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Abstract

The present study aimed to develop a distilled–like alcoholic beverage using blueberry from the Brigitta cultivar, either juice, skin or the mixture of both components according to the Law of alcohols Nº 18.455 from Chile, testing the alcoholic grade and sensory attributes such as; flavour, color, aroma and acceptability. The development consisted of two parts. Firstly, an alcoholic fermentation, and secondly, the distillation of the beverage. Before bottling and labelling, the final product was filtrated. Determinations such as; alcoholic fermentation, temperature, density and soluble solids were performed. Resulting values were subjected to analysis of variance and multiple comparison Tukey tests. It is feasible to obtain a distilled alcoholic beverage from frozen blueberries. Sensory attributes better identified for T1: Blueberry juice fermentation, by panelists, were flavour and color. However, liquors from the treatment T3: fermentation blueberry skin, were identified by panelists as having a better aroma.
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Resumen

El presente ensayo utilizó jugo, piel y la mezcla de estos para elaborar una bebida alcohólica destilada, según la ley Nº 18.455 en Chile, a partir de un fermentado de arándanos variedad Brigitta. Fueron evaluados; grados alcohólicos de las bebidas y atributos sensoriales, sabor, color, aroma y aceptabilidad. La elaboración consistió de dos partes, la primera con fermentación alcohólica y la segunda con cuatro destilaciones. Se realizó una filtración antes de embotellar y etiquetar la bebida. Las determinaciones en la fermentación alcohólica fueron; temperatura, sólidos solubles y densidad y en la destilación el grado alcohólico. Los valores resultantes se sometieron al análisis de varianza y pruebas de comparaciones múltiples de Tukey. Fue factible obtener una bebida alcohólica destilada, de arándanos, correspondiente al tratamiento T1: fermentación del jugo de arándano, siendo la de mayor aceptabilidad. Además, los atributos sensoriales: sabor y color mejor evaluados correspondió a la bebida del tratamiento T1: fermentación del jugo de arándano y en cuanto al atributo aroma el tratamiento T3: fermentación de la piel del arándano.

Palabras clave: Arándano, fermentación alcohólica, destilación, bebida alcohólica.



Introduction

Developing new products from blueberries is intended to diversify the offer to the potential consumers, representing a business opportunity allowing producers to obtain value–added products, such as juice concentrates, puree, blueberry sauce, blueberry paste, jam, dehydrated blueberries, “chips” or sweetened fruit pieces (PROCHILE, 2010).

In the agribusiness field, new alternatives to blueberries industrialization are being considered, such as the development of a distilled–like alcoholic beverage, making it more attractive to the consumer because of the high demand for alcoholic beverages. This idea aims to provide an added value to the fruit, completely interesting and innovative considered that in Chile, grapes are the main starting material for the preparation of fermented and distilled alcoholic beverages, thereby obtaining a wide range of alcoholic beverages such as spirits, wines, pisco, among others.

The main markets for alcoholic beverages are: North America and Western Europe: U.S. 16%, UK 13%, Netherlands with 6%, Japan 6% and Germany with 5%. However, markets that had greater increases were Russia, Switzerland, Paraguay and China (ODEPA, 2010).

For this study, it was used the variety Brigitta, since its fruit has good color, flavour and aroma, which would provide beverages with exotic flavour and aroma attributes more attractive to the market. As an hypothesis it is claimed that: Obtaining a fermentation and then a distillate from blueberries would allow the develop of alcoholic beverages under Chilean law 18,455 on production and making of alcoholic beverages.

To satisfy the hypothesis it was defined as a general objective develop a distilled alcoholic beverage from blueberry (Vaccinium corymbosum) cv. Brigitta, previously frozen, evaluate a distilled alcoholic beverage from frozen blueberry and evaluate sensory attributes such as flavour, color, aroma and acceptability of the distilled alcoholic beverage from frozen blueberry.

Materials and method

The research was conducted in the laboratory of sciences belonging to Catholic University of Maule, Campus “Nuestra Señora del Carmen”, located at 684 Carmen street in, Maule region of Chile, between the months of May to November. Curico City is located in the Central Valley of Chile, in the region of Maule, Curico province, in the 34° 58’ south latitude, 71° 14’ west longitude and an average elevation of 228 m (Santibañez and Uribe, 1993). Blueberries (Vaccinium corymbosum), variety Brigitta, riped, pest–free, also both defect and mechanical damage free were used. The fruits were stored in 1 kg bags in a Horizontal Fensa FFH 4350 freezer to –5 °C in February.

Fruits were obtained from an orchard located in the Carmen east sector, district of Retiro, Maule region. Its coordinates are 36° 11’ south latitude and 71° 50’ west longitude. It is located 160 masl (Santibañez and Uribe, 1993).

The fruit was carried out at 0 °C to the laboratory and then washed with potable water at room temperature (14°C) with 10 ppm solution of HCl. Blueberries were subjected to the following analysis.

Determination of soluble solids. An Atago® refractometer, model ATC–1 was used to measure soluble solids. The range of the apparatus was from 0.0 to 32.0%, previously calibrated by giving a value of 14 °Brix.

Determination of pH. According to Hidalgo (2003), blueberry juice was used by measuring their pH with a Hanna Instruments® portable digital pHmeter, model H18424.

Determination of total acidity. It was performed according to A.O.A.C. (2000), by titration with a blueberry ferment using sodium hydroxide solution. Bromothymol blue was used as an indicator. Blueberry juice (10 mL) was diluted with 25 mL of distilled water (Hidalgo, 2003). According to A.O.A.C. (2000), the formula to calculate the total acidity is the following:





n= volume consumed of NaOH (mL)

N= Normality of NAOH.

Meq. Citric acid: 0.06404

V: Simple volume

Weighing and grinding of the raw material

The fruit was weighed in an analytical balance Precisa®, model 2200 G, where 36 kg of blueberries were weighed for the test. Grinding was needed to breakdown the fruits to the maximum, with the help of a Black & Decker fruit juice extractor, serial JE1500. The juice of blueberries was then separated from the skin and seeds. A yield of 19.5 L of juice and 16.5 kg of blueberries skin was obtained from the initial 36 kg of blueberry passing through the grinding stage.

Pressed and filtration

This operation was done by manually filtration through a sieve in order to remove remains of seeds or skin present in blueberry juice to be fermented, obtaining a impurity–free liquid.

Description of treatments

Three treatments with three replicates each were used and identified as T1, T2 and T3.

T1: Fermentation of 4 L blueberry juice.

T2: Fermentation of 2.5 L of blueberry juice and 1.5 kg of skin.

T3: Fermentation 4 k of blueberry skin, hydrated with 2.5 L distilled water.

Each treatment was performed in plastic containers with capacity for 5 L.

Sugar correction or chaptalisation

Soluble solids were measured in blueberries, with an initial measurement of 14 °Brix, then sugar was added, to increase the sugar content of the raw material and obtain the distilled liquor, with glucose, sucrose and fructose those sugars better used by yeast.

Chaptalisation was performed before the initiation of fermentation, this was achieved by weighing 17g of sugar per litre and adding it to the plastic vessels containing the treatments. The mix was stirred until all treatments reached the same assessment of 19 °Brix, provided that 68 g of sugar was used for each treatment. Measurement was taken through an Atago refractometer.
 
Enabling and adding of yeast or called in Chile ‘pie de cuba’

Yeast Saccharomyces cerevisiae bayanus, Fermivin ® No 8906, grainy and dry type was added. The dose used was 0.8 g in 4 L, for each fermentation tank. The yeast was activated in water at 35 °C, adding 20 g of sugar, which was allowed to stand in beakers for 10 minutes, with presence of foam on the surface of the mixture. The dose used was 2.4 g of ammonium phosphate Rhodia® and 4 g of beads in 4 L, for each fermentation tank, being incorporated and mixed to allow the yeast to act on the transformation of sugar into alcohol.

Fermentation

Anaerobic fermentation was performed in a 5 L tank at room temperature of 13 °C, connected to a water trap, allowing the output of carbonic gas and preventing the entry of any contaminant to the test. The water trap consisted of a transparent silicone tube attached to a bottle of 500 mL with water, where CO2 emptied. On the other end, it was also attached to the fermentation tank. The bottles remained closed at room temperature.

There were two phases: the first one was aerobic as yeasts depended on oxygen for its growth, subsequently they required an anaerobic environment for its further development. Three days after inoculation, a foamy layer and a large bubble production mediated by carbon dioxide gas was observed, leading to an increase in the temperature of the fermentate, provoking a change from a sweet flavor into a more alcoholic one. The fermentation tank was stirred daily.

Control of the alcoholic fermentation process

One parameter used to measure the alcoholic fermentation process was the density, which was measured every 2 days, observing the consumption of sugar by yeast throughout the process, which had a duration of 35 days. Fermentation was considered complete when the CO2 production ceased, and also when density values of 997 g/L was obtained three consecutive days.

Distillation Methodology

The distillation was carried out after completion of the alcoholic fermentation, in order to obtain a strong alcoholic beverage. No filtration was performed after the end of the fermentation, as many fragances are found in the skin of the fruit thereby avoiding their loss.

The distillation was simple, 250 mL of fermented blueberry was mixed with 50 mL of distilled water, filling the 500 mL flat bottom flasks Schott Duran® sample with each treatment until 75% of its capacity to avoid contamination of the distilled liquid with the boiling mix, by it reaching the cooling zone. These flasks contained boiling chips and porous porcelain pieces, to avoid the formation of boiling bubbles and make smoother the boiling process. Additionally, a tiny amount of tannin was added to each sample to be distillate, whose function was to work as a defoamer. Once the samples were ready, they were gently agitated to homogenize the liquid to be distilled with distilled water, then placed on the heating mantles Fisatom®, making sure that the heater was tight with pliers and properly centered. Heating of the heating mantle was initially slowly and evenly without making sudden changes in temperature during the distillation process, when the boiling vapours passed through the distillation bridge or gooseneck, heading for the coil type refrigerant where the water was used to maintain the system cold, receiving the first drops after approximately 15 minutes of distillation, in a flask adjusted to the head, when they reached 55 to 78.5 °C. Subsequently, it was changed by another flask to collect the distillate body at a temperature of 78.5 to 90 °C. This part was collected and stored in glass bottles, as this is the portion of the distillate being used leaving the flat bottom flask which corresponded to tails, grouping substances distilled at temperatures above 90 °C. The bottles with the liquid distillate were placed in the dark to prevent evaporation of the alcohol present in the distillates. Four distillations were made in order to increase the alcoholic strength, concentrating more and obtaining a more pure distilled beverage.

On finishing the first distillation the distillate was stored in glass bottles to prevent any interference with the taste, color and smell, discarding the tail and head. Total distillation time for a 250 mL flask from blueberry ferment, was approximately one hour and twenty minutes on average, for all performed distillations.

The second distillation was simple, similar to the first one, but with the difference that not only distilled water was used, it was added, additionally, 300 mL of blueberry distillate in the distillation flask with pieces of ceramic and boiling chips.

Similarly to the second distillation, the third distillation was performed with the same methodology as the previous distillations, being stored in glass bottles. The fourth distillation was the last performed because the alcohol values achieved were as desired, all of above 30 °G.L. in all treatments.

Filtration

The filtration was performed through a canvas cloth which was placed on a funnel, collecting the particles, obtaining a colorless liquid, which was stored in bottles for improving color purity.

Bottling and labelling

After the distillation process, the analysis was performed. Additionally, bottling was done in a sterilized 750 mL glass bottle, leaving the head space between the product and the lid. The bottles containing alcohol were labelled for submission and printed without corrections. The labelling of alcoholic beverages included product species, referring to the name or nature, alcoholic grade, volume, name and address of the packer, all in Spanish, including the country of origin (Ministerio de Agricultura, 1986).

Evaluated variables

Soluble solids. Blueberry juice was placed at 20 °C, in the prism of the Atago® refractometer, model /ATC–1, range 0 to 32%, obtaining the °Brix value of the sample.

Density. First, it was checked that the fermented blueberry liquid was at 20 °C, and then inserted the densimether into a graduated cylinder containing the fermented beverage.

Temperature. Temperature was evaluated by a thermometer, since temperature is a parameter that influences the development of alcoholic fermentation.

Analysis during distillation

Alcohol. For measurement of the alcoholic grade, 200 mL of distilled blueberry was placed in a distillation flask, taken to a heating mantle and kept at a temperature and frequency stable. Afterwards, 100 mL of distilled product was obtained in a graduated cylinder and diluted with 100 mL of distilled water. The mixture was homogenized to introduce the alcoholimether and thus obtain the alcoholic value.

Experimental design for the development of the distilled beverage from blueberry

The research used a completely randomized design (CRD) with three treatments and three repetitions, for a total of nine trials. They were randomized to obtain a distilled–type alcoholic beverage from different parts of the blueberry fruit, the juice, the skin and a mixture of both (Table 1). The results were subjected to analysis of variance and when significant difference was detected, a multiple comparison test of Tukey at P <0.05 was performed.
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Experimental design for the sensory evaluation

A completely randomized design with three treatments and 13 repetitions was performed. Treatments consisted of three distillate–type alcoholic beverage from blueberry, being the experimental unit 10 mL of distilled blueberry and repetitions corresponded with thirteen evaluators from a judging panel. Data were analyzed by analysis of variance and multiple comparison Tukey test (P <0.05) using the statistical software Minitabab, version 16.

Sensory Analysis Methodology

The distillate was subjected to tasting and sensory evaluation in the laboratory of science from the Catholic University of Maule, Curico branch. The tests measured the degree of identification of sensory attributes such as: color, flavour and aroma of the beverage through a hedonic scale. Thirteen panelists evaluated the product using an unstructured guide with 14 cm line, assessing the attributes mentioned above (Stone and Sidel, 1995).

To measure acceptability, the hedonic test was conducted following a structured guide. Each panelist was given a station, giving them three samples, 10 mL of distilled beverage served in transparent glass at room temperature corresponding to three randomly chosen treatments. Each cup was coded as sample 1, sample 2 and sample 3 thus panelists were unaware of which treatment correspond to each of the samples.

Results and discussion

Evaluation of alcoholic fermentation parameters

Acidity. The determination of the total acidity
produced a value of 0.48, expressed as citric acid
C6H807 which is the main organic acid present
in blueberries. These parameter is important
to understand the attribute flavour and aroma
related with the fruit maturity.

