosa presentan similitudes en el estado de agregación y estabilidad con los de la zona de cultivo (Figura 1). Esta similitud se debe a que, al igual que en los bosques, en las plantaciones cafeteras existen bajas o nulas prácticas de arado, lo que favorece la permanencia de un alto porcentaje de macroagregados estables, e indica la ausencia de disturbio en estos suelos, en especial en las redes de micelios y raíces (Verbruggen y Kiers, 2010).

Relación entre índices de diversidad de HMA y estabilidad de agregados

El índice de estabilidad estructural DGM presentó relación significativa en relación con la diversidad (r = 0.579; P = 0.023) y densidad de esporas de micorrizas arbusculares (r = 0.66; P =0.007). Por otro lado, el DPM también presentó relación significativa con la densidad de esporas de hongos micorrícicos (r = 0.54; P = 0.038). Con este análisis se observó que las variables de estabilidad de agregados aumentan proporcionalmente a medida que lo hace la densidad o la diversidad de esporas de micorrizas arbusculares evaluadas en los suelos de las fincas (Tabla 4).
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Las relaciones encontradas entre las variables de estabilidad de agregados, la densidad y diversidad de esporas de micorrizas sugieren que las comunidades de especies de HMA pueden influenciar la agregación del suelo en diferentes escalas. En primer lugar, los productos bioquímicos secretados por las micorrizas se consideran un mecanismo importante en la agregación del suelo, entre ellos, la glomalina, una proteína fúngica que actúa como agente aglutinante formando cadenas de pequeñas bolsas pegajosas (‘sticking string bags’) que son secretadas por las hifas logrando estabilizar los agregados (Picone, 2003). Al igual que la glomalina, existen otros compuestos que se encuentran en las micorrizas, como polisacáridos, hidrofobinas y mucílagos, que podrían tener un rol funcional en la estabilidad de agregados (Rilling y Mummey, 2006). De otra parte, el crecimiento de amplias redes de micelio de hongos micorrícicos debidas a una alta densidad de esporas, genera una acción mecánica directamente sobre la materia orgánica del suelo, aglomerando partículas pequeñas que se enlazan con hifas y residuos vegetales que, a su vez, forman agregados. Conforme estos agregados aumentan en tamaño, la contribución de las micorrizas incrementa en importancia (Cardoso et al., 2003).

Por otra parte, la baja cantidad de materia orgánica, como en el caso de las zonas erosionadas, constituye en un factor desfavorable que impide el mantenimiento de comunidades de hongos formadores de micorrizas y, por ende, de la estabilidad de agregados que mantienen en condiciones óptimas la estructura del suelo. No se descarta que algunos bosques hayan sufrido procesos de degradación del suelo por remoción de la capa orgánica para usos como substrato en viveros y jardines.

En el análisis de Permanova no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en la estructura de las comunidades de especies de HMA entre los sistemas (P > 0.31). Las elevadas abundancias de morfoespecies de Glomus y Entrophospora, las cuales son independientes del grado de disturbio o tipo de uso del suelo, pueden ser un factor determinante en la ausencia de dichas diferencias en la estructura de las comunidades de hongos formadores de micorrizas (Muleta et al., 2008).


Conclusiones


	Las fincas con manejos agroecológicos brindan características adecuadas para sustentar una mayor densidad de esporas de micorrizas arbusculares. Una de esas características es la estabilidad estructural que en los suelos del estudio alcanzó valores más altos en fincas con estos tipos de manejos, en comparación con suelos en fincas con manejos agrícolas intensivos.

	La relación positiva entre estructura de suelo y densidad de esporas micorrícicas sugiere que éstas tienen un papel fundamental para generar más agregación y estabilidad previniendo procesos erosivos.
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Resumen

Colombia es un importante productor de cabuya, fibra natural extraída de fique (Furcraea macrophylla Baker). La explotación de esta planta se caracteriza por productos y procesos tradicionales, poco tecnificados, de bajo valor agregado y con un aprovechamiento limitado de la planta de fique, lo que se traduce en baja rentabilidad. No obstante, en los residuos de este proceso agroindustrial se encuentran muchas sustancias de interés, aun sin explorar, entre ellas los carbohidratos, específicamente los fructanos, como la inulina y los fructooligosacaridos (FOS) que son polímeros de fructosa considerados fibra dietaría y que por sus características se clasifican como prebióticos. En esta investigación se evidenció la presencia de FOS e inulinas en los residuos obtenidos durante el proceso de desfibrado de las hojas de fique a través de técnicas enzimáticas y espectro–fotométricas. Debido a las amplias aplicaciones en el sector alimentario se recomienda su cuantificación, extracción y caracterización con el fin de proporcionar valor agregado a través de la explotación de estos compuestos.

Palabras clave: Fique, FOS, fructanos



Abstract

Colombia is the largest producer of cabuya, natural fiber extracted from fique (Furcraea macrophylla Baker). The fique exploitation is characterized by traditional products and processes, low–tech, low value–added and limited plant use, resulting in low profitability. However, residues of this agroindustrial process contain many substances of interest, unexplored yet, including carbohydrates, specifically fructans, such as inulin and fructooligosaccharides which are fructose polymers that are considered dietary fiber and for their characteristics are classified as prebiotics. Through enzymatic and spectrophotometric techniques, in this research is evidenced the presence of FOS and inulin in the residues obtained during the fique leafs defibrating process. Given the wide applications in the food industry, quantification, extraction and characterization is recommended in order to provide added value through the exploitation of these compounds.

Keywords: Fique, FOS, fructans.



Introducción

En Colombia se cultiva el fique para la extracción de una fibra natural conocida como ‘cabuya’ la cual se utiliza en la fabricación de diferentes artículos artesanales, cordelería y sacos biodegradables para el transporte de productos agrícolas. Esta cadena productiva agroindustrial se caracteriza por procesos y productos tradicionales, poco tecnificados, de bajo valor agregado y con un aprovechamiento limitado de la planta. El aprovechamiento de la hoja de esta planta varía entre 4 y 6% (Peinado et al., 2006), lo que se traduce en baja rentabilidad. No obstante a nivel nacional la expectativa frente al aprovechamiento de los residuos provenientes del fique es bastante significativa; los actores de la cadena reconocen el valor agregado de los productos derivados del jugo para aumentar sus ingresos a través de la comercialización (Castellanos et al., 2009).

Mientras en Colombia se explota el fique casi exclusivamente como una fuente de fibra natural, en países como México utilizan el agave, una planta con características similares al fique y perteneciente a la misma familia (Agavaceae), para la obtención de una amplia variedad de productos aplicables a diferentes campos industriales. Jarabes de alta fructosa, fructosa cristalina, fibra dietética soluble y edulcorantes de bajo aporte calórico como los fructooligosacaridos (FOS) e inulinas, son algunas de las sustancias que se explotan para empleo como aditivos alimenticios y materia prima para la obtención por fermentación de etanol, ácido cítrico, sorbitol o ácido glucónico (Chacón et al., 2014; Vargas–Vásquez, 2009).
 
Los FOS e inulinas son carbohidratos tipo fructanos, polímeros de fructosa, unidos mediante enlaces glucosídicos de tipo β(2–1). Las inulinas poseen un grado de polimerización superior a 10 unidades y los FOS, también conocidos como oligofructosas, tienen un grado de polimerización inferior, aproximadamente entre 3 y 7 unidades (Olvera et al., 2007). Estos fructanos son considerados prebióticos, ya que no son digeribles por el tracto digestivo humano, poseen carácter bifidogénico (estimulan el crecimiento de bifidobacterias) y además, al ser consumidos con frecuencia, favorecen la absorción de minerales como calcio, contribuyen a la salud y bienestar del colon a través del fortalecimiento de su epitelio y previenen patologías colorrectales tales como cáncer (Aguilera–Garca et al., 2008; Pool–Zobel y Sauer, 2007; Pool–Zobel et al., 2002; Rafter et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue evaluar de manera cualitativa la presencia de inulinas y FOS en los residuos del desfibrado del fique, utilizando un método enzimático y espectrofotométrico.

Materiales y métodos

La presencia de FOS e inulinas en los residuos agroindustriales del desfibrado de fique, se determinó a través de métodos enzimáticos y espectrofotométricos, adaptados de la técnica descrita por Montañez (Montañez–Soto et al., 2011) y empleada por Vargas (2009), que consistió en sustituir la hidrolisis ácida de la inulina por el uso de la enzima inulinasa para no sobreestimar la cuantificación de carbohidratos. Se utilizó la enzima invertasa EC 3.2.1.26, que cataliza la hidrólisis de restos terminales no reductores de los FOS, β–D–fructofuranosídicos de fructofuranósidos, liberando sus azúcares reductores (AR) componentes. Para la identificación de la inulina se utilizó la enzima endoinulinasa o β–D–(2–1)–fructano fructohidrolasa (EC 3.2.1.7) que cataliza la hidrólisis de los enlaces internos de la molécula de inulina, originando una mezcla de fructooligosacaridos (Castillo–Calderon, 2010). Debido a que la endoinulinasa no posee actividad invertasa, la hidrólisis se realizó en dos etapas, la primera con endoinulinasa que permite transformar la inulina en FOS y la segunda con invertasa para la hidrolisis total de la inulina en sus azucares reductores, glucosa y fructosa. Para determinar la absorbancia de los AR presentes se utilizó el método de Miller (Miller, 1959) mediante la formación del compuesto reducido ácido 3–amino–5–nitro–salicílico de color rojizo cuya absorbancia medida a una longitud de onda de 540 nm es proporcional a la cantidad de AR presente en la muestra. La existencia de diferencias significativas entre la medición de los AR iniciales, los provenientes de los FOS y los provenientes de inulina, demuestra la presencia de este último fructano.

Peinado et al. (2006) determinaron que el jugo de fique contiene azúcares reductores libres como glucosa y fructosa, por lo que en este estudio estos fueron determinados antes y después de la acción enzimática. La primera medición (AR inicial) es la línea base para calcular diferencias significativas, ya que un incremento en la liberación de AR prueba la existencia de FOS en los residuos del desfibrado de las hojas de fique.

El muestreo de los residuos agroindustriales del desfibrado de fique se realizó en el municipio de Chachagüí, un importante productor de fique en el Departamento de Nariño (Colombia) (DNP, 2007). Durante el desfibrado de fique (F. macrophylla Baker) se recolectaron el jugo y el bagazo producidos por 10 hojas seleccionadas al azar entre el total programado para cosecha en un día de trabajo. Estos residuos fueron homogeneizados con un procesador de alimentos eléctrico para tomar una muestra de 1 lt que fue refrigerada y transportada en un recipiente ambar con el fin de evitar la degradación de los fructanos por efectos de la luz solar y la actividad de la microbiota autóctona de la planta (Benavides et al., 2012) hasta el Laboratorio de Análisis Químico de la Universidad Cooperativa de Colombia sede Pasto. Para garantizar una mayor cantidad de fructanos en solución, la muestra se mantuvo en agitación magnética constante a 80 °C durante 1 h (Montañez–Soto et al., 2011). Este procedimiento también contribuye a reducir la carga microbiológica de la muestra y con ello la fermentación de los carbohidratos. Una vez finalizado este tiempo, la muestra fue filtrada a vacío a través de papel filtro Whatman 90 mm, conservando en refrigeración el filtrado.

Los sólidos retenidos se resuspendieron en 100 ml de agua destilada, y fueron sometidos nuevamente a calentamiento y filtrado. Ambos filtrados fueron unidos y se completó el volumen a 1 lt de muestra para obtener así el extracto original, al cual se le determinaron la densidad y el pH y se le calificaron el color y el olor característicos con el fin de establecer posibles cambios por la fermentación bacteriana de los carbohidratos en la muestra. Debido a la intensidad de la coloración presentada por el extracto original y con base en pruebas preliminares de ésta investigación, éste fue diluido en proporción 1:20 de agua destilada.

Para reconocer de manera colorimétrica la presencia de azúcares reductores libres producidos por la planta y presentes en los residuos agroindustriales, en 5 ml de la muestra diluida se aplicó el método DNS (Miller, 1959). Para este procedimiento se empleó un espectrofotómetro (Spectroquant Pharo 300 de Merk) y los datos resultantes constituyeron la línea base de los azúcares reductores iniciales (ARI). Todas las mediciones se repitieron 10 veces. La hidrólisis de FOS se realizó empleando invertasa EC 3.2.1.26 y la de inulinas se hizo mediante endoinulinasa (β–D–(2–1)–fructano fructohidrolasa EC 3.2.1.7) combinada con invertasa, las dos enzimas son termoestables (Vargas–Vásquez, 2009). Para confirmar la presencia de los FOS se tomaron 5 ml de la muestra diluida y se agregó 1 mg de invertasa; a continuación, el conjunto resultante se incubó durante 90 min a 55 °C. Al finalizar este tiempo se aplicó el método de Miller (Miller, 1959) y se registraron los valores de la absorbancia de estas muestras.

Para la determinación de inulina se utilizó una muestra diluida de 5 ml y 10 µL de endoinulinasa (EC 3.2.1.7) que fue incubada a 55 °C durante 1 hora, tiempo y temperatura en los que se consiguió el mejor rendimiento de azucares reductores, de acuerdo con ensayos preliminares realizados. Se realizó una segunda etapa enzimática consecutiva con 2 mg de invertasa incubada durante 90 min a 55 °C. Posteriormente, se empleó el método de Miller y se determinó la absorbancia de los AR presentes. En la Figura 1 se muestra de manera esquemática el procedimiento realizado para evidenciar la presencia de FOS e inulinas en residuos de fique.
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Resultados y discusión

Los residuos agroindustriales del proceso de desfibrado de las hojas de fique se caracterizan por ser una mezcla líquida heterogénea compuesta por jugos, sólidos provenientes del tejido vegetal de la planta, fibra corta y bagazo.

El extracto original presentó un color verde intenso y un olor fuerte característico, con un pH de 5.48 y una densidad de 1.015 g/ml. Estas propiedades fueron monitoreadas diariamente y se encontró que después de 3 días, el pH empezó a disminuir hasta alcanzar un valor mínimo de 5 después de 8 días de almacenamiento. Es importante resaltar que todas las mediciones se realizaron durante los 2 días siguientes a la recolección de la muestra, para evitar subestimar la concentración de carbohidratos, que al ser metabolizados por microorganismos, liberan ácidos causantes de la reducción de pH de la solución. Algunos de los microorganismos que sobrevivieron al calentamiento realizado el día del muestreo pertenecen a la microbiota autóctona de la planta, la cual se calcula aproximadamente en 25 aislados bacterianos y 22 de levaduras (Benavides et al., 2012), mientras que otros provienen del ambiente. Otras características como densidad, color y olor permanecieron estables durante el período de 8 días de observaciones.

Montañez et al. (2011) sugieren el empleo de la hidrolisis ácida para la cuantificación de inulinas, procedimiento que no es selectivo en cuanto al tipo de enlace glucosidico que hidroliza, razón por la cual en esta investigación se empleó endoinulinasa, que es específica para la hidrolisis de los enlaces β–D–(2–1)–fructosil fructosa. Debido a que la inulinasa no posee actividad de invertasa, la totalidad de los AR provenientes de las inulinas resulta del proceso de hidrolisis en dos etapas enzimáticas, una por endoinulinasas y la otra por invertasa. Para obtener la mayor cantidad de AR provenientes de inulinas se utilizaron las condiciones resultantes del análisis de la cinética enzimática de las endoinulinasas realizado por Michel–Cuello et al. (2012).

En la Figura 2, se observan los resultados de las mediciones de absorbancia de los azúcares reductores iniciales (ARI), los azúcares reductores procedentes de los FOS (AR–FOS) y los azúcares reductores procedentes de las inulinas (AR–INU), calculados por el método de Miller.
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El incremento de absorbancia concuerda con la hipótesis de la presencia de FOS e inulinas en los residuos provenientes del desfibrado de fique. Los FOS son polímeros de fructosa que al hidrolizarse por acción de la invertasa liberan moléculas de fructosa y glucosa, las cuales son los azúcares reductores responsables del incremento en los valores de absorbancia respecto a los ARI. Igual proceso ocurre con el tratamiento con inulinasa–invertasa, la que actúa sobre la inulina presente para liberar FOS y estos posteriormente, fructosa y glucosa.

Al aplicar la prueba de Fischer con un nivel de significancia del 95% a los resultados obtenidos, se encontró que existen diferencias (P < 0.05) entre las muestras analizadas y cada grupo de mediciones es homogéneo, con lo cual se comprueba que el protocolo experimental propuesto presenta una buena repetibilidad. Además, este análisis estadístico muestra que las medias de absorbancia de cada grupo son independientes, es decir que el aumento en la cantidad de AR se debe al tratamiento enzimático propuesto.


Conclusión


	Las plantas de fique cultivadas en el municipio de Chachagüí, Nariño (Colombia), almacenan inulinas y FOS en sus hojas. Esta característica, compartida con otras plantas de las familias Furcraea y Agave, supone la posibilidad de encontrar carbohidratos también en el tallo del fique, probablemente en mayor proporción. Este resultado es la base para iniciar estudios que cuantifiquen y caractericen la extracción de FOS e inulinas en este tipo de plantas.
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Resumen

En sistemas productivos del Piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia se evaluaron varios indicadores para determinar la calidad de los suelos de la región. Para el efecto, en un muestreo aleatorio se incluyeron once sistemas y en cada uno de ellos se tomaron cinco muestras de suelo para evaluar las propiedades principales y seleccionar aquellas con posibilidades para ser incluidas como indicadores de calidad. Los resultados de la caracterización completa fueron analizados mediante componentes principales (ACP). Por su importancia fueron priorizadas como indicadores de calidad las propiedades siguientes: carbono orgánico, pH, acidez intercambiable, calcio y magnesio intercambiable y hierro. Con estos indicadores se propone una clasificación de la calidad química de los suelos de la región, que puede ser de gran utilidad en la implementación de sistemas de monitoreo que permitan la evaluación de la degradación de los suelos a través del tiempo debidos a cambios en los sistemas de uso.

Palabras clave: Oxisol, muestreo, análisis de componentes principales, clasificación.



Abstract

This research evaluated indicators for determining the quality of soils in the productive systems of the piedmont plains; on random sampling eleven systems were included, and on each of those, five samples of soil were taken in order to evaluate all its properties; and in the selection of those which can be included as indicators, the full characterization results were analyzed by principal component analysis (PCA). Because of its importance were prioritized as quality indicators the following properties: organic carbon, pH, exchangeable acidity, exchangeable calcium and magnesium and iron. With these indicators, a classification of the chemical quality of the soils of the piedmont plains is proposed; which can be useful when implementing a monitoring system which allows assessing the degradation of these soil properties over time due to changes in its use.

Keywords: Oxisol, sampling, principal component analysis, classification.



Introducción

La degradación de los suelos es un problema causado principalmente por cambios en el uso y por la adopción de prácticas de manejo propias de cada cultivo. La evaluación de los efectos de la actividad agropecuaria en el suelo permite establecer los parámetros necesarios para estimar la magnitud del impacto ambiental ocasionado por los sistemas productivos, lo que ayuda a la toma de decisiones enfocadas en la conservación, la sostenibilidad, y la productividad del suelo. Para lograr este objetivo es necesario conocer la calidad del suelo y tener indicadores para evaluarla, en ese sentido la calidad se puede definir como la capacidad de un suelo de funcionar (Karlen et al., 1997) de tal forma que presente aptitud para el uso (Larson y Pierce, 1994).

Aunque el suelo es un recurso que permite sostener el desarrollo de cultivos necesarios para la vida, sólo recientemente se ha reconocido su susceptibilidad a la degradación y consecuente disminución de la productividad de cosechas. En Colombia, específicamente en la región de los Llanos Orientales, desde hace varios años se ha venido haciendo un gran esfuerzo por parte de entidades privadas y públicas como la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica), la Universidad Nacional de Colombia, el CIAT y la Universidad de los Llanos, entre otras, para desarrollar investigaciones tendientes a conocer los procesos, las condiciones y la dinámica de los suelos de esta importante región y calificar su calidad (Rubiano, 2005; Phiri et al., 2001; Basamba et al., 2006; Amézquita et al., 2004). No obstante, es necesario generar información que permita proponer indicadores químicos de calidad, a partir de los cuales sea posible hacer estimaciones para valorar los impactos que ocasionan en los suelos los cambios en los sistemas de uso y las prácticas de manejo adoptadas.

Estos indicadores químicos de calidad son de utilidad para evaluar el grado de vulnerabilidad de los suelos y las acciones correctivas de acuerdo con el sistema productivo, además permiten establecer un mecanismo para el monitoreo y la alerta temprana, lo que ayuda a prevenir o mitigar procesos de degradación progresiva. Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de estudio fue desarrollar indicadores químicos de calidad de suelos en sistemas de producción del Piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia.

Materiales y métodos

Zona del estudio. La investigación se desarrolló en el centro de investigación de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) la Libertad, ubicado aproximadamente a 4° 03’ 30” latitud Norte y 73° 28’ 5” longitud Oeste, a 336 m.s.n.m, en el municipio de Villavicencio – Meta, km 25 vía Villavicencio– Puerto López. El clima tropical se caracteriza por una temperatura, promedio, de 26 °C, 2700 mm de precipitación anual y una humedad relativa promedio de 85%.

El centro de investigación tiene 1342 ha conformadas por terrazas aluviales de topografía ligeramente plana, donde se han desarrollado suelos con predominio de arcillas caolinitas y cuarzo, provenientes de sedimentos del Pleistoceno reciente al Holoceno antiguo. En estos suelos predominan las pasturas naturales y son fuertemente ácidos (pH < 4.5), con una alta saturación de aluminio (> 70%) y una baja saturación de bases (< 25%), presentan baja disponibilidad de fosforo (1 ppm), calcio, magnesio y potasio, y deficiencia de elemento menores, con excepción de hierro (Rincón y Caicedo, 2010). La vegetación natural corresponde al Bosque Húmedo Tropical (IGAC, 2004) según la clasificación de Holdridge (1967), la cual en un gran porcentaje ha sido eliminada para establecer distintos sistemas agropecuarios.

Selección de sistemas productivos y sitios de muestreo. Se seleccionaron once sistemas productivos localizados en terrazas alta, media y en aluviones recientes. Para ello se utilizó el mapa de coberturas de suelos (IGAC, 1973). En cada sistema de uso se tomaron muestras en cinco puntos y en cada uno de ellos se hicieron cajas de muestreo de 40 cm (largo) x 40 cm (ancho) x 50 cm (profundidad) para un total de 55 muestras.

En la terraza alta fueron seleccionados los sistemas: palma de aceite (Elaeis guineensis) de 18 años de edad, piña Golden (Ananas sativus), sorgo dulce (Sorghum vulgare), maíz (Zea mays), soya (Glycine max) y naranja Valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck).

En la terraza media los sistemas productivos seleccionados fueron: caucho (Hevea brasiliensis), pasto cultivar (cv.) Llanero (Brachiaria dictyoneura) asociado con Maní forrajero (Arachis pintoi), solo pasto cv. Llanero, palma de aceite (Elaeis guineensis) de 30 años de edad y bosque asociado de acacia (Acacia mangium), yopo (Anadenanthera peregrina) y melina (Gmelina arborea).

En los aluviones recientes se seleccionó el sistema pastura degradada de brachiaria (B. decumbens).

Variables de respuesta analizadas. Las propiedades químicas fueron analizadas en muestras de suelo llevadas al Laboratorio de Suelos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, e incluyeron: pH(1:1) con potenciómetro; carbono orgánico (C.O.) oxidable (Walkley y Black, 1934); fósforo (P) disponible (Bray II, 1945); calcio (Ca); potasio (K); magnesio (Mg); sodio (Na); capacidad de intercambio catiónico (C.I.C.) (extracción con acetato de amonio 1M, pH 7, absorción atómica); acidez intercambiable (extracción con KCl 1N); cobre (Cu); hierro (Fe); manganeso (Mn) y zinc (Zn) (extracción con DTPA, absorción atómica) y Boro (B) (extracción con fosfato monocálcico).

Procesamiento estadístico de la información. Los datos se analizaron con los paquetes estadístico SAS y ADE–4 (Thioulouse et al., 1997) y se agruparon por componentes principales (ACP) lo que permitió reducir el número de variables originales a un conjunto mínimo de datos (CMD). Las variables fueron seleccionadas según el aporte a la conformación de los componentes (Factor 1 y Factor 2 del ACP).

Para la selección de las variables de mayor aporte, se consideró la contribución de cada una de ellas a la construcción de los dos primeros componentes del ACP, luego se dividió entre dos el mayor valor y se mantuvieron las variables con valores iguales o superiores al valor resultante; a continuación se seleccionaron aquellas que presentaron la mayor variabilidad como posibles indicadores de calidad del suelo, ya que posiblemente son las más afectadas por las variaciones en los sistemas de producción y uso de los suelos. Por último, se hace una propuesta de aproximación para la clasificación de la calidad química de los Oxisoles del Piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia; para ello se emplearon los datos resultantes tomando como referencia la pastura degradada de brachiaria, los rangos de variación de las propiedades químicas de los suelos en la región (Rincón et al., 2010), los niveles de interpretación estándares para suelos agrícolas y la clasificación de los suelos según el nivel de fertilidad para plantas tolerantes a la acidez (Salinas y García, 1985, adaptado por Rincón et al., 2010).

Resultados y discusión

Selección de indicadores químicos de calidad del suelo

Para la selección de los indicadores químicos se utilizó la contribución de cada variable a la formación de los Factores 1 y 2 del ACP (Tabla 1). En las Figuras 1 y 2 se presentan los resultados del análisis multivariado o análisis de componentes principales (ACP), donde se observa que existe separación (P < 0.001) de los resultados según los sitios de muestreo. Los dos primeros componentes explican el 47% de la variabilidad de los datos, distribuidos en 28% para el primer Factor y 19% para el segundo. El primer Factor separó los sitios por su contenido de Ca, Mg, P, B, pH y acidez intercambiable (Ac.I); mientras que el segundo Factor los separa por los contenidos de Fe, Mn, C orgánico .y K, principalmente (Figura 2). Siendo el pH y la acidez intercambiable variables opuestas.
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La baja explicación de la varianza (< 50%) de los Factores 1 y 2 se debe a la variabilidad química de los suelos, la que está relacionada con los diferentes usos y el manejo agronómico de los cultivos, principalmente con la aplicación de enmiendas como cal dolomita para corregir acidez y aumentar la saturación de bases y de cantidades altas de P para aumentar su contenido y disponibilidad en el suelo.

El primer componente diferenció los sitios con valores más altos de pH, Ca y Mg que corresponden a cultivos de Brachiaria cv. Mulato II, palma–18 y cultivos transitorios vs. los sistemas con altos valores de acidez intercambiable que corresponden a Brachiaria cv. Llanero, bosque cultivado, pastura degradada y pasto cv. Llanero asociado con maní forrajero. En el segundo Factor se separan los sitios por los niveles de Fe, Mn, C orgánico, y K, diferenciando los de alto contenido de estos elementos —pasto cv. Llanero, pasto cv. Llanero asociado con maní forrajero, palma–30, cítricos y pastura degradada vs. los de bajo contenido —caucho, piña, pasto cv. Mulato y cultivos transitorios— (Figuras 2 y 3).
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Las variables químicas dentro de un mismo sistema son muy heterogéneas (Figuras 1 y 3), variabilidad que puede ser debida al manejo, principalmente a la aplicación localizada por planta de los fertilizantes. Por otra parte, aunque las enmiendas, como la cal dolomita, se aplican en forma uniforme en el área de cultivo, las plantas sólo absorben el Ca y el Mg próximos al sistema radicular de la planta, quedando sitios donde no son extraídos por los cultivos y por tanto presentan valores más altos de estos elementos. Se debe mencionar que algunos sitios evaluados dentro de un mismo sistema se encontraban en otra serie diferente de suelo, por ejemplo, el cv. Llanero asociado con maní forrajero y el cultivo de palma–30.