Temperature. Fermentation was held at temperature between 13 to 16 °C, which is considered low, according to Torija et al., (2003), permitting an extension of the alcoholic fermentation up to 35 days, achieving a higher alcoholic grade, providing better flavour profile, since yeast at such temperatures are not quickly exhausted. It is noteworthy, that for either treatment T1: blueberry juice fermentation, treatment T2: fermentation of blueberry juice and skin or treatment T3: fermentation of blueberry skin, the temperature remained the same with each measurement over time, starting with 13 °C to later increase until 16 °C and then decreased back to 14 °C (data not show).

Same trend existed while the test was going on. Also, there was no difference in the fermentation of the juice (T1) due the treatment, with respect to fermented juice and skin (T2) and treatment based on the fermentation of blueberry skin (T3). This occured because all these treatments were in a 5L container with fermentation traps, thus being the same environmental conditions.

Soluble solids. Blueberry soluble solids vary in the range of 11.20 to 14.30 °Brix (Kalt and McDonald, 1996). These soluble solids were evaluated after addition of sugar, showing an increase from 14 to 19 °Brix, making all treatments obtain the same °Brix value (Table 2).



Soluble solids content of the fermented blueberry decreased as the days passed, noticing its progress along the alcoholic fermentation, this was occured because of the sugar content in each treatments, which were probably consumed by yeasts and converted into alcohol, reaching 8 °Brix in T1: blueberry juice fermentation, 6.3 °Brix in the treatment T2: fermenting the juice and blueberry skin and 6 °Brix in treatment T3: fermentation of blueberry skin, the latter was the one with a more important decrease of soluble solids content, showing a lower valuation. Regarding the evolution of the soluble solids of fermented blueberry, it started similar for all the three treatments with 19 °Brix, before dropping to 18 °Brix.

The statistical analysis did not show a strong trend throughout the process, since the behavior was similar in the third, fourth, ninth and tenth measurement of soluble solids between treatments, with no significant differences between treatments, presumably because of the action of yeasts being similar between treatments.

Moreover, in the fifth, sixth, seventh, eighth and eleventh measuring, statistically significant difference was observed, presumably due to a difference in the fermentation of soluble solids, mainly glucose, fructose and sucrose for these measurements, so that the sugar substrate for yeasts was consumed differently according to the availability and conditions in which the yeasts were. As time passed, the soluble solids values decreased, because the medium for the yeast was becoming increasingly difficult according to the phase in which they were found. The stationary phase was that when nutrient depletion and subsequent death occured.

Density. The density or sugar concentration of the beberage during fermentation, allows to calculate the alcohol content and the rate at which sugar decreases to be turned into alcohol (Mijares et al., 2007). The final density of a wine is of 0.995 g/mL (Ureta, 1984). The evolution of the behavior of the density, ensures a better control of the rate of the fermentation process by determining the amount of sugar that is left, a decrease is observed throughout the fermentation process (Table 3). Densities achieved after 35 days of fermentation were 1080 g/mL as baseline and 0.997 g/mL as final value, remaining constant three consecutive days, thereby considering the alcoholic fermentation completed. It was observed that the density decreased since the fermentative process began until the end of it, reaching a stable state. However, the density was negatively affected, showing a decrease in their values , mainly due to the treatments T2 : fermented blueberry juice and skin and T3 : fermented blueberry skin.



The same values for the density were obtained from the first two measurements, with no significant difference in the obtained product due to treatments.

The density parameter during the course of alcoholic fermentation were no significant difference due to treatment either in the fourth, sixth and seventh. Yeast's behavior was similar either in treatment T1: blueberry juice fermentation, T2: fermentation of blueberry juice and skin and T3: blueberry skin fermentation. The contrary happened to the third, fifth, eighth ninth, tenth and eleventh density measurement. In these last six measurements, statistically significant differences between treatments were found, with different levels of consumption of sugar by yeasts, which may be due to adverse conditions to yeast with an inhospitable environment provoking transformation of sugar into alcohol. Besides, the density measurement of 0,988 g/L in the treatment T1 (fermentation of bluebery juice) exhibited a constant value wich meant the alcoholic fermentation was finished because of all the sugar content in the blueberry juice were transformed into alcohol.
 
Assessment of distilled alcohol grade. The alcoholic grade according to alcohol content obtained in the four distillations, after alcoholic fermentation ended, showed the transformation of sugar into alcohol, acquiring values consistent with a distilled beverage (Table 4). Alcoholic grade expresses the percentage in volume of ethyl alcohol, given the either the quantitative number of the alcohol content of the beverage and the symbol number or a quantitative percentage value for alcohol content of the beverage and the initials °AG. (Garcia, 2008).
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In comparing the values obtained for alcoholic grade (°A.G.) for each treatment, as distillations were made, there was observed no significant difference between them.

This phenomenon was not observed in distillations from both treatments T1: blueberry juice fermentation, T2: fermentation of blueberry juice and skin and T3: fermentation of blueberry skin. In this sense, as distillations were conducted, an alcoholic grade was achieved above 30 °AG. with each of the treatments, in compliance with the stipulations of Law Nº 18,455; which was verified by the laboratory of Enology Chemistry from Agricultural and Livestock Service of Chile (S.A.G.).

As each distillation was performed, alcohol concentration was achieved, as well as elimination of water present, which resulted in a beverage with a high alcohol content, releasing the liquor from impurities and making it desirable to palate.

Evaluation of the sensory analysis

Sensory evaluation is a good tool to evaluate the quality of the food (Tesfaye et al., 2002). The distillate should look clean, transparent, colorless, aroma, intense flavor, fine, delicate, typical of the starting raw materials (Table 5).
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Sensory attributes; color, aroma and flavour

Color. Sensory evaluation of color is very important, and is prior to other sensory attributes (Lyon and Churchill, 1992). According to the analysis of the results, there was no statistically significant difference between the treatments used in the production of the blueberry beverage. The judging panel described the beverage as closer to a rating of colorless, with those developed under treatment T1, the ones with a slightly higher rating (1.0), unlike those with T2 and T3, which had the same value (0.8). For all treatments, the same trend was observed, a clear colorless coloration resulted from distillation. The appearance of the final product was determined by the colorless characteristic of the vapours.

Aroma. Aroma of berries is constituted by a great variety of volatile aromatic compounds (Karmelic, 2002). Organic acids, sugars, bitter substances and volatile constituents generate the aroma in fruits (Arthey and Ashurst, 1997). The first aroma sensation perceived by the panelists coming from the spirits associated with the three treatments, was alcohol, a typical feature of distilled spirits. Afterwards, the panelists perceived blueberry–like aroma, especially for treatment T3.

Significant differences between the obtained liquors for the three treatments were found. The panelists evaluated the beverages and found that liquors from treatment T3: fermentation of blueberry skin, were those who obtained a higher valuation (11.4), close to the qualification considered blueberry–like “strong smell”. The latter, occurred because the product was in contact with the skin, which has anthocyanins and thus influencing the fruit aroma and flavour. Next in evaluation were those liquors with T1 treatments: blueberry juice fermentation (9.6) and T2: fermentation of blueberry juice and skin (8.3), which had a superior flavour to “normal” evaluation according to the evaluation guide.

Taste. The panelists perceived a less intense flavour with some fruity observations in those spirits from treatments that contained blueberry skin fermentation (T2 and T3). According to the statistical analysis there were significant differences between the treatments. Treatment T1: fermentation of blueberry juice and T3: fermentation of blueberry skin were the beverages rated as higher than “normal,” being 10.7 and 10.6 for treatments T1 and T3, respectively. Regarding liquors under treatment T2: fermentation of blueberry juice and skin, they were also rated higher than “normal,” but with a lower rating of 8.5.

Conclusions


	It is feasible to produce a distilled alcoholic beverage using the blueberry fruit (Vaccinium corymbosum) cv. Brigitta, previously frozen, complying with the requirements of Law Nº 18,455, on the production of alcoholic beverages in Chile. Distilled alcoholic beverages were obtained from frozen blueberries, with an alcohol content similar or higher to 30 °AG, particularly with treatment T1: blueberry juice fermentation.

	The sensory attributes better rated for the beverages from treatment T1: fermentation of blueberry juice, were the flavour and color. Meanwhile, the attribute aroma was best rated for those associated to T3 treatment: blueberry skin fermentation.

	The panelists expressed the same degree of acceptability to all products tested, independently of the treatment used to make the alcoholic beverage from blueberry. Besides the panelists recommended a distilled coloured beverage rather than a transparent or colorless one, since the inherent color of the fruit would be even more attractive.
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Resumen

En dos fincas cafeteras localizadas en la vereda Villanueva, municipio de Popayán; Colombia, se identificó la comunidad de hormigas presentes en los nectarios extraflorales de árboles de guamo (Inga edulis e I. densiflora) utilizados como sombra en cafetales, y sobre la hojarasca del suelo. Las recolecciones se realizaron con cebos, extracción de hojarasca con sacos mini-Winkler y captura manual. Se encontraron 43 especies, distribuidas en 17 géneros y siete subfamilias. Los resultados mostraron que las especies de hormigas que habitan en los árboles son diferentes a las que habitan en la hojarasca, pero gracias a sus hábitos forrajeros algunas especies se desplazan de un estrato al otro. Se concluye que los árboles de sombrío como el guamo son importantes tanto para el mantenimiento de las interacciones mutualistas hormiga–planta, como para la conservación de la diversidad; además, la presencia de árboles puede contribuir indirectamente a la prestación de servicios ecosistémicos fitosanitarios, ya que algunas especies de hormigas de los géneros Crematogaster y Camponotus pueden servir como potenciales agentes de control biológico para insectos plaga.

Palabras clave: Diversidad, interacción, hormigas, NEFs, sombra.



Abstract

The ant communities in the extrafloral nectaries of shade Inga edulis e I. densiflora (‘guamo’) trees and in the leaf litter of two coffee farms at Villanueva village, Popayán municipality, were identified. Bait collection, extraction of leaf litter by means of mini-Winkler and direct manual capture were carried out. A total of 43 ant species, distributed in 17 genera and seven subfamilies was found. Results show that ant species that inhabit trees are different from ant species than leaf litter dwelling ants. However, thanks to their foraging habits, some ant species may pass from one to the other stratum. It is concluded that shade trees, such as guamo trees, are important both to maintain mutualistic ant-plant interactions and to promote diversity conservation. Additionally, the presence of shade trees may indirectly contribute to provide phytosanitary ecosystem services given that some ant species, such as Crematogaster and Camponotus, might serve as potential biological control agents for pest insects.

Keywords: Interaction, ants, diversity, shade, EFNs.



Introducción

Las interacciones ecológicas entre plantas y hormigas (Hymenoptera: Formicidae) son resultado de procesos evolutivos que han modelado la historia de vida de estos organismos, permitiéndoles establecer relaciones específicas de diversa índole como depredación, competencia y simbiosis (Itino et al., 2001). Estas dinámicas ecológicas de las comunidades en interacción con factores biogeográficos, resultan en las distribuciones espaciales observadas en zonas tropicales (Davidson y Mckey, 1993) y por tanto, es interesante describir los mecanismos o relaciones interespecíficas que explican dichas distribuciones.

No siempre las interacciones que involucran hormigas son de tipo mutualista, también pueden ser oportunistas o casuales, sin que esto signifique que sean menos importantes bajo la óptica humana. La asociación simbiótica mutualista se establece cuando tanto la hormiga como la planta se benefician. Las hormigas protegen las plantas contra herbívoros y plantas invasoras, brindan nutrientes esenciales, dispersan semillas, y en ocasiones, polinizan las plantas (Cushman y Beattie, 1991). Por su parte, las plantas ofrecen a las hormigas dos tipos de recompensa, un sitio de anidación y una fuente de alimento (Cushman y Beattie, 1991; Bronstein, 1998). Las hormigas desempeñan un papel muy importante en el mantenimiento de la dinámica natural de los ecosistemas y pueden ser usadas como agentes de control biológico de plagas (Vandermeer Perfecto, Ibarra-Nuñez, Philpott, y García-Ballinas, 2002, Ibarra – Núñez García, J., y Moreno, 1990, Perfecto Rice y Vandervoor, 1996; Barbera et al., 2004; Gallego-Ropero y Armbrecht, 2005).

Los nectarios extraflorales son glándulas que producen secreciones azucaradas que atraen hormigas, pero su función no se relaciona con la polinización sino más bien con el ofrecimiento de una recompensa a estos insectos a cambio de protección contra herbívoros (Cushman y Beattie. 1991; Bronstein, 1998). Estas estructuras poseen variaciones morfológicas y anatómicas y pueden ser encontradas sobre algunas partes de la planta tales como la lámina foliar, pecíolo, raquis, estípulas, tallo, brácteas, pétalos, sépalos, frutos y cotiledones (Delabie, Ospina y Zabala, 2003). Los nectarios extraflorales se presentan en 93 familias de angiospermas y 332 géneros. Estas plantas se pueden encontrar en zonas templadas y tropicales, siendo más comunes en estas últimas (Koptur, 1992).

El néctar que producen es rico en carbohidratos como fructuosa, sacarosa y glucosa, pero también tiene proteínas, aminoácidos, ácidos orgánicos, lípidos, alcaloides, fenoles, vitaminas y saponinas (Bentley, 1977). Las principales subfamilias de hormigas reconocidas que son atraídas por los nectarios extraflorales son Myrmicinae, Formicinae y Dolichoderinae (Del Claro, Bert y Reú , 1996).

Los árboles de Inga spp. (Tribu Ingeae, subfamilia Mimosoideae, Leguminosae), conocidos como ‘guamos’, son los más frecuentemente utilizados como sombrío en los cultivos de café en la zona andina colombiana, por tanto, es importante explorar los servicios ecológicos directos e indirectos que a través de las hormigas proveen estos árboles. Es posible que la tradición de sembrarlos tenga fundamento en ventajas todavía no conocidas claramente. En ocasiones el agricultor se ve beneficiado sin saberlo de varias formas, una es la protección microclimática para su cultivo, otras son la protección de la erosión del suelo y el enriquecimiento de nutrientes en el suelo a través del colchón de hojarasca. Quizás el beneficio más desapercibido es la presencia de biota benéfica como aves, murciélagos, arañas y hormigas, entre otros. Las hormigas constituyen uno de los elementos faunísticos más conspicuos y ubicuos en los agroecosistemas tropicales, y los árboles de Inga no son la excepción, muchas de estas hormigas, que anidan y se alimentan de nectarios extraflorales, son también depredadoras de otros artrópodos, por lo cual los arboles de Inga podrían estar prestando un beneficios adicional en los cafetales de sombra a través del mantenimiento de poblaciones viables de estas hormigas benéficas. El objetivo de esta investigación fue, por tanto, reconocer la comunidad de hormigas presentes en los nectarios extraflorales de dos especies de Inga (Fabaceae: Mimosoideae), examinar su composición y su relación con la diversidad de hormigas presentes en la hojarasca de cultivos de café, en la vereda Villanueva, Popayán, Colombia. Además se busca reconocer la importancia de las interacciones entre las hormigas y estos árboles en los agroecosistemas de café como potenciales agentes de control biológico.