La heterogeneidad de las variables entre los diferentes sistemas se debe al manejo agronómico diferencial en cada sistema y a la posición geomorfológica de los suelos en los sistemas productivos. En la Figura 3 se observa un primer grupo conformado por el pasto cv. Mulato II, los cultivos transitorios y la palma–18 caracterizado por altos valores de pH, P, Ca y Mg y menores valores de acidez intercambiable y Fe. En el segundo grupo se encuentran los cultivos de piña y caucho con valores de pH, Ca y Mg ligeramente menores que en el grupo anterior, pero con mayores niveles de acidez intercambiable y Fe y altos niveles de B y P disponible. El tercer grupo comprende los sistemas pastura degradada, solo pasto cv. Llanero y asociado con maní forrajero y palma–30 el cual presentó los mayores valores de C orgánico y acidez intercambiable, así como niveles altos de Fe y Mn. El cuarto grupo está conformado por el cultivo de cítricos caracterizado principalmente por un bajo pH, pero con un alto contenido de P disponible y Zn, además de un alto valor de C orgánico superado sólo por la pastura degradada y el cultivo de palma–30. El quinto grupo se encuentra conformado por el bosque plantado caracterizado por menores contenidos de C orgánico . (Figuras 2 y 3). Las formas de agrupación de estos sistemas por su similitud en algunas propiedades químicas, se debe a su posición geomorfológica y al manejo, lo que significa que los suelos de terraza alta han sido mejorados en sus propiedades químicas mediante un sistema rotacional de cultivos transitorios, especialmente pasturas de cv. Mulato II y cultivos transitorios. Los cítricos, no obstante de encontrarse en terrazas altas, no se agruparon con otros sistemas ubicados en esta posición geomorfológica, debido a que la aplicación de cal dolomítica se hace en franjas alternas y no en forma uniforme como se hace en pasturas y otros cultivos.

La separación significativa (P < 0.001) por el ACP indica que los sistemas de uso influyen en las propiedades químicas de los suelos, como lo demuestra el hecho que suelos en posiciones geomorfológicas iguales presentan altas diferencias en sus componentes químicos, lo cual es el resultado de los sistemas de manejo diferentes en cada uno de ellos.

De acuerdo con estos resultados, las variables más representativas son pH, C orgánico, Ca intercambiable, Mg intercambiable, acidez intercambiable y Fe. Estas propiedades son las que más contribuyen a la explicación de la varianza y por tanto pueden ser utilizadas como indicadores de la calidad del suelo; además, las prácticas agrícolas en estos suelos conllevan al aumento de la saturación de bases (Ca y Mg) que automáticamente causan un aumento en el pH y una disminución en la acidez intercambiable y la disponibilidad de Fe. De acuerdo con lo anterior, los indicadores químicos propuestos son representativos de la dinámica edafológica de la zona y pueden ser de utilidad para determinar la calidad de estos suelos. Por otro lado, el C orgánico constituye un buen indicador de la calidad del suelo ya que es una reserva de nutrientes y su comportamiento influye sobre otras propiedades (USDA–NRCS, 2011). La M.O. es una reserva importante de nutrientes y contribuye con el mantenimiento de las propiedades físicas de los suelos, a la retención de agua y a la resistencia a procesos erosivos (Gregorich et al., 1994), principalmente cuando son sometidos a labranza.

Es importante resaltar que el Ca y el Mg son indicadores de impacto, es decir, causan efectos sobre algunas propiedades del suelo cuando se aplican y por tanto sus efectos son inherentes al manejo del suelo y dependen del aporte de cal dolomita para corregir la baja saturación de bases que caracteriza estos suelos. Por el contrario, el pH, el C orgánico, la acidez intercambiable y el Fe son indicadores que resultan afectados por el cambio en el uso y manejo del suelo; así, el pH y la acidez intercambiable son afectados positivamente cuando se aplica cal dolomita, en este caso el primero aumenta y reduce la segunda y por consiguiente el nivel de toxicidad de Al para las plantas disminuye. El C orgánico y el Fe disminuyen con el uso y el manejo del suelo y por tanto son afectados negativamente. En resumen, los indicadores químicos seleccionados están dentro de los recomendados por USDA (1999), Doran y Parkin (1994) y Larson y Pierce (1994), con excepción de la acidez intercambiable debido a las diferencias en las características agroecológicas donde se realizaron los estudios.

Aproximación a la clasificación de la calidad química de Oxisoles con manejos similares a los del presente estudio

La información presentada en la (Tabla 2 es una aproximación útil para evaluar la fertilidad desde el punto de la calidad química de suelos del Piedemonte, con manejos similares a los de este estudio. Esta información permite establecer niveles críticos si se cruza con los requerimientos nutritivos de los sistemas de producción. No obstante sólo es aplicable para los suelos del estudio y los valores y la clasificación no son extrapolables a otras zonas diferentes al Piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia, ya que únicamente responden a las condiciones climatológicas y edafológicas de la región de estudio, inclusive, sólo se deben utilizar en sitios con características ambientales similares y en el mismo orden de suelo de la muestra (Oxisol). Además se deben tener en cuenta el tipo de cultivo y sus requerimientos nutritivos, por lo que es necesario en el futuro validarlos para cada cultivo.


 
Esta clasificación de la calidad química de los suelos puede ser de gran utilidad para establecer un sistema de monitoreo, ya que los futuros evaluadores solo tendrán que tomar las muestras de suelo, realizar los análisis de laboratorio respectivos y observar en la tabla la clasificación de cada dato obtenido para la variables que se están evaluando y de esta manera, determinar la calidad química del suelo.

Conclusiones


	Las condiciones edafológicas en la zona de estudio, permitieron seleccionar las principales propiedades químicas para determinar la calidad de suelos en el Piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia, entre ellas, pH, C orgánico, Ca intercambiable, Mg intercambiable, acidez intercambiable y Fe.

	Los indicadores seleccionados, además de ser de utilidad para el monitoreo del efecto de los sistemas de uso sobre algunas propiedades químicas de los suelos, pueden ser de utilidad en el diseño de sistemas productivos y sostenibles que prevengan o mitiguen los efectos negativos (aumento de la acidez) y maximicen lo efectos positivos (aporte de nutrientes) de las prácticas agrícolas empleadas en la región.

	Los indicadores propuestos son adecuados para monitorear la calidad química del suelo, son fáciles de medir y sensibles a cambios en los sistemas de manejo.
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Resumen

Para cuantificar la composición porcentual real de las fracciones texturales en los suelos es necesaria la individualización de las partículas. El objetivo de esta investigación fue comparar los porcentajes de fracciones granulométricas obtenidas con dos métodos de dispersión química en nueve muestras de suelos recolectadas en los departamentos de Córdoba y Sucre en la región Caribe Colombiana, utilizando los métodos de Bouyoucos y pipeta. Como dispersantes se usaron soluciones de (NaPO3)6/Na2CO3 (calgón) y una mezcla propuesta constituida por pirofosfato de sodio 0.1M a pH 10 y calgón en una relación 2:1. Los resultados se analizaron utilizando el test de Leite y Oliveira (2002) además de pruebas de correlación. Se encontró relación significativa entre ambos métodos utilizando la mezcla propuesta para las fracciones de arena y arcilla, con valores de 0.97 y 0.89, respectivamente. Los menores contenidos de arena (26%) se obtuvieron utilizando el método de pipeta, seguido del dispersante propuesto con un valor de 28%. Los contenidos de arcilla promedios fueron 44 y 42% por el uso del dispersante propuesto y el método de pipeta.

Palabras clave: Análisis granulométrico, dispersantes, pruebas de correlación.



Abstract

An adequate individualization of particles is required for a correct granulometric analysis in order to quantify the real percent composition of particles in the soil. The objective of this study was to compare the percent of granulometric fractions determined by two different chemical dispersion methods. For that, nine different chemically soil samples were collected from Department of Córdoba and Sucre on Colombian Caribbean region and were analyzed by Bouyoucos and pipette methods. (NaPO3)6/Na2CO3 solution (Calgon) and a mixture of 0.1 M sodium pyrophosphate solution at pH 10 and Calgon in relation 2:1 were used as chemical dispersants. Results were analyzed using Leite and Oliviera (2002) test and correlation analysis. A significant statistic difference between pipette method and Boyoucos method using the proposed chemical dispersant was found for sand and clay fractions with values of 0.97 and 0.89, respectively. The lower sand contents were obtained using the pipette method with an average value of 26%, followed by proposed dispersant with a value of 28%. Average contents of clay were 44 and 42% by proposed dispersant and the pipette method, respectively.
 
Keywords: Granulometric analysis, dispersants, correlation tests, Bouyoucos.



Introducción

La distribución de las fracciones granulométricas en el suelo influye directamente sobre la dinámica del agua, la aireación y las prácticas de manejo, y permite, además, conocer la resistencia y cohesión de las partículas. Chakraborty et al. (2006) consideran que el análisis granulométrico es una práctica necesaria en las determinaciones físicas del suelo y son frecuentemente utilizada en la clasificación textural; además los contenidos de arena, limo y arcilla sirven de base para estimar las propiedades hidráulicas y son fundamentales para la identificación y clasificación del suelo (Tomasella et al., 2000; Silva dos Santos et al., 2008).

Los métodos frecuentes para análisis granulométricos de suelos son el método de Bouyoucos o hidrómetro y el de pipeta. Según Gee y Or (2002), además de estos métodos existen otros como el sensor de presión, rayos X y difracción de rayos láser; en todos los casos los resultados dependen del método de determinación.

Según Gee y Bauder (1986) el análisis de las partículas del suelo por el método del hidrómetro se basa en la relación que existe entre la velocidad de deposición y el diámetro de la partícula de suelo, es fácil de implementar y permite obtener mediciones rápidas y confiables. Según Zobeck (2004) la distribución de tamaño de partícula se refiere a las diferentes clases de partículas que componen el suelo.

Aunque el método de pipeta garantiza una mayor precisión, las complejidades en el montaje de la técnica y el tiempo de medición han limitado su uso. Beuselinck et al. (1998) indican que este método requiere mucho tiempo y mano de obra y los resultados dependen de la técnica utilizada en laboratorio y la precisión del trabajo del analista. León (2001) encontró que el método que más se acerca en precisión al de pipeta es el método de Bouyoucos.

El Instituto Geográfico Agustín Codazi (IGAC) (IGAC, 2006) estableció entre sus metodologías, además de la obtención de fracciones texturales con la utilización de los métodos de pipeta y de Bouyoucos, el uso un dispersante químico ((NaPO3)6 + Na2CO3) denominado calgón y agitación lenta y rápida indistintamente del dispersante calgon, lo que da como resultado variaciones en las cantidades de las fracciones arena, arcilla y limo en una misma muestra de suelo. Jorge et al. (1985) señalan que la uniformización de métodos de análisis posibilita la comparación y la interpretación de datos obtenidos por diferentes instituciones del país.

La eficiente separación de los agregados del suelo depende de los dispersantes químicos, la eficiencia, y la relación entre los iones presentes en las soluciones dispersantes y cargas permanentes y dependientes del pH en la fracción arcilla. Mauri et al. (2011) indica que para obtener una suspensión de suelo efectivamente dispersa es necesario sustituir cationes floculantes como  Al3+, Ca2+, Mg2+, que frecuentemente saturan las arcillas, por cationes monovalentes de mayor radio iónico hidratado, que siguen la secuencia en orden decreciente de eficiencia: Li+ > Na+ > K+ > Rb+ > Cs+. Buscando proponer una metodología aceptable para los laboratorios de suelos, el objetivo en este estudio fue comparar el método de Bouyoucos y el método de pipeta en el análisis del contenido de partículas de arena, limo y arcilla utilizando dos soluciones químicas dispersantes.
 
Materiales y métodos

El trabajo se realizó en el Laboratorio de Suelos y Aguas de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Universidad de Córdoba, Colombia, en nueve muestras de suelos recolectadas en los departamentos de Córdoba y Sucre. Para las caracterizaciones química y mineralógica de los suelos se siguieron los protocolos establecidos por IGAC (IGAC, 2006). Para obtener las fracciones granulométricas se utilizaron 60 g de suelo de cada suelo previamente seco, molido y tamizado por malla de 2 mm que fueron depositados en recipientes plásticos donde a cada uno de ellos se les adicionaron separadamente 10 ml de los dispersante químico más 400 ml de agua. Los dispersantes químicos utilizados fueron calgón ((NaPO3)6 + Na2CO3) y una mezcla propuesta de pirofosfato de sodio (Na4P2O7) 0.1M a pH 10 y ((NaPO3)6 + Na2CO3)) (calgón) en proporción 2:1.

Las muestras de suelo fueron colocadas en frascos plásticos de 600 ml donde se agregaron lentamente los dispersantes y el agua. Estos frascos conteniendo los tratamientos fueron colocados en reposo por 24 h antes de ser sometidos a agitación mecánica en un agitador tipo shakter a 60 r.p.m. durante 6 h y la determinación de las fracciones granulométricas por el método Bouyoucos (IGAC, 2006). Para el análisis textural de los suelos por el método de la pipeta, las submuestras de los suelos fueron enviadas al IGAC.

Para comparar los dispersantes químicos se utilizó el procedimiento propuesto por Leite y Oliveira (2002). La prueba, conocida como L.O., consiste en una regla de decisión construida con base en la estadística de ‘F’ propuesta por Graybill (1976) para la evaluación del error medio y en el análisis de los coeficientes de correlación lineal. Según estos investigadores Yj y Yi son vectores cuantitativos, en el que Yj indica un método, procedimiento o tratamiento alternativo y Yi es el tratamiento patrón; dos métodos son considerados estadísticamente iguales si simultáneamente después del ajuste de regresión lineal se cumple que: Yi = β0 + β1 Yi, β0 = 0 y β1 = 1, estando el valor Ryjyi muy próximo a 1. Teniendo en cuenta que esta situación es más ideal que real, los autores optaron por una modificación que aplica un análisis estadístico más completo.

La modificación propuesta consistió en realizar simultáneamente pruebas ‘F’ y ‘t’. Entonces, si ‘F’ (H0) < ‘F’ tabulado con n–2 grados de libertad a un nivel ά de significación, la hipótesis H0 no es rechazada y el intercepto se considera igual a 0 y la pendiente igual a 1. Además de la prueba ‘F’, es importante evaluar la alternativa de precisión en relación con el método estándar para cuantificar el error promedio.

Para determinar la significancia del error se hizo uso de la estadística ‘t’. En este caso, si ‘t’ calculada (el error promedio ‘t’) < ‘t’ tabulada para n–1 grados de libertad, se acepta la hipótesis H0, indicando que el error medio es igual a 0. Además, debe existir un alto coeficiente de correlación (cercano a 1) y ‘F’ (H0) no debe ser significativo como en el error medio. Sin embargo, en el proceso se produce un sesgo debido a que no obstante encontrar un alto valor en el coeficiente de correlación, éste es relativo ya que existe la posibilidad de una alta dispersión Yj con respecto a Yi, por lo que se requiere hacer una comparación con la expresión: 1 – |e| que se observa en la tabla 1.
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A partir de estos supuestos, los resultados obtenidos se contrastan en la regla de decisión (Tabla 1). Donde se indica que pueden ocurrir ocho situaciones, de las que sólo una es considerada para determinar igualdad entre el método estudiado o propuesto y el método patrón. Además de esta prueba, los datos de arcilla, arena y limo obtenidos fueron analizados mediante correlaciones y posteriormente se clasificaron las clases texturales obtenidas.

Resultados y discusión

Los análisis de caracterización (Tabla 2) muestran que el pH de los suelos fue variable entre 4.7 y 8.0, la materia orgánica (M.O.) entre 0.5 y 2.9%; el calcio entre 0.4 y 87.4, el magnesio entre 0.1 y 10.0 y la acidez intercambiable entre 0.40 y 6.20 cmolc/kg.

El análisis mineralógico de las arcillas mostró predominio de los minerales caolinita y cuarzo, lo que demuestra la extrema pobreza química y estado de desarrollo edafológico de los materiales parentales, debido a la intemperización que se presenta en los sitios donde se recolectaron los suelos. El tipo de arcilla caolinita y la alta cantidad de cuarzo presente en estos suelos les confiere propiedades de baja o ninguna expansibilidad y baja capacidad de intercambio catiónico. Los suelos en estudio mostraron además la presencia de gibsita, lo que contribuye a la presencia de cargas dependientes de pH, elevados puntos de carga cero y un alto grado de floculación de arcillas, que pueden reducir el efecto de los iones desfloculantes. Acevedo–Sandoval et al. (2004) y Peacock y Rimmer (2000) indican que el punto de carga cero (CPZ) es una propiedad importante de los óxidos de hierro y la interacción de estos con las arcillas depende del pH; a pH bajo los óxidos se precipitan sobre la superficie de los minerales arcillosos y una vez formados, estos revestimientos son estables a pH elevados.



Determinación de contenidos de fracciones granulométricas

Al determinar los contenidos de arena, arcilla y limo se encontró que con el método propuesto solución compuesta (Na4P2O7) 0.1M a pH 10 y (NaPO3)6 + Na2CO3 se determinó un menor contenido de arena que utilizando el dispersante calgón ((NaPO3)6 + Na2CO3); esto sucedió cuando se utilizó el método de Bouyoucos, lo que indica que existe un aumento en la dispersión de la fracciones que componen los agregados del suelo. Rodrigues et al. (2011) encontraron que mayores concentraciones de PO4 = en la solución mejoran la capacidad de dispersión de las arcilla en suelos de los órdenes Oxisoles, Mollisoles y Alfisoles.

Al comparar los contenidos de arena con ambos agentes de dispersión por los métodos de Bouyoucos y pipeta (Tabla 3) se observa que el menor contenido fue obtenido con este último, lo que indica que esta metodología fue más eficiente en la cuantificación de esta fracción, resultado que fue verificado por el 26% de arena encontrado mediante este método, comparado con 28 y 32% obtenidos por la mezcla propuesta por los autores y calgón al utilizar el método de Bouyoucos. Estos resultados son explicables si se tienen en cuenta las propiedades químicas del Na+ y su poder disgregante de los agregados del suelo, como lo demostraron Corá et al. (2009) al encontrar que este elemento disminuye la presión osmótica de la suspensión y contribuye con la dispersión de los agregados presentes en el suelo. Además, la concentración del elemento fue mayor en la mezcla dispersante propuesta, lo que produjo un incremento del pH hasta 9.1 en la suspensión suelo:agua:dispersante, dando lugar a una mayor separación de los agregados (Seta y Karathanasis, 1996).
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Los contenidos de arcilla determinados con los dispersantes por el método de Bouyoucos vs. el método de la pipeta, fueron de 44% con [Na4P2O7 + (NaPO3)6 + Na2CO3], 42% con pipeta y 39% con (NaPO3)6 + Na2CO3. Según Donagemma et al. (2003) el aumento del porcentaje de la fracción arcilla es un indicador de una mayor efectividad del tratamiento de dispersión utilizado por la disminución en la proporción de seudocomponentes, especialmente limo. Estos resultados también pueden ser explicados por la alta concentración de Na+ del [(NaPO3)6 + Na2CO3+ Na4P2O7] que le permite sustituir los cationes Al y Ca que generalmente saturan los sitio de intercambio y favorecen la floculación. Según Ruiz (2005) la dispersión química se basa en el incremento de la repulsión entre partículas, debido al aumento de la doble capa difusa mediante la saturación del complejo de intercambio catiónico con Na+, provocando la precipitación de iones de Al y Ca. De Sousa Neto et al. (2009) encontraron que el HCl + NaOH a concentración de 1.0 mol/lt fue más eficiente en dispersar las arcillas presentes en suelos con altos contenidos de carbonato de calcio. Según Spera et al. (2008) cationes como Na+ con alto grado de hidratación forman complejos y aumentan la distancia entre partículas, por lo que las fuerzas de atracción de corto alcance no se manifiestan y el sistema se dispersa.
 
Un factor que puede haber contribuido para aumentar la capacidad dispersante de las fracciones texturales del suelo cuantificadas por el método de Bouyoucos y el dispersante propuesto + calgón fue la aplicación de agitación lenta a 60 r.p.m. durante un periodo de 6 h. Con esta variación en tiempo de agitación, las partículas presentes en la suspensión mantienen un mayor tiempo de fricción entre ellas, generando rompimiento de los agregados y por tanto separación de las partículas granulométricas que se encuentran floculadas. Kettler et al. (2001) señalan que la agitación mecánica se utiliza en combinación con los tratamientos químicos para mejorar la dispersión de las partículas del suelo. Silva dos Santos et al. (2010) encontraron que la agitación lenta proporciona menores valores de los coeficientes de variación, además mayor precisión de los datos, cuando es comparada con el método de agitación rápida.






Para las fracciones arena y arcilla se observó que la mezcla [Na4P2O7 + (NaPO3)6 + Na2CO3], utilizando agitación lenta, resulta ser una metodología de dispersión física y química importante para determinar la clase textural de los suelos, además más sencilla y rápida que la utilizada para determinar las fracciones por el método de pipeta.

Los coeficientes de correlación entre los porcentajes de arena (Figuras 1a y 1b) muestran que existe correspondencia significativa (r = 0.97, P < 0.05) entre los valores obtenidos con los métodos en estudio, lo cual indica una alta confiabilidad entre el método de pipeta que utiliza calgón y el método de dispersión alternativo vs el método de Bouyoucos. Resultados similares se observan al comparar el método de pipeta vs el método de Bouyoucos (r = 0.98).
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Para la fracción arcilla (Figura 1c y 1d) se encontró que el coeficiente de correlación entre el método de dispersión propuesto vs el de pipeta fue r = 0.89 (P < 0.05) lo que indica que, independientemente del método usado, se obtienen resultados similares. Por el contrario, al comparar el método de pipeta vs. Bouyoucos + calgón no se encontró significancia estadística (r = 0.81, P > 0.05). Para los contenidos de arena y arcilla se observa que con el dispersante calgón a 60 r.p.m. la eficiencia fue menor que con el método propuesto, sin embargo el método Bouyoucos utilizando calgón como dispersante es considerado como patrón en la mayoría de los laboratorios del país (IGAC, 2006).

La capacidad dispersante de la solución en el método propuesto, incluyendo el tratamiento a 60 r.p.m., es favorecida por el aumento del pH de la suspensión hasta 9.2, lo que desencadena un incremento del potencial zeta, donde las cargas positivas y negativas tienden a igualarse, por lo tanto las fuerzas de repulsión electrostáticas son muy débiles y permiten una mayor repulsión entre las partículas y por ende un ensanchamiento en la doble capa difusa y una mejor dispersión de las fracciones granulométricas. Según Spera et al. (2008) el espesor de la doble capa difusa es un factor importante y fundamental que influye en la dispersión y la floculación de partículas; Mitchell y Grohmann (1996) consideran que la estabilidad en las suspensiones para la dispersión de arcillas requiere pH elevados para obtener un aumento de cargas negativas en la suspensión.

Cuando se aplicó el test de Leite y Oliveira para analizar los resultados de los porcentajes de arena y arcilla obtenidos por las tres metodologías para cada suelo, se encontró que existe identidad entre métodos cuando se comparan los resultados de los contenidos de arena obtenidos por el método de pipeta con el dispersante calgón y el método de Bouyoucos al utilizar la mezcla propuesta como dispersante (Tabla 4). Estos resultados se explican porque las pruebas de ‘F’ y ‘t’ no presentaron diferencias estadísticas, con coeficientes de correlación 0.95 y 0.98, respectivamente. Una situación similar ocurrió para el contenido de arcilla, con coeficientes de correlación de 0.67 y 0.93. Según Akiyoshi y Dalvan (2009) el mayor problema de dispersión está relacionado con la fracción de arcilla, porque la no dispersión de estas partículas puede resultar en agregados que subestiman su contenido de arcilla y sobrestiman el contenido de limo.



Los resultados del presente estudio indican que los valores de las pruebas estadísticas no presentaron diferencias significativas entre las dos metodologías (Bouyoucos con calgón y el dispersante propuesto) utilizadas a 60 r.p.m. vs la metodología de pipeta. Por lo anterior, se puede decir que lo único que impide que exista identidad entre los métodos es el bajo coeficiente de regresión.

Finalmente, al analizar los porcentajes de arena, arcilla y limo cuantificados con los dos dispersantes químicos a 60 rpm usando el método Bouyoucos y los determinados por el método de pipeta y calgón, se observa que la clasificación textural es equivalente en la mayoría de los suelos (Tabla 5). Chaudhari et al. (2008) concluyeron que con el método Bouyoucos usando calgón como dispersante se obtienen contenidos superiores de arcilla frente a los obtenidos con el método de pipeta, de esta forma se desencadenan diferencias significativas que impiden la coincidencia en el análisis textural. Vitorino et al. (2007) consideran que el análisis granulométrico requiere energía suficiente para vencer las fuerzas de unión de los agregados y sustancias húmicas, las cuales deben ser fragmentadas a través del choque mecánico. De acuerdo con Tavares y Magalhães (2008) la dispersión total del suelo coincide con la destrucción de los agregados. Al comparar las clases texturales determinadas por la mezcla propuesta (NaPO3)6 + Na2CO3+ Na4P2O7 se observa que no se encontraron clasificaciones texturales diferentes a las obtenidas con pipeta, lo que no ocurre con el método de Bouyoucos con el dispersante calgón, en el cual se presentaron texturas diferentes en los suelos 1 y 8 estudiados.
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Conclusiones


	La mezcla propuesta como dispersante químico genera una disminución en los porcentajes de arena e incremento en los porcentajes de arcilla.

	Entre la mezcla propuesta y el método de pipeta se encontró que existe identidad de métodos, cuando se evaluaron las fracciones arena.

	Se encontró una relación significativa entre las fracción de arcilla obtenida con el dispersante ((NaPO3)6 + Na2CO3 + Na4P2O7) y el método de la pipeta, no obstante con el test de identidad no se presentaron resultados equivalentes.

	Utilizando la mezcla propuesta se obtienen las mismas clasificaciones texturales que utilizando el método de pipeta.
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Resumen

En el trabajo se evaluó el efecto de un vermicompost, elaborado con lombriz roja californiana (Eisenia foetida), y sustrato de restos de alimento, broza de café, pseudotallos de plátano y estiércol equino en las propiedades de un suelo salino–sódico del Cebollal de Coro, municipio Miranda, estado Falcón, Venezuela. Para el efecto en un experimento de incubación se compararon tres dosis del producto (tratamientos, T1 = testigo, T2 = 1%, T3 = 5%, T4 = 10%) durante 28 días de incubación, con mediciones los días 7, 14, 21 y 28. Se midió el pH, la conductividad eléctrica (CE), los cationes intercambiables (Ca, Mg, Na y K), y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI). Todas las variables disminuyeron durante el ensayo; la CE en T4 se redujo 62% con respecto al valor promedio inicial (3.48 dS/m), el pH inicial en el suelo (8.30) se redujo a 7.5 en el mismo tratamiento, igualmente el PSI se redujo 50%. La adición de este producto orgánico demostró ser una buena estrategia para la recuperación integral de suelos salino–sódicos en la región de estudio.

Palabras clave: Enmiendas orgánicas, recuperación de suelo, salinidad, sodicidad.



Abstract

The objective was to evaluate the effect of vermicompost made with California red worm (Eisenia foetida), and substrate remains of food, coffee dregs, pseudostems banana and horse dung, on the properties of a sodium–saline soil of Cebollal plain. Incubation experiment was carried out to compare three doses of vermicompost. Four treatments were implemented: treatment without vermicompost (T1); T2: 1% vermicompost; T3: 5% vermicompost and T4: 10% vermicompost, for an incubation period of 28 days, with measurements at 7, 14, 21, and 28 days. In each dates were evaluated the soil pH, electrical conductivity (EC) and exchangeable sodium percentage (ESP). All variables decreased during the trial. The EC T4 showed a reduction of 62% compared to baseline (3.48 dS/m). The application of different treatments has reduced the initial values of soil pH (8.30); the most effective treatment was T4, since soils changed from the condition of alkali to neutral soils (pH <  7.5). With the application of 10% vermicompost was reduced ESP 50%. The addition of vermicompost proved to be a good strategy for the full recovery of saline–sodic soils.

Keywords: Organic amendments, salinity, soil recovery, sodicity.



Introducción

La desertización, la erosión y la salinización son las principales amenazas de la fertilidad de los suelos en áreas tropicales; la salinización, por ejemplo, causa efectos negativos sobre las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo (Mogollón et al., 2010, 2014; Torres et al., 2006). Las áreas de suelo degradadas por problemas de sales y sodio están ampliamente distribuidas en el mundo, pero son más frecuentes en zonas áridas y semiáridas que han sido sometidas a la agricultura intensiva.

Los procesos de salinización de los suelos se pueden clasificar en dos grandes grupos; por un lado, la salinidad natural, favorecidas por cambios climáticos mayores, procesos geomorfológicos de sedimentación, erosión y redistribución de materiales y cambios en la hidrología superficial y subterránea (Lamz y González, 2013). Por otro, la salinidad antrópica la cual ha sido producto fundamentalmente de las prácticas inadecuadas de riego y drenaje (Yurtseven Öztürk y Avci, 2014).

En los suelos de la zona árida del estado Falcón existe un proceso evidente de degradación por efectos de la salinización, como consecuencia de prácticas agrícolas no apropiadas. En este Estado, una de las zonas agrícolas más afectadas por este procesos es El Cebollal de Coro, reconocida por su alta producción de hortalizas (Rodríguez et al., 2009).

El manejo de la fertilización y el riego así como el uso de vermicompost son algunas de la metodologías propuestas para la rehabilitación de suelos afectados por exceso de sales (Chaoui et al., 2003).

Por lo anterior, la presente investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de la incorporación de vermicompost en la rehabilitación de suelos salino–sódicos del sector El Cebollal, Estado Falcón, en condiciones controladas de laboratorio, tomando como indicadores los cambios en pH, la conductividad eléctrica y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI).

Métodos y materiales

Área de Estudio y toma de muestras

Las muestras de suelos fueron tomadas de la serie El Jebe, clasificados como Typic Haplargids, de textura arcillosa y altos contenidos de sales (Rodríguez et al., 2009) en la finca Los Hurtado (1.255.647.95 N y 415.918.77 E) y representativos de 5386 ha dedicados, principalmente al cultivo de hortalizas. El clima se caracteriza por presentar temperaturas altas durante la mayor parte del año y bajas precipitaciones concentradas en los últimos meses (372 mm/año) y evapotranspiración potencial anual entre cuatro y ocho veces mayor que la precipitación (2162 mm/año). Las variables evaluadas fueron conductividad eléctrica (CE), pH, cationes cambiables (Ca, Mg, Na y K) y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI)

Para los análisis, en sitios con signos visibles de salinización (pH > 8, CE1:2 > 2 dS/m) se tomaron 18 submuestras de suelo entre 0 y 20 cm de profundidad en una parcela de aproximadamente 1 ha. Con estas submuestras se formó una muestra de 50 kg que después de secada, tamizada en malla de 2 mm y homogeneizada, fue utilizada en el laboratorio para realizar los respectivos análisis químicos.
 
Como antecedente, durante las décadas de 1980 y 1990, la finca fue explotada con cultivos hortícolas con aplicación de riego, principalmente cebolla y melón, en los cuales se aplicaron cantidades altas de fertilizantes y otros agroquímicos de síntesis como herbicidas e insecticidas; en forma paralela ocurrió un uso excesivo de acuíferos para riego. Estas prácticas de manejo ocasionaron la salinización de los suelos (Rodríguez, 2002); como resultado de esta salinización de los suelos, la explotación lleva más de 10 años sin ser utilizada para cultivos comerciales.

Vermicompost

El vermicompost utilizado provino de la finca El Pozón localizada en el Municipio Petit, Estado Falcón. Para la elaboración del vermicompost se utilizó la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) y como sustrato se utilizaron residuos de alimento, broza de café, pseudotallos de plátano y estiércol equino, previamente precompostados 20 días y luego sometidos al vermicompostaje durante 60 días.

Diseño del Experimento

La evaluación del vermicompost se hizo en laboratorio bajo condiciones controladas de humedad y temperatura. Para el efecto, en un diseño completamente aleatorio se evaluaron dosis de 1%, 5% y 10% (p/p) y doce repeticiones sobre las variables relacionadas con salinidad (pH, CE, cationes cambiables, PSI); además se evaluó un tratamiento testigo sin aplicación de vermicompost. La unidad experimental consistió de un recipiente plástico con un contenido de 100 g de la mezcla suelo:vermicompost, los cuales fueron colocados en incubadora a 28 °C, y a un nivel de humedad ajustada a 80% de la capacidad de campo. Para asegurar esta condición, cada 4 días se determinó el peso de cada una de las unidades experimentales, para compensar la pérdida de peso se aplicó agua bidestilada. La incubación se hizo durante 28 días, tiempo durante el cual se realizaron cuatro mediciones, los días 7, 14, 21 y 28. Las mediciones de las variables en estudio se hicieron en tres unidades experimentales de cada tratamiento.

Análisis Químicos:

El pH se determinó con potenciómetro una relación suelo:agua de 1:2 (Bates, 1973). La CE se midió en la misma relación suelo:agua (1:2) utilizando un conductímetro (Dellavalle, 1992). El carbono orgánico (CO) se determinó por el método de Walkley–Black (1934). El nitrógeno total (Nt) fue determinado por el método de Kjeldahl, previa digestión de la muestra. Los cationes cambiables fueron extraídos con acetato de amonio 1N; los cationes sodio (Na+) y potasio (K+) fueron determinados por fotometría de llama (Thomas, 1982); y los cationes calcio (Ca2+) y magnesio (Mg2+) por el método complexométrico (Abadía et al., 1981). Para calcular el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) se utilizó la ecuación:
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El análisis de datos se hizo por varianza y pruebas de comparación de medias de Tukey, utilizando el software Infostat versión 1.1 (Infostat, 2002).

Resultados y discusión

Caracterización Físico–química del suelo y vermicompost

Suelo

En la Tabla 1 aparecen los valores promedio de las propiedades químicas del vermicompost y del suelo; además de las fracciones arena, limo y arcilla, y la clase textural de éste. El suelo original presentó un pH de 8.40, un PSI de 67.2% y 3.48 dS/m para la CE. De acuerdo con Fuentes (1999) los suelos salino–sódicos se caracterizan por presentar una CE1:2 >1.6 dS/m y un PSI > 15%.
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Los altos valores de sodicidad encontrados en este suelo están relacionados con el manejo previo caracterizado por la aplicación excesiva de insumos de síntesis química (fertilizantes y pesticidas), alta mecanización y utilización de agua para riego con altos niveles de salinidad) (Rodríguez et al., 2009).

La relación catiónica se refiere a la proporción relativa de los cationes básicos en el suelo. Por lo general, se espera que en suelos con buenas condiciones para el crecimiento de las plantas, el contenido de cationes corresponda al orden siguiente: Ca2+ > Mg2+ > K+ > Na+ (Casanova, 2005), no obstante en los suelos del presente estudio esta relación fue inversa: Na+ > Ca2+ > K+ > Mg2+. La abundancia del sodio frente al calcio y magnesio absorbido en las arcillas puede determinar la dispersión de estas partículas, ocasionando pérdida de agregados y alteración de la porosidad (Le Bissonnais, 2006).

El contenido de CO fue bajo (2.50 g/kg) lo cual es típico en condiciones semiáridas y es menor que el encontrado por Acosta et al. (2008) (6.40 g/kg) en la Península de Paraguaná, Estado Falcón. El Nt en el suelo (0.2 g/kg) fue igualmente bajo, como es de esperar en regiones semiáridas.

Vermicompost

El vermicompost utilizado como enmienda presentó valores de pH de 6.80 y CE de 0.48 dS/m (Tabla 1) lo que indica que se trata de un producto orgánico no salino de reacción neutra. Estos valores se encuentran dentro del rango esperado en compost estabilizado y maduro (Durán y Henríquez, 2010). Es necesario mencionar que las propiedades químicas del vermicompost son variables, dependiendo del tipo y el estado de descomposición y el tiempo de almacenamiento de los subproductos utilizados para su fabricación (Durán y Henríquez, 2007).

El CO presentó un valor de 188.5 g/kg, el cual estuvo dentro del rango considerado adecuado en este tipo de compost (144 – 300 g/kg) (Ravera y De Sanzo, 2000). La relación C/N encontrada fue de 10.77, que indica que se trata de un vermicompost estable y maduro, ya que según algunos autores (Castillo et al., 2010; Acosta et al., 2004) cumple con el valor establecido para esta característica (C/N = 15 o menos). Esta es una estimación directa de las fracciones biológicamente degradables de C y N en los sustratos orgánicos (Defrieri et al., 2005), a la vez que es un índice de la celeridad de descomposición del sustrato y la posterior mineralización de sus componentes (De La Cruz et al., 2010).

La relación catiónica del vermicompost fue Ca2+ > Mg2+ > K+ > Na+. En estas condiciones, se espera que en función de los altos contenidos de Ca2+, una vez aplicado al suelo ocurra un proceso de sustitución de iones Na+, lo que favorece un proceso de lavado de este ión.

pH del Suelo

No hubo diferencias en el tratamiento 1 (T1) que corresponde al testigo (suelo incubado sin aplicación de vermicompost) a lo largo de los 28 días de incubación. De manera general, los resultados muestran una disminución significativa en el pH del suelo con la mayor dosis aplicada (Tabla 2). El T4 (10% de vermicompost) después de 28 días mostró diferencias significativas en el pH (P < 0.05) con respecto al tratamiento testigo, siendo estos valores de 7.5 y 8.3, respectivamente.
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Esta reducción en pH está relacionada con una mayor cantidad de iones hidrogeno resultantes de la ionización de los diferentes radicales presentes en la materia orgánica del vermicompost (Durán y Henríquez, 2009) y por la producción de ácidos orgánicos producto de la mineralización del compost o por el proceso de nitrificación que toma lugar durante la mineralización de la materia orgánica incorporada (Azarmi et al., 2008).

Conductividad Eléctrica

En la Tabla 3 se observan los valores de la CE del suelo. La dinámica de esta variable se muestra para cada tratamiento al cabo de las fechas de monitoreo, así como las diferencias estadísticas entre tratamientos para cada fecha de muestreo.
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En todos los tratamientos se encontró una reducción significativa (P < 0.05) de la CE en el suelo. Los valores más bajos se observaron con el T4, en el cual la CE inicial en el suelo (3.48 dS/m) presentó una reducción de 62% al final del ensayo con un valor de 1.33 dS/m. Resultados similares encontraron Mahmoud e Ibrahim (2012) quienes observaron una reducción de 46% en la CE del suelo con la aplicación de 10% de vermicompost. No obstante, las investigaciones de Ayyobi et al. (2014) muestran que cuando la aplicación de vermicompost es continuada en el tiempo, la CE en el suelo puede aumentar debido a que la mayoría de estas enmiendas presentan altos valores de salinidad.

Sodio Intercambiable (Na+)

La aplicación de vermicompost redujo los contenidos de Na+ intercambiable en el suelo (P < 0.05) (Tabla 4). Estas diferencias se observaron a partir de 14 días de incubación en el T4 y después de 21 días en T2 y T3.
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Después de 28 días de incubación los valores más bajos de Na+ se encontraron en los suelos tratados con 5% y 10% de vermicompost con valores de 2.02 y 1.77 Cmol+/kg, respectivamente. El porcentaje de reducción fue de 40% para el T3 y de 47% para el T4.

La reducción de la sodicidad en el suelo por efecto de la aplicación del vermicompost puede ser debida al aporte de Ca2+ y Mg2+, cationes que favorecen la sustitución de Na+ intercambiable en la solución del suelo, lo cual, además, mejora formación de agregados estables (Mahmoud e Ibrahim, 2012). Por otra parte, se sabe que la aplicación de materia orgánica en suelos afectados por sales promueve la floculación de los minerales arcillosos, una condición esencial para la agregación de las partículas y el incremento del espacio poroso lo que, a su vez, favorece el proceso de lavado del Na+ y la reducción de la CE del suelo (Lakhdar et al., 2010).

Porcentaje de Sodio Intercambiable

El PSI es una medida del grado de saturación del complejo de intercambio del suelo con sodio. En este estudio, después de 14 días de incubación de vermicompost en el suelo, se encontró una reducción (P < 0.05) de este parámetro en todos los tratamientos (Tabla 5).
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Los valores más bajos de PSI (33.27%) se encontraron en T4 a 28 días de incubación. El porcentaje de reducción en relación con el contenido inicial fue de 50% para este tratamiento.

Aunque los valores de PSI fueron superiores a 15%, lo cual se considera como un valor crítico para un suelo sódico (Biswas y Biswas, 2014), es evidente el beneficio del vermicompost como amortiguador de los niveles de Na+ intercambiable, en un período relativamente corto de incubación de 28 días.

Conclusiones


	Con la aplicación de 10% de vermicompost, en un período de incubación de 28 días fue posible amortiguar de manera parcial la sodicidad de un suelo salino–sódico del Cebollal de Coro, Estado Falcón, Venezuela, como resultado de la reducción de la conductividad eléctrica.

	Con la aplicación de 10% de vermicompost se observó una reducción significativa del pH en el suelo después de 28 días de incubación.

	Con la aplicación de vermicompost en dosis de 5% y 10% se redujo el sodio intercambiable en el suelo, en valores equivalentes de 40% y 47%, respectivamente.
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Resumen

La identificación colectiva de necesidades y la toma conjunta de decisiones en la formulación de proyectos para el desarrollo agropecuario es un proceso que requiere la identificación de metodologías participativas para fomentar el compromiso activo y reflexivo de los productores. El objetivo de este estudio fue evaluar un abordaje metodológico para la formulación participativa de planes generales de asistencia técnica con enfoque territorial. Se realizó un análisis matricial para la identificación y priorización de los factores más limitantes en asistencia técnica para la producción de leche y se definieron las alternativas de solución, por medio de talleres participativos con los productores. Los resultados permitieron evidenciar las ventajas del proceso de reflexión colectiva por parte de la comunidad beneficiaria y de las herramientas cuantitativas, reduciendo la subjetividad en la toma de decisiones, mejorando la participación de los beneficiarios en la planificación de su propio desarrollo y la identificación de alternativas aceptables para el productor y viables en su implementación por parte del municipio para superar las deficiencias en el manejo de los suelos y de las pasturas, la implementación de buenas prácticas y el manejo racional de agroquímicos.

Palabras clave: Metodologías participativas, extensión rural, planificación agrícola, cadena láctea.



Abstract

The collective identification of needs and shared decision–making in projects' formulation for agricultural development is a process that requires the identification of participatory methodologies to promote active and reflective engagement of producers. The aim of this study was to evaluate a methodological approach for participatory formulation of technical assistance plan with territorial approach. Matrix analysis for the identification and prioritization of the most limiting technical assistance factors for milk production was performed and alternative solutions were defined, through participatory workshops with farmers. The results show the advantages of a collective reflection with stakeholders and quantitative tools reducing subjectivity in decision–making, improving participation in their own development and identifying acceptable alternatives to farmers and viable to the municipality in order to improve lack of pasture and forage management, implementation of good agricultural practices GAP and rational use of agrochemicals.

Keywords: Participatory approaches, rural extension, agricultural planning, milk chain.



Introducción

El desarrollo rural en América Latina y en particular en Colombia, ha venido evolucionando en su orientación especialmente hacia un enfoque territorial. Esta forma diferente de concebir el desarrollo rural y el conjunto de acciones, ha permitido una reformulación del enfoque hacia el desarrollo de un espacio o un territorio determinado (Schejtman, 2010). Es decir, que el territorio cobra mayor protagonismo a partir de la localización de los procesos de desarrollo (Molina, 2010a). Por ende el territorio puede ser visto como un espacio de interacciones, relacionamientos y sinergias, considerando su potencial endógeno, capital humano y social, con recursos y activos específicos, aspectos económicos, culturales, ambientales, políticos, entre otros, (Benedetto, 2006; Mancano, 2010; Molina, 2010a; Moncayo, 2003). Schejtman y Berdegué (2004) plantean un concepto articulador del desarrollo territorial rural (DTR) como “Un proceso de transformación productiva e institucional en un espacio rural determinado, cuyo fin es reducir la pobreza y la desigualdad rural”. Frente a lo productivo se toma en cuenta la introducción de innovaciones en producto, proceso, gestión, entre otras; así mismo, la transformación institucional, resalta el territorio, al considerar las particularidades de los entornos y las regiones, buscando modificar las estructuras de vínculos entre actores (Schejtman, 2010)

De acuerdo con Molina (2010b) este enfoque territorial es importante también para el servicio de asistencia técnica agropecuaria, por cuanto las exigencias actuales de los mercados globalizados implican comprender los problemas productivos a nivel del predio considerándolo como una unidad de producción integrada al territorio en el cual se realizan y cuya competitividad está íntimamente relacionada con éste. No obstante, la asistencia técnica ha tenido un enfoque predominantemente orientado al proceso productivo, sin tener en cuenta otros aspectos del territorio. Esta situación, de acuerdo con Molina (2010b), podría revertirse por medio de la organización de los productores y su integración con las entidades locales, para construir una visión estratégica de largo plazo de su actividad productiva, acorde con las prioridades de sus territorios y que respondan a sus intereses (Landini, 2010) y la realidad de su medio social, ambiental e institucional (Méndez, 2006).

En Colombia, la asistencia técnica agropecuaria está reglamentada por La Ley 101 de 1993, Ley 607 de 2000 y el Decreto 3199 de 2002 (MADR, 1993; MADR, 2000; MADR, 2002), en la cual se establece el Consejo Municipal de Desarrollo Rural (CMDR) como espacio de concertación de políticas y programas dirigidos al desarrollo del territorio rural y que tiene entre sus funciones identificar prioridades y necesidades para el desarrollo agropecuario del municipio e intervenir en la gestión de posibles soluciones por medio de la Comisión Municipal de Tecnología y Asistencia Técnica Agropecuaria; estas instancias, sin embargo, no han sido implementadas en la mayoría de los municipios del país.

Por otra parte, la legislación colombiana para la asistencia técnica, estableció como instrumento de planificación para asegurar la cobertura, calidad y pertinencia del servicio en el territorio nacional, el Plan General de Asistencia Técnica — PGAT, herramienta que se basa en la participación de los productores para identificar y resolver problemas reales, conducentes a aumentar la competitividad, sostenibilidad y rentabilidad de la producción agropecuaria, en un contexto de desarrollo local, acorde con las condiciones socioeconómicas y culturales de la población beneficiaria (MADR, 2011).
 
En ese sentido, el enfoque territorial de la asistencia técnica agropecuaria, pone en contexto el concepto de participación, como un proceso orientado a que la población beneficiaria asuma un compromiso activo en la toma de decisiones relacionadas con sus propios procesos locales, para pensar, discutir, planificar, dirigir, ejecutar y controlar la ejecución del desarrollo (Béjar, 1980). En este sentido Karl (2000) afirma que la participación no puede ser impositiva, sino que la determinación de participar debe surgir de una decisión y un compromiso personal, con disposición a la acción colectiva, para facilitar la reflexión. Por su parte Oakley (1991) plantea la existencia de 3 tipos de participación; 1) involucrar a la comunidad en programas o proyectos ya definidos, 2) organizar a la comunidad para intervenir en la definición de los programas o proyectos y 3) permitir que la comunidad decida y actúe sobre los aspectos que ella misma considera como esenciales para su desarrollo.

En este contexto, el concepto de formulación participativa de planes de asistencia técnica agropecuaria, se refiere al tercer tipo de participación planteado por Oakley (1991), es decir, involucrar a la comunidad en procesos para la decisión y actuación sobre los aspectos considerados por ella como esenciales para su desarrollo, a través del empleo de metodologías que permitan: 1) la identificación de necesidades específicas junto con la población de beneficiarios (Chambers, 1983), 2) el diseño conjunto de alternativas de solución a los problemas pertinentes (Landini, 2012), 3) el fortalecimiento del capital social para mejorar la adopción de conocimientos que se generan en el proceso y una mayor consolidación de las intervenciones, contribuyendo a ganar en materia de apropiación comunitaria hacia las iniciativas que se generan en sus territorios (Pérez, Maya y Farah, 2001).

La participación entonces requiere un compromiso activo y consciente de la población, donde se busquen transformar las relaciones de poder existentes entre la comunidad y las instituciones, pero también entre la propia comunidad, para lograr que más allá de una identificación participativa de necesidades y toma conjunta de decisiones, se procure por el fortalecimiento del capital social (Landini, 2012; Chambers, 1983; Silvetti, 2006). De hecho, para la participación más efectiva de la comunidad es necesaria una convergencia de intereses comunes y compromisos de los actores beneficiarios, situación que sólo es posible según Boucher (2006), si se configura una acción colectiva, a partir de un grupo organizado donde se gesten capacidades de relacionamiento, formas de confianza, conjuntos de normas, intercambio y resolución de conflictos de una sociedad en un territorio (Ramos y Salcedo, 2011).

Del mismo modo, para Salas et al. (2005) y Poméon et al. (2006) la acción colectiva, está ligada a las relaciones horizontales entre actores y su capacidad también de coordinación, que permite la generación de ventajas que sería difícil conseguir, si el grupo actuase en forma aislada, es decir, que a partir de un grupo de actores a nivel local se puedan generar estrategias conjuntas en aras de una mayor competitividad.

En tal sentido, otro aspecto importante en el enfoque territorial de la asistencia técnica tiene relación con el capital social, definido como el contenido de ciertas relaciones y estructuras sociales, tales como actitudes de confianza que se dan en combinación de conductas de reciprocidad, cooperación y redes, de tal manera que se mejoren los vínculos entre las personas y otros actores y se fortalezcan las interacciones, mejorando la organización y la capacidad de intervención de las comunidades (Bærenholdt y Aarsæther, 2002; Ostrom, 2000; Rueda y Muñoz, 2011; Zarazúa et al., 2012), proporcionando mayores beneficios a quienes establecen este tipo particular de relaciones, en el marco de una acción colectiva y facilitando la eficiencia a través de acciones coordinadas, pero también beneficios enfocados en la capacidad de adopción de innovaciones tecnológicas por parte de los productores y su transferencia comunitaria.

En consecuencia, el abordaje metodológico para la formulación participativa de un plan de asistencia técnica con enfoque territorial debe procurar por el fortalecimiento del capital social, por cuanto el involucramiento de las comunidades y demás actores locales en la formulación del plan, aporta al logro de transformaciones productivas, pero también institucionales, generando un clima de confianza en las relaciones entre las personas, grupos e instituciones y configurando una visión de desarrollo territorial rural. Por tal razón, el objetivo de este estudio fue evaluar un abordaje metodológico para la formulación participativa de planes de asistencia técnica agropecuaria con enfoque territorial.

Materiales y métodos

Territorio de estudio

El estudio se realizó en el Municipio de Bello, localizado en el centro del Departamento de Antioquia, Colombia, en la subregión denominada el Valle de Aburrá. Su zona rural está dividida en dos sectores constituidos por 19 unidades territoriales rurales conocidas como veredas, un sector ubicado por encima de los 2000 m.s.n.m., que abarca las veredas: La Unión, Charcoverde, Sabanalarga, La China, Cuartas, El Tambo, La Meneses, El Carmelo, Jalisco, La Palma y Buenavista y otro sector ubicado entre los 1.600 y 2.000 m.s.n.m. que abarca las veredas: Potrerito, Hato Viejo, Los Espejos, Primavera, Tierradentro, Quitasol, Granizal – Croacia. Las fincas visitadas en la zona de estudio están localizadas entre 6° 18’ 29” y 6° 25’ 57” N y entre 75° 31’ 20” y 75°37’12” O. Bello contribuye con el 5% de la producción de leche del departamento de Antioquia, que corresponde a 21 900 0000 l/año, en un área de 14,023 ha y cuenta con un total de 447 productores de leche, de los cuales el 82% son pequeños productores, con un área promedio de 31,3 ha y una producción promedio de leche aproximada, de 15 l/vaca por día (Gobernación de Antioquia, 2010).

Abordaje participativo

Para la formulación participativa del plan de asistencia técnica se conformó un equipo facilitador de carácter interdisciplinar, integrado por profesionales de las áreas agrícola, pecuaria, ambiental, forestal, social y administrativa, quienes fueron capacitados en metodologías orientadas a garantizar la participación activa de la comunidad de manera dinámica y lúdica en todo el proceso, partiendo del conocimiento previo de los productores y promoviendo espacios grupales de intercambio de conocimientos y diálogo de saberes entre ellos.

El eje central del proceso fue la reflexión colectiva para el análisis de la información y la toma de decisiones de manera participativa, por medio del uso de técnicas de análisis matricial (Sánchez, 2003) las cuales contribuyen a reducir la subjetividad en la toma de decisiones y tienen como ventajas la facilidad en la comprensión por parte de los participantes, el bajo costo y el poco tiempo requerido para su implementación.

Recopilación y análisis de datos

La primera fase del proceso de investigación descriptivo fue la identificación de necesidades a partir de la priorización de una cadena productiva. Para llevar a cabo esta fase se diseñó una encuesta de tipo estructurado que se sometió a juicio de expertos con el propósito de verificar la pertinencia de las preguntas. La técnica de muestreo empleada fue de tipo aleatorio, utilizando una distribución uniforme, con un nivel de confiabilidad de 95% y un error máximo permisible del 8,5%, donde los parámetros estimados P y Q adoptaron el valor de 50%, debido a que no se poseen estudios anteriores sobre la población objetivo. A partir de una población objetivo de 447 productores, el tamaño definitivo de la muestra después de aplicar el factor de corrección por finitud poblacional fue de 103 productores.

La encuesta fue aplicada con la participación voluntaria de los productores por medio de la realización de visitas a fincas, en las cuales se llevaron a cabo entrevistas con los productores para la identificación de limitantes tecnológicas, que sirvieron, además, para obtener un conocimiento esencial de la población y fomentar la participación activa de los diferentes miembros de la comunidad.

Una vez priorizada la cadena productiva, se realizó la identificación de los factores críticos para el desarrollo del eslabón primario. Para tal fin, se realizaron seis talleres participativos en la zona rural en el período octubre – diciembre de 2012, los cuales contaron con la participación de 58 productores. La convocatoria se realizó por medio de invitación personal a los entrevistas, invitación personal a los líderes comunitarios con los cuales la administración municipal tiene contacto frecuente, invitación escrita a las organizaciones locales registradas en las bases de datos de la alcaldía y a través de difusión en las instituciones educativas públicas, ubicadas en cada vereda. La metodología utilizada para los talleres incluyó la presentación del equipo técnico y de los objetivos de la actividad, trabajo en grupos acompañado por el personal técnico, socialización de resultados en plenaria y discusión colectiva para la consolidación de los acuerdos grupales.