Materiales y métodos

Área de estudio

El estudio se realizó en el corregimiento La Rejoya ubicado a 18 km al occidente del municipio de Popayán, en la vereda Villanueva, entre 1600 y 1800 m.s.n.m., con una temperatura media entre 18 y 24°C y un promedio anual de lluvias entre 2000 y 4000 mm, que corresponde a la zona de vida bosque húmedo y muy húmedo premontano (bh-PM y bmh-PM) (Holdridge, 1977). Esta zona se seleccionó por presentar un área de producción en café significativa para la región. La investigación se desarrolló en dos fincas que presentan las características siguientes:


	Finca El Ensueño. Se encuentra a 2° 32’ 19.9” N y 76° 36’ 49.2” O, a 1745 m.s.n.m. Tiene una extensión de 1.5 ha, cultivada con café variedad Caturra con una densidad de siembra de 3000 plantas/ha. Los árboles de sombrío son guamo (I. edulis e I. densiflora) con una densidad de 123 árboles/ha. Además, tiene cultivos de plátanos, bananos y una cerca viva de plantas de fique (Furcraea andina (Agavaceae)).

	Finca El Progreso. Se encuentra a 2° 32’ 04.8” N y 76° 36’ 55” O, a 1745 m.s.n.m. Tiene una extensión de 2 ha. Está cultivado con plantas de café variedad caturra con una densidad de siembra de 3000 plantas/ha. Los árboles utilizados para sombrío son guamos (I. edulis e I. densiflora) con una densidad de 100 árboles/ha. Tiene plantaciones de plátano, banano, chachafruto y como cerca viva botón de oro (Tithonia diversifolia).
Ambas fincas han sido manejadas durante 10 años con sistemas de agricultura orgánica (Figura 1).
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Muestreo de hormigas

En cada uno de los cultivos de café en ambas fincas fueron escogidos al azar cinco árboles de guamo, los cuales estaban sembrados a 10 m de distancia uno de otro. Por su escogencia aleatoria, este número de árboles representa una muestra válida para los cafetales de sombra en la región. En cada árbol se realizaron las labores y observaciones siguientes: (1) selección y demarcación de una rama para observación de los nectarios extraflorales (4 a 5 por rama) por 20 min y recolección de hormigas visitantes. Este procedimiento se realizó tres veces a diferentes horas cada día de muestreo con el fin de obtener una muestra representativa de la actividad de las hormigas durante el día. En total, fueron 5 horas de muestreo por día por cafetal x 10 muestreos. (2) instalación en los árboles de cebos con atún y miel (recursos atractivos para las hormigas) a una altura desde el suelo de 120 cm. Las hormigas atraídas fueron recolectadas 4 horas después (modificado Villareal et al., 2004). (3) recolección de hojarasca presente en 1 m2, utilizando un marco colocado a 50 cm de la base de cada árbol. La hojarasca recolectada fue pasada a través de un saco cernidor y procesada en sacos mini-Winkler que extraen los insectos por gravedad y geotaxismo, por 48 horas (Bestelmeyer et al., 2002). Las recolecciones fueron realizadas cada 15 días entre julio y noviembre de 2009. Las hormigas fueron identificadas con la ayuda de claves e ilustraciones de revisiones taxonómicas de Palacio y Fernández (2003), Mackay y Mackay (2002) y por comparación con ejemplares de la colección del Museo de Entomología de la Universidad del Valle (MEUV) y del Museo de Historia Natural de la Universidad del Cauca (MHNUC).

Análisis de datos

Todos los datos registrados se organizaron en una matriz de abundancias y se generó un listado con todas las especies encontradas para cada salida de campo. Se realizó un análisis de la información utilizando el programa EstimateS 6.00 (Colwell, 1997) para producir curvas de acumulación de especies y determinar la confiabilidad del muestreo, a través de estimadores no paramétricos ampliamente utilizados como CHAO1 y ACE que analizan la riqueza específica cuando se obtienen valores de abundancia. Igualmente se calcularon los índices de diversidad y similaridad.

Resultados y discusión

En total fueron recolectados 2613 especímenes, distribuidos en 17 géneros, 43 especies y siete subfamilias: Myrmicinae, Ponerinae, Dolichoderinae, Formicinae, Pseudomyrmicinae, Ectatomminae y Ecitoninae (Tabla 1), siendo la subfamilia Myrmicinae la que registró el mayor número de géneros (9) y especies (29) con los tres métodos empleados. En la finca El Progreso se registró 60% del total de las especies encontradas y en la finca El Ensueño se encontró 76% del total, con superposición de varias especies en ambas fincas. Según los estimadores CHAO1 y ACE (Colwell, 1997) se obtuvo una eficiencia de muestreo entre el 77% y 85% con las tres técnicas empleadas.



En la finca el Ensueño se registró la presencia de Procryptocerus hyaleus, hormiga solitaria, oportunista, arbórea, asociada a sitios con un buen nivel de sombra, concordando con lo reportado por Gallego-Ropero, Montoya y Armbrecht, (2009) para las especies de este género presentes en cafetales con sombra. Estas hormigas no son abundantes ni dominantes, pero son habitantes del dosel de selva tropicales (Longino y Snelling, 2002). La especie se registró una vez forrajeando sobre la hojarasca, lo que sugiere que caen del follaje arbóreo o que bajan al suelo ocasionalmente. Sobre la hojarasca se registraron las hormigas Neivamyrmex sp. y Wasmannia auropuctata.

En la finca el Progreso se registraron como especies exclusivas de hojarasca Gnamptogenys striatula, Octostruma sp., Pyramica sp.2 y Odontomachus chelifer y en el estrato arbóreo la hormiga Temnothorax sp. que se caracteriza por poseer hábitos variados de forrajeo, arbóreas, con colonias pequeñas y crípticas (Longino, 2004).

Cuando se calculó el índice de disimilaridad se observa que las fincas se diferencian en índice de 65%, por tanto, se puede sugerir que por el tipo de manejo agrícola que se realiza en cada una de ellas, se presentan condiciones habitacionales diferentes que permiten albergar una particular diversidad de hormigas. Así mismo, el índice de Shannon fue significativamente diferente entre las fincas (p: 0.001), siendo mayor para la finca El Ensueño (Ensueño 2.28 vs. Progreso 1.45). Esta diferencia posiblemente fue debida a la complejidad estructural que ocasiona la mayor densidad de siembra de árboles de guamo, que aportan abundante materia orgánica y sitios de anidación, lo que genera condiciones ambientales que favorecen la disponibilidad de recursos para varias especies de hormigas. En cambio, la finca El Progreso posiblemente fue afectada por los cambios en la temperatura, ya durante el año del estudio disminuyeron las precipitaciones, es decir, se extendió la época seca (Fenómeno de El Niño) y el sombrío de árboles era menor.

Sobre los nectarios extraflorales se encontraron géneros como Camponotus, Crematogaster y Pseudomyrmex que concuerdan con algunos géneros encontrados por varios autores sobre diferentes especies vegetales con nectarios extraflorales como Bixa orellana, Passiflora sp., Triumfeta semitriloba (Bentley, 1977; Apple y Feener, 2001; Sobrinho et al., 2002), y sobre la hojarasca los géneros como Hypoponera, Pyramica, Pheidole y Solenopsis.
 
El género Inga pertenece a la subfamilia Mimosoideae, conformado por aproximadamente 350 especies descritas. Muchas de estas especies tienen nectarios extraflorales. En este género, las hojas son compuestas y paripinnadas, con glándulas nectaríferas con forma de copa localizadas entre cada par de foliolos, frecuentemente con raquis alado. La inflorescencia puede variar desde umbela a capítulo y los frutos son legumbres indehiscentes alargados (Gentry, 1993). Las especies encontradas en el sitio de estudio fueron I. edulis Mart conocida como guamo santafereño o rabo de mono e I. densiflora Benth conocida como guaba salada (Nova-Serrano, 1992).
 
La hormiga Crematogaster sp. fue la que más interacciones registró con I. edulis y para el caso de I. densiflora fue Pseudomyrmex sp.2 en la finca El Progreso. En la finca El Ensueño la hormiga que frecuentemente visitó los nectarios fue Camponotus sp.1 y Crematogaster sp. para I. densiflora. Este hallazgo concuerda con lo observado por Koptur (1984), quien registra que hay más de una especie de hormiga asociada a cada especie de Inga y estas hormigas que visitan los nectarios se desplazan por el follaje. Así mismo, Marín-Cárdenas y García (2008) registran a Pseudomyrmex boopis y Cephalotes sp., hormigas de hábitos arbustivos, sobre nectarios de I. edulis en sistemas ganaderos.

El género Crematogaster fue el más abundante en las dos fincas estudiadas (40%) y su actividad de forrajeo alcanzó los dos estratos: arbóreo y hojarasca. Además los ejemplares fueron recolectados con frecuencia sobre los nectarios extraflorales (Tabla 2). Este género ha sido registrado como potencial agente de control biológico sobre la mayor plaga del café, un curculiónido escolítino conocido como ‘broca del café’ (Bustillo et al. 2002). Otros géneros encontrados en las fincas forrajeando en los diferentes estratos fueron Solenopsis, Pheidole, Odontomachus, Neivamyrmex, Hypoponera, Azteca, Gnamptogenys, Linepithema y Pseudomyrmex (Tabla 1)) que han sido reportados como potenciales agentes de control biológico (Van Mele,Cuc y Van Huis 2001; Rico-Gray y Oliveira, 2007). Se sabe que en cafetales las hormigas también pueden establecer relaciones con trofobiontes (Mera-Velasco, Gallego-Ropero y Armbrecht, 2010) que a su vez podrían llegar a ser plaga del cultivo. No obstante, existen dos argumentos que permiten discutir que los árboles de sombra tienden a proveer más beneficios que perjuicios en este sentido. Por un lado, cuando los nectarios extraflorales de Inga sp. proveen  suficiente carbohidratos en forma de azúcares, las colonias se dedican a buscar más fuentes de proteína y se potencian como controladores biológicos (Carabalí-Banguero, Wyckhuys, Montoya-Lerma, Kondo y Lundgren 2013); por otro lado, la reducción de la sombra de árboles genera un desbalance en las comunidades de hormigas, que por lo general no favorecen a aquellas que son buenas controladoras de la broca del café, como lo demostró Philpott en México cuando las podas de árboles afectaron negativamente las hormigas benéficas (Philpott, 2005).
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Por otro lado, la estratificación vertical fue marcada, como lo demostró el hecho que la identidad de las hormigas que se encontraron en hojarasca fue diferente a aquellas forrajeando en los árboles de guamo y utilizando los nectarios extraflorales (Figura 2). Las diferencias en identidad se pueden atribuir, en parte a cierta fidelidad que varias especies de hormigas guardan al estrato donde anidan, sin descartar que puedan pasar a otro estrato. El resultado de las especies compartidas entre estratos es consistente con lo encontrado por Ramírez Herrera y Armbrecht (2010) en cafetales del Cauca, quienes observaron que L. neotropicum frecuentaba ambos estratos verticales. Sin embargo, no son consistentes con los hallazgos de Armbrecht (2003) en cafetales de Risaralda, donde el género Procryptocerus frecuenta árboles y anida en ramas. En ocasiones se registran especies arbóreas en hojarasca cuando han caído obreras o sus nidos. Las hormigas encontradas en hojarasca en este estudio han sido reportadas ampliamente en este estrato (Gallego-Ropero, 2005), por ej., W. auropunctata es muy abundante en este estrato, aunque puede anidar en arbustos y grietas de árboles (Arcila, Chacón de Ulloa y Achury, 2008; Achury, Chacón de Ulloa, y Arcila, 2012).
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Conclusiones


	En este estudio, se encontró que las especies vegetales empleadas como árboles de sombrío en el cultivo de café, brindan recursos alimenticios y sitios de anidación para el establecimiento de las comunidades de hormigas, por lo cual pueden estar brindando servicios indirectos adicionales al agricultor.

	Las especies de hormigas que frecuentan los nectarios extraflorales tienden a ser diferentes de las que se encuentran en la hojarasca lo cual, posiblemente, obedece al estrato donde anidan; no obstante también ocurren especies que frecuentan el suelo y los árboles moviendo recursos a través de los estratos verticales.

	De acuerdo con los resultados, se sugiere la conservación de especies vegetales empleadas como árboles de sombrío en los cafetales pues son esenciales para el mantenimiento de un ensamblaje de insectos benéficos, el establecimiento de redes tróficas y el mantenimiento de la diversidad biológica.
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Resumo

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) pode ser uma abordagem tecnológica útil para aumentar a produção de Gramíneas visto que alguns microrganismos, dentre os quais o gênero Herbaspirillum apresentam potencial para a FBN e produção de substâncias promotoras do crescimento. Assim, objetivou–se com o presente trabalho avaliar em condições de solo fértil, o desempenho agronômico do milho (Zea mays L.) em função da inoculação das sementes com Herbaspirillum seropedicae, sob diferentes níveis de nitrogênio. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com cinco repetições, dispostos em arranjo fatorial 2 x 5, que corresponde a ausência e presença de Herbaspirillum seropedicae e cinco doses de nitrogênio (0, 48, 72, 96 e 120 kg/ha). Os parâmetros avaliados foram: altura de inserção de espiga, diâmetro do colmo, massa de espiga, comprimento de espiga, número de fileiras de grãos por espiga, número de grãos por espiga, diâmetro da base da espiga, massa de mil grãos, massa seca da parte aérea, produtividade, teor de clorofila e teor de N nas folhas de milho. Os resultados permitiram concluir que as plantas de milho, mesmo em solo fértil, respondem à aplicação de nitrogênio para altura de inserção de espiga, massa de espiga, comprimento de espiga, número de grãos por espiga, massa da parte aérea seca, massa de mil grãos, produtividade, teor de clorofila e teor de nitrogênio nas folhas de milho, sendo que nessas condições a inoculação com Herbaspirillum seropedicae não influenciou nenhuma das variáveis estudadas.

Palavras–chave: Zea mays L., fixação biológica de nitrogênio, inoculante.