Para la priorización de los factores limitantes del eslabón primario de la cadena productiva se utilizó una adaptación del análisis estructural prospectivo de Godet (2007), evaluando la importancia de cada limitante en el desarrollo de la cadena productiva y su viabilidad de solución en términos del tiempo y costos requeridos, utilizando una escala de 1 a 10, donde 1 corresponde al nivel más bajo y 10 al más alto. Los resultados se graficaron en un plano cartesiano, ubicando la importancia en el eje horizontal y la viabilidad en el eje vertical. Se definieron como limitantes a priorizar aquellas localizadas en el cuadrante superior derecho que corresponden a las que se encontraban por encima del promedio para los dos parámetros: importancia y viabilidad (Figura 1).


[bookmark: f1]


La segunda fase consistió en el diseño de alternativas de solución para los factores limitantes priorizados, para lo cual se utilizó una adaptación de la matriz de evaluación y selección de las alternativas propuesta por Sánchez (2003), en la cual se evalúa la aceptabilidad, es decir, que tan atractiva o aceptable es cada alternativa de acuerdo con las condiciones sociales, culturales y económicas de los productores y su viabilidad de implementación en términos del tiempo y el costo requeridos, utilizando una escala porcentual, donde 1 corresponde al nivel más bajo y 100 al nivel más alto. Los resultados se graficaron en un plano cartesiano, colocando la aceptabilidad en el eje vertical y la viabilidad en el eje horizontal. Las alternativas se clasificaron como malas, inadecuadas, deficientes, buenas o muy buenas, de acuerdo con su ubicación en el plano cartesiano, como se indica en la Figura 2. Se definieron como alternativas a priorizar las clasificadas como buenas o muy buenas. En esta misma fase se definieron las metas a lograr en cada factor limitante a partir de las alternativas de solución priorizadas (Figura 2).
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La tercera fase del proceso consistió en la definición de los indicadores y metas del plan de asistencia técnica, por medio de un taller participativo con el Consejo Municipal de Desarrollo Rural (CMDR) en el cual se definieron el número de beneficiarios y las metas esperadas. Esta fase terminó con la revisión global y aprobación del plan de asistencia técnica, en el cual se incluyeron los costos y el cronograma de actividades. Para llevar a cabo esta fase, se realizó la reactivación del CMDR, para lo cual se aprovecharon los escenarios de las visitas a las fincas y los talleres participativos para explicar a los productores el proceso de conformación del Consejo y su importancia, promoviendo su participación en él; posteriormente, se llevó a cabo un programa de capacitación sobre la operatividad del CMDR y sus funciones en la identificación de las necesidades prioritarias para el desarrollo agropecuario del municipio y de las alternativas de solución al igual que en la definición de las prioridades de la UMATA y el seguimiento a su ejecución a través de la Comisión Municipal de Asistencia Técnica Agropecuaria (MADR, 1993).

Resultados y discusión

Identificación de necesidades

La principal actividad agropecuaria identificada en la zona de estudio fue la producción de leche en 47.6% de los predios, seguida de la producción hortícola en 11.7% y la producción porcícola y café, con 9.7% cada una; resultados a partir de los cuales se priorizó la cadena productiva de leche para la formulación del PGAT.

El 78% de los predios dedicados a la producción de leche es administrado por sus propietarios, el 18% de los productores son arrendatarios y el 4% son empleados por los propietarios de los predios para la actividad productiva. La raza predominante en la zona es Holstein y el sistema de pastoreo más común es el rotacional convencional; sin embargo, la práctica de aforo para el ajuste de la capacidad de carga y programación de los períodos de rotación no es utilizada por los productores.

En cuanto al acceso a servicios, 56% de los productores recibe asistencia técnica, y 50% de ellos la reciben de la Cooperativa de productores de la región con una frecuencia de cuatro veces por año; el 3% reciben el servicio de parte del municipio de manera ocasional. Setenta y uno por ciento de los productores no tiene acceso a créditos y 58% de los productores encuestados no llevan registros de producción, 37% de los productores encuestados no ha recibido capacitación sobre su actividad productiva; 79% de ellos manifestó tener necesidad de capacitación en buenas prácticas ganaderas y 12% en inseminación artificial.

De acuerdo con la información suministrada por los productores, se identificaron como aspectos limitantes para el desarrollo de la cadena productiva las deficiencias en: implementación de buenas prácticas ganaderas, certificación de los predios como libres de brucela y el manejo de registros para la toma de decisiones en la finca.

Con base en las opiniones expresadas por los productores asistentes a los talleres y los hallazgos de las visitas a las fincas, los talleres participativos permitieron identificar y concertar con los productores los siguientes aspectos limitantes al desarrollo del eslabón primario de la cadena láctea del municipio, en orden de importancia: (1) deficiencias en capacitación de los productores, (2) falta de canales de información y comunicación entre los productores y de estos con la administración municipal, (3) deficiencia en el manejo y administración del recurso hídrico, (4) limitado acceso a la asesoría técnica, (5) contaminación de aguas y manejo inadecuado de los residuos de la actividad productiva, (6) deficiencia en oferta de créditos asequibles al productor, (7) deficiencia en la utilización de análisis de suelos para la implementación de planes de fertilización, (8) deficiencia en asociatividad, (9) deficiencias en la tecnificación del sistema productivo, (10) falta de programas con enfoque de género, (11) problemas con la comercialización, (12) deficiencia en las instalaciones para el manejo de animales, (13) bajo porcentaje de predios certificados en buenas prácticas y (14) alto costo de los insumos.

Frente a estos resultados se pueden destacar varios aspectos, entre ellos, la deficiencia en la capacitación que se evidenció en las visitas a las fincas, en las cuales se encontró que 37% de los productores encuestados no había recibido capacitación en su actividad productiva y 79% de ellos manifiestan la necesidad de recibir capacitación en BPG, necesidad que concuerda con el problema del bajo nivel de predios certificados en BPG. Los talleres permitieron evidenciar problemas de la cadena en otros componentes del sistema, diferentes al productivo, social y ambiental, como el enfoque de género y el manejo de residuos y de agua; adicionalmente, el componente económico, relacionado con el costo de los insumos, no fue destacado como uno de los de mayor importancia, aunque en la ganadería en general se habla de su incidencia en el alto costo de producción de la leche.

De acuerdo con los resultados de la matriz de priorización de limitantes, los aspectos localizados en el cuadrante de limitantes estratégicos y que deben ser priorizados para al mejoramiento del eslabón primario de la cadena fueron: (1) deficiencias en la capacitación de los productores, (2) falta de canales de información y comunicación entre los productores y de estos con la administración municipal, (3) limitado acceso a la asesoría técnica y (4) manejo inadecuado de los residuos de la actividad productiva (Figura 3). Estos aspectos están relacionados, en su mayoría, con el acceso a la información y el conocimiento, por lo cual queda en evidencia la necesidad manifiesta de los productores de acceder al servicio público y de prestación obligatoria por parte de los municipios a los pequeños productores y la pertinencia de implementar los planes de asistencia técnica agropecuaria, formulados de manera participativa.
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Diseño de alternativas de solución

Los talleres participativos arrojaron como alternativas de solución a los limitantes estratégicos identificados, de acuerdo con su grado de aceptabilidad, los siguientes: (1) asistencia técnica en alimentación del ganado y manejo de pasturas y forrajes, (2) capacitación en recuperación de los suelos para mejorar la productividad, (3) acompañamiento al productor en la implementación de BPG, (4) capacitación en el uso racional de agroquímicos, (5) implementación de sistemas de información y comunicación para los productores, (6) capacitación para la implementación de suplementación alternativa para reducir el consumo de concentrados, (7) asesoría en el mejoramiento ganadero, (8) capacitación en el manejo de registros reproductivos, (9) capacitación en manejos fitosanitarios y alelopáticos, y (10) capacitación para la implementación de prácticas de producción amigables con el ambiente.

Con base en estos resultados y el resultado del taller participativo con el personal técnico de la administración municipal, se definieron las alternativas de solución y se realizó el análisis de viabilidad técnica y económica para superar los limitantes priorizados y la aceptabilidad de dichas alternativas para los productores. De acuerdo con los resultados de la matriz, las alternativas de solución priorizadas fueron: (1) asistencia técnica en manejo de pasturas y forrajes, (2) capacitación técnica en manejo de suelos, (3) acompañamiento al productor para la implementación de BPG, (4) capacitación en uso racional de agroquímicos, (5) capacitación en manejo de registros, y (6) capacitación en fuentes alternativas de suplementación (Figura 4).
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Estos resultados permiten evidenciar las ventajas del proceso de reflexión colectiva por parte de la comunidad beneficiaria y de las herramientas cuantitativas como el análisis matricial (Godet, 2007; Sánchez, 2003) utilizadas para la definición de las estrategias de solución, por cuanto la participación consciente de los productores permitió reducir la subjetividad en la toma de decisiones y la identificación de alternativas aceptables para el productor y viables en su implementación por parte del municipio, para la solución de un problema común en la ganadería colombiana, el deficiente manejo de los suelos y de las pasturas, base fundamental de la producción de leche y que tienen gran incidencia en el costo de producción. Adicionalmente, el personal técnico del municipio de Bello y la comunidad conoció a fondo un método del cual se pueden apropiar para resolver futuras situaciones que requieran priorizar soluciones a nuevos problemas, como estrategia para su empoderamiento como protagonista de su propio proceso de desarrollo (Landini, 2012).

Fortalecimiento del capital social

La reactivación del CMDR como instrumento para fortalecer el capital social, permitió la realización de un taller participativo con presencia de representantes de los productores, las instituciones que hacen presencia en el territorio y el personal técnico del municipio, en el cual un total de 90 productores, fueron definidos como población a ser atendida, de acuerdo con la disponibilidad presupuestal del municipio para un horizonte de ejecución de 12 meses. Para la implementación del plan, el taller participativo con el personal técnico agropecuario de la administración del municipio arrojó un costo total de $30 millones COP (USD$15,000), representados en: (1) parcelas demostrativas para la asistencia técnica en manejo de pasturas y forrajes ($18,000,000 COP), (2) visitas a finca y días de campo para el acompañamiento al productor para la implementación de las BPG ($9,000,000 COP), (3) demostración de método para capacitación en uso racional de agroquímicos ($1,500,000 COP), (4) demostración de método para asistencia técnica en recuperación de suelos ($1,500,000 COP).

El enfoque participativo hacia el fomento del desarrollo del capital social, basado en la confianza, la cooperación y el trabajo en red (Rueda y Muñoz, 2011) permitió consolidar un escenario final del proceso a través de la integración del Consejo Municipal de Desarrollo Rural, como una instancia que facilitó la participación de las diferentes entidades públicas y privadas que actúan en el desarrollo rural y local. Este organismo participativo, con mayoritaria representación de productores campesinos, permitió incidir en la reducción de la subjetividad en la toma de decisiones, ya que este segundo escenario de reflexión colectiva favoreció el diseño y la definición de los alcances del PGAT: (1) aumentar la productividad a 16 l/vaca por día por medio del aumento en la producción de pastos y forrajes, (2) reducir los costos de producción en 3% a través de la reducción en el consumo de alimento concentrado como consecuencia del aumento en la producción de pastos y forrajes, (3) reducir las unidades formadoras de colonias (UFC) en 10% para obtener bonificación por calidad higiénica de la leche, (4) reducir el costo de producción de pastos en 10% por medio de la reducción en el costo por uso de agroquímicos.

Adicionalmente se definió el instrumento para realizar su seguimiento y monitoreo, una aplicación en una hoja electrónica que permite definir las metas del plan e introducir avances trimestrales y arroja gráficamente el porcentaje de cumplimiento de cada meta y del plan en su conjunto, con un sistema de alertas tipo semáforo, en el cual verde significa mayor a 80% de cumplimiento, amarillo de 60 a 80% de cumplimiento y rojo menor que 60% de cumplimiento. También se definió que este proceso será realizado por la Comisión Municipal de Tecnología y Asistencia Técnica Agropecuaria, que se creará al interior del CMDR. Esta toma colectiva de decisiones, puede generar condiciones para la consolidación de una participación enfocada al fortalecimiento del capital social.

La formulación del plan de asistencia técnica para la cadena láctea del municipio de Bello, abordó una metodología acorde con las etapas de la participación planteadas por el Banco Mundial, a partir de la consulta y socialización de información con los productores, en la cual  se dio importancia al conocimiento científico, el conocimiento local, el intercambio de saberes y el fomento al trabajo en red (Magnani y Struffi, 2009; MADR, 2011), involucrando a los productores en la toma de decisiones para la consolidación de un plan ajustado a las necesidades locales. Adicionalmente, la implementación participativa de un plan de asistencia técnica agropecuaria, promoviendo espacios grupales de intercambio de conocimientos entre los actores involucrados, lo que permite la articulación del saber tácito del productor con los conocimientos explícitos, constituyendo un aporte al plan en materia de propuestas de solución más ajustadas a su realidad socio–productiva, con mayores posibilidades de apropiación y adopción de cambios y tecnologías de acuerdo con los hallazgos de Cáceres (2006).

Conclusiones


	La investigación representa un aporte metodológico a la asistencia técnica con enfoque territorial, como quiera que se articulan elementos que propenden por la transformación productiva e institucional. La primera a través de la utilización de herramientas y métodos cuantitativos de fácil comprensión, orientados a la participación consciente y estructural de la población campesina en la identificación de sus necesidades y las alternativas de solución y la segunda, por medio de la puesta en marcha de procesos de acción colectiva basada en la cooperación y la confianza y la dinamización del CMDR como instrumento para el fortalecimiento del capital social.

	El enfoque participativo de los procesos de desarrollo agropecuario, ha sido utilizado de manera indistinta para denominar a los procesos en los cuales se involucra a la comunidad en la socialización de programas o proyectos ya definidos por un agente externo, o en el mejor de los casos, para intervenir en la definición de sus necesidades sin involucrarla en la identificación de alternativas de solución o en las fases de ejecución, seguimiento y evaluación.

	Los resultados de este estudio muestran como el abordaje metodológico aquí planteado permitió involucrar a la comunidad en todas las fases del proyecto, como son: el diagnóstico, la priorización de problemáticas, las alternativas de solución, la implementación y el seguimiento a la asistencia técnica, como quiera que el CMDR constituye una estancia de participación y planificación, donde los campesinos se logran articular a través de su representación mayoritaria.

	Por otra parte, el abordaje metodológico permitió mejorar la toma de decisiones en la planificación de la asistencia técnica por cuanto las herramientas propuestas favorecen la reflexión colectiva de los beneficiarios y las matrices de decisión, y contribuyen a la disminución de la subjetividad. Así mismo, el uso de representaciones gráficas y cuadros, permitió la participación de pobladores rurales con bajo nivel de escolaridad, facilitando la percepción y el reconocimiento grupal de su propia realidad.

	Del mismo modo, la metodología aporta elementos prácticos y conceptuales que contribuyen a transformaciones institucionales en la creación del Consejo Municipal de Desarrollo Rural y a través del mejoramiento de relacionamientos entre actores del municipio, tomando como soporte el fortalecimiento del capital social y facilitando la inserción de las comunidades rurales en instancias de planificación, decisión y evaluación de la asistencia técnica, en el marco de la legislación vigente.
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Resumen

En un Andisol Typic dystrandept del Altiplano de Pasto (2800 m.s.n.m., 12.6°C, 820 mm/año y 900 h de luz solar), Colombia, se evaluaron algunas variables de crecimiento, contenido de nutrientes y producción de uvilla (Physalis peruviana) como respuesta a la fertilización con N, P y K. Los tratamientos consistieron en la aplicación de urea (46% N) como fuente de N, superfosfato triple–SPT (46% de P2O5) como fuente de P y cloruro de potasio–KCl (60% K2O) como fuente de K, en dosis iguales para cada fuente, de 80, 150 y 300 kg/ha/año aplicados en dos épocas al momento del trasplante y 30 días después, antes de la floración. Los resultados mostraron diferencias en fuentes y dosis (P < 0.01) en todas las variables analizadas. Las dosis de 300 kg/ha de urea, 150 kg/ha de SPT y 300 kg/ha de KCl favorecieron la mayor altura de planta, la materia seca y la absorción de NPK (P < 0.05). La absorción de N fue mayor que la de K y éste a su vez que la de P en todas las interacciones evaluadas (P < 0.05). La aplicación de 300 kg/ha de cada uno de los fertilizantes ocasiono incremento del rendimiento de P. peruviana. Por otra parte, fueron encontrados efectos positivos en la absorción NPK en relación con los rendimientos de Physalis peruviana con 300 kg/ha de urea, 150 kg/ha de SPT y 300 kg/ha de KCl (P < 0.05), por tanto se recomiendan estas dosis de fertilizantes.

Palabras clave: Physalis peruviana, absorción de nutrientes, análisis de suelos, dosis de fertilizantes, materia seca, rendimientos.



Abstract

In a Typic dystrandept Andisol of Pasto Altiplano (2,800 meters above sea level, 12.6°C, 820 mm/year and 900 hours of sunlight), were evaluated some variables of growth, nutrition and production of Physalis peruviana by effect of N, P and K fertilization. The treatments consisted of the application of urea (46% N) as a source of N, superphosphate Triple–SPT (46% P2O5) as a source of P, Potassium Chloride–KCl (60% K2O) as a source of K, in similar doses for each source, 80, 150 and 300 kg/ha/year applied in two times at transplant and 30 days later, before flowering. The results showed differences in sources and doses (P < 0.01) in all variables analyzed. The dose of 300 kg/ha of Urea, 150 kg/ha of SPT and 300 kg/ha of KCl resulted in the highest values of plant height, dry matter and NPK absorbed (P < 0.05). N absorbed was greater than K absorbed and this in turn to P absorbed in all interactions tested (P < 0.05). All sources evaluated at 300 kg/ha led to higher yields of Physalis peruviana (P < 0.05). On the other hand, positive effects were found in the absorbed NPK in relation with yields of Physalis peruviana with 300 kg/ha of urea, 150 kg/ha of SPT and 300 kg/ha of KCl (P<0.05), therefore these doses of fertilizers are recommended.

Keywords: Physalis peruviana, absorption of nutrients, soil analysis, fertilizer doses, dry matter, yields.



Introducción

Los estudios de absorción de nutrientes por las plantas son una herramienta válida para los programas de fertilización de cultivos tendientes a mejorar la eficiencia y la rentabilidad de estos (Bertsch, 2005). La nutrición de Physalis peruviana (uchuva o uvilla) está directamente relacionada con su precocidad y rendimiento (Martínez et al., 2008). El nitrógeno (N) es un nutriente esencial que tiene rápido efecto sobre el crecimiento vegetal y promueve el desarrollo radicular, interviene en la síntesis de aminoácidos y proteínas y mejora la absorción de otros nutrientes en la solución del suelo (Malavolta, 2006).
 
Según Fischer y Almanza (1993) los requerimientos de N, P y K por P. peruviana pueden ser de 80 kg/ha/año. En plantas de esta especie, Martínez y Sarmiento (2008) y Martínez et al. (2008) encontraron marcadas reducciones en el crecimiento de follaje y en el rendimiento por la deficiencia de N y K en solución nutritiva.
 
El fósforo (P) es un elemento limitante de la productividad de los cultivos en Andisoles (Espinosa, 1998). Este nutriente es móvil dentro de la planta y puede ser transportado de los tejidos más viejos hacia los rebrotes. En la época de fructificación las necesidades de este nutriente ocurren principalmente por movilización de reservas en la planta (Malavolta, 2006).

La concentración de P en hojas generalmente es mayor en los primeros estadios de desarrollo ya que éste se concentra en las partes vegetativas y a medida que aumenta el ciclo del cultivo, tiende a ser destinado a las partes reproductivas para promover el desarrollo de flores y frutos (Marschner, 1995). Un bajo suministro de P en la planta produce pobre floración, rendimientos bajos, maduración tardía y bajo contenido de azúcar en frutos (Thomé y Osaki, 2010).

La carencia de potasio (K) en las plantas afecta la producción y la calidad de los frutos (Rice, 2007), un buen suministro de este elemento ayuda a la permanencia del cultivo (Martínez et al. 2008) y alivia las condiciones de estrés (Malavolta, 2006). Según Guerrero (1998) el K cumple funciones importantes en la osmoregulación, la activación de enzimas, la síntesis de proteínas, el funcionamiento de estomas, la fotosíntesis y la diferenciación celular.

En los estudios de absorción de nutrientes se identifican los requerimientos, la extracción o consumo por los cultivos durante todo su ciclo o en la etapa de mayor producción de materia seca y permiten conocer la cantidad de nutrientes que es absorbida para producir un rendimiento dado en un tiempo definido (Malavolta, 2006). Estos estudios más la disponibilidad de nutrientes en el suelo, ayudan a mejorar la eficiencia de los programas de fertilización (Bertsch, 2005).

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo determinar la respuesta de P. peruviana a la fertilización con diferentes dosis de N, P y K en el Altiplano de Pasto, Colombia.

Materiales y métodos

Localización y tratamientos

La investigación se realizó en el corregimiento de Botana, Altiplano de Pasto, a 2800 m.s.n.m., con temperatura promedio de 12.6°C, 900 horas de luz solar/año, precipitación pluvial de 820 mm/ año y humedad relativa de 79%. En la zona predominan los Andisoles Typic dystrandept (IGAC, 1998).

Como material se utilizó la variedad Silvania de P. peruviana de 5 meses de edad, establecida en una densidad de siembra de 1666 plantas/ha distanciadas 2 m entre plantas y 3 m entre surcos. Cada parcela o unidad experimental consistió en siete plantas, en un área de 14 m2, dispuestas en tres bloques cada uno con un área de 378 m2, 42 m de largo x 9 m de ancho, incluyendo nueve parcelas y 63 plantas. El área total del experimento fue de 134 m2 y el área útil de cada parcela de 10 m2. Con anterioridad a la implementación del experimento se tomó una muestra de suelo para su análisis físico–químico, siguiendo la metodología de Unigarro y Carreño (2005) (Tabla 1).
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El diseño experimental utilizado fue bloques completos al azar en arreglo factorial 3 x 3, con dos factores en tres niveles, el primer factor correspondió a las fuentes de fertilización: urea, superfosfato triple (SPT) y cloruro de potasio (KCl) y el segundo factor consistió en las dosis de aplicación (kg/ha): 80, 150 y 300, para un total de nueve tratamientos, en tres repeticiones y 27 unidades experimentales. Las cantidades de N, P y K contenidos en cada fuente, dependiendo de la dosis de fertilizante aplicado se indican en el Tabla 2. Los fertilizantes fueron aplicados en dosis iguales al momento del trasplante y 30 días después, antes de la floración.
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Mediciones

La altura de planta desde la base hasta el ápice fue medida por triplicado durante la etapa de plena floración (Obrecht, 1993). Se determinaron los pesos verde y seco de la parte aérea y las raíces, con el fin de determinar la materia seca total (kg/ha).

Para el análisis foliar se tomaron tres plantas de cada unidad experimental en las cuales a partir de la cuarta hoja y hasta el ápice se recolectaron 10 muestras por planta (Hartz et al., 1998). La determinación de N se realizó por el método Kjeldahl, el P fue determinado por oxidación húmeda colorimétrica y el K por oxidación húmeda mediante técnica de espectrofotometría. Los resultados fueron expresados en g/100 g de materia seca (Sarruge y Haag, 1974; Malavolta, Vitti y Oliveira, 1997); estos análisis fueron realizados en el Laboratorio de Bromatología de la Universidad de Nariño.

La curva de absorción NPK se obtuvo de la relación entre el peso seco de los tejidos y la concentración de nutrientes en ellos (Bertsch, 2005). Para la interpretación de los resultados se usaron los criterios de Malavolta (2006) que indican que el análisis foliar se basa en las premisas de la existencia de relaciones directas entre dosis de fertilización, producción y contenidos foliares de nutrientes y entre estos últimos y la producción.

La producción se determinó durante 12 semanas y los resultados se emplearon para determinar la curva de absorción NPK, relacionada como kg de NPK absorbidos por tonelada de fruta producida.

El análisis de datos fue realizado mediante análisis de varianza utilizando el paquete estadístico SAS versión 5.0. En el caso de existir diferencias entre los efectos simples o dobles se aplicó el test de Tukey (P < 0.05).

Resultados y discusión

Altura de planta

La altura de planta fue afectada (P < 0.05) por las fuentes y dosis de los fertilizantes (Figura 1). Las mayores alturas de planta ocurrieron con la aplicación de 300 kg/ha/año de urea (138 kg N/ha/año), 150 kg/ha/año de SPT (30.11 kg P/ ha/año) y 300 kg/ha/año de KCl (149.43 kg K/ha/año), siendo éstas, respectivamente, de 89.6, 68.7 y 66.96 cm. Estos resultados coinciden con los de Martínez et al. (2008) y con los de Gastelum (2012), pero difieren de los encontrados por Fischer y Almanza (1993). En estos suelos la respuesta en altura de planta de la uvilla a la aplicación de P fue baja, menos con la dosis de 150 kg/ha, si se compara con los resultados obtenidos con las aplicaciones de N y K (Figura 1).
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Producción de materia seca

Las mayores producciones de materia seca se encontraron con la aplicación de urea en dosis de 300 kg/ha/año (306 kg MS/ha), SPT en dosis de 150 kg/ha/año (286 kg MS/ha) y KCl en dosis de 300 kg/ha/año (145 kg MS/ha) (P < 0.05) (Figura 2).
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La producción de MS por efecto de la aplicación de urea aumentó desde 56 g/planta con la dosis de 80 kg/ha/año (36.8 kg N/ha/año) hasta 184 g/planta con la aplicación de 300 kg/ha/año (138 kg N/ha/año), lo que confirma la importancia de este nutriente en la producción de MS acumulada durante la fase de crecimiento de la planta. Todas las fuentes evaluadas en dosis de 80 kg/ha/año presentaron valores bajos de producción de materia seca (P < 0.05) (Figura 2).

Absorción de nutrientes

Las mayores absorciones de N, P y K (129, 20 y 73 kg/ha) se presentaron cuando se aplicó urea en dosis de 300 kg/ha/año (P < 0.05), seguidas de SPT (166, 21 y 107) en dosis de 150 kg/ha/año y KCl (61, 7 y 39 kg/ha) en dosis de 300 kg/ha/año (P < 0.05) (Figura 3). En todos los casos la secuencia fue: N absorbido > K absorbido > P absorbido.
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El N absorbido fue más alto en la dosis de 150 kg/ha/año de SPT (P < 0.05), mientras que la absorción en 150 kg/ha/año de urea fue igual a la dosis de 80 kg/ha/año de SPT y la absorción de N fue menor en todas las dosis de KCl (Figura 3). El nitrógeno es un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de la planta (Berscht, 2005), favorece el desarrollo del sistema radicular, mejora la absorción de otros nutrientes presentes en la solución del suelo, especialmente P, y es un componente esencial de las proteínas (Marschner, 1995).

Según Thome y Osaki (2010) entre 4 y 5% de este elemento es extraído por la planta en el primer mes y cerca del 30% en el segundo mes. Los frutos en su máximo desarrollo pueden contener casi la mitad del nitrógeno de la planta (Martínez et al., 2008).

La absorción de P por la planta fue baja y no se presentaron diferencias por efecto de las dosis ni las fuentes aplicadas (Figura 3). Según Silva et al. (2003) los fertilizantes fosfatados tienen una tasa de absorción aproximada de 10%, permaneciendo el resto en forma residual en los suelos. Según Taiz y Zeiger (1998) el incremento en el contenido de N en la hoja, como resultado de la aplicación de la fertilización nitrogenada, favorece el contenido de P en la hoja y explica entre el 80 y 95% de la variación en la concentración de P en la hoja. No obstante que la planta no extrae grandes cantidades de fósforo, este nutriente es fundamental en la fase de crecimiento y al inicio de la maduración de los frutos (Boitt et al, 2012), según este autor el 94% del fósforo se concentra en los frutos y sólo el 6% en las hojas y tallos, lo que explica la menor respuesta en absorción de P por la planta.

La absorción de K fue más alta cuando se aplicaron 150 kg/ha/año de SPT (P < 0.05) (Figura 3) y en general todas las dosis de KCl ocasionaron menores valores de absorción NPK, aunque no se encontraron diferencias para N ni para K absorbidos, pero sí con P absorbido (P < 0.05). Al comienzo del ciclo vegetativo, las plantas de P. peruviana demandan cantidades bajas de K, pero estas demandas aumentan cuando comienza el desarrollo del cultivo, siendo este nutriente necesario en la formación de azucares y aminoácidos y el transporte de reservas nutritivas (Martínez et al., 2008).

Producción de frutos y absorción de nutrientes

Los rendimientos de fruto a la cosecha incrementaron a medida que las dosis de fertilizantes fueron más altas (P < 0.05) (Figura 4). Rufato et al. (2008) recomiendan para P. peruviana la aplicación de dosis variables (kg/ha/año) entre 80 y 120 de N, 50 y 100 de P2O5 (21.82 y 43.65 de P), 300 y 450 de K2O (250 y 376.29 de K), cantidades similares a las dosis más altas de N y P aplicadas en el presente estudio. En P. peruviana los potenciales productivos aumentan con el uso de coberturas con leguminosas, fertilización orgánica, y labranza mínima (Contreira et al., 2009) o con el uso de residuos de cosechas de cereales (Reche, 2012). Boitt et al. (2012) trabajando en suelos ricos en K no encontraron respuesta en la producción de frutos de P. peruviana cuando aplicaron este nutriente.
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En la Figura 5 se observa que los nutrientes más extraídos por tonelada de fruta producida fueron N y K (P < 0.05), coincidiendo con los resultados de Martínez et al. (2009). Bajas dosificaciones de N pueden ocasionar atraso en la maduración y disminuyen sensiblemente el rendimiento (Guerreiro, 2007). El K, por otra parte, influye en el desarrollo de los frutos, participa en el metabolismo de los carbohidratos y en el mantenimiento del balance hídrico; cuando este elemento es deficiente, los frutos son pequeños, maduran con dificultad y en forma irregular (Rice, 2007).
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Por otra parte, urea, SPT y KCl en dosis 300, 150 y 300 kg/ha/año presentaron las mayores absorciones de NPK por tonelada de fruta cosechada (P < 0.05) (Figura 5), estas fuentes simples en las dosis sugeridas pueden ser usadas en planes de fertilización de P. peruviana y aportarían (kg/ha/año) 138 de N, 30.11 de P y 149.43 de K. Según Berstch (2005) la estimación de dosis precisas de fuentes simples con aportes de N, P y K pueden ayudar a eficientizar los planes de fertilización y disminuir costos, por otra parte, el Panel Intergubernamental de Cambio Climático–IPCC (2006) señala menores emisiones de N2O y CO2 a la atmosfera por la baja utilización de fertilizantes nitrogenados, potásicos y fosforados.




Conclusiones


	Las dosis de 300 kg/ha de urea, 150 kg/ha de SPT y 300 kg/ha de KCl, presentaron los mejores efectos en el crecimiento y la materia seca de plantas de P. peruviana.

	Las curvas de absorción NPK indicaron que N es el elemento más absorbido, seguido de K y P.

	Las mayores absorciones se presentaron cuando se aplicó urea en dosis de 300 kg/ha, SPT en dosis de 150 kg/ha y KCl en dosis de 300 kg/ha.

	El mayor rendimiento en P. peruviana se obtuvo con todas las fuentes evaluadas en dosis de 300 kg/ha.

	La relación entre absorción de nutrientes NPK y rendimiento indicó que las dosis recomendadas para P. peruviana son 300 kg/ha de urea, 150 kg/ha de SPT y 300 kg/ha de KCl para las condiciones del Altiplano de Pasto.
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Resumen

La cuantificación de plaguicidas es un proceso costoso y de difícil acceso para los cultivadores y entidades de salud y vigilancia. En este trabajo se presenta la metodología de voltametría de onda cuadrada para la cuantificación de paraquat (gramoxone) en papa (Solanum tuberosum). El método de voltametría de onda cuadrada fue validado para la cuantificación de este herbicida en papa. El estudio fue realizado usando como electrolito de soporte solución buffer Britton–Robinson, electrodo de trabajo de carbón vítreo, Ag/AgCl como electrodo de referencia y platino como electrodo auxiliar. El herbicida en papa fue extraído por reparto sólido–líquido y los resultados obtenidos fueron contrastados por espectroscopía UV–Vis,lo que permitió deducir que el método voltamétrico genera resultados precisos y confiables. El método propuesto fue exitosamente aplicado para lacuantificación de paraquat en muestras de papa con resultados satisfactorios.

Palabras clave: Detección, electroquímica, herbicidas, paraquat, productos agrícolas.



Abstract

Pesticides quantification is an expensive work and it is inaccessible for farmers and health authorities and supervisory entities. This paper describes a simple, economical and acsequible methodology for quantification of carbofuran, methomyl and mancozeb in potatoe (Solanum tuberosum). The square wave electrochemical voltammetric method to quantify Paraquat was validated. It used Britton–Robinson buffer as solution supporting electrolyte, working electrode glassy carbon, Ag/AgCl as reference electrode and platinum as counter electrode. Herbicidewas extracted from potato through solid–liquid partitionmethodology, the results obtained by voltammetry were compared with UV–Vis spectroscopy,and we can observe that voltammetric method generates accurate and reliable results. The proposed method was successfully applied to the determination of paraquat in potato samples with satisfactory results.

Keywords: Agricultural products, detection, electrochemistry, herbicides, paraquat.



Introducción

Los pesticidas son cada vez más utilizados en el departamento de Boyacá, Colombia, para el control de plagas en cultivos de papa (ICA, 2011). Está demostrado que el uso de estos compuestos es una de las prácticas que más ha contribuido al incremento de la producción agrícola en las últimas décadas, aproximadamente en un 50%, y junto con el empleo de fertilizantes sintéticos, sistemas de riego y compuestos orgánico–sintéticos, son en la actualidad indispensables para satisfacer la creciente demanda mundial de alimentos (Ministerio de la Protección Social, 2003); pero su uso indiscriminado genera consecuencias negativas para los ecosistemas, los agricultores y los consumidores, derivadas de la alta residualidad en alimentos como tomate, que junto con la papa, espinaca y lechuga son los productos en los cuales se acumulan más contaminantes (Larsbo et al., 2009).

El paraquat es un herbicida no selectivo, posemergente y de contacto, que es aplicado al follaje de las malezas y posee un amplio espectro de control. La aplicación periódica puedegenerar residualidad, cuya importancia toxicológica debe ser evaluada regularmente.Este herbicida es extremamente tóxico para los humanos (LD50= 35 mg/kg) y animales (LD50 = 110–150 mg/kg) por todos los medios de exposición (El Harmoudi et al., 2013). El Límite Máximo de Residuos (LMR) para paraquat en raíces y tubérculos se encuentra en 0.05 mg/kg (50 µg/g) (Codex Alimentarius, 2013). La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) han determinado que varios compuestos de este tipo tienen riesgos de tipo mutagénico y efectos reproductivos y de fetotoxicidad; además, está incluido en el procedimiento PIC (ICP, Convenio de Rotterdam, 1998) que se aplica a plaguicidas sumamente peligrosos para la salud humana. En estudios de toxicidad aguda utilizando animales de laboratorio, el paraquat ha mostrado ser altamente tóxico por inhalación, teniendo una categoría toxicológica de I (el más alto de los cuatro niveles) para los efectos de inhalación aguda. Este compuesto es moderadamente tóxico (Categoría II) por vía oral y ligeramente tóxico (Categoría III) por vía cutánea (Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos, 1997). El herbicida ingresa al organismo por vía cutánea, respiratoria o digestiva;su vida media en el organismo es relativamente corta, aproximadamente de 12 a 120 horas (Ríos, 2012). Aunque se ha demostrado que su uso es seguro, pueden ocurrir casos de intoxicación donde el mecanismo se asocia con la acumulación de especies reactivas del oxígeno (ROS) y los radicales libres tóxicos en diversos órganos, especialmente en los pulmones, dando lugar a lesiones oxidativas (Paixao et al., 2002).

Entre los métodos utilizados para la determinación de paraquat, la cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas (GC/MS) ha sido considerada como método de detección de referencia reportado por el Codex Alimentarius, al igual que la espectrofotometría UV–Vis referenciaday avalada por la AOAC. En la literatura se reportandiferentes técnicas de análisis de paraquat, entre ellas: espectrofotometría (Rai et al., 1997), cromatografía líquida (Taguchi et al., 1998) y análisis de flujo (Saad et al., 1998).Sin embargo, es necesario buscar metodologías accesibles e innovadoras como la voltametría que constituye una alternativa de amplio espectro, económica, versátil y amigable con el ambiente, ya que los métodos usados comúnmente son costosos y en pocas universidades e institutos de investigación se cuantifica este herbicida, por lo tanto,en el país son escasos los estudios relacionados con dicho compuesto.

La electroquímica es una opción para el análisis de trazas de metales pesados,aniones, sulfuros, nitritos, nitratosy otros compuestos orgánicos en aguas, alimentos, productos químicos y baños galvánicos a niveles de ppt, ppb y ppm. Algunos plaguicidas, como paraquat, cuando reciben pequeños potenciales de corriente experimentan procesos de oxidación y/o reducción y generan como respuesta intensidades de corriente características, que pueden ser cuantificadas electroquímicamente. Rühling et al. (1998), Souza y Machado (2005), Monk et al. (1999), Luciana et al. (2010) evaluaron el comportamiento electroquímico de paraquatpor voltametría diferencial de pulso con electrodo de mercurio,voltametría de onda cuadrada con microelectrodos de oro, voltametría cíclica con electrodo de mercurio y voltametría de onda modificada.

El objetivo del presente trabajo fue validar el método electroquímico usando electrodo de carbon vítreo como elemento de trabajo parala cuantificación de paraquat en papa, ya que este electrodo no produce residuos que puedan contaminar el ambiente ni al analista, además presenta un rango de trabajo más amplio.

Materiales y métodos

Reactivos y equipos

Los reactivos empleados fueron de grado analítico: hidróxido de sodio 98%, ácido bórico 99.8%, ácido fosfórico 85%, de Merck; paraquat 99.9% (1,1’–Dimetil–4,4’–dicloro bipiridina) de Sigma; ácido acético 99.5%, ditionito de sodio 85% de Panreac y nitrógeno gaseoso. Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada (Sistema Milllipore) con conductividad 0.05 us.
 
En los equipos se verificaron las condiciones óptimas de funcionamiento y calibraciónnecesarias para la validación del método, dentro de los que se encuentran: Polarógrafo BAS CV 50W equipado con un analizador voltamperométrico, electrodo de trabajo de carbón vítreoBASI MF–2070, electrodo de referencia Ag/AgCl BASI MF–2052 y un electrodo auxiliar de platino BASI MW–1032, balanza analítica Aventure Ohaus y pontenciometro Sartorius Scohott CG 842. La comparación de resultados de voltametría de onda cuadrada frente al método espectrofotométrico UV–Visse realizó en un UV–Vis Génesis UV 10.

Soluciones estándar y de trabajo. Se preparó una solución ‘stock’ del plaguicida de 1000 mg/l en agua desionizada. Se ‘pipetearon’ 10 ml de la solución stock a un balón de 100 ml y se aforócon agua desionizada ajustando su concentración a 100 mg/l, de la cual se llevaron 10 ml a un balón de 100 ml y se aforó con agua desionizada. La concentración final de esta solución de trabajo fue de 10 mg/l.

Electrolito de soporte (buffer Britton Robinson). Enun balón de 100 ml se adicionaron 0.618 gde ácido bórico, 0.56 ml de ácido acético y 0.48 ml de ácido orto fosfórico,a continuación se ajustóa pH 5 con NaOH 0.1Ny se aforó con agua desionizada.

Parámetros voltamétricos. Se optimizaron las condiciones del análisis voltamétrico tales como tiempo de desoxigenación, tiempo de reposo, rango de trabajo, sensibilidad, amplitud de onda y frecuencia de onda, mediante análisis por triplicado.

Comportamiento electroquímico de paraquat. El proceso electroquímico de paraquat es cuasi reversible, según lo describen Souza et al. (2005). El paraquat presenta dos procesos de oxidación. La primera señal se presenta a –663 ± 50 mV, (Ecuación 1), proceso que es seguido por una segunda oxidación (Ecuación 2) a –947 ± 50 mV; finalmente ocurre la formación de un dímero con dos cargas positivas cuasi reversible (Ecuación 3) (Souza y Machado, 2005).
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Y subsecuente formación de un dímero:
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Validación de la técnica voltamétrica

En la pre–validación del método, además de comprobar la calibración de los equipos y del material volumétrico, se seleccionaron las condiciones instrumentales como el potencial inicial, el potencial final, la desoxigenación de la muestra, el tiempo de quietud, la sensibilidad, la amplitud de onda y el rango de potencial. Para la validación, se llevó a cabo la linealidad del método (de 0.5 a 3 mg/l) y se determinaron los principales atributos del método o de validación como límite de detección (DL) (Eurachem, 2005), el límite de cuantificación (QL) (Eurachem, 2005), la precisión con desviación estándar y coeficiente de variación, la exactitud con porcentaje de recuperación, el rango útil, la sensibilidad e incertidumbre. Mediante la evaluación de seis lotes de soluciones compuestas por un blanco, un estándar alto, un estándar bajo, dos muestras naturales (papa) y una muestra fortificada con un estándar alto y bajo (2.7 mg/l y 500 µg/l) con adición de herbicida en las concentraciones ya relacionadas. Los análisis fueron realizados por dos laboratoristas.

Para determinar la exactitud del método voltamétrico se emplearon las muestras fortificadas (Eurachem, 2005)para lo cual se mezclaron un volumen conocido de la solución estándar, 3 ml de extracto de papa y 4 ml de la solución electrolítica y se ajustó a pH 5. La mezcla obtenidase transfirió a la celda electroquímica, se programó el equipo según la optimización previa de los parámetros y se procedió a la medición. Los resultados fueron contrastados con los obtenidos en contra–muestras por el método espectrofotométrico 969.09 (AOAC, 1990).

Tratamiento de muestras naturales

Se modificó la metodología de extracción sólido–líquido descrita por Qiu y Nian (2008) y Leoni et al.(1992), quienes proponen una extracción partición sólido líquido con acetona y diclorometano como solventes, pero para optimizar el proceso se hizo una extracción sohxlet adicional con diclorometano y se obtuvieron extractos del herbicida de la muestra tratada, las cuales fueron disueltas en agua desionizada para la medición voltamétrica. Como muestras representativas se utilizaron 5 kg de papa, adquiridas en la central de abastos del sur de la ciudad de Tunja– Boyacá.
 
Diseño experimental

La evaluación se hizo en un diseño factorial 26 al azar en muestras triplicadas. En total se realizaron 64 ensayos, lo que permitió evaluar la seguridad y confiabilidad del método. Las diferencias significativas se determinaron mediante diagrama de cajas utilizando el software estadístico SPSS 18 para Windows.

Resultados y discusión

Respuesta señal del equipo

Se realizó un barrido exploratorio por la técnica de voltametría cíclica VC (Figura1a) y voltametría de onda cuadrada OSWV (Figura 1b) y se eligió esta última para el proceso de validación debido a su mayor sensibilidad, lo cual es una ventaja para la cuantificación de cantidades muy pequeñas (Figura 1b). En elensayo no se presentó señal del blanco que pudiera interferir con el análisis químico.
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Se analizó un estándar para conocer su potencial de electroactividad por VC, la cual permite identificar de forma precisa el potencial de redox de una especie electroquímica, además, ofrece información acerca de la especie evaluada, si la reacción que se lleva es reversible o no. Seguidamente se optimizaron los parámetros de la técnica de voltametría de onda cuadrada (OSWV) en un rango de trabajo evaluado de –300 mV a –1600 mV obteniendo un rango óptimo de–500mV a –1100mV, una sensibilidad estudiada de 100 uA/V a 100 nA/V optimizado en 1 uA/V, tiempo de quietud de 2–20 seg, con un valor óptimo de 5 seg, amplitud de onda evaluada de 15 mV a 50 mV, con un valor óptimo de 25mV, frecuencia de onda de 15 Hz a 16 Hz, establecida en 15 Hz y tiempo de desoxigenación de 1–10 min, optimizado en 5 min.

En paraquat el potencial se determinó por el método anódico y presentó dos potenciales de oxidación: –663 y –947mV (Figura 2a). La segunda señal presentó mejores parámetros estadísticos, por tanto, con base enella se llevó a cabo la validación y cuantificación del herbicida en la matriz de estudio. Rühling et al. (1998) estudiaron la presencia de tres plaguicidas, entre ellos paraquat, empleando la técnica voltametría diferencial de pulso (DPV) y electrodo de gota de mercurio y hallaron un potencial de oxidación – 600 y –1400 mV; Souza y Machado (2005) emplearon microelectrodos de oro por la técnica de análisis OSWV para cuantificar este herbicida y hallaron potenciales de oxidación de – 640 y – 940 mV; Monk et al. (1999) estudiaron el comportamiento electroquímico de paraquat en medio acuoso usando voltametría cíclica y detectaron dos picos, el primero en –700 mV y el segundo, en –1200 mV, frente a electrodo gota de mercurio (SCE). El primer pico es generado por la formación del catión radical y el segundo por la formación de la especie neutral; de acuerdo con estos autores, este proceso es seguido por una dimerización química.
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Selección de la curva de calibración

Las soluciones estándar de paraquat fueron de 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3 mg/l, que se utilizaron para graficar la respuesta generada por el equipo, intensidad (Amperios) vs concentracion (mg/l), lo cual permitió establecer el rango lineal del método y la construcción de la curva de calibración que presentó un coeficiente de correlacion de 0.993 (Figura 2b).

Extracción sólido–líquido de paraquat

La metodología de extracción sólido–líquido descrita por Qiu y Nian (2008) y Leoni et al.(1992) se hace en base húmeda y requiere gran cantidad de diclorometano y acetona. El método planteado y modificado en este estudio se realizó en base seca y en sistema Soxhlet, lo que permite ahorrar hasta 60% en el uso de solventes con una eficiencia de extracción de 93%, 16% más que el método de referencia. Otras metodologías de extracción de paraquat en papa utilizado por García et al. (2014) obtienen una eficiencia de extracción menor que 90%.

Validación del método OSWV

Los atributos del método voltamétrico validado fueron los siguientes: límite de detección 50µg/g, límite de cuantificación 150µg/g, sensibilidad 1,69E–09I/µg por gramo, recuperación adicionado alto 81.28%, recuperación adicionado bajo 90.16%, precisión 86.63%, exactitud 96.90%, incertidumbre ± 0.06 µg/g y nivel de confianza 95%.

Se determinó que las respuestas delos estándares y las muestras naturales más estándar en los seis ensayos realizados por ambos analistas en el proceso de validación no presentaron variaciones significativas, lo que evidencia la robustez del método empleado (Figura 3).
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Las medidas del estándar–2 y muestra–1 más estándar presentaron mayor dispersión debido, posiblemente, a que estas concentraciones son mayores que el estándar–1 y muestra–1 más adicionado, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05).(Tabla 1).



Para evaluar si el método de validación se encontraba o no en un estado de control estadístico, es decir si sólo estaban actuando causas comunes o aleatorias, inherentes al método y se trataba de un proceso estable y predecible, se elaboraron las cartas de control. Cuando existen causas especiales el proceso está fuera de control estadístico, las gráficas de control detectan la existencia de estas causas en el momento en que ocurren, lo cual permite que se puedan tomar acciones inmediatas (Feingenbaum, 1994). Cuando se compararon los valores de las medias de concentración obtenidas porambos analistas en 10 mediciones de un estándar alto deparaquat, las concentraciones obtenidas se encontraron dentro de los límites de control, lo que permite deducir que el proceso y las variables aleatorias de validación eran controlables.

Resultados por voltametría de onda cuadrada vs. el método espectrofotométrico UV–Vis

Una vez validado para cuantificación de paraquat, el método voltamétrico se aplicó a extractos de papa y se verificó la confiabilidad de las mediciones voltamétricas en cinco muestras fortificadas de papa (con 500 µg/l) yestándares deparaquat (0.5, 1, 2 y 3 mg/l). Los resultados fueron comparados con los obtenidos por el método #969.09 que usa espectrofotometría UV–Vis y está avalado y normalizado por la AOAC (AOAC,1990).

Las concentraciones determinadas de paraquat en las muestras y estándares por OSWV fueron superiores a las encontradas con el método de referencia. La diferencia se evaluó por medio de un análisis de varianza de un factor, donde se tuvo como referencia la concentración de los estándares. No se presentó diferencia (P > 0.05) en la concentración de los estándares de paraquat por ambas técnicas de análisis. El valor ‘F’ calculado (estándar 1: 2.829, estándar 2: 0.193; muestra 1 + estándar 1: 0.167; muestra 2 + estándar 2: 0.639) es inferior al valor ‘F’ crítico de aceptación (estándar 1: 4.14; estándar 2: 4.15; muestra 1 + estándar 1: 4.18; muestra 2 + estándar 2: 4.14). El análisis fue realizado con un nivel de confiabilidad del 95%, correspondiente al método voltamétrico. (Tabla 2).










Conclusiones


	Las condiciones instrumentales y los principales parámetros de validación del método voltamétrico de onda cuadrada para determinación cuantitativa de paraquat en papa establecidos permitieron obtener resultados válidos y confiables con un nivel de confianza de 95%.

	La metodología desarrollada constituye una alternativa económica y amigable con el entorno natural para la determinación de paraquat en papa, obteniendo resultados exactos y precisos. Estemétodo electroquímico puede ser aplicado en análisis de este herbicida en otros productos de origen agrícola, realizando tratamientos previos a las muestras.
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Resumen

En 54 fincas cultivadas con café (Coffea arabica L.) en rangos altitudinales, características de plantación y formas de beneficio del fruto diferentes, en los municipios de Suaza y Timaná (Departamento del Huila), Colombia, se evaluaron la relación entre estas variables de cultivo y manejo con los atributos sensoriales en taza. Para el estudio fueron utilizados el método estadístico Análisis de Correspondencias Múltiples (ACM) y Partial Least Square (PLS) para determinar la relación entre los atributos sensoriales y las características del suelo y de manejo de la plantación. A través del análisis de varianza multivariado mediante la prueba de Hotelling se encontraron diferencias (P < 0.001) para pH, Ca, Mg, Na, saturación de bases (SB), Al, P, Zn, así mismo, se observaron diferencias (P < 0.01) para K, Mn, M.O y B entre los tipos de suelos. En general, el perfil de las tazas fueron de cuerpo medio, algunas ácidas e intermedias con atributos sensoriales representativos. La calidad de taza Q3 se relacionó con atributos sensoriales como cuerpo, dulzor, balance, sabor, acidez y estos con variables de características de la plantación como densidad de siembra (Ds), edad, altura y elementos químicos con azufre (S). Q2 fue una taza afectada por el tiempo de la fermentación (horas) y por variables químicas como pH, SB, Ca, Mg además variables de manejo como sombra, la cual depende de la altura del sitio en el cual se encuentra el cultivo. Q1, que presentó baja calificación en los atributos sensoriales, se relacionó con variables del suelo como Al y Fe.

Palabras clave: Manejo agronómico, beneficio, estadística multivariada, rangos altitudinales.



Abstract

the Municipalities of Suaza and Timana (Department of Huila, Colombia) 55 lots located were selected with different altitude ranges, and crop management conditions benefit to evaluate the relationship among soil chemical characteristics and sensory attributes driving the cup. The statistical method used was Multiple Correspondence Analysis (MCA) and Partial Least Square (PLS) analysis to determine the relationship among the sensory attributes and variable agronomic management and soil parameters. Through multivariate analysis of variance test using Hotelling significant differences (P < 0,001) for pH, Ca, Mg, Na, base saturation (SB), Al, P, Zn were found, also, significant differences (P<0,001) for K, Mn, MO and B were observed among the soil types. The cups were half–length, with some acidic and intermediate representative sensory attributes. Q3 related to sensory attributes as a body, sweetness, balance, flavor, acidity, and these variables with crop management such as plant density (Ds), age, height and chemicals with Sulfur (S). Q2 was affected by management in cup the fermentation process and chemical characteristics such as pH, SB, Ca, Mg as well shadow management variables which depends on the height at which it is growing. Q1 that had low scores on the sensory attributes related to soil characteristics such as Al and Fe.

Keywords: Agronomic management, benefit, multivariate statistics, altitudinal ranges.



Introducción

La calidad de taza de café (Coffea arabica L.) es el resultado de los atributos sensoriales que dependen de factores como genotipo, variedad, tipo de suelo, condiciones agroecológicas, prácticas agronómicas, de cosecha y poscosecha, torrefacción, características propias del cultivo, y procesamiento (Fajardo y Sanz, 2003; Griffin, 2001), así como de las características del suelo (Cofenac, 2003). Avelino et al. (2002) demostraron los efectos de múltiples factores, entre los cuales se incluyen altitud, precipitación, acidez del suelo, sombra, productividad y los parámetros granulométricos del café tostado y molido.

Actualmente se conocen estudios de la dinámica de la radiación solar en arreglos agroforestales y su interacción con la calidad de café. En este sentido, Bosselmann et al. (2009), Vaast et al. (2006) y Muschler (2001) realizaron investigaciones para relacionar las características del sombrío con la calidad del grano de café. No obstante, no ha sido posible establecer una relación significativa entre la radiación y las diferentes variables que influyen en los atributos sensoriales de este fruto. Los beneficios de la sombra se explican principalmente por una reducción del estrés hídrico causado por la exposición a la radiación; así mismo, por proporcionar condiciones óptimas para una buena maduración (Vaast et al., 2006; Muschler, 2001). Avelino et al. (2005) y Figueroa (2000) hallaron un efecto positivo en la calidad de taza como resultado de la lenta maduración del grano, causada por la reducción de la temperatura ambiental a medida que incrementa la altitud; contrario a lo reportado por Bosselmann et al. (2009) quienes encontraron influencia negativa de la sombra en los atributos sensoriales. El objetivo de este estudio fue analizar las relaciones entre las características químicas del suelo, condiciones de manejo del cultivo, altura sobre el nivel del mar y nivel de sombra con los atributos sensoriales relacionados con la calidad de taza (Q) en café (Coffea arabica L.).

Materiales y métodos

Para el estudio fueron seleccionadas 54 fincas pertenecientes a la Asociación de Productores Agrícolas en el sur del Departamento del Huila (Colombia) ubicadas entre los municipios de Suaza y Timaná con un área de influencia del estudio de 310 Km2 y diferentes rangos altitudinales, características de plantación y beneficio del fruto (Figura 1). Las variables evaluadas in situ y los datos recopilados en entrevistas con los agricultores se incluyen en el Tabla 1. El manejo del suelo se caracterizaba por lo implementación de las tecnologías recomendadas por la Federación Nacional de Cafeteros y consistentes en la aplicación de nitrógeno como urea, fosfato diamónico DAP y cloruro de potasio KCl, de acuerdo con el esquema propuesto por Sadeghian y Gonzáles (2012) para cultivos en producción. En cada una de las fincas se seleccionó un lote de café manejado bajo arreglo agroforestal en la cual se tomó una muestra de suelo compuesta hasta 15 cm de profundidad, así como también un muestra de café cereza siguiendo la metodología propuesta por Banegas (2009) y Lara (2005) para realizar el análisis de atributos de calidad de taza.
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Calidad de taza (Q)

Para controlar el efecto del tipo de beneficio, el procesamiento de cada una de las muestras se hizo utilizando la tecnología Becolsub, en la cual el despulpado de la cereza se hace de forma directa con eliminación de mieles vs. el sistema tradicional donde se controlan el tiempo de fermentación y las formas de beneficio.