Abstract

Biological nitrogen fixation (FBN) plants can be a technological approach useful to increase the production of Gramines since some microorganisms, among which the genus Herbaspirillum present potential for FBN and production of substances that promote growth. Thus, the objective of this work to evaluate in terms of fertile soil, maize (Zea mays L.). Agronomic performance in function of the inoculation of seeds with Herbaspirillum seropedicae, under different nitrogen levels. The experimental design used was randomized blocks with five repetitions, arranged in factorial 2x5, that corresponds to absence and presence of Herbaspirillum seropedicae with inoculation and five nitrogen rates (0, 48, 72, 96 and 120 kg/ha). The parameters evaluated were: spike insertion height, diameter of stem, mass of spike, spike length, number of rows of grains per spike, number of grains per spike, spike base diameter, weight of one thousand grains, dry mass of the shoot, productivity, chlorophyll content and N content the leaves of corn. The conclusion that corn plants, even in fertile soil, responds to the application of nitrogen to height of insertion of cob, Cob mass, spike length, number of grains per spike, mass of dry air mass part of thousand grains, productivity, chlorophyll content and nitrogen content in the leaves of maize, being that such conditions, inoculation of Herbaspirillum seropedicae did not influence any of the variables studied.

Keywords: Zea mays L., biological nitrogen fixation, inoculants.



Introdução

O milho é uma cultura de importância econômica para o Estado de Mato Grosso do Sul. Quando se deseja alcançar alta produtividade, necessita–se a aplicação de grandes quantidades de nitrogênio (N), pois o teor fornecido pelo o solo é aquém do necessário. Atrelado a isso faz–se o parcelamento dessa adubação, adicionando o N ao solo por ocasião da semeadura e em cobertura. Devido a sua dinâmica no solo, o N apresenta um manejo complexo, sendo, geralmente, o elemento mais oneroso no sistema de produção da cultura do milho (Bastos et al., 2008).

Tendo em vista os custos ambientais e econômicos e o fato de que o Brasil importa atualmente 70% da ureia utilizada na agricultura, se faz necessário encontrar alternativas viáveis que visem à redução no seu uso (Quadros, 2009). Desse modo, a inoculação com bactérias diazotróficas pode ser uma alternativa biotecnológica na busca pela sustentabilidade, visto que estes microrganismos podem atuar na disponibilidade de N para a planta, contribuindo para redução da utilização de uréia na cultura do milho.

Entre as bactérias diazotróficas, destacam–se as do gênero Herbaspirillum, sendo bastante interessantes os estudos que envolvem a espécie Herbaspirillum seropedicae, pois, dentre as características dessa espécie, destaca–se a capacidade de colonizar o interior e a parte aérea dos tecidos vegetais (Baldani et al., 1997), recebendo nutrientes diretamente do interior vegetal, e podendo expressar seu potencial para FBN no seu grau máximo (Kennedy et al., 2004).

A interação positiva entre estas bactérias e o milho, bem como entre outras gramíneas tem sido demonstrada por vários autores (Dotto et al., 2010; Ferreira et al., 2011, Guimarães et al., 2010; Sabino et al., 2012) sendo, o maior obstáculo para a utilização desta tecnologia a inconsistência de resultados em condições de campo, ligada a fatores como condições edafoclimáticas e interações com a biota do solo (Reis, 2007). Apesar de muitos anos de pesquisa, observa–se respostas muito variáveis sob condições de solo fértil, o que mostra a importância e justifica a realização de experimentos a fim de se obter informações sobre a interação planta–bactéria–ambiente, pois a disponibilidade de N nos solos pode alterar o estado da planta e inibir, de forma indireta, o estabelecimento da FBN, afetando a associação com o organismo diazotrófico (Muthukumarasamy et al., 1999), de maneira a inibir a formação da corrente de infecção.
 
Diante do exposto, objetivou–se com o presente trabalho avaliar em condições de solo fértil o desempenho agronômico do milho em função da inoculação das sementes com Herbaspirillum seropedicae, sob diferentes níveis de nitrogênio.

Material e métodos

O experimento foi realizado no campo experimental da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados–MS, de março a julho de 2012. As coordenadas geográficas são 22° 13’ 16” S e 54° 17’ 01” W, com altitude média de 452 m. O clima da região é do tipo Cwa (clima temperado úmido, com inverno seco e verão quente), segundo a classificação de Köppen. O solo foi classificado como Latossolo Vermelho distroférrico, de textura muito argilosa (Embrapa, 2013). Dados médios de temperatura e precipitação pluviométrica durante a condução do experimento foram obtidos na Estação Agrometeorológica da Embrapa Agropecuária Oeste, em Dourados, MS (Figura 1).
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Os resultados da análise química do solo, na profundidade de 0–20 cm são mostrados na Tabela 1. A análise granulométrica proporcionou os seguintes valores: 22.5% de areia, 12.5% de silte e 65% de argila.



O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados dispostos em esquema fatorial 2 (ausência e presença de inoculação com Herbaspirillum seropedicae) x 5 (cinco doses de nitrogênio (0, 48, 72, 96 e 120 kg/ha) x 5 (cinco repetições), totalizando 50 unidades experimentais. As doses de N foram escolhidas com base nas recomendações atuais para agricultura irrigada em condições de cerrado brasileiro. Nestas condições, a dose de nitrogênio recomendada é de 120 kg/ha, no qual as demais doses foram fracionadas em 40, 60 e 80 % da dose recomendada para obtenção de elevadas produtividades, constituindo–se assim os tratamentos citados acima.
 
Foram utilizadas sementes do híbrido simples P3646H, sendo previamente inoculadas com a estirpe Z–94 de Herbaspirillum seropedicae, em veículo à base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica–RJ. A dose aplicada foi de 250 g para cada 10 kg de sementes de milho do inoculante com veículo à base de turfa. Visando aumentar a adesão do inoculante às sementes foram adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma solução açucarada a 10% (p/v).

Na semeadura, a adubação de base foi realizada a lanço, com posterior incorporação, aplicando–se 300 kg/ha da formulação 0–20–20 para o suprimento de 60 kg/ha de P2O5 e K2O, respectivamente. A semeadura foi realizada manualmente, com o auxílio de “matraca”, colocando–se duas sementes por cova, deixando–se após o desbaste seis plantas por metro linear. As unidades experimentais (parcelas) foram compostas por quatro linhas de seis metros de comprimento espaçadas em 0,90 m entre linhas. Foram eliminadas as duas linhas laterais e 0,5 m de cada extremidade da parcela, avaliando os cinco metros de cada uma das duas linhas centrais (área útil da parcela igual a 9 m2).

A adubação nitrogenada foi aplicada na dose 0 kg/ha de N, correspondente ao tratamento controle e na dose de 48 kg/ha de N no sulco de plantio, na forma de ureia (45%) em uma única aplicação. Para as doses de 72 e 96 kg/ha de N realizou–se o parcelamento em duas aplicações, sendo a primeira aplicação no sulco de plantio correspondente a 48 kg/ha de N, e a segunda em cobertura na quantidade de 24 kg/ha de N e 48 kg/ha de N na área total da parcela, quando as plantas apresentavam–se em estádio de desenvolvimento V4, cobrindo o total de 72 e 96 kg/ha de N, respectivamente. Para a dose de 120 kg/ha de N foi realizado a aplicação de 48 kg/ha de N no sulco de plantio e 72 kg/ha de N em cobertura, parcelada em duas aplicações de 36 kg/ha de N na área total da parcela, quando as plantas apresentavam–se em estádio de desenvolvimento V4 e V7. A área foi irrigada por sistema de aspersão após a implantação da cultura e em períodos de maior déficit hídrico. Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as exigências da cultura.

No período de florescimento (aparecimento da inflorescência feminina), corresponde ao estádio fenológico R1 do milho, foram efetuadas amostragens foliares conforme metodologia proposta por Malavolta et al. (1997), a fim de determinar o teor de nitrogênio no tecido foliar do milho. Para tanto, coletou–se o terço médio com nervura da folha oposta e abaixo da inserção da espiga principal, num total de 10 folhas por unidade experimental e neste mesmo estádio fenológico foi determinado o teor de clorofila na folha (índice SPAD) com auxílio do clorofilômetro modelo SPAD–502. Todo o material vegetal coletado foi lavado em água corrente, solução de HCl a 0,1 mol/l e água deionizada. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secos em estufa com circulação forçada de ar à temperatura de 65°C, por 72 horas, e posteriormente moídas. As amostras moídas foram submetidas à digestão sulfúrica, seguida da determinação do teor foliar de N utilizando a metodologia descrita por Embrapa (2009).

A colheita do milho foi realizada manualmente, coletando–se todas as espigas da área útil da parcela (9 m2). Para a determinação dos componentes de produção amostrou–se 10 espigas por parcela, fora da área de produção de grãos. Os parâmetros avaliados foram: massa de espiga, comprimento de espiga, número de fileiras de grãos por espiga, número de grãos por espiga, diâmetro da base da espiga e massa de mil grãos. Na planta, foram avaliados a altura de inserção de espiga e o diâmetro do colmo. Para determinar a produtividade de grãos, as espigas foram debulhadas com o auxílio de uma máquina manual, e pesadas. Os resultados obtidos foram transformados para kg/ha, corrigindo–se a umidade para 13 % em base úmida. A massa da parte aérea seca das plantas foi estimada pela amostragem de três plantas dentro de cada parcela. A determinação da massa seca da parte aérea foi realizada por meio da secagem das amostras de plantas em uma estufa de circulação forçada, a uma temperatura de 65°C, por 72 horas. Os dados referentes à massa seca foram expressos em g planta.

Os dados de altura de inserção de espiga, diâmetro do colmo, massa de espiga, comprimento da espiga, diâmetro da espiga, fileira de grãos por espiga, número de grãos por espiga, massa da parte aérea seca, massa de mil grãos, produtividade, teor de clorofila e teor de nitrogênio nas folhas de milho foram submetidos à análise de variância e havendo diferença significativa entre os tratamentos as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as variáveis com significância estatística (teste F) em função das doses de N foi utilizada análise de regressão. Todas as análises foram realizadas com o auxilio do programa estatístico SISVAR (Ferreira, 2000).

Resultados e discussão

Os resultados evidenciaram efeitos significativos (p<0,05) das doses de nitrogênio sobre a altura de inserção de espiga, massa de espiga, comprimento de espiga, número de grãos por espiga, massa da parte aérea seca, massa çde mil grãos, produtividade, teor de clorofila e teor de nitrogênio nas folhas de milho (Tabela 2). A inoculação com a estirpe Z–94 de Herbaspirillum seropedicae e a interação nitrogênio (N) x inoculação (I) não influenciaram nenhuma das variáveis estudadas, ou seja, foi detectada ausência de efeitos decorrente da aplicação do inoculante com H. seropedicae às sementes de milho (Tabela 2).



A falta de sinergismo entre adubação nitrogenada e inoculação com bactérias diazotróficas é relativamente bem conhecido, mas ainda não totalmente esclarecido. Acredita–se que a disponibilidade de nitrogênio no solo altera o estado da planta e inibe, de forma indireta, o estabelecimento da FBN, isto porque metabolicamente é menos dispendioso para a planta utilizar o nitrogênio que está prontamente disponível no solo, ao invés de estabelecer uma associação com bactérias diazotróficas (Gyaneshwar et al., 2002). Além disso, em solos ricos em N ocorre uma diminuição na liberação de exsudados radiculares pelas plantas, diminuindo o suprimento de C prontamente disponível para as bactérias e, assim, a planta reduz os sinais bioquímicos emitidos aos microrganismos, o que afeta a associação com o organismo diazotrófico (Muthukumarasamy et al., 1999). Segundo Oliveira et al. (2006) a FBN acontece em maior intensidade em solos de baixa à média fertilidade, pois este é um processo energeticamente caro aos microrganismos, sendo o tipo de solo determinante para o grau de contribuição da FBN.

Houve efeito quadrático significativo (P < 0,05) sobre a altura de inserção de espiga de plantas de milho com o aumento das doses de N (Figura 2). A altura máxima de inserção de espiga correspondeu a 122.6 cm na dose de 48 kg/ha de N no sulco de plantio. Estes resultados são concordantes aos encontrados por Mar et al. (2003), em que altura de inserção de espiga de plantas de milho respondeu de forma quadrática às doses crescentes de N (30, 60, 90, 120 e 150 kg/ha).
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As doses de nitrogênio exerceram efeito linear crescente e significativo (P < 0.05) sobre a massa de espiga, comprimento de espiga e número de grãos por espiga (Figura 3A, 3B e 3C). Sendo que estas variáveis aumentaram com o incremento das doses de N na ordem de 8.94%, 5.39% e 4.46%, respectivamente. Segundo Dotto et al. (2010) e Melo et al. (2011) a aplicação de doses crescentes de N em cobertura influencia significativamente a massa de espiga e o numero de grãos por espiga, sob condições de solo fértil, com alto teor de matéria orgânica em regiões tropicais.
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Um importante papel do N em assegurar alta produtividade de milho está no estabelecimento da capacidade do dreno reprodutivo. E, apesar da capacidade do dreno reprodutivo ser função do número e do tamanho dos grãos, o número de grãos por espiga se correlaciona mais intensamente com a produtividade de grãos de milho que qualquer outro componente da produção. O suprimento insuficiente de N durante o estádio de diferenciação floral pode reduzir o número de óvulos nos primórdios da espiga e, com isso, diminuir a produtividade de grãos (Ernani et al., 2005).

O modelo matemático que melhor se ajustou à produção de massa da parte aérea seca de plantas de milho na maturação fisiológica foi o linear crescente (Figura 3D). Resultados similares foram obtidos por Gava et al. (2010), onde constataram que a elevação da dose de N–fertilizante resultou no aumento da massa seca e na taxa de produção de massa seca pela cultura do milho, e por Fernandes et al. (2006) em que observaram incremento massa seca de plantas de milho com aumento das doses de N (0, 30, 90 e 180 kg/ha).

A produtividade de grãos de milho aumentou linearmente com as doses de N, variando de 6310.03 kg/ha a 7568.42 kg/ha, com um incremento na ordem de 16.62% na dose de 120 kg/ha em relação ao controle (0 kg/ha de N) (Figura 4). Esse aumento demonstra que, apesar de o solo possuir boa fertilidade e teor de MO (31.18 g/dm), houve considerável resposta à aplicação de nitrogênio, o que, provavelmente, está relacionado com o genótipo utilizado. A menor produtividade foi de 6310.03 kg/ha de massa de grãos, entretanto, esse valor encontra–se bem acima da produtividade média nacional das últimas safras (safra 11/12 e safra 12/13), que foi de 4949 kg/ha (Conab, 2013).
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Concordando com os resultados encontrados por Soratto et al. (2010) e Kappes et al. (2009), que observaram incremento significativo da produtividade do milho com a aplicação de N, independentemente da fonte utilizada. Mar et al. (2003), Souza e Soratto (2006) e Bastos et al. (2008) constataram aumento da produtividade de grãos do milho com a aplicação de até 120 kg/ha de N e 180 kg/ha de N, respectivamente. Gava et al. (2010) verificaram que a produtividade de grãos de milho aumentou linearmente em função das doses de N (0, 50, 100, 150 e 200 kg/ha de N) aplicadas no cultivo do milho em semeadura direta.