Las características sensoriales de la infusión se analizaron mediante un panel de captación compuesto por tres profesionales ‘Q Grader’ del Coffee Quality Institute® en el Laboratorio de Calidad de Café del Centro de Gestión y Desarrollo Sostenible Surcolombiano del Servicio Nacional de Aprendizaje SENA, Pitalito. Las muestras de los granos de café (250 g) provenientes de cada lote fueron tostadas por 11 minutos a 200 °C hasta alcanzar un estándar de color amarillo rojizo. Cada taza se preparó utilizando 11 g de café molido en 150 ml de agua destilada en ebullición, se utilizó molienda media y tamaño de partícula 500um. El panel se dispuso en cinco repeticiones y los atributos fueron calificados utilizando una escala de 1 a 10 mediante la metodología propuesta por Specialty Coffee Association of America (Lingle, 2001) para catación. Las variables evaluadas en cada una de las tazas fueron: fragancia, aroma, acidez, sabor, cuerpo, dulzura y preferencia, para obtener la puntuación final y así aceptar y definir la calidad de taza (Q).

Parámetros químicos del suelo

Como parámetros químicos se determinaron: pH1:2, Aluminio intercambiable por diferencia de titulación de la acidez e hidrógeno intercambiable, materia orgánica (MO), Nitrógeno (N) total por Kjeldahl, P asimilable por Bray II. Los nutrientes calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio (K) intercambiables fueron determinados por el método de extracción por lixiviación con acetato de amonio y absorción atómica. El hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn) y magnesio (Mn) por el método de extracción DTPA y absorción atómica.

Relaciones entre características de la plantación

Estas observaciones se hicieron en una encuesta realizada entre los productores de cada finca para conocer los rendimientos/área (kg/ha) de cada lote seleccionado, la variedad cultivada, la densidad de plantas/ha, la cobertura arbórea, la edad del cafetal; igualmente se observaron actividades de poscosecha como manejo de grano después de la recolección y horas de fermentación.

Análisis estadístico de datos

Para evaluar la calidad de taza (Q) se realizaron pruebas de estadística descriptiva para los resultados del análisis de suelos y pruebas sensoriales en taza. Igualmente se construyeron tablas de contingencia y se transformaron variables cuantitativas a cualitativas para la realización de Análisis de Correspondencias Múltiples (ACM) utilizando el software libre R versión 2.15. (R Development Core Team, 2012) mediante la plataforma independiente para análisis estadísticos R Commander (Fox, 2005) basado en el paquete FactoMineR (Husson et al., 2012) para el análisis exploratorio multivariado. Para crear cada una de las tipologías por característica se siguió la metodología propuesta por Deheuvels et al. (2012), Avelino et al. (2009) y Avelino et al. (2006). El ACM es una técnica exploratoria que permite representar gráficamente filas y columnas de una tabla de contingencia (Lebart et al., 1984). La técnica de ACM también constituye una herramienta importante para el análisis de datos textuales donde se construyen tablas de contingencia relacionadas con el uso de varios vocablos entre distintos textos de cada variable. El ACM puede ser interpretado como una técnica complementaria y, a veces, suplementaria del uso de modelos log–lineales para el estudio analítico de las relaciones contenidas en tablas de contingencia. Este análisis permite explorar gráficamente estas relaciones (Balzarini et al., 2008). Para identificar diferencias entre tipología de suelo (Su) en cada una de las variables químicas se realizó un análisis de varianza multivariada comprobando las diferencias mediante la prueba de Hotelling. Al final se hizo un análisis de PLS (del inglés Partial Least Squares) para determinar la relación entre la matriz de las variables químicas del suelo y los atributos sensoriales para determinar calidad de taza (Q) en café.

Resultados y discusión

En el análisis de varianza multivariado se detectaron diferencias (P < 0.001) para pH, Ca, Mg, Na, SB, Al, P, Zn y para K, Mn, M.O y B entre los tipos de suelos (P < 0.001) (Tabla 2). La calidad de taza (Q) mostró diferencias en tres niveles en atributos como acidez, balance, cuerpo y calificación, donde Q1 y Q3 fueron el grupo de menor y mayor calificación, respectivamente (Figura 2).
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En la Figura 3 aparecen las relaciones entre los tipos de suelos y la calidad de café, donde se observa una relación entre la tipología suelo muy ácido, con alto nivel de Al, con bajo nivel de Ca, Mg y SB y la calidad de taza Q3. Los suelos moderadamente ácidos, con alto nivel de Fe, Cu, Zn y S y bajo nivel de Ca, Mg y SB se relacionaron con calidad Q1. Los suelos muy ácidos, con altos niveles de Fe, MO y N se relacionaron con calidad de taza Q2. Las fincas en el estudio se encuentran a bajas alturas con niveles de cobertura arbórea (%CA) menor que 20%, densidades de siembra entre 4000 y 5200 árboles/ha y tiempos de fermentación de grano entre 24 y 48 horas. Estas condiciones de manejo y cultivo afectan los atributos sensoriales como lo demuestra la relación existente entre Q3 y los lotes que se encuentran a más de 1626 m.s.n.m., con una cobertura de sombra menor que 20% (Figura 3).
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A medida que aumenta la altura sobre el nivel del mar la temperatura disminuye, lo que favorece la prolongación del proceso de maduración del café cereza, lo que, a su vez, favorece el mejor llenado y peso de grano, una mayor producción de éste y una mejor calidad de bebida (Vaast et al., 2005b; Wintgens, 2004). Por otra parte, los mayores niveles de nubosidad durante el día en zonas con mayores altitudes producen una disminución adicional en el aprovechamiento de la radiación, por esta razón es común que los niveles de cobertura arbórea en los arreglos agroforestales de café disminuyen con el incremento en altura sobre el nivel del mar. Las características en la calidad física y organoléptica del café se modifican con el incremento altitudinal, lo que afecta la calidad de taza (Vaast y Bertrand, 2005; Vaast et al., 2005a; Figueroa et al., 2000; Buenaventura y Castaño, 2002; Salazar et al., 2000), por tanto a una mayor altitud se desarrollan atributos positivos como acidez y aroma, lo que define un mejor sabor y calidad de bebida (Vaast et al., 2005a) (Figura 3).

En la Figura 4 se observa la relación entre la calidad de taza Q vs. las características de manejo y procesamiento del grano y la variedad cultivada. El nivel de correspondencia entre la variedad y la calidad de taza Q fue alta (P < 0.001). La menor calificación (Q1) ocurrió con las muestras obtenidas de la variedad Castillo, en comparación con las variedades Colombia y Caturra que se relacionaron con Q2 y Q3, que corresponden a atributos sensoriales intermedio y alto, respectivamente. En este sentido Kumar et al. (2013) plantean que la variedad Caturra se asocia con tazas de mayor cuerpo, sabor y acidez, que son características encontradas en las tazas Q3. Es posible que esa baja calidad en taza sea afectada durante el proceso de beneficio por variables como tiempo de la fermentación relacionada con la remoción de mucílago mediante la tecnología Becolsub que elimina el proceso de fermentación y simplifica el proceso de beneficio húmedo del café.
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El 75.2% de la variabilidad fue explicada al correlacionar las variables de atributos sensoriales con la matriz de 21 variables relacionadas con la química del suelo, características de la plantación y producción de café, encontrando una relación directa entre la calidad de café Q3 y los atributos sensoriales acidez, cuerpo, sabor residual, sabor y balance. La calidad de taza Q1 se relacionó principalmente con variables de características de la plantación como densidad de siembra (Ds) y cobertura arbórea (%CA) que dependen directamente del rango de altura en la que se encuentra el cultivo, lo cual afecta negativamente los atributos sensoriales del grano (Figura 5).
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En el Tabla 3 aparecen los coeficientes y los niveles de probabilidad de la relación entre variables predictivas y dependientes en relación con la calidad de la taza Q. Se encontraron relaciones positivas entre K (P < 0.0308), Na (P < 0.0461) y Al (P < 0.0338) con fragancia/aroma; lo que no ocurrió entre Ca y acidez en taza (P < 0.0444). Rosas et al. (2008) y Avelino et al. (2002) encontraron relaciones similares a las del presente estudio entre el nivel de Ca y fragancia/aroma, lo que indica que el bajo contenido de Ca en el suelo afecta la calidad del grano de café, no obstante, estos autores afirman que el exceso de Al afecta negativamente a la calidad del café, resultados contrarios a los encontrados en el presente estudio.



El efecto de la altitud sobre la calidad de taza es atribuido a los cambios en temperatura y humedad. La altitud y la temperatura presentan correlaciones negativas, ya que por cada 100 m que se ascienden verticalmente la temperatura disminuye entre 0.5 y 0.6 °C (Wintgens, 2004). Buenaventura y Castaño (2002) no encontraron relación entre el aumento de la altura y la calidad de grano de café. Por otra parte, se conoce que algunos elementos tienen efectos negativos directos sobre la calidad de taza de café, específicamente nitrógeno, potasio y calcio (Avelino et al., 2002) y oligoelementos como boro, cloro, molibdeno, hierro, entre otros (Bornemisza, 1988).

Conclusión


	La relación entre los atributos sensoriales en calidad de taza de café y las características químicas del suelo fue alta, en este sentido los suelos ácidos con alto contenido de Fe y Al generaron tazas de calidad intermedia Q2 y alta Q3. La calidad de taza Q1 (baja) estuvo asociada con suelos moderadamente ácidos, con altos niveles de Cu, Zn, S y con bajos de Ca y Mg.

	Se encontró una relación negativa entre la acidez en taza con el contenido de Ca y una correlación positiva entre la fragancia/aroma con los contenidos de K, Na y Al en el suelo.

	La variedad de café afectó la calidad de taza sumado al efecto en el tiempo de fermentación.

	Las mejores calificaciones en atributos sensoriales en taza de café se obtuvieron en áreas a mayor altura sobre el nivel del mar y bajo nivel de sombra, lo que plantea la necesidad de manejar adecuadamente la cobertura arbórea teniendo en cuenta la altitud.
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Resumen

La inclusión de leguminosas en sistemas silvopastoriles genera beneficios en la fertilidad de los suelos y en la calidad del forraje en oferta para los animales. La asociación simbiótica de leguminosas forrajeras ricas en bacterias del género Rhizobium mejora el contenido de nitrógeno y el desarrollo de la gramínea asociada. Las bacterias de este género se presentan en condiciones naturales cuando las cepas están presentes en el suelo, no obstante pueden ser inoculadas en las semillas antes de la siembra. El trabajo se realizó con la leguminosa arbustiva Leucaena leucocephala que fue establecida en sistemas silvopastoriles de alta densidad (10,000 plantas/ha), en una finca ubicada en el municipio de Balboa, departamento de Risaralda, Colombia. En un diseño de bloques completos al azar con dos tratamientos (con y sin inoculación con Rhizobium de semillas de Leucaena) 7 meses después del establecimiento de la Leucaena, se midieron los contenidos de N amoniacal y total en el suelo y las raíces y se evaluó la presencia de nódulos en estas últimas. No obstante que la inoculación no afectó la producción de biomasa, el aporte de N en el suelo fue equivalente a 250 kg/ha (P < 0.05).

Palabras clave: Nitrógeno, nodulación, Rhizobium, senescencia, nitrógeno del suelo.



Abstract

In order to reduce the impacts occasioned by cattle farming systems on the environment, strategies focused on the inclusion of legume species within these systems have been promoted because of their potential for improving soils conditions. The symbiotic association between bacteria from genus Rhizobium eases the nitrogen undertaking by legume plants and therefore their growth and productivity may be improved. Even though bacteria from this genus naturally occur, they also may be inoculated to plant seeds. Silvopastoral systems (SPS) are an alternative for cattle farming where trees are incorporated to spatial arranges. In this sense, woody legumes have been used as a possibility of being integrated to SPS. In order to evaluate changes associated with the availability of nitrogen and other nutriments within soils as well as the presence of rhizome nodules, in this work, the woody species Leucaena leucocephala was established within silvopastoral systems with high density (over 10,000 trees per ha) in aa cattle farm , located in Balboa, Colombia. For assessing changes in soils after the establishment an experiment with a randomize complete block design and two treatments (inoculation and not inoculated) was used. Measurements were carried out during 7 months after the establishing the experiment, being the response variables the total and ammonia nitrogen as well as the amount of active nodules of Rhizobium on roots. Under the ecological conditions occurred during the experiment the presence of nodules did not show significant differences between treatments (P>0.05), however a total amount of 249, 31 kg/ha of nitrogen was provided to soils while the experimental period.

Keywords: Nitrogen, nodulation, Rhizobium, senescence, soil nitrogen



Introducción

En Colombia, la ganadería es un rubro económico importante a nivel nacional, no obstante cuando no se utilizan buenas prácticas de manejo es la causa de graves problemas ambientales, especialmente en la región andina (Cuenca et al., 2008). Como parte de los procesos de reconversión ganadera se han planteado estrategias de manejo tratando de lograr una relación más amigable de los sistemas ganaderos con su entorno. Una de estas estrategias es el establecimiento de sistemas silvopastoriles (SSP) mediante la incorporación de leguminosas arbustivas que generan diferentes beneficios, tanto en la producción animal como en la conservación del suelo (Chará et al, 2015); entre ellas se encuentra Leucaena leucocephala (Leucaena) un arbusto de la subfamilia Mimosoideae ampliamente adaptado a las condiciones del trópico. De acuerdo con el Plan de reducción de emisiones GEI presentado por el IDEAM, en Colombia, los sistemas silvopastoriles se encuentran entre las opciones de mitigación a escala sectorial propuestas por el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre Cambio Climático—IPCC (Intergovernmental panel on climate change) —(IDEAM, 2015). Por otra parte, existe un reto clave que consiste en el mejoramiento de la disponibilidad de nutrientes en el suelo, lo cual sólo se logra con mejores prácticas agrícolas, tales como cultivos intercalados, inclusión de plantas fijadoras de nitrógeno, sistemas agrosilvicultura y reciclado de nutrientes (Powlson et al., 2011). Es en este contexto, que la implementación de modelos silvopastoriles se considera una oportunidad para conducir la ganadería hacia una producción sostenible, como se establece en el plan estratégico de la ganadería colombiana 2019 (Fedegan, 2006).

Dentro de los sistemas silvopastoriles, en varias zonas tropicales se ha evaluado la siembra de Leucaena en altas densidades (10,000 árboles/ha) como una alternativa para mejorar la producción ganadera y el contenido de N en los suelos. Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se cuantificó la cantidad de N aportado al suelo por un cultivo de Leucaena 7 meses después de haber sido establecida en un SPS de alta densidad.

Materiales y métodos

Localización del estudio

El trabajo se realizó en una finca localizada en el municipio de Balboa, departamento de Risaralda, Colombia. Esta zona hace parte de la subcuenca del río Totuí, cuenca hidrográfica del río Risaralda y de la gran cuenca del río Cauca, a 899 m.s.n.m, 27°C de temperatura promedio. La precipitación promedio es de 1500 mm/año con una distribución bimodal (Carder 2012). El relieve predominante es colinas con suelos de bajo contenido de materia orgánica (1.72%), altos niveles de calcio y magnesio (20.1 y 2.1 meq/100g suelo, respectivamente), contenido medio de potasio (0.77 meq/100 g suelo) y pobre en fósforo (5 ppm) (Carder, 2012).

En la finca existen sistemas silvopastoriles con Leucaena establecidos hace 4 años y sistemas ganaderos tradicionales sin árboles. Los suelos en ambos sistemas son manejados con algunas aplicaciones de cenichaza, subproducto resultante de la agroindustria de la caña de azúcar.

Propagación de plantas de Leucaena

La fase de vivero de las plántulas se inició con el establecimiento de un semillero localizado a 1100 m.s.n.m. y una temperatura promedio de 24 °C (Ruiz y Villa, 2007). Las semillas utilizadas fueron de Leucaena leucocepahala (Lam.) de Wit certificadas, las cuales fueron colocadas en bolsas negras de plástico con capacidad para 5 kg de suelo previamente analizado para presencia de rizobio en medio Manitol Agar Levadura (MLA) (Pérez et al., 2011). El suelo utilizado presentaba un pH 5.7 y un contenido de materia orgánica de 15.7%. Las semillas recibieron riego cada 2 días, germinaron después de 15 días y permanecieron en vivero hasta que alcanzaron una altura aproximada de 60 cm, antes de trasplantarlas en campo (Solorio y Solorio, 2008).

Tratamientos y diseño experimental
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El diseño experimental fue de bloques completos al azar con dos tratamientos, plantas inoculadas y sin inocular. El modelo matemático del diseño fue:

donde, Yij es la variable de respuesta, µ es el promedio, I = factor (inoculación), T = factor (tiempo), I * T = interacción inoculación x tiempo, β = bloque (pendiente del terreno), ε = error, i = niveles de I, j = niveles de T, k = repetición.
 
La inoculación de las semillas se realizó durante la fase de vivero. Una parte de esta semilla fue inoculada con el producto Ferbiol (registro ICA 6214) que contenía microorganismos Rhizobium loti en solución. Para el establecimiento del experimento en campo se seleccionó un lote de 450 m2 el cual se dividió en tres bloques de acuerdo con la pendiente, así: bloque 1 con 20%, bloque 2 con 10% y bloque 3 plano (sin pendiente). Cada bloque fue dividido en dos parcelas de 71.5 m2 cada una, en las que se plantaron 48 plantas de Leucaena a distancias 1 m x 1 m y una densidad equivalente de 10,000 plantas/ha. Previo al establecimiento de las plantas se realizaron análisis de suelo (pH, M.O., K, Ca, Mg, P y textura).

Análisis de tejido y suelo

Quince semanas después del establecimiento en campo se determinaron el número de nódulos de rizobio en raíces y de N foliar total y amoniacal, para ello de cada parcela se tomaron muestras compuestas de suelo de 0 a 25 cm y de 25 a 50 cm de profundidad y plantas completas de Leucaena, incluyendo las raíces para realizar el conteo de nódulos (Figura 1). La primera muestra se tomó 8 semanas después del establecimiento y luego cada 5 semanas hasta 7 meses, según la recomendación de Bueno (2009), correspondientes a la época de menor precipitación (Figura 2).
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La determinación de N total y amoniacal se realizó por el método de Kjeldahl. Para los nódulos se determinaron el color interno y externo, la forma, turgencia y ubicación en la raíz. El conteo de estos se llevó a cabo en el Laboratorio de Análisis Químico de Suelos de la Universidad Tecnológica de Pereira.

Análisis de datos

En todas las variables de respuesta se verificó la normalidad mediante las pruebas de Kolmogorov–Smirnov y Shapiro–Wilk (SPSS 20) y análisis de varianza (Anova). Las variables que no se ajustaron a distribución normal se compararon entre tratamientos mediante la prueba no paramétrica Kruskall–Wallis (SPSS 20) Todos los análisis fueron realizados con el software SPSS 20.

Resultados y discusión

Nodulación

Durante la fase en vivero no se observaron nódulos en las raíces. Después de 8 semanas de establecimiento, se observaron nódulos tanto en raíces de plantas inoculadas como no inoculadas (Figura 3). Esta variable mostró diferencias significativas entre tratamientos y entre bloques (P < 0.05); el mayor número de nódulos se presentó en el tratamiento sin inoculo (18 ± 4). Durante el experimento no se encontraron diferencias por efecto del tiempo experimental y el valor promedio más alto (25 ± 8.7) se presentó 18 semanas después del establecimiento.
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Los nódulos en las raíces de Leucaena presentaron diferentes formas y tamaños (Figura4) con dimensiones variables entre 1 y 10mm, con coloración externa café claro e interna variaba de rosado a rojo (Figura 4). Los nódulos de mayor tamaño fueron observadas principalmente en la raíz principal.
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Después del quinto mes de establecimiento se encontraron nódulos con cambios notorios en estructura (Figura 4), probablemente no activos, que variaban desde secos o deshidratados con color más oscuro que la raíz y casi confundidos con el suelo. Los nódulos que aún se encontraban activos, mostraban coloraciones externas claras y un tejido interior con turgencia definida.

Nitrógeno total y amoniacal en el suelo

Tanto los valores del N total como amoniacal mostraron diferencias (P < 0.05) en relación con el tiempo de establecimiento, pero no por efecto de los tratamientos (Figura 5). El N total no mostró una tendencia definida a variar con el tiempo, mientras que el N amoniacal mostró una clara tendencia a disminuir. El mayor porcentaje de N total se encontró en la semana 28 en la muestra tomada a 25 cm de profundidad. En este muestreo encontró el menor valor de N amoniacal (0.17 ± 0.05 ppm).
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Las plántulas en la etapa de semillero de 13 semanas no mostraron nódulos en las raíces. Según Rincón et al. (2004) el desarrollo de cotiledones 30 días después de la germinación limita la acción de los rizobios en la formación de nódulos. Es necesario anotar que el suelo contenía altos niveles de M.O. (15.7%) y una relación carbono/nitrógeno de 15.97 lo que afecta la formación de nódulos en la raíz (Esquivel, 1963).
 
La formación de nódulos efectivos y activos en plantas testigo sin inocular confirma la existencia de cepas de Rhizobium en los suelos de la zona de estudio. Esto fue confirmado con el análisis microbiológico especifico del suelo, donde se observaron colonias de la bacteria. Igualmente se debe destacar la alta especificidad de Leucaena por rizobio, ya que pocas cepas producen nodulación en esta especie (Tang, 1994; Hernández, 2012). Rincón et al. (2004) encontraron que Leucaena nodula con cepas auto aisladas, lo que explica por qué plantas sin inocular muestren mayor nodulación. Matus et al. (1990) sugieren que el éxito de la inoculación de las leguminosas depende de la capacidad competitiva del Rhizobium introducido para invadir la rizósfera y competir con cepas homologas en la formación de nódulos.

La presencia de nódulos con coloración rojiza en su interior indica que la nodulación es efectiva y eficiente (Marquina, 2011). A partir de la semana 23 se inició el proceso de senescencia de nódulos ya que entre sus nódulos se encontraban muchos que presentaban diferencias en su morfología (Figura 4e, f, g). Según Fernández–Luqueño y Espinosa–Victoria (2008) el retardo de la senescencia de nódulos tiene efectos benéficos sobre la fijación de N, mientras que si comienza en forma temprana la fijación de N es pobre (Fernández–Luqueño y Espinosa–Victoria, 2008). Para estos investigadores la senescencia se relaciona con el color y la pérdida de turgencia de los nódulos, síntomas que se pudieron apreciar claramente en los nódulos de las raíces de Leucaena en este trabajo. Los cambios anteriores estuvieron acompañados por cambios de la coloración interna de los nódulos de rosado claro a oscuro lo cual, algunas veces, coincide con el proceso de floración y llenado de vainas de la leguminosa o situaciones de déficit de agua.

En este trabajo se observó un ataque constante de insectos defoliadores sobre las plantas de Leucaena lo que sumado al periodo experimental seco, afectó el desarrollo de éstas y cosecuentemente la nodulación (Sánchez, 2007).

Nitrógeno total y amoniacal en el suelo

La cantidad inicial de N total en el suelo antes de establecer Leucaena era de 0.39% equivalentes a 88.86 kg/ha entre 0 y 50 cm de profundidad. Al finalizar el experimento, en la semana 28 después de la siembra, los promedios de N en el suelo eran de 0.77% hasta 25cm y de 0.71% entre 25 y 50 cm de profundidad en el suelo; valores que equivalen a 175 kg/ha y 162 kg/ha, respectivamente, para un total de 338.17 kg/ha.

Los resultados anteriores indican un aporte de 249.31 kg/ha de N para este suelo, si se considera la diferencia entre los contenidos inicial y el final; lo que indica los beneficios de la Leucaena en sistemas silvopastoriles. Estos valores son consistentes con los hallados por Bruning y Rozema (2013) quienes estiman que el uso de leguminosas como abono verde puede contribuir con 30 a 80 kg/ha por año de N.
 
El N se encuentra en distintas formas en el suelo, aunque es absorbido por las plantas y microorganismos como nitrato (NO3–) o amonio (NH4+). En este ensayo fue posible observar una amplia variación en los promedios, tanto de N total como amoniacal, ya que este elemento varía más en cantidad en el suelo que otros elementos esenciales para el desarrollo vegetal, también absorbidos del suelo (Navarro y Navarro, 2003). Se debe resaltar, que mientras el N amoniacal en suelos disminuyó en cantidades de 9.37 g/ha, en el tejido vegetal aumentó, posiblemente por la etapa fenológica en se encontraba planta.

En las condiciones del estudio Leucaena aportó un equivalente de 250 kg/ha por año de N, lo cual indica las ventajas de esta forrajera cuando se incluye en sistemas silvopastoriles.
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Resumen

En la investigación se evaluó la utilidad de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva NGS en la identificación de genes expresados en variedades de caña, bajo condiciones de estrés por déficit hídrico o por anegamiento. No obstante que en la actualidad la secuenciación masiva NGS es la metodología preferida en estudios de transcriptómica comparativa, en el caso de la caña de azúcar (Saccharum spp.) es necesario verificar su utilidad, si se tiene en cuenta la complejidad de su genoma y que herramientas útiles, como un genoma de referencia, no se encuentran disponibles. Para el estudio se seleccionaron dos variedades de caña para cada tipo de estrés (una tolerante y una susceptible) tanto en el caso del déficit hídrico como en el caso del anegamiento. Cada una de estas variedades se mantuvo bajo condiciones de estrés (niveles medio o severo) por déficit de agua o por anegamiento para inducir la expresión de los ARNm de interés. Para cada una se crearon tres bibliotecas de ADNc a partir de tejido foliar (para un total de 12 bibliotecas), las cuales se secuenciaron usando la metodología Illumina–RNA–Seq. Los resultados de expresión diferencial obtenidos a partir de estos análisis mostraron ortólogos de genes previamente identificados como contribuyentes a la tolerancia causada por el déficit hídrico o el anegamiento. También fue posible diferenciar entre los niveles de expresión de transcritos altamente similares. Los resultados aquí presentados permiten concluir la utilidad de las metodologías NGS en estudios de transcriptómica comparativa de caña de azúcar.

Palabras clave: Caña de azúcar, déficit hídrico, anegamiento, ADNc, secuenciación masiva NGS, transcriptoma.



Abstract

The aim of this research was to evaluate the performance of the new Next Generation Sequencing (NGS) technologies in comparative transcriptomics experiments, aiming to identify genes associated with tolerance mechanisms to abiotic stress such water deficit or flooding in sugarcane. Despite being widely used in most of current comparative transcriptomics studies, it is important to test the utility of NGS technologies in species such as sugarcane considering its genome complexity and the fact that there is no reference genome, which could be of use in this type of studies. For this purpose, in this investigation, varieties tolerant and susceptible to drought or flooding were selected and independently subjected to stress (medium or severe levels) due to drought or flooding, in order to induce the production of mRNAs of interest. For each of these, leaves were collected and cDNA libraries produced (a total of 12). Each library was sequenced using NGS methodologies (Illumina–RNA–Seq) and data were analyzed using specialized bioinformatics software. Among the genes that were observed as differentially expressed it was possible to identify orthologs of those previously associated with tolerance for the traits of interest. Also, it was possible to detect differences in expression levels of highly similar transcripts. Our results provide evidence that support the use of NGS technologies in transcriptomics studies in genetically complex species such as sugarcane.
 
Key words: Sugarcane, drought, flooding, cDNA, next generation sequencing, transcriptome.



Introducción

En el valle del río Cauca existen 230,303 ha cultivadas con caña de azúcar (Saccharum spp.) de las cuales 121,830 ha (52.9%) corresponden a zonas secas o con déficit hídrico (DH); mientras que 26,370 ha (11.45%) corresponden a zonas con niveles freáticos más altos (zonas anegadas). El área restante corresponde a zonas semisecas (68,630 ha) que representan 29.8% y zonas de piedemonte (13,818 ha) que representan 6%. Se estima que las pérdidas en la producción de caña por causa del déficit hídrico pueden llegar hasta 42%, mientras que aquellas generadas por suelos excesivamente húmedos alcanzan 54% (Cruz et al., 2000, 2009).

Hasta el momento, el estrés por DH o por anegamiento se ha manejado con éxito mediante el uso de sistemas apropiados de riegos y drenajes, los cuales se han implementado en más del 80% del área cultivada en la región y han permitido reducir la cantidad de agua utilizada en el caso de las zonas que necesitan riego y mantener altos niveles de producción en toda el área cultivada. No obstante, los costos de estos sistemas son altos y representan, aproximadamente, 45% de los costos totales de producción (Campos et al., 2009).

En la actualidad es necesario disponer de genotipos de caña de azúcar con capacidad de mantener buenos niveles de producción bajo condiciones de estrés abiótico, principalmente déficit hídrico o anegamiento. Para enfrentar estas condiciones, el área de Mejoramiento del Centro de Investigación de la Caña de Azúcar de Colombia (Cenicaña) trabaja en la evaluación de su banco de germoplasma. En forma paralela se busca implementar herramientas biotecnológicas a fin de acelerar el proceso de mejoramiento genético de las variedades de caña.

En los últimos años los avances en las metodologías de secuenciación masiva NGS (del inglés Next Generation Sequencing), específicamente la secuenciación RNA–Seq, han permitido realizar numerosos estudios de transcriptómica comparativa en busca de identificar genes responsables o que contribuyan al desarrollo de una característica específica. Este tipo de estudios parte de secuencias cortas (‘short reads’) de ADNc (ácido Desoxiribonucleico complementario), generadas a partir de ARN (ácido Ribonucleico) celular del organismo de interés y, usualmente, compara la expresión génica de un mismo individuo o de un grupo de individuos bajo diferentes tratamientos (Trapnell et al., 2012). Mediante metodologías informáticas, las cuales requieren un poder computacional significativo, es posible cuantificar el número de secuencias cortas que corresponden con los genes o transcritos de una condición o individuo en particular y a través de comparaciones, identificar los genes con expresión diferencial significativa. En este tipo de análisis con frecuencia se usa un genoma o transcriptoma conocido como punto de referencia, sin embargo también es posible realizarlo sin tener información conocida de la especie que se estudia (‘non–model species’) gracias a las técnicas de ensamblaje de novo aplicadas a datos NGS.

No obstante que el concepto de transcriptómica comparativa apoyado en la secuenciación RNA–Seq ha sido utilizado en especies no modelo, como por ejemplo el fríjol común (Phaseolus vulgaris L.) (Wu et al., 2014), la variedad de uva cabernet sauvignon (Vitis vinifera) (Li et al., 2014) y la especie de trigo diploide escaña cultivada (Triticum monococcum) (Fox et al., 2014), el caso de la caña de azúcar es particular ya que ésta tiene un genoma poliploide (octa–decaploide), aneuploide (2n = 80–130), de gran tamaño, >10 GB (Revisado en D'Hont, 2005), lo cual podría dificultar el análisis de la información genómica producida. Debido a esto, el objetivo en esta investigación fue probar la utilidad de las nuevas herramientas de secuenciación para identificar genes asociados con tolerancia al estrés por DH y/o el anegamiento en variedades de caña de azúcar, con el fin de confirmar su utilidad en estrategias de mejoramiento varietal apoyado en biotecnología. Considerando que en otras especies de cultivos se han identificado genes que contribuyen a la tolerancia del estrés causado por el DH y el anegamiento, se decidió utilizar esta información para evaluar la utilidad de resultados obtenidos en los análisis del presente estudio.

Materiales y métodos

Material vegetal e inducción de estrés

Se utilizaron las variedades SP 71–6949 y MZC 74–275, previamente caracterizadas (Viveros, 2011) como tolerantes y susceptibles, respectivamente, al estrés por déficit hídrico (DH). Para el caso del estrés debido a anegamiento se utilizaron las variedades CC 01–1940 y CC 93–4418 catalogadas por el Programa de Variedades de Cenicaña como tolerante y susceptible para esta característica, respectivamente.

Inducción de estrés por déficit hídrico

La inducción de estrés por DH se hizo en invernadero, en plantas de 5 meses de edad, las cuales se sembraron en tanques de 0.8 m. de profundidad y 2 m. de diámetro. Las variedades se sembraron usando un modelo completamente al azar con tres repeticiones por cada tratamiento. Las muestras de tejido foliar, aproximadamente 5 g, fueron recolectadas en plantas cultivadas en condiciones normales de irrigación (control) o en condiciones de estrés, específicamente cuando el nivel de humedad en el suelo había agotado aproximadamente 75% del agua aprovechable (estrés medio) y cuando había alcanzado un nivel de humedad cercano al punto de marchitez permanente (estrés severo). Para el monitoreo de los niveles de humedad en el suelo se usó la sonda Diviner–2000 (Sentek, Australia). Antes de recolectar el tejido foliar para confirmar la inducción de estrés en cada una de las plantas, se hicieron mediciones de temperatura de la hojas, conductancia estomática, fluorescencia del fotosistema II y contenido de clorofila, usando los instrumentos Termómetro High Temperature IR Thermometer (Extech Instruments, USA), porometro SC–1 (Decagon Devices, USA), FluorPenFP 100 modelo Z990 (Qubit Systems, Canadá) y Clorofilómetro SPAD 502 Konica Minolta (Sensing Americas, USA), repectivamente.

Inducción de estrés por anegamiento

Para esta inducción se utilizaron plantas de 4 meses de edad sembradas en lisímetros (1.2 m de largo x 1.5 m. de ancho x 2 m. de profundidad) que fueron anegadas por un período de 2 y 14 días o mantenidas bajo condiciones normales de humedad. El experimento se sembró usando un modelo de bloques completos al azar con tres repeticiones por cada tratamiento. Las muestras de tejido foliar fueron recolectadas a partir de plantas cultivadas en condiciones normales de irrigación (control) o en condiciones de estrés, específicamente después de 2 días (estrés medio) y de 14 días bajo anegamiento (estrés severo). Para monitorear los cambios fenotípicos indicativos de estrés, se evaluó la presencia de raíces superficiales al momento de la cosecha.

Extracción de ARN

El ARN total de cada una de las variedades fue extraído a partir de 100 mg de tejido foliar, usando el reactivo Trizol (Invitrogen, USA) y siguiendo las indicaciones del fabricante. El ARN, una vez extraído, fue disuelto en agua ultrapura, libre de ARNasas, para determinar su concentración en un Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific, USA). Adicionalmente, 5 µg de ARN fueron tratados con ADNasa I (Ambion, cat #: AM 2222) disueltos en agua ultrapura, los cuales fueron utilizados para la construcción de las bibliotecas de ADNc.

Construcción de bibliotecas de ADNc y secuenciación masiva Illumina

Muestras de ARN total, tratado con DNAsa I, fueron enviadas a la Universidad de Illinois en Urbana–Champaign (http://www.igb.illinois.edu/biotech/htdna) para el proceso de construcción y secuenciación de las librerías de ADNc. Un total de 12 librerías, correspondientes a dos variedades bajo tres tratamientos (control, estrés medio y estrés severo) para el caso de DH y dos variedades bajo tres tratamientos (control, estrés medio y estrés severo) para el caso de EH, fueron construidas. Cada librería fue secuenciada por cada extremo (paired–end sequenced), usando el kit de secuenciación TruSeq SBS (versión 3) y el paquete Casava1.8 (pipeline 1.9). El proceso de secuenciación se llevó a cabo en una plataforma de secuenciación HiSeq1000.

Análisis bioinformático y estadístico

Una vez obtenidas las secuencias, varios paquetes informáticos fueron usados para determinar los genes que presentaron expresión diferencial entre los tratamientos de cada experimento (EH o DH) Entre ellos, el paquete CLC Genomics workbench, version 4.6.1 (CLC bio, Aarhus, Denmark) y la base de datos de EST de caña de azúcar, http://sucest–fun.org, (Vettore et al., 2003) se usaron para el proceso de alineamiento y estimación de valores RPKM (del inglés Reads Per Kilobase of transcript per Million reads mapped). Los valores de RPKM estimados para cada una de las secuencias fueron utilizados en el programa DEGseq (Wang et al., 2010) para identificar los genes que presentaron una expresión diferencial (P < 0.001) entre los tratamientos (Control vs. E. Medio y Control vs E. Severo) dentro de cada experimento (DH y anegamiento). Finalmente, la anotación de las secuencias de interés se realizó con el programa Blast2GO (Conesa et al., 2005). Los análisis estadísticos se hicieron con el paquete SAS, versión 9.3.

Resultados y discusión

Factores abióticos como el déficit de agua o el anegamiento promueven cambios bioquímicos y fisiológicos en las plantas, por ejemplo, cambios en la apertura o cierre de las estomas y captación de CO2, cambios en la tasa de división celular y fotosíntesis, entre otros. Estos cambios ocurren como una adaptación a las nuevas condiciones ambientales y son el producto de la activación o inactivación de un determinado número de genes. Debido a su función durante periodos de estrés, estos genes podrían ser considerados como los responsables de la tolerancia a estos tipos de estrés (Shinozaki y Yamaguchi–Shinozaki, 2007). La identificación de genes que contribuyen a la tolerancia por estrés hídrico representa un claro beneficio en la agricultura, ya que brindaría la posibilidad de generar nuevas variedades con un consumo menor de agua en áreas donde este recurso es escaso, reducir las pérdidas en producción debidas al estrés abiótico y disminuir los costos de producción del cultivo.

En el presente trabajo se evaluó la utilidad de las metodologías de secuenciación NGS en la identificación de genes asociados con la tolerancia al estrés hídrico, como el DH y el anegamiento, en la caña de azúcar. Esto, considerando que el gran tamaño del genoma de la caña (aproximadamente 10 GB) y su nivel de ploidía podría dificultar, entre otras características, la identificación confiable de genes expresados diferencialmente (GED). Es importante mencionar que en el proceso de análisis de datos NGS–RNA–Seq, el primer paso requiere un alineamiento de las secuencias producidas a un transcriptoma de referencia o, en caso de que éste no exista, se debe producir uno a partir del ensamblaje de novo de las secuencias cortas. Es a partir de esta primera reconstrucción de los genes contenidos en las secuencias NGS, que es posible cuantificar el número de fragmentos que hacen parte de un gen y de esta manera determinar si los genes reconstruidos han variado su expresión entre los tratamientos en estudio (Trapnell et al., 2012). En este estudio también se evaluó la hipótesis que es posible diferenciar entre genes muy similares, expresados bajo la misma condición de interés, en un genoma o transcriptoma de gran tamaño como el de la caña de azúcar.

Con el objeto de promover los cambios en la expresión de los genes de interés, variedades de caña de azúcar previamente categorizadas como tolerantes o susceptibles al estrés por DH o al anegamiento fueron mantenidas, de manera independiente, bajo condiciones control o de estrés. Lo anterior, con el fin de comparar la expresión génica de ambos tratamientos y de identificar aquellos genes que se expresaban diferencialmente. La inducción de la condición de estrés en cada uno de los experimentos se confirmó por monitoreo de variables fisiológicas como la temperatura de la hoja, la conductancia estomática, la fluorescencia del fotosistema II y el contenido de clorofila de las hojas, en el caso del DH; y el desarrollo de raíces superficiales en el caso del anegamiento. En la Figura 1 se observa que en el caso del DH, la temperatura de la hoja aumentó en la medida que incrementaba el estrés, mientras que en el caso de la conductancia estomática, la fluorescencia del fotosistema II y el contenido de clorofila de las hojas, estas tendieron a disminuir. Estos resultados eran esperados y han sido documentados como cambios típicos de plantas bajo estrés por DH y son una consecuencia del cierre estomático y la reducción en el intercambio gaseoso (Barbosa et al., 2013; de Almeida Silva et al., 2011; Liu et al., 2011). En el caso de anegamiento, la inducción del estrés fue observada en el desarrollo de las raíces, teniendo en cuenta que el estrés por anegamiento no necesariamente genera alteraciones en la temperatura de las hojas, intercambio gaseoso o fotosíntesis (Glaz et al., 2004). En contraste, al disminuir la concentración de oxígeno en el suelo, como consecuencia del exceso de agua, se observan cambios como el desarrollo de raíces superficiales con mayor aerénquima, los cuales facilitan la captura de oxígeno (Eavis, 1972) (Figura 2).
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El ARN foliar se utilizó como punto de partida para evaluar la utilidad de las herramientas de secuenciación masiva para estudios de expresión génica en caña de azúcar. Esto debido a la simplicidad de extraer ARN foliar y a la disponibilidad de datos provenientes de otros estudios (Tougou 2012; Vettore et al., 2003) que evaluaron la expresión génica en hojas y que permiten establecer comparaciones con los resultados del presente trabajo. No obstante, es necesario destacar que la expresión génica es influenciada por el ambiente y se considera específica de un tejido es decir, los genes que se expresan en un momento dado en las hojas pueden llegar a ser diferentes de aquellos que se expresan en ese momento en la raíz lo cual sugiere que tanto en el caso del DH como en el anegamiento, la evaluación de la expresión génica en las raíces podría aportar información adicional a la aquí presentada. La calidad del ARN extraído de las hojas y utilizado en la construcción y secuenciación de las bibliotecas RNA–Seq fue evaluada mediante los rangos de absorbancia 260/280 y la evaluación visual de las bandas ribosomales 28S y 18S obtenidos para todas las muestras. En la Figura 3 se observa que cada una de las muestras presentaba bandas ribosomales sólidas. En conjunto con los rangos de observancia obtenidos, los cuales se mantuvieron entre 1.8 – 2.0 (datos no mostrados), se puede concluir que el ARN usado para la construcción de las bibliotecas fue de alta calidad.
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En este estudio se secuenció un mínimo de 9,461,897 secuencias por cada una de las 12 bibliotecas construidas (Tabla 1). Adicionalmente, se usó el transcriptoma público de caña de azúcar, denominado SUCEST, como punto de referencia. Aunque SUCEST no representa de  forma fiel el transcriptoma de la caña de azúcar, ya que en la actualidad no existe un genoma secuenciado, sí es una excelente herramienta que reúne 43,143 transcritos (que en este caso se podrían interpretar como genes) y sus posibles variantes, que no están muy distantes de lo que se esperaría observar en un genoma como el de la caña de azúcar. Del total de posibles transcritos almacenados en SUCEST se lograron reconstruir para cada biblioteca entre 30,219 – 33,419, los cuales fueron utilizados para identificar aquellos que se expresaron de manera diferencial. En otros términos, se identificaron tanto aquellos genes que ser sobre–expresaron o se reprimieron en una variedad cuando esta se encontraba bajo condiciones de estrés. Los resultados de la cuantificación de la expresión mostraron un total de 3193 GED en el caso del estrés por DH y 1481 en el caso del estrés por anegamiento. En las Figuras 4 y 5 aparece un resumen de esta información y se establecen diferencias entre el número de GED presentes, tanto en variedades tolerantes y susceptibles o de manera exclusiva en alguno de estos dos grupos.
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La función más posible en los diferentes procesos biológicos celulares de los genes fue evaluada a través de comparaciones con los genes almacenados en la base de datos de proteínas no redundantes (nr: Non–redundant GenBank CDS translations + PDB + SwissProt + PIR + PRF) del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/), usando el programa Blat2GO. En las Figuras 6 y 7 se observa esta clase de información para los GED en los genotipos tolerantes (SP 71–6949 y CC 01–1940) usados en este estudio. Dentro de las rutas metabólicas activadas durante el proceso de estrés se encuentran genes asociados con respuesta a estrés y estímulos abióticos, entre otros, los cuales confirman lo observado en otros estudios similares (Aparecida–Rodrigues et al, 2009; Vettore et al, 2003).
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Finalmente, para evaluar la posibilidad de identificar GED con alta similitud se monitoreó la expresión de los genes DREB (Dehydration Responsive Element Binding) y ERF (Ethylene Responsive Factor) en el caso de estrés por DH, y la familia ADH (Alcohol Dehydrogenase) en el caso del estrés por anegamiento. Dentro de los GED identificados se encontraron siete transcritos categorizados como DREB, 29 como ERF y 3 como ADH. Cada una de estas familias de genes han sido extensivamente caracterizadas como contribuyentes a la tolerancia a DH y anegamiento en varias especies de monocotiledóneas y dicotiledóneas (Tougou et al., 2012; Quan et al., 2010; Shinozaki y Yamaguchi–Shinozaki 2007; Li et al, 2005). Adicionalmente, en el caso de la familia DREB, la similitud entre los siete GED varió entre 43.9% y 90.5%. En el caso de los ERF el rango de similitud entre los 29 GED fue de 31.2% a 96.4%. Para anegamiento, los tres GED identificados mostraron una similitud entre ellos de 39% a 57%. En el Tabla 2 se presenta un listado parcial de los GED de DH pertenecientes a las familias DREB y ERF, mientras que en el Tabla 3 se relaciona el listado de los tres GED pertenecientes a la familia ADH en los experimentos de anegamiento. Estos resultados son importantes porque confirman la posibilidad de diferenciar entre GED altamente similares los cuales han sido previamente asociados con las características de interés en otros cultivos.








Conclusiones


	La consecución de variedades de caña de azúcar con capacidad para un uso más eficiente del recurso hídrico, tendría una importante repercusión en la industria azucarera colombiana, ya que permitiría reducir los costos y las pérdidas en producción en zonas donde ocurre estrés por déficit o sobre–oferta del recurso hídrico. En este sentido, Cenicaña trabaja en la identificación de genes de interés de tal manera que se puedan implementar estrategias de mejoramiento genético basado en transformación genética o selección varietal usando marcadores moleculares.

	Los resultados preliminares presentados en este documento son el primer paso en la identificación de estos genes y confirman la utilidad de las metodologías NGS, en una especie genéticamente compleja como la caña de azúcar.



	Aunque los resultados observados hasta el momento son promisorios, es de resaltar que estos requieren de repeticiones biológicas que confirmen la expresión de los genes aquí identificados como expresados diferencialmente y que podrían servir como candidatos en estrategias de mejoramiento molecular.
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Resumen

En el estudio se evalúo el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento de extractos etanólicos (EE) de Lantana camara L. (Verbenacea) y Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) sobre Colletotrichum gloeosporioides. Los EE se almacenaron durante 1 año a 8 ± 2 y 26 ± 2 °C. Cada 2 meses se diluyeron en agar papa dextrosa (PDA) a concentraciones de 0, 0.5, 1 y 1.5% (v/v) sobre las cuales se colocó el hongo para medir la inhibición del crecimiento micelial (ICM) y la esporulación (IE); y en microcultivos en PDA, la germinación de conidios. Los EE almacenados a 8 ± 2 °C conservaron su efectividad durante 12 meses en todas las variables evaluadas, mientras que aquellos a 1.5% de concentración a 26 ± 2°C comenzaron a perder su efectividad a los 6 y 8 meses después de preparados, llegando hasta 3% de ICM, 4% de IE y 18% de germinación. Los resultados indicaron que la temperatura y el tiempo de almacenamiento son determinantes para la efectividad de los EE.

Palabras clave: Antracnosis, control biológico, estabilidad, extractos naturales, metabolitos secundarios.



Abstract

The effect of time and temperature of storage of ethanolic extracts (EE) of Lantana camara and Heliotropium indicum on Colletotrichum gloeosporioides was investigated. The EE were stored at 8±2 and 26±2°C, during one year. Every 2 months they were diluted in potato dextrose agar (PDA) at 0; 0.5; 1 y 1.5% (v/v) concentrations, fungus disks were placed onto the media, mycelial growth (ICM) and sporulation (IE) inhibition were measured, as well as conidia germination. The EE stored at 8±2°C maintained their effectiveness on all variables during the 12 months storage, while those stored at 26±2°C started to lose their effectiveness at 6 to 8 months, ending up to 3% ICM, 4% IE and 18% conidia germination at 1.5% concentration. Results indicated that storage temperature and time are determinant for extracts effectiveness.

Keywords:Natural extracts, secondary metabolites, biological control, anthracnose, stability



Introducción

Los extractos etanólicos de muchas plantas silvestres tienen un marcado efecto fungitóxico sobre diversos patosistemas (García y Pérez, 2009). Por mucho tiempo se consideró que los compuestos derivados del metabolismo secundario eran sustancias de desechos sin función fisiológica definida. El efecto fungitóxico es debido a la participación de metabolitos secundarios (MS) en las interacciones entre las plantas y factores bióticos, resultando en la inhibición del crecimiento de otros organismos vegetales (alelopatía) y en la protección contra infecciones y depredadores (Azcón–Bieto y Talón, 2000).

Las investigaciones para desarrollar antifúngicos naturales con estabilidad en el tiempo son escasas y la mayoría de ellas se centran en el efecto fitoquímico que ejercen los MS sobre los patosistemas y no sobre aquellos factores que afectan su estabilidad química (Montes, 2009). Sharapin (2000) sugiere que si se considera la composición química compleja de los extractos vegetales (EV), se debe analizar y controlar el comportamiento de sus componentes durante el almacenamiento, considerando métodos de conservación efectivos para los principios activos que ellos contengan.

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatógeno de amplia distribución, señalado como agente causal de antracnosis en diferentes cultivos de importancia agrícola. El daño por este hongo se manifiesta por necrosis foliar con manchas irregulares, ligeramente hundidas sobre la lámina y bordes de la hoja, y circulares y oscuras en los frutos (Agrios, 2005).

Lantana camara L. (Verbenaceae) y Heliotropium indicum L. (Boraginaceae), conocidas en Venezuela como cariaquito blanco y rabo de alacrán, respectivamente, presentan MS con propiedades antimicrobianas que afectan el desarrollo de distintas especies de hongos fitopatógenos (Silva et al., 1999; Rodríguez et al., 2004). Debido a la acción efectiva que tienen los extractos vegetales sobre algunos hongos fitopatógenos, es necesario conocer el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de los principios activos de dichos extractos, lo que permitirá definir las mejores condiciones para su preservación. Para tal fin, en este ensayo se evaluó el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre los extractos etanólicos de Lantana cámara L. y Heliotropium indicum L. y su acción sobre Colletotrichum gloeosporioides.

Materiales y métodos

Para la obtención del extracto etanólico se utilizaron ramas y hojas de plantas silvestres adultas de L. camara y H. indicum en estado de prefloración, recolectadas en los terrenos del Postgrado de Agronomía de la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA), municipio Palavecino, Estado Lara, Venezuela. Las ramas y las hojas fueron secadas bajo sombra y trituradas en una licuadora Oster®. El material resultante fue macerado y diluido en etanol (96%) en una relación de 800 g de materia seca en 3 lt de solvente. Transcurridas 48 h el líquido fue filtrado a través de cuatro capas de gasa y con la ayuda de un Rotavaporador Brinkmann® se separó el alcohol, para obtener así el EE puro, el cual fue transferido a viales de 1.5 ml cubiertos con papel aluminio para evitar la incidencia de la luz. Finalmente fue almacenado durante 12 meses a temperaturas de 26 ± 2°C (ambiente) y 8 ± 2°C (refrigerada).

Para realizar las evaluaciones in vitro se tomaron muestras de EE cada 2 meses hasta 12 meses después de preparados, las cuales fueron utilizadas para medir el efecto sobre el crecimiento micelial y la esporulación de C. gloeosporioides, siguiendo la metodología de Araujo et al. (2007), además, se evaluó el efecto sobre la germinación de los conidios, siguiendo la metodología de Ortiz (2010). En ambos casos se utilizó una cepa del hongo aislada de mango (Mangifera indica L.), perteneciente a la colección del Laboratorio de Micología de Postgrado de Fitopatología de la UCLA, la cual se cultivó, previamente, por 4 semanas en agar–papa–dextrosa (PDA).

Los EE fueron mezclados en PDA previamente esterilizado en autoclave, a las concentraciones de 0, 0.5, 1 y 1.5% (v/v). El medio con EE fue dispensado en cápsulas Petri y una vez solidificado se colocó en él un disco de 0.5 cm de diámetro de agar con micelio, y luego se incubó a 26 ± 2°C. El diámetro de la colonia fue medido cada 2 días hasta que la colonia en el testigo sin EE cubrió totalmente la cápsula. Se empleó un diseño factorial 6 x 2 x 3 con cinco repeticiones para cada uno de los EE. Finalmente, se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento micelial en cada tratamiento, aplicando la fórmula:


[bookmark: e1]


donde: ICM = inhibición del crecimiento micelial, CTT = crecimiento micelial en el tratamiento testigo (0%); CTE = crecimiento micelial en el tratamiento evaluado.

Para medir el efecto de los EE sobre la esporulación del hongo, de cada tratamiento con la ayuda de un sacabocado de 0.5 cm de diámetro se sacaron tres discos de PDA con colonia de C. gloeosporioides, los cuales fueron colocados en tubos de ensayo con la adición de 10 ml de agua destilada estéril y agitación por 1 min. Con ayuda de un hematocímetro se determinó la cantidad de conidios en suspensión y se procedió a calcular el porcentaje de inhibición de cada tratamiento en relación con el testigo (sin EE) utilizando la ecuación siguiente:


[bookmark: e2]


donde: IE = Inhibición de la esporulación, ETT = esporulación en el tratamiento testigo (0%); ETE = esporulación en el tratamiento evaluado.

Para medir el efecto de los EE sobre la germinación de conidios de C. gloeosporioides se prepararon microcultivos con medio PDA enmendado con los EE almacenados en las concentraciones de 0; 0,5; 1 y 1.5% (v/v) que fueron aplicados en láminas porta–objetos, utilizando tres repeticiones por tratamiento. Se preparó una suspensión de 2.8 x 105 conidios/ml, siguiendo la metodología del experimento anterior y se aplicó una alícuota de 20 µl a las láminas, luego se incubaron en cámaras húmedas a 26 ± 2°C. Transcurridas 12 h se realizaron seis observaciones aleatorias de las láminas con microscopio óptico a 400X y se contabilizaron los conidios germinados en cada tratamiento. Con los datos obtenidos se calculó el porcentaje de germinación para realizar el análisis de varianzas, utilizando el programa Statistix®, versión 8.0, y la comparación de medias mediante la prueba Tukey (P < 0.01).

Resultados y discusión

Los resultados del análisis de varianza indicaron diferencias (P < 0.01) entre tratamientos para tiempo, temperatura de almacenamiento, concentración y sus interacciones. Al realizar la comparación de medias (Tabla 1) se observó que el efecto sobre la ICM no varió para los extractos almacenados a 8 ± 2°C, con una inhibición de 67% a los 12 meses en las máximas concentraciones del EE (1.5 %) de L. cámara y de 62% de H. indicum. El almacenamiento a 26 ± 2°C ocasionó una pérdida del efecto de los EE a partir de los 6 meses, en el caso de L. camara, y de 8 meses en H. indicum; con valores de 4% para el primero y de 2% para el segundo al finalizar el experimento después de 12 meses de almacenamiento.