Salienta–se, que a produtividade de grãos da cultura de milho dependente diretamente da atividade fotossintética da planta, e que esta depende da área foliar e do tempo de permanência das folhas em plena atividade na planta (Fancelli e Dourado Neto, 2000), o que, por sua vez, depende do estado nutricional da planta, principalmente N, em virtude de esse nutriente estar relacionado diretamente com a divisão e a expansão celular, influenciando o crescimento e o desenvolvimento da planta (Taiz e Zeiger, 2009).

Nas adubações nitrogenadas, é importante que a quantidade de N a ser aplicada na cultura do milho seja a mais exata possível, minimizando tanto os excessos, que prejudicam a qualidade ambiental e oneram a produção, quanto as quantidades deficientes, que comprometem a produtividade projetada (Amado et al., 2002).

A massa de mil grãos foi aumentada pela aplicação de doses de N (Figura 5). Observa–se que o aumento dessa variável foi até a dose máxima de 72 kg/ha de N, proporcionando aumento de 5. % em relação ao controle (0 kg/ha de N). Resultados similares foram obtidos por Soratto et al. (2010), onde encontraram aumento na massa de mil grãos até a dose máxima estimada de 78,5 kg/ha de N; e por Dotto et al. (2010) no qual a aplicação de N em cobertura influenciou significativamente a massa de mil grãos de plantas de milho. O N desempenha importante papel como constituinte essencial dos aminoácidos, participando diretamente da biossintese de proteínas e clorofilas. Assim, como a formação dos grãos depende de proteínas na planta, a massa dos grãos e a produtividade estão diretamente relacionadas com o suprimento de N (Below, 2002).
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As leituras médias do índice SPAD nas folhas de milho aumentaram linearmente com as doses de N (Figura 6A). Aumento no teor de clorofila em função de doses de N foi observado por Melo et al. (2012), Jordão et al. (2010), Jakelaitis et al. (2005) e Argenta et al. (2003) para a cultura do milho. O teor de clorofila na folha é utilizado para prever o nível nutricional de nitrogênio em plantas, devido ao fato de a quantidade desse pigmento correlacionar–se positivamente com teor de N (Booij et al., 2000). Este pigmento está diretamente associado ao potencial de atividade fotossintética, assim como o estado nutricional das plantas está associado, geralmente, a quantidade e qualidade da clorofila (Zotarelli et al., 2003).
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O teor de N nas folhas foi influenciado positivamente pelas doses de N aplicadas (Figura 6B). Verifica–se que as doses de N aumentaram linearmente os teores desse elemento na folha do milho. Mar et al. (2003) também verificaram aumento no teor foliar de N no milho safrinha, em função da aplicação de N em cobertura. Contudo, no presente trabalho, mesmo no tratamento controle (0 kg/ha), o teor de N estava na faixa considerada adequada (27 – 35 g/kg) por Cantarella et al. (1996). Esse fato pode ser resultado da disponibilização de razoáveis quantidades desse nutriente mediante o processo de mineralização da matéria orgânica do solo, que no presente solo era de 31.18 g/dm.

Conclusões


	As plantas de milho, mesmo em solo fértil, responde à aplicação de nitrogênio para altura de inserção de espiga, massa de espiga, comprimento de espiga, número de grãos por espiga, massa da parte aérea seca, massa de mil grãos, produtividade, teor de clorofila e teor de nitrogênio nas folhas de milho, sendo que nessas condições a inoculação com Herbaspirillum seropedicae não influenciou nenhuma das variáveis estudadas, podendo–se inferir que os solos de baixa à média fertilidade são potencialmente mais favoráveis para estes microrganismos expressarem seu grau máximo para fixação biológica de nitrogênio.
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Resumen

La baja eficiencia de la fertilización nitrogenada ocasiona altos costos de producción y es responsable en un alto porcentaje de la contaminación ambiental; para reducir estos impactos negativos existen estrategias como la aplicación de zeolitas (clinoptilolita) que reducen las pérdidas de nitrógeno (N) en sistemas productivos. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicación de zeolita en la recuperación de N y el rendimiento de maíz (Zea mays L.), cuando se aplicó en dosis de 15, 25 y 35 kg/ha conjuntamente con 100 kg/ha de N utilizando urea en un diseño experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. La zeolita incidió significativamente (P < 0.05) en el rendimiento del cultivo, la altura de planta y el diámetro del tallo. Los indicadores de eficiencia de uso del nutriente (N) mostraron incrementos por la aplicación de zeolita, mejorando el aprovechamiento y la efectividad económica de la aplicación de urea. El análisis de suelo al final del ciclo del cultivo mostró que la aplicación de zeolita favoreció la adsorción de fósforo, magnesio y potasio, mejoró la CIC y ocasionó cambios en el pH. Aunque la eficiencia de recuperación de N fue menor que 60%, se observaron diferencias importantes en la recuperación de este nutriente entre tratamientos y entre etapas fenológicas del cultivo, lo cual es relevante para el manejo nutricional eficiente.

Palabras clave: Clinoptilolita, eficiencia de uso, urea, isótopo 15N, zeolita.



Abstract

Low efficiency of nitrogen (N) fertilization cause high production costs and environmental pollutionso the development of strategies such as zeolites application may help to reduce N losses in production systems. The aim of this study was to evaluate the effect of natural causes zeolite (clinoptilolite) application in nitrogen recovery and corn yield (Zea Mays L.), by mineral addition (15, 25 and 35 kg/ha) in nitrogen doses (100 kg ha–1) from urea; It was using a randomized complete block experimental design with four replicates. Zeolite contribution was significant (P<0.05) in crop yield, plant height and stem diameter. Nitrogen use efficiency indicators reported increases by zeolite application, improving nutrient use and economic effectiveness of urea. Soil analysis at end of the crop cycle showed the application of zeolite favored the adsorption of phosphorus, magnesium and potassium, improved the CIC and impacted the soil pH value. Although Nitrogen recovery efficiency did not exceed 60%, it was observed difference in N recovery between treatments and between phenological stages of the crop, which is relevant for the efficient nutritional management.

Keywords: Clinoptilolite, use efficiency, urine, 15N isotope, zeolita.



Introducción

Actualmente el 50% de la población mundial depende de los fertilizantes para la producción de alimentos y alrededor de 60% de ellos corresponde a fertilizantes nitrogenados para la producción de arroz, trigo y maíz (Ladha et al., 2005). La urea es la fuente de nitrógeno más utilizada en el sector agrícola y en todos los casos su eficiencia es baja (< 50%) debido a pérdidas por volatilización en forma de amoniaco (NH3) y lixiviación como nitratos (NO3–), lo que ocasiona procesos de degradación de los recursos naturales como eutroficación de cuerpos de agua y acidificación del suelo (Divito et al., 2011), inhibición de su biota (Jackson et al., 2012), pérdida de la fertilidad (Firbank et al., 2013) y emisión de gases efecto invernadero (Stuart et al., 2014). Por esta razón la agricultura es considerada como una de las fuentes más importantes de contaminación por NO3–, especialmente de las reservas hídricas del subsuelo como resultado del uso excesivo de fertilizantes, tanto químicos como orgánicos, y prácticas de riego deficientes.

La ineficiencia en el uso de fertilizantes nitrogenados ha conducido a la adopción de diferentes prácticas de manejo que están relacionadas con la dosis adecuada, la fuente apropiada y los tiempos o épocas de aplicación del nutriente dentro del ciclo de crecimiento del cultivo, tendientes al aumento en el rendimiento y reducción en el costo de producción y la contaminación ambiental (Hinton et al., 2015).

El retardo de la tasa de nitrificación es una de las estrategias potenciales para optimizar el uso de la urea e incrementar los rendimientos de cultivos de una manera amigable con el medio ambiente, asegurando de esta manera la permanencia de la forma amoniacal en el suelo y disminuyendo las pérdidas de NO3– por lixiviación, denitrificación y escorrentía. La zeolita por sus propiedades fisicoquímicas, es una herramienta aplicable a la gestión razonada del nutriente, debido a su estructura cristalina y porosa que tiene la habilidad de intercambiar iones sin modificar su estructura atómica (Ma et al., 2015).

Las zeolitas son una familia de minerales aluminosilicatos que por su alta capacidad de intercambio catiónico (120 a 200 Cmol(+) kg–1) y afinidad por el NH4+ se ha utilizado con éxito en la reducción del tránsito de NO3– hacia la zona saturada en suelos arenosos (Colombani et al., 2015). El uso de estos minerales trae múltiples beneficios, entre ellos, aumentos entre el 5 y 44% en el rendimiento de cultivos de avena (Florez et al., 2007), trigo, (Osuna et al. 2012) y maíz (González et al., 2012; Rabai et al., 2013), reducción del contenido de NO3– en el lixiviado en relación con el NH4+ del suelo y aumento en la capacidad de retención de nutrientes (Torma et al., 2014; Colombani et al., 2015).

Sin embargo, la determinación de las dosis adecuadas de estas enmiendas minerales en suelos de textura franca que reduzcan la dosis de fertilizante nitrogenado y aumenten la eficiencia de absorción por la planta aún no están totalmente estudiadas; por tanto, el propósito de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicación de diferentes dosis de zeolita (clinoptilolita) en la eficiencia de recuperación de N y su relación con el rendimiento del cultivo de maíz.

Materiales y métodos

El estudio se llevó a cabo en la hacienda San Emigdio de la Corporación Autónoma Regional del Valle del Cauca (CVC), ubicada en zona rural del municipio de Palmira, departamento del Valle del Cauca, a 1255 m.s.n.m., 3° 32’ 58” N y 76° 12’ 25” O. La precipitación y temperatura media anual son de 2100 mm y 23 °C, respectivamente. El suelo correspondiò a la clasificación taxonómica Humic Dystrustepts cuyas principales características físico–químicas aparecen en la Tabla1.



Se empleó un diseño experimental unifactorial de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. Los tratamientos evaluados se incluyen en la Tabla 2 y las unidades experimentales fueron parcelas de campo de 5 × 4 m (20 m2), en las que se sembró maíz (variedad ICA V – 305) con una densidad de 50,000 plantas/ha a 0.80 m entre surcos y 0.25 m entre plantas. La separación entre unidades experimentales fue de 0.25 m y entre bloques de 1 m para evitar los efectos de borde.
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La dosis de fertilización nitrogenada se fraccionó en dos épocas: 30 kg/ha 15 días después de la siembra (dds) y 70 kg/ha 35 dds. Las dosis de fósforo (P) y potasio (K) fueron aplicadas en su totalidad a los 20 días después de la siembra. La aplicación de urea marcada con 15N se hizo para cada dosis de N (30 y 70 kg/ha) en una subparcela de 12 plantas (4 plantas adyacentes en los tres surcos centrales) de cada unidad experimental, correspondientes a los tratamientos T3, T4, T5 y T6; para los muestreos se tomaron dos plantas centrales. Las aplicaciones de urea comercial y urea marcada se realizaron en diluciones de 10 ml por planta, de acuerdo a los requerimientos de N en cada época del cultivo.

La preparación del suelo consistió en un pase de arado a 30 cm de profundidad. La siembra de maíz se realizó de forma manual colocando 3 semillas por sitio de acuerdo con las distancias de siembra especificadas. Después de la germinación, en cada sitio se seleccionó la planta más vigorosa y se eliminaron las demás. Las láminas de riego fueron determinadas de acuerdo con el coeficiente del cultivo en cada una de las etapas fenológicas (0.4, 0.8, 1.15 y 0.7 para 0 – 30, 30 – 70, 70 – 120 y 120 – 150 días, respectivamente) y las condiciones climatológicas registradas en serie máxima de 48 años.

La evapotranspiración de referencia y precipitación efectiva fueron determinadas por medio del programa CROPWAT 8.0 de libre distribución. Los volúmenes de agua aplicados variaron entre 1.74 y 23.79 m3/semana para toda el área de experimentación, aplicados mediante riego por aspersión.

Las variables de respuesta medidas en el cultivo fueron: rendimiento fresco y seco de grano y biomasa, altura de la planta y diámetro de tallo medidos en la cosecha, y eficiencia de recuperación del N (ERN) determinada como la relación entre el N aplicado y N recuperado por la planta, mediante la metodología estándar propuesta para muestras enriquecidas con exceso de 15N (Zapata, 1990). La ERN fue medida para ambas épocas de aplicación (15 y 35 dds).

El rendimiento del cultivo se determinó en 30 plantas por unidad experimental, las cuales fueron pesadas diferenciando el grano del resto de la planta (biomasa). Se tomaron como indicadores de eficiencia de uso de nutrientes, el índice de eficiencia de nutrientes (IEN) y la eficiencia agronómica (EA), calculados a partir de las ecuaciones 1 y 2 siguientes:
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donde, F son las plantas que recibieron fertilizante (N) y C son aquellas que no recibieron fertilizante (N).

Al comienzo del ensayo y al momento de la cosecha se tomaron muestras de suelo hasta 25 cm de profundidad para análisis en laboratorio donde se consideraron variables edáficas como pH (método potenciométrico 1:1) nitrógeno total (método Kjeldahl, extracción con KCl 1 N), nitrógeno 15N (espectrofotometría de masas), materia orgánica (Walkley–Black), fósforo disponible (Bray II), bases intercambiables (espectrofotometría de absorción atómica) y capacidad de intercambio catiónico (extracción con acetato de amonio a pH = 7).

Para el análisis de los datos se verificó la distribución normal por medio del test de Shapiro–Will y la homogeneidad de varianzas por la prueba de Levene. Se realizó análisis de varianza para identificar diferencias estadísticas entre tratamientos. Para aquellas variables que presentaron diferencias se realizó la prueba de Diferencia Mínima Significativa (DMS) con un coeficiente de confianza de 95%. Se utilizaron los programas estadísticos SSPS 2.2 y Excel ©.