En la evaluación de la esporulación, el análisis de varianza mostró, igualmente, diferencias significativas (P < 0.01) entre los tratamientos para cada variable y las interacciones. En el extracto almacenado a 8 ± 2°C, la prueba de medias reveló que los EE mantuvieron su efecto sobre la IE a través del año de estudio (Tabla 2), con valores de 78% para L. cámara y 68% para H. indicum. Los EE almacenados a 26 ± 2°C, por el contrario, disminuyeron su efecto a partir de 6 meses de almacenados, en el caso de L. camara y de 8 meses en el caso de H. indicum, cuando las pérdidas de efectividad fueron drásticas, llegando hasta 4% de IE al final de los 12 meses.



El porcentaje de germinación, al igual que la ICM y la IE, varió significativamente (P < 0.01) entre los tratamientos para las variables evaluadas y sus interacciones (Tabla 3). Los extractos de ambas especies conservados a 8 ± 2°C no mostraron diferencias (P > 0.05) dentro de cada concentración durante los 12 meses de evaluación. Los menores porcentajes de germinación a esta temperatura se obtuvieron con la más alta concentración (1.5%) de los EE, especialmente con H. indicum, los cuales alcanzaron un valor de 20.7%, después de 12 meses de almacenamiento; mientras que con la misma concentración de EE de L. camara se alcanzaron valores de 70%. Los EE conservados a 26 ± 2°C presentaron una pérdida creciente de efectividad, a partir de 6 meses, en el caso de L. camara, y de 8 meses, en el caso de H. indicum. A los 12 meses, la germinación de los conidios en todas las concentraciones de EE variaron entre 89.4 y 94.4%.



Los resultaron mostraron que la temperatura tiene un efecto directo sobre la efectividad de los extractos vegetales, lo cual puede estar relacionado con el carácter termolábil de los MS (Sharapin, 2000). Bayer et al. (1987) explicaron que los MS, especialmente los fenoles, pueden descomponerse total o parcialmente a temperatura ambiente, debido a la ruptura de los anillos de benceno, los cuales son la base estructural de muchos de ellos. Por otro lado, Rosas (2004) indicó que las bajas temperaturas favorecen la conservación de las características químicas de los EV, explicando por qué los extractos almacenados a 8 °C no perdieran su efectividad.

La literatura no reporta evaluaciones sobre la efectividad en el tiempo y bajo diferentes temperaturas de los EE sobre hongos fitopatógenos, sin embargo, los resultados de este estudio indicaron que existe una relación directa entre ambos factores; lo que indica que el tiempo de almacenamiento depende de las condiciones de temperatura del mismo.

Conclusiones


	Los EE de L. camara y H. indicum almacenados a 8 ± 2°C no perdieron su efectividad en el control de C. gloeosporioides durante 12 meses de almacenamiento; no obstante almacenados a 26 ± 2°C disminuyeron sus efecto sobre el crecimiento micelial, la esporulación y la germinación de conidios del hongo, para L. camara a los 6 meses y para H. indicum a los 8 meses, después de preparados.

	El EE de H. indicum tuvo mayor efectividad sobre la germinación de conidios, mientras que el de L. camara lo tuvo sobre el crecimiento micelial y la esporulación.
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Figura 2. Precipitacion anual-2012. La flecha indica epoca de siembra.





OEBPS/Images/v64n04a03f3.jpg
Factor 1= 28%

P <0001
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des. Oxisoles del Pie-demonte de los Llanos Orientales de Colombia.
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Figura 2. Materia seca de plantas de Physalis peruviana por efecto de la
aplicacién de N, Py K en diferentes dosis. Diferencia minima significativa
de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05), ns: no significativo. * indica
efecto significativo con P < 0,05. Error estandar entre paréntesis: Materia
seca kg (150.28).
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Tabla 3. Variacién de la CE (dS/m) del suelo durante el ensayo de incuba-
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OEBPS/Images/v64n04a06f4.jpg
Aceptabilidad (%)

w

B

Ao itrics o marsjodepastosy s
Capatiasiniena s mansiocasuss
Aompafimieroalprocor enlsimplemeacindeBEG o

il eoragons oh e

Implmencacin e sisamas e nfomadiny omunicadin parasl producor
Capactacinenstames e upnentasin® .

W ® ® & w8 n m @ W
Viabilidad (%)
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Figura 1. Correlacion entre los porcentajes de arena y arcilla obtenidos
con el método de la pipeta vs. los métodos de dispersion quimica.
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Figura 5. Triplot de la correlacién entre una matriz de interaccién entre
variables de atributos sensoriales vs. matriz de 21 variables de manejo del
cultivo y produccion de café. 32 Q1 de café de buena a baja calidad. Fincas
del sur del Departamento del Huila, Colombia.
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Tabla 4. Correlaciones significativas (P < 0.05) entre densidad de esporas
por 100 g de sueloy DPM y DGM e indice de diversidad de Shannon y DGM.
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Figura 3. Absorcién de N, Py K en la etapa de floracién de Physalis peruvio-
na relacionada y e produccién de MS de planta (P < 0.05). Errores esténdar
(entre paréntesis): N (91), K (2.24), P (37).
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Figura 3. Nimero promedio de nédulos: a. tiempo establecimiento:
b. bloques, c. tratamiento.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Las lineas
indican el error estandar.
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Tabla 5. Porcentajes de arena, arcilla y limo por Bouyoucus y clasificacio-
nes texturales obtenidas con diferentes metodologia, en nueve suelos de
Cérdoba y Sucre, Colombia.
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. Método de Bouyoucos con dispersante quimico (NaPO,), + Na,CO,
(calgsn)y NaPO,), + Na,CO, Na,P,0, (mezcla propuestal.
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Tabla 1. Variables para describir las condiciones de los lotes de café en
fincas del Departamento del sur del Huila, Colombia.
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Figura 1. Valores de los indices de estabilidad DPM y DGM (tamafio de los
agregados en milimetros mm) (a), densidad de esporas (b), riqueza (c) y
abundancia (d) entre las zones de cultivo, bosque y erosién de las fincas
evaluadas en la zona rural de Dagua, Valle del Cauca, Colombia.

DPM, DGM = Indices de los diémetros geométrico medio (DGM) y ponderado.
medio (DPM).
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Figura 1. Parametros fisiolgicos medidos en variedades de cafia utilizadas
bajo condiciones normales de irrigacion o bajo condiciones de estrés por DH.

CC: capacidad de campo, 20-25 LARA: lamina de agua rapidamente apro-
vechable entre el 20-25%, PMP: punto de marchitez permanente. Las letras
diferentes (a, by o entre cada uno de los puntos para una misma variedad
indican diferencias estadisticas significativas (P < 95%).
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Tabla 2. Variacién del pH del suelo durante el ensayo de incubacién

Fechas de Me

Tratamientos
7 dias 14 dias 21 dias. 28 dias

Ti(estigo)  8.27(0.06)% 823(0.15) 8.27(0.06)* 8.30(0.10)*
T20%V)  7.83(003)% 7.75(005)% 7.77(006)% 775(005)%
TIEHY)  777(006)% 767(0.06)% 762(003)> 7.60(005)%
TA(I0%V)  7.72(003)% 7.62(0.03)® 7.55(005)% 7.50(0.05)%

Las letras maytsculas indican diferencias entre tratamientos por fecha de
medicion; letras minisculas indican diferencias para un mismo tratamiento
durante la incubacién, Letras difieren con una probabilidad < 0.05% segin
la prueba de Tukey; entre paréntesis, la desviacion estandar.
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Figura 4. Nédulos de rizobios recolectados en raices de leucaena. Arriba,
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Tabla 2. Clasificacién de la calidad quimica del suelo. Oxisoles del Piedemante de los Lianos Orientales de Colombia..

G Calidad quimica del suelo Medicion i iliin
Media Alta (dempe)
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Ca(Cmateiie) 03 0315 >15 Semeswal i e
Mg (Cmolerig) <005 00505 05 Semestral IMEHT; Absercién atémica
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Figura 1. Distribucién de los sitios evaluados en funcion del aporte de las
variables quimicas a la conformacion de los Factores 1y 2. Oxisoles del Piede-
monte de los Llanos Orientales de Colombia.
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Figura 5. Variacién del nitrégeno total y amoniacal en suelos: ay b, tiempo.
de establecimiento; ¢y d, blogues.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente  significativas,
las lineas sobre las barras muestran desviacién estandar.
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Figura 2. Raices de plantas de cafia de azucar de 4 meses de edad, en condi-
ciones normales de irrigacién (control) 0 en anegamiento (estrés).
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Figura 3. Analisis de correspondencia basada en tablas de contingencia de
caracteristicas de suelos (Su)y calidad de café (Q). Fincas del sur del Depar-
tamento del Huila, Colombia.
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Figura 2. Matriz de priorizacién de alternativas.
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Tabla 3. Lista de GED pertenecientes 3 las famiia ADH, identificados bajo los niveles de estrés medio y severo de anegamiento en las variedades CC 01-1940
(tolerante)y CC 93-3418 (susceptibl). Se musstran ademas los iveles de expresién (o, (Fold-Change)) y valores de sighificancia (-value) de fos GED durante s
os veles de estrés en cada variedad. Las caslas en blanco denotan que no se presents expresion diferencaldel GED.

ccortss0 ccszants
Id.Secuencia®  Famila  Descripeion dela secuencia Estrés medio Estréssevero Estrés medio Gstrés severo
log(FQ)_pvalue log (FQ)_pvalue log(FQ) pvalue log(FC) pvalue
SCBFLRIOZ6G03g  ADH  aryialconol dehydrogenase ke — EE = = =
SCEPRZI0NIAC2E  ADH  cinnamylalcohol dehydrogenase2  — - s e — - = =

sccquomiosy o damideholdore s s - -

087 taEn - -

* Id segun especiicado en la base de datos SUCEST (wwi.sucest-fun.org)
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Figura 2. Correlaciones para las variables quimicas en funcion de sus
aportes ala conformacion de los Factores 1y 2. Oxisoles del Piedemonte de
los Lianos Orientales de Colombia.
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Tabla 5. Variacién del Porcentaje de Sodio Intercambiable (PSI) del suelo
durante el ensayo de incubacién

Fechas de Medicion

Tratamientos
7 dias, 14 dias 21 dias 28 dias.

Ti(esugo)  6569085)° 6665059)° 6580097 6653062
T21%V)  632002)% 5988052 S5E(156%  S4ZBOSH™
TIERY)  BBRIYS UBEE)® L6119 418055
TA0%Y)  BRESNT  IETOSO*  AITOM)= 3707

Les letras maytisculas indican diferencias entre tratamientos por fecha de.
medicion;letras mintisculas indican diferencias para un mismo tratamiento
durante la incubacién. Letras difieren con una probabilidad < 0.05% segin
Ia prueba de Tukey; entre paréntesis, la deswiacién escandar.
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‘Tabla 3. Propiedades de los suelos en fincas en el estudio. Sur del Departamento del Huila, Colombia.

sudo 1 sudo2 sudo3 sudlos
Fropiedad pe
Media £ €. Medi £ £ Media  E£. Media £ £
o 26008 572:028 4520075 sas01c 00001
K 15720310 1.48:0353b 0s7:017a 056202 o017
@ 28110420 15772883 2972056 723:0960 <0000
g 078:017a 1.06:0.443b 0s2:008 2272037 <0001
N 0260018, 01420013 012001 0132001 <0001
so% es2e374a 58.99:055b, e sasestoza <0000
a 208024 0142008 ss018b oaes0ta <0000
3 21424053 5787258 22736146 125583660 00001
e s2124108 915822236 1131841593 7550908 005
@ oses025 21205 219209 112024 02655
o 2472350 13832062 2632491 12582258 00395
S 26504 612 233103000 1281025 00001
Mo 399:0248 35620280 sas:022 3881047 oo0ss
N o2:008 0180015 0260018, 015:002 o005t
s [EREN 157525386 6072062 PORES ootes
s 066008 0572025 0s:01 o011 o703

*Valores en una mism hilera seguidos de letras diferentes son estadisticamente diferentes segtin a prusba de Hoteling (P < 0.05).
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Figura 3. ARN total extraido de tejido foliar de variedades de cafia de azticar
en condiciones normales o de estrés hidrico.

Las muestras 13 corresponden al genotipo tolerante (SP 71-6949) para
la condicin DH. Las muestras 4-6: corresponden al genotipo suscepti-
ble (MZC 74-275) para la condicién DH. Las muestras 7-9 corresponden
al genotipo tolerante para la condicion de anegamiento (CC 01-1940). Las
muestras 10-12: corresponden al genotipo susceptible para la condicion
de anegamiento (CC93-4418). Las muestras 1, 4, 7 y 10 corresponden al
tratamiento control para cada uno de los experimentos y variedades. Las
muestras 2, 5, 8y 11 corresponden al tratamiento estrés medio para cada
uno de los experimentos y variedades. Las muestras 3, 6, 9 y 12 corres-
ponden al tratamiento estrés severo para cada uno de los experimentos y
variedades. Las muestra RS: repeticin de la muestra 5. M1: marcador de
peso molecular de ADN de 100 pares de bases (Fermentas), M2: Marcador
de peso molecular de ARN (Fermentas).
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Figura 1. Altura de plancas de Physalis peruviana por efecto de la aplicacién
N, Py K en diferentes dosis. Diferencia minima significativa de acuerdo con
Ia prusba de Tukey (P = 0.05), ns: no significativo. *: indica efecto significati-
il £ OIS Ervar sl Qi st A N TS






OEBPS/Images/v64n04a09f4.jpg
e ot
7 e

oL

o

2 il
- TRADICONAL L e ey

163

* 2648n Ao

T ermarn ondo a0 o

s opvasadot ot ™40
1.3, S
Ao £

2 23 1248
Ee 1

Figura 4. Andlisis de correspondencia basada en tablas de contingencia en-
tre calidad de taza Q y caracteristicas de manejo del cultivo del café. Fincas
del sur del Departamento del Huila, Colombia.





OEBPS/Images/v64n04a11t2.jpg
Tabla 2. Lista parcial de los GED pertenecientes a las familias DRES y ERF, identificados bajo o5 niveles de estrés medio y severo de déficit hidrico en las varie-
‘dades 5P 71-6949 (tlerante)y MZC 74.275 susceptible). Se muestran ademis los iveles de expresion (og2(Fold-Change))y valores de significancia (P-value) de
105 GED durante los dos niveles de estrés en cada variedad. Las casilas en blanco denatan que o se presents expresion diferencaldel GED.
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+1d segun especificado en la base de datos SUCEST (www.sucest-fun.org)
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Tabla 4. Variacién del Sodio Intercambiable (Cmol /Ke) del suelo durante el

ensayo de incubacion.

Tratamientos

Fechas de Medi

7 dias. 14dias 2 28 dias
Ti(estgo) 342(0.03)% 3.42(008)% 347(008)% 3.40(0.05)%
T2(1%V)  347(003)% 257(015)% 250(0.05)% 238(0.03)%
TIEHV)  268(013)% 200(018)° 1.63(0.08)% 158(0.08)%
TAI0KY)  253(0.08)% 175(0.05) 153(008)% 1.33(0.13)%

Las letras maytisculas indican diferencias entre tratamientos por fecha de
medicién; letras minisculas indican diferencias para un mismo tratamiento
durante la incubacién. Letras difieren con una probabilidad = 0.05% segin
fo s o et ben the Bl et privionpistet e emilineitiassobliacian
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Tabla 1. Contribucion de cada variable quimica a la construccion de los
Factores 1y 2. Oxisoles del Piedemonte de los Lianos Orientales de Colombia.

Variables  Factor1 Factor2 |Variables Factor1  Factor2
pH 1185 1651 [ 237 158
carbono .
organico 465 1781 Fésforo 714 0
caldo 2002 143 Cobre 30 a18
Potasio 138 160 Hierro 6 2696
Magnesio 2003 50 Sane 3 1058
neso
Sodio 52 150 Zinc 513 1165
Acidez
intercam- 1673 72 Boro 882 201

biable
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Figura 4. Nimero de GED identificados en la variedad de cafia de azticar to-

lerante (P 71-6949) y susceptible (MZC -74-275) en los dos niveles de estrés
(medio y severo) de déficit hidrico.

Se identificaron 2061 GED para el genotipo tolerante (681 exclusivos)y 2512
‘GED para el genotipo susceptible (1132 exclusivos). 1380 GED fueron comu-
nes entre ambas variedades.
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Figura 1. Localizacion de las fincas en el estudio. Sur del Departamento del
Huila, Colombia.
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Tabla 2. Caracterizacién quimica y mineralgica de las muestras de suelos recolectadas en Cérdoba y Sucre, Colombia.

_— o wo ) [ 3 Na A ace Mineralogia de arcillas
I % - cmolJig’ Mica Coolinita__Cuarzo
T 78 051 w74 7 083 030 %02 = B =
2 a8 065 04 01 009 on 620 59 . - .
3 66 203 130 67 o045 035 204 - - -
4 a7 0s8 15 o8 ozt on 04 30 « - e
s 51 115 05 08 013 009 062 21 - ey
5 55 039 1o s8 154 020 185 - - .
7 50 277 105 100 o051 033 om 20 - - .
s 75 120 0 100 02 043 557 . « +
9 80 120 a5 o8 032 on a7 « + +
Minimo a7 0s1 040 01 013 on 040 210 = = =
Mxmo 80 203 74 100 154 04 620 %02 = - =
Promedio 62 140 25 an 050 02 200 202 = = =
ok 3 0% 203 a1 050 01 280 201 - - -

Wineralogis e arcilles: ++++ Dominante (-50%} +++ Abundante (30-50%); + Comn (15-30%, + Presente (5-15%). ~Trazes (%)
D.£.: Desviacién estandar






OEBPS/Images/v64n04a04t1.jpg
Tabla 1. Reglas de decision propuestas por e test de Leite y Oliveira para
significancia entre métodos de dispersién de particulas.

Situ FH) t Rgs
1 ns ns Ry2(1-le])
2 ns ns Ry(i-lel) v
3 . Ry 2(1-[e]) v
4 ns . Ry(i-lel) v
s B ns Ry 2(1-[e]) v
6 . ns Ry 1-le]) v
7 s . Ry2(i-lel) v
s - . Ry (1-le]) el

*: Significativo al 5% para las prucbas ¢ y F. ns: no significativo
para las prucbas ¢ y F. |e|: eror medio. R,: Coeficiente de
correlacion entre los métodos analizados. Yj: método  estandar.
Yii método alternativo o propuesto.
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Tabla 1. Valores asignados a los indicadores de calidad de suelo y salud de
cultivo en fincas cafeteras de la zona rural de Dagua, Valle del Cauca. Basa-
dos en Altiert y Nicholls, 2002.

Finca
Indicador o A
5 o = Villamaria )
Meseta _Brillante _Esperanza Cedro
Calidad del suelo
Esrucurs 5 7 B B s
Color,olor
ymatera 3 s 7 B 10
organica
Porosidad
del suelo 3 9 2 . )
Cobertura
de suelo 3 i 2 g 1
Erosion 3 s 8 B 10
Accividad
biolégica 2 L 2 o c
Promedio 32 s 83 as 03
Salud del cultivo
Apariencia 5 7 B B s
ol s 8 8 10
Fertlizacién
de cultivo 1 2 B2 N °
Diversidad
head 2 7 8 B s
Diversidad
newrel 2 7 10 10 s
arcundante
R 7 8 8 s
Promedio 23 65 85 &7 92
Sfomed 275 625 84 875 9.25

combinado
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igura 2. Absorbancia de los azcares reductores obtenidos por el método.
de Miller.

ARI = azticares reductores iniciales. AR-FOS = aziicares reductores proce-
dentes de los FOS. AR-INU = aziicares reductores procedentes de las inuli-
nas. Valores promedio de 10 repeticiones.
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Figura 3. Analisis de dispersién de los tratamientos realizados por dos
analistas.
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Tabla 2. Cantidades de N, P y K aplicadas en las fuentes utilizadas

(kg/halafio).

Adaptado de Guerrero (1998). Urea (46% N) como fuente de N, superfosfato

triple-SPT (46% de P,0,) como fuente de P y cloruro de potasi

KCl (60%

K,0) como fuente de K. Factores de conversion para transformar P,0, a P

(0,4365), K0 a K (0,8302) Guerrero (1998).
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Tabla 1. Caracteristicas generales del proceso de secuenciacién.

Total

iotecas construidas 12

Tamafio de fragmentos de secuenciacion

generados FEAE

Numero de fragmentos secuenciado enlas 12

iR 461,897 - 22'911,803

Nimero de genes (contigs) identificados en

1as 12 bibliotecas et
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Figura 2. Andlisis de correspondencia basada en tablas de contingencia
entre atributos sensoriales y calidad de taza de café. Fincas del sur del
Departamento del Huila, Colombia.
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Figura 5. Numero de GED identificados en la variedad de cafia de azicar
tolerante (CC 01-1940) y Ia susceptible (CC 93-4418) en dos niveles de estrés.
(medio y severo) de exceso hidrico (anegamiento).

Se identificaron 1226 GED para el genotipo tolerante (713 exclusivos) y 768
GED para el genotipo susceptible (255 exclusivos). 513 GED fueron comu-
nes entre las dos variedades.
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Tabla 1. Anélisis de suelo en el sitio experimental.

» ca

Tex-
mos . oA

L s dispon.® cambio (a':.im Py
) (mg/kg) (cmol/kg) (B/cc)  pq

598 342 432 081 755 376 082 AcA

.= Bajos contenidos de N-disponible (73.5 kg/ha de N-disponible), b= Al-
tos contenidos de P-disponible (70.84 kg/ha de P-disponible) c =Altos conte-
nidos de K cambiable (518.07 kg/ha de K-intercambiable) d *corresponde a
grado textural arcillo-arenoso.
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Tabla 4. Identidad entre los métodos de dispersion quimica en la cuantificacion de arena y arcill, segun Ia reglas de decisién del Test de Leite y Oliveira.

Y, " ) R Ryatlel Decisién
(NePO, + Na,CO, Na,P,0, o058 e 536 si Yoy,

(NaPO), +No,CO, Na,P,0, 085 249% e si v,

(NePO,), + Na,CO, 097 26" 399" s Yoy,

(NaPO), + Na,CO, Na,P,0, 093 745 sor si Yoy,

(NaPO), + Na,CO, Na,P,0, o7 o015 o0gs~ No yey,

(NePO,), + Na,CO, 067 o052 oas~ No Yoy,

+:Significativo al 5% para

= pruebas ¥ y F. ns: no significativo para las pruebas €y F.
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Figura 4. Rendimiento de Physalis peruviana por efecto de dosis (kg/ha)
de NPK (valores correspondientes a 12 semanas). Diferencia minima sig-
nificativa de acuerdo a la prucba de Tukey (P < 0,05), ns: no significacivo.
*:indica efecto significativo con P < 0,05. Error estandar encre paréncesis:
Rendimiento kg (0.1072).
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Figura 6. Procesos bioldgicos asociados con los genes diferencialmente
expresados (n = 681) de manera exclusiva en la variedad SP 71-6949 de
cafia de aziicar durante el periodo de estrés por déficit hidrico (DH), en los
niveles de estrés medio y severo.
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Figura 7. Procesos bioldgicos asociados con los genes diferencialmente
expresados (n = 713) de manera exclusiva en la variedad CC 01-1940 de
cafia de azucar durante el periodo de estrés por anegamiento en niveles de
estrés medio y severo
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Tabla 2. Anélisis de varianza para contenido de Paraquat en papa de dos factores con una sola muestra por grupo: muestra-2 + adicionado-2 (M2A2).

Promedio de oz

Variaciones sc GudeL. Ereals s Fealculado Probabilidad  Valor crtico par
Réplcas 049327693 s 0098655385 T.o7asesat 023651398 5050329058
Anslisis 013672884 1 0136728842 2737157013 0158944354 6607890974

Error 024576434 s 0045952868 - 2 =
n = 4712126423 0395458334 1165822003

Tousl os7s77011
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Figura 1. Barrido de exploracion con: (a) vol-tametria ciclica, (b) voltametria
de onda cuadrada.
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Tabla 1. Caracterizacién fisico-quimica del suelo y de la vermicompost
utlizada

P— st Vermicompont
pr 5 5o
Conductividad Eléctrica (dS/m) (1:2) 343 048
Materia Orgénica (g/kg) 20 3250
Carbono Orgénico (g/kg) 250 188.50
el 518 ox 750
Relecin O 250 w077
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< (cmoig 0 1236
o (et ) 33 as0
Ry o717 410
Wi M .
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‘Tabla 3. indices de Simpson. Shannon y densidad de esporas de micorrizas arbusculares en 100 g de suelo seco en fincas
e 1a 2ona rura de Dagus, Valiedel Cauca,Colombi.
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Tabla 1. Andlisis de varianza pars contenido de Paraquaten papa de dos factores con una sola muestra por grupo: muests

1 + adicionado-1 (M1A1).
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Tabla 3. Comparacion entre los contenidos de arena y arcilla determinados con
los métodos de Bouyoucos vs. el método de la pipeta, Utizando calgon o mezcla

No.de Arena (%) Arcilla (%)
MUEStA Calgon Mezcla  Pipeta Calgén  Mezcla
1 29 25 18 7 a3 57
2 25 18 16 st 66 63
3 15 13 7 3 Ed 40
4 67 64 68 16 18 14
H 55 st 55 2 2 19
6 17 15 10 ES Ed 2
7 24 2 17 50 56 54
E 20 2 2 53 53 Ed
9 27 2 15 a8 55 61
Promedio 32 28 2 E) a 2
DE. 176 176 212 133 156 181
Minimo. 15 13 7 16 18 14
Maximo 67 64 68 53 66 63

Calgén: (NaPO), + Na,CO, Mezcla: Nap,0, + ((NaPO,), + Na,CO)) en
relacion 2:
D.E: Desviacién estandar.
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‘Tabla 3. Germinacién de conidios de Colletowichum gloeosporioides ratados con los extractos etandlicos de Lantana camara y Hellotro ium indicum almacenados.
Por2,4,6,8, 10y 12 meses 282 2-Cy 264 2:C.

—— iampas Lantana camara Concentracion (%) Heliotropium indicum Concentracién (%)
(meses) 15 1 05 15 1 05
Germinacion de conidios (%)

2 6733 7373 266 1653 a056e 66604
4 6773 74088 277 7200 s133 67.664
s 6 67360 7488 280 1933 5293 68004
s 973 75,06 346 1996 5300 68264
10 6936 75408 9% 20316 5336 ee97d
2 7005 755808 sa1se 20720 5380 0214
2 623 73208 8173 1626 950 6204
4 6796 7453 240 1766 s001e 7064
% 5 746 s0s4c 706 1827 213 733
s 8400 86400 0805 s25% 54.06e 024
10 0916 5053 o133 7088 86410 8560
) o413 92400 4408 %093 92408 80460

v 383 1528

Seni. p<o0 P<on

Loz valores en la misma columna seguidos de leas iguales no presentan diferencios significatvas (P > 0.01), segin la prucba de Tukey.
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Figura 2. Vokagrama de Paraquat por OVWS (a)y curva de calibracion (b).
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Figura 5. Absorcion de NPK y rendimiento de Physalis peruvian. Errores.
estandar entre paréntesis: N absorbido, kg/c de fruca (5.61); P absorbido,
kg/t de fruta (0.108); K absorbido, kgt de fruta (2.26).
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Figura 1. Esquema del procedimiento experimental para identificar Iz pre-
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linas en residuos de fique.
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