Resultados y discusión

Rendimiento del cultivo

Los rendimientos de grano fresco variaron entre 4.21 (T1) y 7.56 Mg/ha (T6), mientras que en grano seco (12% de humedad) los rendimientos fueron de 3.72 y 6.65 Mg/ha, respectivamente (Tabla 3). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con zeolita y fertilizante (T4, T5 y T6) y el tratamiento con solo fertilizante (T3). No obstante, con la mayor dosis de zeolita (T6) se obtuvieron incrementos de 1.53 en grano fresco y de 1.34 Mg/ha en grano seco, en comparación con el tratamiento solo zeolita (T2), lo que indica la necesidad del aporte de N para incrementar las cosechas. Moreno et al. (2008) encontraron incrementos promedio de 80% en el rendimiento de grano fresco de la variedad de maíz ICA V – 305, cuando recibió una dosis similar en tres localidades de la zona central cafetera colombiana.
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Es necesario indicar que la aplicación de zeolita contribuye a mejorar la eficiencia en el uso del N en el suelo, como lo demuestra el hecho que con el tratamiento solo zeolita (T2) se obtuvieron incrementos de 43.5% (1.83 Mg/ha) y 42.7% (1.59 Mg/ha) en el rendimiento de granos fresco y seco, respectivamente, con respecto al testigo absoluto (T1). Además, la aplicación de 100 kg/ha de N (T3) más el aporte de 15 kg/ha de zeolita (T4) favoreció incrementos de 2.4% (173 kg/ha) en el rendimiento de grano fresco, mientras que con el aporte de 35 kg/ha de zeolita (T6) este incremento fue de 3.4% (251 kg/ha), lo que muestra el efecto de la zeolita en la producción.

Las mayores producciones tanto de biomasa fresca como seca se obtuvieron con la menor dosis de zeolita acompañada del fertilizante nitrogenado; éstas fueron, respectivamente, de 2.86 y 1.95 Mg/ha, mientras que en el tratamiento con solo zeolita (T2) fueron de 3.49 y 2.34 Mg/ha con respecto al testigo (T1) y de 0.53 y 0.46 Mg/ha con respecto al tratamiento con la mayor dosis de zeolita y fertilizante nitrogenado (T6) (Tabla 3).

La aplicación de zeolita presentó beneficios en la producción de granos frente a la producción de biomasa del cultivo lo cual, en el caso particular de N, puede ser atribuido a la disponibilidad de formas minerales (N–NH4+/N–NO3–) y al efecto regulatorio de la zeolita en los procesos de transformación del nutriente, en relación con la afinidad en la absorción de una u otra forma por la planta (Acón et al., 2013). Igualmente por su aporte equivalente a la biomasa en función de su facilidad para ser metabolizada para la producción del radical amino (R–NH2) y la incorporación de N a la materia viva a través de glutamato (Osorio, 2014).

Los rendimientos de grano obtenidos superaron los encontrados por González et al. (2012) con la aplicación de una mayor dosis de zeolita (52.5 kg/ha) y una menor dosis de N (90 kg/ha), lo cual demuestra que el suministro del elemento es esencial para obtener mejores rendimientos.

La altura de planta al momento de la cosecha varió entre 216 cm (T1) y 278 cm (T4) y no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos T3, T4, T5 y T6 (Tabla 3). El mayor tamaño de planta se observó con el tratamiento que recibió la menor dosis de zeolita y fertilizante nitrogenado (T4) y presentó diferencias (P < 0.05) frente a los tratamientos testigo (T1) y zeolita sola (T2). Además, en todos los tratamientos, con excepción del testigo absoluto y el testigo–zeolita (T2), se observaron diámetros de tallos superiores a 6.5 cm, aunque sin diferencias significativas entre ellos, lo que indica que a pesar de la presencia de la enmienda, la aplicación de N a los cultivos es necesaria para garantizar su adecuado crecimiento. En este sentido, Molina et al. (2002) afirman que el diámetro de la planta está directamente relacionado con el número de brotes y yemas, lo que incide en la generación de biomasa fresca efectiva para la fotosíntesis.

Recuperación de nitrógeno

Los tratamientos con diferentes dosis de zeolita acompañados de fertilizante nitrogenado (T4, T5 y T6) mostraron una recuperación de N mayor que el tratamiento con solo fertilización nitrogenada (T3), aunque las diferencias no fueron significativas (P > 0.05) (Figura 1). La aplicación de zeolita puede contribuir a mejorar la eficiencia de utilización de los fertilizantes nitrogenados, si se tiene en cuenta que los cultivos recuperan menos de 50% del N aplicado (Hirel et al., 2011), mientras que el resto pasa a otros ecosistemas por lixiviación, erosión, volatilización y denitrificación, generando grandes impactos ambientales y aumentando los costos de producción.
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Al relacionar la ERN con los rendimientos obtenidos se encontró que los tratamientos con zeolita obtuvieron rendimientos de grano y biomasa similares a los obtenidos con el fertilizante nitrogenado. Los tratamientos que obtuvieron mayor rendimiento mostraron, a su vez, una mayor ERN indicando que entre mejor sea utilizado el N, mejores características agronómicas se pueden conseguir.

Los incrementos obtenidas en la ERN y su consecuente aumento en el rendimiento de grano pueden ser asociadas con la incidencia de la zeolita en la dinámica de disponibilidad de N y su forma (N–NH4+ o N–NO3–), que pudieron ser afectadas no solo desde la adsorción reversible del NH4+ hacia la superficie de intercambio (Torma et al., 2014), lográndose así un retardo en la oxidación hacia la forma N–NO3–, sino que también pudo mejorarse desde la permanencia del N–NO3– en el suelo mediante la dilatación del radio iónico y su consecuente aumento de cationes (como Ca2+ Mg2+ o K+) desde la micela coloidal cargada negativamente hasta la solución libre del suelo, los cuales pudieran estar compartiendo enlaces libres con el NO3–, perdiendo éste su libre movilidad.

En todos los casos, la aplicación de zeolita natural favoreció la recuperacion de N, y se resalta el potencial de aprovechamiento del nutriente en función del estado fenológico de la planta. Se observó que en el estadío vegetativo V4 (15 dds) la planta fue menos eficiente que en el estadío vegetativo V10 (35 dds), en términos de recuperación de N (Figura 2) debido al estado de desarrollo radicular. Lo anterior significa que la aplicación de fertilizantes nitrogenados en etapas tempranas favorece las pérdidas por nitrógeno, contribuyendo a la contaminación de otros ecosistemas.
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Generalmente la mayor absorción de N coincide con los periodos de rápido crecimiento de los cultivos. El uso de enmiendas como la zeolita permite mayor retención del N y su efectividad en etapas tempranas del cultivo, pudiendo aumentar la eficiencia de absorción por parte de las plantas al suministrar de manera gradual el N y evitarsu lixiviación.

La eficiencia agronómica (EA) fue similar para todos los tratamientos con valores óptimos superiores a 25 kg/kg (Stewart, 2007) lo que muestra que la mezcla urea–zeolita aumentó los rendimientos del maíz (Tabla 4). La falta de significancia entre dosis de zeolita, indica que con la menor dosis se alcanzó una EA similar a la encontrada en el testigo sin zeolita, pero con mejores resultados en las propiedades agronómicas de las plantas.
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Para el índice de eficiencia de N (IEN), los valores obtenidos se encontraron por debajo de los rangos óptimos para cereales (55 – 65 kg/kg) (Stewart, 2007), situación que pudo deberse a desbalance de nutrientes. Sin embargo, los tratamientos con aporte de zeolita mostraron valores mayores de IEN que el tratamiento con solo fertilizante nitrogenado (T3).

Efectos de la zeolita en el nitrógeno en el suelo

La aplicación de zeolita en diferentes dosis promovió la retención de nitrógeno en la capa aprovechable del suelo, donde se encontraron las mayores concentraciones del nutriente con relación al tratamiento con solo fertilizante nitrogenado (T3), tanto para el nitrógeno total como para la fracción fertilizante, aunque no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) (Figura 3). Es importante resaltar la alta variabilidad de los datos encontrados, que pudieron estar relacionados con la heterogeneidad de las propiedades del suelo en el sitio donde se llevó a cabo el experimento.
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Condiciones químicas del suelo al finalizar el cultivo

Se observaron cambios en el pH y la materia orgánica del suelo (MO), lo cual puede estar asociado con la aplicación de fertilizantes que pudieran potenciar la actividad microbiana e impactar directamente en el contenido de MO como es el caso del N, para el cual el aporte de zeolita pudo haber afectado los procesos de transformación desde la MO, por lo que los valores de pH más bajos se reportaron en los tratamientos con aplicaciones del mineral (Tabla 5). Nuevamente, la variación en los valores obtenidos refleja la variabilidad del suelo donde se desarrolló el experimento.

La concentración del fósforo disponible (P) aumentó para la mayoría de los tratamientos, lo que obedece a la fertilización previa realizada. La poca movilidad de los iones fosfatos y las bajas cantidades que son absorbidas por las plantas permiten la permanencia del nutriente en los primeros centímetros del suelo.

Los niveles de calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+) y sodio (Na+) intercambiables aumentaron con respecto a las condiciones iniciales, pero no puede afirmarse que tal efecto se debió al aporte de zeolita (Tabla 5). Es necesario implementar ensayos de campo que tomen en cuenta variables como la calidad del agua de riego para poder concluir con certeza. De cualquier forma, los niveles de Na+ encontrados son bajos en comparación con los otros cationes, por lo que no representan riesgos potenciales para la dispersión de la estructura del suelo.



El potasio (K), en términos generales, permaneció constante y posiblemente el K suministrado por el fertilizante fue absorbido por la planta con alta eficiencia. En este sentido, es importante resaltar que en los tratamientos con zeolita se obtuvieron los valores más bajos de K disponible en el suelo.

Con relacion a la capacidad de intercambio catiónico (CIC) los resultados muestran que no se presentaron diferencias entre los tratamientos; sin embargo, es posible que con aplicaciones de dosis mayores de zeolita ocurra un aumento significativo en la CIC del suelo.

Conclusiones


	La aplicación de zeolita natural (clinoptilolita) incrementó el rendimiento de granos de maíz hasta en 43.5% en plantas no fertilizadas y hasta en 3.4% en plantas fertilizadas con respecto al testigo, mostrando su capacidad de retención del N en el suelo.

	La recuperación de N proveniente del fertilizante por parte del cultivo se favoreció con el aporte de zeolita en dosis de 15 kg/ha, dosis en la cual se extrajeron 13 kg más de nitrógeno fertilizante por hectárea, mostrando mejor desempeño que las dosis más altas evaluadas. Además, las plantas con aplicaciones de zeolita fueron más eficientes en el uso del nutriente, como lo muestran los mayores rendimientos con una extracción menor.
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Abstract

In order to study the effect of cold temperature on morphological and quality characteristics of tall fescue (Festuca arundinaceae), seeds of five populations were provided from natural resource gene bank, Iran as: Bejnord, Esfahan, Brojen, Kamiran and Mashhad were sown on pots with condition of fluctuation temperatures at 20±5°C during day and (5–12)°C during night time in greenhouse. The base temperature (4°C) were applied on 15th days seedling age for 30 days for vernalization compare with control. The pots were return in normal conditions besides control pots in greenhouse and then outdoor. The pots were arranged using factorial experiments based on completely randomized design with three replications. The plants had grown up to their flowering and maturity stage. In flowering stage, morphological traits including: plant height, peduncle length, panicle length, flag leaf area and flag leaf length, fresh and dry weight and seed yield and quality traits as dry mater digestibility (DMD), crude protein (CP), water soluble carbohydrates (WSC), acid detergent fiber (ADF) and total ash (ASH) were recorded. Results showed that populations of Mashhad, and Brojen had higher values for fresh and dry weight than those of other populations. For plant height, peduncle length, flag leaf area the Brojen, Bojnord and Kamyaran had higher values, respectively. For quality traits, the higher values of both DMD (56.5%) and WSC (14.09%) were obtained for Esfahan and higher value of CP (18.1%) for Bojnord. Results also showed that the growth degree days (GDD) of those populations which were subjected to cold treatment was lower flowering stage than those for control. It was concluded that cold treatment had no effect on vegetative developments particularly in seedling stage, but it reduced flowering dates in generative stage and increased plant dry matter yield. It was proved that the Tall fescue is cool season grass and it needs a period of vernalization for promotion of flowering.

Keywords: Tall fescue, Festuca arundinaceae, morphological and quality traits, growth degree days.



Resumen

Con el objeto de evaluar el efecto de la temperatura baja sobre las características fenológicas de la festuca alta (Festuca arundinaceae) se recolectaron semillas de cultivares Bejnord, Esfahan, Brojen, Kamiran, Mashhad en bancos de germoplasma. Estas fueron sembradas en recipientes con temperaturas fluctuantes de 20 ± 5°C durante el día y de 5 – 12°C durante la noche. Posteriormente el semillero de 15 días de edad se cultivo a una temperatura base de 4 °C durante 30 días. Los materos fueron retornados a condiciones normales de invernadero y de campo hasta su etapa de floración. En la etapa de floración, las características morfológicas incluyeron: altura de planta, longitud de pedúnculo, longitud de panícula, número de panículas y longitud de la hoja bandera, peso fresco y seco y los pesos de la semilla, características de calidad como la digestibilidad de materia seca (DMD), proteína cruda (CP), carbohidratos solubles en agua (WSC), fibra detergente ácida (ADF) y cenizas totales, se registraron. Los resultados mostraron que las poblaciones de los cvs. Mashhad y Esfahan presentaron valores superiores para altura de la planta, longitud del pedúnculo, longitud de la panícula, peso de la semilla, peso fresco y seco con respecto a otras poblaciones. Exceptuando la población Esfahan, las otras cuatro poblaciones fueron evaluadas por su buen valor nutritivo debido al alto contenido de carbohidrato soluble en agua. Los resultados también mostraron que los días grados crecimiento (GDC) de aquellas poblaciones que estaban sujetas a temperatura fría, presentaron menor estado de floración que el tratamiento control. Se concluyó que la temperatura fría no presentó efecto alguno sobre los desarrollos vegetativos, particularmente sobre la etapa de floración, pero redujo las fechas de floración en la etapa generativa.

Palabras clave: Festuca alta, Festuca arundinaceae, características morfológicas y de calidad, días grado crecimiento (GDC).



Introduction

The tall fescue Festuca arundinaceae is perennial and cool season grasses. It has strong and deep main root. Its stem is stolen and this situation caused for its fast growing bunch. The leaves are greenish–dark. The length of its head is 10 up to 30 cm. Each panicle has 5 up to 7 seeds [Hidari and Dorri. 2002]. This plant is used for cultivation in rangeland (Hoveland, 2005). The tall fescue has good adaptability in different climate and soil type and this good adaptability in response of different environmental condition has direct correlation with establishment of tall fescue in the filed (Ervin, 1995). In study of the effect of temperature on of cocksfoot seeds, Gunn and Farer (1999) treated seeds with pre–chilling treatment at 4°C and then treated seeds were transferred at constant and variable temperature between (10–30) °C. Their result showed germination of some cocksfoot populations' were increased by pre–chilling treatment (Gunn and Farer, 1999). Barthomolew and Williams (2005) studied the effect accumulate temperature on development cool season grass under a range of temperature regimes. They concluded that the effect of variation temperature in mean daily temperature and of plant exposure to bellow freezing temperature phyllochron should be considered if accumulate temperature is used to predict development stage of cool season grasses in the field.

Thomass and Stoddart (2005), in studying on the temperature sensitivities of tall fescue and cooks foot (Dactylis glomerata L.) found that, ecotypes from the coldest habitats were the most sensitive to low temperature inhibition. Tall fescue often forms large, dense tiller clumps moderately in tall vegetation on wet or moist soils.

When the clumps get very large with 150 vegetative tillers, the outermost tillers become procumbent, growing along the soil surface but without rooting. When the species is abundant, such as on fairly rich soil, it is often patchily distributed, in an open–structured sward among the other perennial plants. It can be abundant and locally dominant, occurring as small clumps that are difficult to distinguish from each other (Giblson and Newman, 2001). Tall fescue is a stress–tolerant ruderal species. It is one of a group of species promoted by burning on embankments and dikes in the Netherlands. Morphological features are highly correlated, and the largest plants have many vegetative and flowering tillers, long and wide leaves, and tall flowering culms with long panicles, long and wide upper culm leaves, and many spikelets. The largest plants in a comparison across habitats in southern England were from an ungrazed waste ground (MG9) dominated by Arrhenatherum elatius, Dactylis glomerata, Deschampsia cespitosa and Rubus fruticosus AGG (Giblson and Newman, 2001). The objective of this study was to determine the effects of cold temperature on tall fescue for subsequent growth and development and forage quality.

Materials and Methods

In greenhouse, the seeds of five populations were provided from natural resource gene bank as: Bojnord, Esfahan, Brojen, Kamiran and Mashhad. Seeds were sown on pots with fluctuation temperatures 20±5°C during day and (5–12)°C during night by light illumination about 6000–10000 lux. The temperature of 4°C was used as base temperature of cold treatment for vernalization. The pots of each population were divided into two groups. The first group were placed into cold chamber with (4°C) on 15th days seedling age for 30 days. The control groups were not treated by cold. After cold treatments, all of the pots were placed in normal conditions of greenhouse in order to complete their vegetative growth. The pots were arranged using factorial experiments based on completely randomized design with four replications. When vegetative growth was completed, the pots were placed in outdoor in research institute of forests and rangelands, Tehran, Iran. The flowering date was measured as days from the 21st of March to panicles emergence date. In flowering stages, morphological characteristics including: plant height, peduncle length, panicle length, flag leaf length and flag leaf area of populations were measured. After recording of generative traits when the plants matured, all of them were cut and then their fresh weights were measured. The samples were put into an oven (80°C) for 48 hr, their dry weights were measured. Thereafter, the samples were grinded by mill. The grinded samples were analyzed for five forage quality traits as: dry matter digestibility (DMD), crud protein (CP), water soluble carbohydrate (WSC), acid digestibility fiber (ADF) and total ash (ASH%) by NIR technology, using Inframatic 8620, 20 fixed–filter NIR instrument. (Perten Instruments AB, Sweden), Details of the methodology and calibrations of NIR are given by Jafari, Connolly, Frolich and Walsh (2003).

During, vegetative and generative growth, the daily maximum and minimum temperature for measuring of growth degree days (GDD) was recorded. GDD were calculated according equation of Frank, Sedivec and Hofmann (1993):





where:

GDD= Growth degree days

Tmax = Maximum daily temperature

Tmin = Minimum daily temperature

Tbase = is the base temperature

The collected data were analyzed based on factorial experiment as factor A cold treatment with two levels and Factor B, populations with five levels. Mean comparisons between effects were made using Duncan method using SAS software.

Result and discussion

Morphological traits: Results of analysis variance showed significance differences between populations for traits including: plant height, peduncle length, flag leaf area, fresh weight and seed weight (P<0.01) and plant dry weight (P<0.05). Also there were significance differences between treatments for fresh and dry weight (P<0.01) and flag leaf area (P<0.05). There were also significant effects of population x treatment interaction effects for plant height, peduncle length, flag leaf area (P<0.01) and for panicle length, flag leaf length, fresh weight and dry weight (P<0.05), (Table 1).



Result of mean comparisons among five populations showed that populations of Mashhad, and Brojen with average values of (82.53 and 84.44 g/plant) for fresh weight and (41.15 and 44.02 g/plant) for dry weight had higher production than those of other populations, respectively (Table 2). For plant height, peduncle length, flag leaf area, the populations Brojen, Bojnord and Kamyaran with average values of 69.34 cm, 49.96 cm and 5.63 cm2 had higher values than those of other populations, respectively (Table 2). Also population of Mashhad, Esfahan and Kamyaran had higher seed yield than other populations (Table 2).



The mean values of fresh weight, dry weight, flag leaf area and seed weight were significantly increased in cold treatment by 30%, 48%, 12% and 150% higher than that for control, respectively (Table 3). This result was in agreement with result of Alizadeh and Jafari, (2010) in Dactylis glomerata that showed that some populations produced higher tiller in cold treatment compare with control. There was relationship between flag leaf area and forage production, Sambo (2011) in comparison among three grass species including: Dactylis. glomerata, F.arundinacea and Phalaris tuberose found that increasing of leaf area of these species leaded to higher forage production.



Results showed that there were significant effects of population x treatment interaction for all of morphological traits except seed yield (Table 1). The higher values of plant height and peduncle length with average values of 78.33 cm and 61.11 cm were obtained in Brojen and Bojnord under control condition indicating that cold treatments had no significant effects on these traits. In contrast, the population of Brojen with average values of 29.67 cm, 91.57 g/plant, 46.67 g/plant, respectively, had higher means values of flag leaf length, fresh weight and dry weight under per chilling treatments. Similarly, Mashhad population with average values of 14.66 cm, 95.86 g/plant, 52.53 g/plant, 6.09 cm2 and 1.30 g/plant, respectively, had higher values of peduncle length, fresh weight, dry weight flag, leaf area and seed yield than those for other populations in cold treatment (Table 4). Also, the higher seed production with average values of 1.35, 1.10 and 1.30 g/plant, were obtained by population Esfahan, Kamyaran and Mashhad in cold treatment (Table 4), indicating that vernalization had increase yield and yield components in tall fescue.



The results of this research work was in agreement with result of Durand, Schaufele, and Gastal (1999), for elongation of successive leave under constant temperatures of 24°C and 14°C, and after temperature changes from 24 to 14°C and vice versa. A morphological analysis of the growing leaf was made from the time it was 1 mm long until it was fully elongated. They concluded that temperature change had an immediate effect on LER (leaf elongation rate) but the response varied depending on the direction of the temperature change.

Quality traits: Analysis variance showed that there were significance differences P<0.01 between populations for all of quality traits (Table 5). Also there were significance differences P<0.01 between treatments for WSC and ADF. There were significance differences for treatment by population interaction effects for all of quality traits (Table 5). Result showed that maximum values of DMD% was 59.39% and it was related to population of Mashhad. Lower value of DMD was 51.52% and it was related to population of Bojnord (Table 6). The population of Bojnord had values of CP% (18.1%). The lower and higher values of CP with 16.50% 18.1% were related in to Kamyaran and Bojnord population, respectively (Table 6). Esfahan population had higher values of total ASH (7.81%) than the other population. Lower value of ASH (6.91%) was related to population of Brojen (Table 6).





With effect of cold treatment, the mean values of CP and WSC were significantly reduced in cold treatment by 5% and 20% lower than that for control, respectively (Table 7). The results also indicate that cold treatment caused to early flowering of all of populations Festuca arundinaceae (Figure 1). Three are evidence that forage qualities are reduced by plant growth (Jafari, Anvari, Nakhjavan and Rahmani, 2010). The result indicated that reduction of CP and WSC was related to early flowering of cold treatment compare to control. Therefore In populations that harvesting in the same time, the early heading had always lower quality (Jafari et al, 2010).
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Results showed that there were significant effects of population × treatment interaction for all of quality traits (Table 8). The higher values of DMD, CP and WSC, with average values of 59.57%, 21.32% and 17.28%, respectively, were obtained in Esfahan under control condition indicating that cold treatments by promoting of flowering stage cause to reduce quality traits. Similarly, the population of Esfahan and Bojnord with average values of 70.73 and 50.73 had higher values of NDF and CF (Table 8). These traits had negative effect on forage quality and by plant growth there values are increased (Jafari et al., 2010).



Growth degree days (GDD): GDD of populations were estimated for flowering stage (Fig 1). By effect of cold treatment, GDD of five populations were lower than control (Fig 1). Therefore these populations would be earlier when treated with cold treatment compare control. This result confirmed by Alizadeh and Jafari (2011). They studied the effect of temperature on phenological and quality of some ecotype of Dactylis glomerata with regard of growth degree days and their result showed that all five ecotypes trend to early flowering and heading than control.

Conclusion


	From point of phenological characteristics, population of Masshad and Brojen population would prefer than three other ones. Regarding of to quality traits, the higher values of both DMD (56.5%) and WSC (14.09%) were obtained for Esfahan and higher value of CP (18.1%) for Bojnord. The Esfahan and Bojnord populations would select for both yield and quality traits. For seed production the higher values were obtained in population Esfahan, Kamyaran and Mashhad in cold treatment. This population cloud be use to release cultivars for range beneficiaries.

	Results also showed that the growth degree days (GDD) of those populations which were subjected to cold treatment had lower flowering stage than those for control. It was concluded that cold treatment had no effect on vegetative developments particularly in seedling stage, but it reduced flowering dates in generative stage and increased fresh and dry matter and seed yield. It was proved that the Tall fescue is cool season grass and it needs a period of vernalization for promotion of flowering. Calculating of GDD during phenology is important factor for predicting of optimum time sowing, flowering, harvesting and grazing. Therefore it is recommended for cool season grass before planting.
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Resumen

El género Ocimum con más de 150 especies se caracteriza por la alta variabilidad morfológica y quimiotípica y el gran valor en las industrias de perfumería, cosmética, alimentaria y farmacéutica. Con el objetivo de evaluar la calidad fisiológica de las semillas de este género, en el Centro Experimental y el Laboratorio de Fisiología Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, se realizaron pruebas de germinación y viabilidad con 2,3,5– trifenil tetrazolio, TTZ. En un diseño factorial con semillas de cinco variedades, tres tratamientos y tres repeticiones, se evaluaron los efectos de embeber las semillas durante 5 minutos en nitrato de potasio KNO3 al 0.2% y ácido giberélico AG3 a 250 ppm y 500 ppm como primer riego y un testigo (solo agua). Los resultados mostraron que las semillas de la especie O. selloi presentaron los mayores porcentajes (90%) de viabilidad en TTZ y germinación (46.2 %). Las semillas embebidas en KNO3 al 0.2 % presentaron los mayores valores de germinación en tres de las cinco variedades evaluadas. Las mejores respuestas de germinación se obtuvieron con las semillas de las especies O. selloi (70%) y O. micranthum (58%), seguido de Ocimum sp. (26%). Los resultados mostraron la presencia de niveles variables de latencia, que fue superada parcialmente con la aplicación de nitrato de potasio (KNO 3) al 0.2 %.

Palabras clave: Albahaca, quimiotipos, germinación, tetrazolio, viabilidad, latencia, nitrato de potasio, ácido giberélico.



Abstract

The genus Ocimum with over 150 species is characterized by high morphological variability and Chemotypes of great value in the industries of perfumery, cosmetics, food and pharmaceutical features. In order to evaluate the physiological quality of the seeds, in the Experimental Center and the Laboratory of Plant Physiology at the National University of Colombia at Palmira, germination and viability tests were performed with 2,3,5 triphenyl tetrazolium, TTZ. In trials, using a factorial design with five varieties of seeds, three treatments and three replications, the effect of imbibing the seeds for five minutes in Potassium nitrate 0.2% KNO3 and gibberellic acid GA3 250 ppm and 500 ppm respectively as first irrigation and a control (water) was evaluated. The results showed that the seeds from the species O. selloi had the highest percentage (90%) of viability in TTZ and germination (46.2%). The seeds soaked in 0.2% KNO3 showed the highest values of seed germination in three of the five varieties tested. The best responses were obtained with germination seeds O.selloi species (70%) and O. micranthum (58%), followed by Ocimum sp. (26%). The results showed the presence of varying levels of latency, which was partially overcome by the application of potassium nitrate (KNO3) 0.2%.

Keywords: Basil, Chemotypes, germination, tetrazolium viability, dormancy, potassium nitrate, gibberellic acid.



Introducción

El interés por la medicina tradicional complementaria es cada vez mayor, por diversos motivos entre los que se encuentran la creciente presión social por lo natural y por ser la única alternativa de muchas personas para atender sus problemas de salud. Los tratamientos tradicionales y sus prácticas son culturalmente aceptados ya que es una forma de atención disponible a bajo costo para los hogares. La mayor parte de las medicinas tradicionales complementarias son atractivas debido al vertiginoso encarecimiento de la atención en salud (Akerele, 1985).

Las encuestas en mercados nacionales e internacionales de plantas medicinales, aromáticas y condimentarías comprueban el interés creciente por éstas y señalan, además del crecimiento, un mercado importante y altamente competitivo en el que la calidad y consistencia de ésta, deberán estar apoyados con esfuerzos fuertes en investigación y desarrollo para proveer innovación y variedad (Agronet, 2008; CBI Market survey, 2010).

La albahaca, una planta del género Ocimum, ocupa un lugar importante entre las especies aromáticas, medicinales y condimentarías cultivadas en Colombia y en el Valle del Cauca, en particular, debido a su gran adaptabilidad a las condiciones edafoclimáticas de la región. De acuerdo con el Plan Hortícola Nacional 2006 – 2010, el Valle del Cauca aparece como uno de los departamentos con mayor participación en la producción nacional de esta planta (19% del área cosechada) y uno de los de mayor potencial debido a sus altos rendimientos (79.8 t/ha) (MADR –CCI, 2007). El género Ocimum perteneciente a la familia Labiatae, se caracteriza por la alta variabilidad morfológica y quimiotípica (Marotti et al., 1996; Muñoz et al., 2007; Simon et al., 1999). Algunas especies son ricas en aceites aromáticos y reconocidas por sus actividades antihelmíntica, antipirética, diaforética, expectorante y carminativa; mediante la administración oral del extracto acuoso a roedores diabéticos se ha comprobado también su actividad hipoglucémica (Dode et al., 2003; Tene et al., 2007, citados por Tan, Mezui, Enow, Nijkam, Dimo y Bitolog, 2008). Varios estudios han reportado efectos fisiológicos beneficiosos de semillas de O. canum en la disminución del colesterol y la glucosa en la sangre y efecto laxante (Kangsadalampai, Meksawan, y Buranaprapruk, 2007). En semillas de O. sanctum se reportan propiedades antiinflamatorias, antipiréticas, analgésicas y antiartríticas. También se ha estudiado el efecto de su aceite esencial sobre parámetros inmunológicos en animales (Mediratta, Sharma, y Singh, 2002). Igualmente se reporta potencial en la utilización del mucilago de las semillas como ingrediente espesante y estabilizador ya que los polisacáridos presentes en el mucilago se utilizan generalmente como agentes gelificantes y estabilizadores, y para mejorar las características de textura de muchos productos alimenticios como jaleas, aliños de ensaladas y postres (Hosseini, Matia, Goh, Razavi, y Mortazavi, 2010)

Presenta amplia variación en características de crecimiento, tamaño de hoja, color de flor, aspecto físico y aroma (Lawrence, 1992) entre sus más de 150 especies (Pushpangadan, Bradu, Basil, Chadha, y Gupta, 1995). Es un grupo importante de plantas aromáticas que contienen aceites esenciales ricos en diferentes constituyentes como linalol, geraniol, citral, alcanfor, eugenol, timol, entre otros (Lee, Umano, Shibamoto, y Lee, 2005). Este género tiene amplia variabilidad entre genotipos, lo que se utiliza para identificar materiales con altos contenidos de linalol (Labra, Miele, Ledda, Grassi, Mazzei, y Sala, 2004). Sin embargo, la composición del aceite esencial y los caracteres morfológicos no son siempre suficientes para delimitar exactamente cada variedad o cultivar (Grayer et al., 1996, citados por Grayer, Vieira, Price, Kite, Simon, y Paton, 2004).
 
En el ciclo vegetativo, la germinación constituye una de las fases más importantes y limitantes del desarrollo, caracterizado por procesos de naturaleza compleja, dependiente de factores como temperatura, luz, agua y reguladores de crecimiento (Mayer et al., 1989, citados por Factor, Purquerio, Lima, Araujo, Curi, y Tivelli, 2008), eportan el fenómeno de latencia en semillas de O. basilicum, y Estrelles, Guemes, Riera, Boscaiu, Ibars, y Costa (2010) el efecto de la temperatura en la germinación.

En semillas pequeñas, la ocurrencia de germinación en presencia de luz puede ser considerada como una característica adaptativa. Las semillas pequeñas son generalmente fotoblásticas positivas y su falta de capacidad para germinar en ausencia de luz, exige que se siembren en la superficie del suelo, donde la luz puede estimular la germinación. Las temperaturas reconocidas como óptimas para germinación de semillas de O. basilicum varían entre 20 y 30°C (Sousa, Sousa, Oliveira, y Barros, 2007; ISTA, 2010), por el contrario, Putievsky (1983) reconoce que la germinación de O. basilicum no es sensible a la temperatura.

La germinación de semillas de O. gratissimum presenta un comportamiento un poco errático, típico de especies no completamente domesticadas. Los tratamientos de inmersión en agua, o de agua corriente durante 24 h no resultaron efectivos, pero es posible mejorar la germinación con aplicaciones exógenas de ácido giberélico a partir de concentraciones de 250 ppm (Fuentes et al., 1996). Existen en los vegetales las giberélinas, las kinetinas y las auxinas, que actúan en ese orden respectivamente en el crecimiento de las células, en su división y en el desarrollo y crecimiento de las nuevas células. Estas sustancias se utilizan en la multiplicación y desarrollo de las plantas, bien para romper la latencia de semillas, o para estimular el enraizamiento de los esquejes y el desarrollo de plantas (Muñoz, 1993, citado por López, Burgos, y Cenóz, 2004).

Muchos de los resultados exitosos de investigación con plantas medicinales fracasan o no se pueden aplicar por la escasa disponibilidad de materiales de propagación (semillas o esquejes) o la falta de conocimiento para producirlas y/o conservarlas. Invariablemente, las respuestas a la creciente demanda de los productos naturales requieren nuevos cultivos para la producción de biomasa y deberán incluir el suministro, métodos de acondicionamiento, conservación y calidad de semillas o plántulas para garantizar una respuesta responsable y coherente con la demanda creciente de estos productos.

Debido a que la mayoría de las semillas de las variedades de albahaca son importadas a un alto costo, con deficiencias en la identidad genética de los materiales y alta variabilidad de la calidad física y fisiológica, el proyecto relacionado con este trabajo tuvo como objetivo evaluar la calidad fisiológica de las semillas de cinco variedades de albahaca con el fin de contribuir y facilitar el desarrollo de sistemas de suministro de semilla.

Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en el Centro Experimental y en el Laboratorio de Fisiología Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, a 03° 31’ 48” N y 76° 8’ 13”, a 1050 m.s.n.m., temperatura promedio de 23.5°C, humedad relativa de 77% y evaporación de 1604.4mm.

Se utilizaron semillas de variedades de Ocimum disponibles y producidas en la Colección de trabajo de Plantas Medicinales, Aromáticas y Condimentarías del Centro Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP) y semillas comerciales. Inicialmente las semillas se sembraron en bandejas germinadoras y 20 días después de la emergencia se trasladaron a macetas de 10 kg de capacidad bajo condiciones de invernadero, donde se mantuvieron hasta la cosecha; con esto se garantizó la disponibilidad de semillas de la misma edad para siembra en campo. Las variedades utilizadas, el origen y el tiempo hasta la producción de semillas aparecen en la Tabla 1.



Calidad fisiológica de semillas

Las semillas de las variedades fueron cosechadas manualmente entre 68 y 127 días después de la siembra (Tabla 1), fueron secadas a la sombra hasta alcanzar 10% de humedad antes de proceder separar y eliminar por ventilación las semillas vanas y el material vegetal liviano. Las pruebas de germinación se hicieron siguiendo el protocolo de ISTA (2010). Los tratamientos de germinación evaluados se incluyen en la Tabla 2.
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Los tratamientos de germinación se hicieron en cajas Petri con papel de germinación (anchor), con tres repeticiones de 50 semillas cada una y lecturas de germinación los días 4 y 14, que incluyeron germinación total de plántulas normales y anormales, semillas frescas y semillas muertas afectadas por patógenos (ISTA, 2010).

Prueba de viabilidad

Esta prueba se hizo con sal de trifenil tetrazolio (TTZ) de acuerdo con la norma para semillas de O. basilicum (ISTA, 2010). Para esta prueba, las semillas de tres repeticiones de 50 plantas por cada variedad fueron humedecidas en agua durante 18 h, antes de cortarlas longitudinalmente para extraer el embrión, que fue colocado en solución (1%) de tetrazolio durante 24 h para proceder a realizar la lectura y evaluación con estereoscopio binocular digital marca Physis.

Antes de la prueba final, se realizaron pruebas morfoanatómicas preliminares con el objetivo de adquirir destreza en la identificación de las estructuras esenciales del embrión (radícula y cotiledones) donde las partes que aparecen teñidas corresponden a tejidos vivos.

Análisis de datos

Para uniformizar y facilitar el análisis e interpretación de los datos, se calculó la germinación relativa como la relación entre la germinación total (plántulas normales+ anormales) y la viabilidad en TTZ, y la latencia como la diferencia entre la viabilidad y la germinación relativa. La información se procesó con el software Statistical Analysis System (SAS versión 9.3 de 2013) utilizando la prueba de rango múltiple de Duncan para establecer comparaciones entre tratamientos.

Resultados y discusión

Calidad fisiológica de semillas

Las semillas de O. selloi presentaron la mayor viabilidad en TTZ (90%), seguido de O. micranthum y O. basilicum. Ocinum selloi y O. micranthum presentaron semillas con los mayores valores promedios de germinación total y relativa. Ocinum basilicum (alemana), O. basilicum (blanca) y Ocinum sp. presentaron las semillas con mayor grado de latencia (Tabla 3).
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Los valores bajos de germinación en todas las variedades contrastan con los resultados obtenidos con semillas de O. basilicum por Mijani, Eskandari, Zarghani, Ghias (2013) quienes reportaron porcentajes de germinación superiores a 70%. Los valores altos de viabilidad y la baja germinación en las semillas evaluadas fueron debidos, aparentemente, a la latencia de las semillas y a los residuos de mucilago presente en ellas, excepto en O. selloi que no presenta muscilago.
 
En promedio, las semillas tratadas con KNO3 presentaron los mayores valores de germinación total (33.9%) y relativa (40.6%). En los tratamientos con ácido giberélico en las concentraciones evaluadas no se observaron diferencias (P > 0.05). Los valores de germinación relativa, aunque fueron más altos, presentaron un comportamiento similar al de la germinación total. El menor porcentaje de semilla muerta se presentó en el tratamiento con KNO3 (8.3%); mientras que el mayor porcentaje de semillas muertas por infestación de patógenos (17.9%) se presentó en el tratamiento AG3–250 ppm, aunque no fue diferente estadísticamente con los demás tratamientos. En el tratamiento con KNO3 las semillas, igualmente, presentaron el menor porcentaje de latencia (38.6 %) lo que comprueba la efectividad parcial de este tratamiento contra la latencia de estas semillas (Tabla 4).
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En las semillas de O. selloi, O. micranthum y Ocimum sp. los mayores valores de las germinaciones total y relativa y los menores valores de latencia se obtuvieron con el tratamiento con KNO3, mientras que para O. basilicum (alemana) y O. basilicum (blanca) no se presentaron respuestas a los tratamientos evaluados y las germinaciones fueron bajas y con relativos porcentajes altos de latencia (Tablas 5 y 6). Estos resultados coinciden parcialmente con los resultados obtenidos por Amaro, Assis, David, Silveira, Silva Neta y Mota (2012) quienes para semillas de O. basilicum encontraron efectos contra la latencia con tratamientos de preenfriamiento a 10 °C durante 4 días y exposición a KNO3 durante 5 min.
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Conclusiones


	Las semillas de las variedades de albahaca en el estudio presentaron alta viabilidad en Tetrazolio y bajos valores de germinación, lo que indica la presencia de niveles variables de latencia.

	Las semillas O. selloi presentaron la menor latencia posiblemente asociado con la ausencia de mucilago.

	El tratamiento con KNO3 (0.2%) durante 5 minutos fue parcialmente efectivo en el rompimiento de la latencia.

	Los tratamientos con ácido giberélico a 250 y 500 ppm no estimularon la germinación en las semillas de las variedades de albahaca.
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Resumen

En el estudio se evaluó el efecto del déficit de agua en el potencial hídrico foliar y el intercambio de gases de plantas de tres clones de cacao (Theobroma cacao L.) en etapa de vivero. El experimento se estableció en un diseño de parcela dividida con arreglo de bloques aleatorizados y cinco repeticiones. La parcela principal correspondió a cuatro niveles de agua disponible en el suelo y la subparcela a plántulas injertadas de tres meses de edad. Los resultados mostraron diferencias altamente significativas (P < 0.01) para los contenidos de agua en el suelo, pero no se encontraron diferencias entre los materiales evaluados. La pérdida de agua en el suelo disminuyó el potencial hídrico foliar (Ψf) y ocasionó el cierre de estomas alterando el intercambio de gases. El déficit de presión de vapor (DPV) se acentuó principalmente en horas del mediodía cuando aumentó la evapotranspiración. La magnitud del impacto del déficit hídrico depende de las variaciones climáticas a lo largo del día. Las variables climáticas que afectaron el desarrollo de la planta fueron la temperatura y la humedad relativa en forma de DPV. La fotosíntesis neta y el crecimiento de las plántulas de cacao son variables fisiológicas muy sensibles al exceso y especialmente al déficit de agua.

Palabras clave: Estrés hídrico, sequía, fotosíntesis, transpiración, potencial hídrico, cacao.



Abstract

In the locality of El Espinal, Tolima, the effect of water stress on leaf water potential and gas exchange of plants three clones of cacao (Theobroma cacao L) was evaluated. The experiment was established in a split plot design in randomized block arrangement. The main plot was four levels of available soil water, subplot grafted seedlings to three months of three clones with five repetitions. The results showed highly significant differences (P <0.01) in content of soil water, but no differences between the materials evaluated. The loss of water in the soil decreases leaf water potential (Ψf) and causes stomatal closure altering gas exchange and vapor pressure deficit (DPV) accentuates mainly at noon with increasing evapotranspiration. The magnitude of impact of water deficit depends on climatic variations throughout the day. The climatic variables that affect plant development, are temperature and relative humidity in the form of DPV. Net photosynthesis and growth of cocoa seedlings are physiological variables very sensitive to excess and especially to water deficit.

Keywords: Water stress, drought, photosynthesis, transpiration, water potential.



Introducción

En Colombia existen aproximadamente 100,000 ha cultivadas con cacao (Theobroma cacao L.) con una producción de 39,000 t anuales de almendra seca, que no abastecen la demanda nacional estimada en 47,000 t/año (Espinal, Martínez, Beltrán, y Ortiz, 2005). Los principales departamentos productores de cacao son Santander (46%), Huila (11.5%) y Tolima (5.2 %). Lo anterior indica que el cacao en Colombia se cultiva en diversos ambientes desde muy húmedos hasta secos. En la zona de topografía quebrada de Santander el cultivo está expuesto a situaciones extremas por prevalencia de enfermedades fungosas en ambientes húmedos y per–húmedos, y en el valle seco del rio Magdalena a problemas de déficit hídrico en alguna época del año (García, Romero, y Ortiz, 2007).

El conocimiento generado sobre la respuesta fisiológica de este cultivo a la irrigación, permite deducir que es posible establecer cultivos de cacao en ambientes que contrastan con su sitio de origen, en áreas secas, incluso en ambientes desérticos y/o con menor sombrío donde los rendimientos son aproximadamente de 3 t/ha de cacao seco por año (Carr y Lockwood, 2011; Leite et al, 2012). En los departamentos de Huila y Tolima la mayor limitante para la siembra de cacao es la necesidad de riego suplementario en la época seca, sin embargo, son zonas con disponibilidad de riego ubicadas estratégicamente en ambientes muy competitivos por la infraestructura de servicios y comunicaciones.

En ambientes secos y cálidos se consumen grandes volúmenes de agua para riego debido a la mayor cantidad de energía solar disponible y a la mayor tasa de evapotranspiración por las plantas; mientras que en ambientes más húmedos y cálidos el consumo de agua es menor (Torrán, 2007). La regulación de estomas es el proceso más importante de la planta para evitar la pérdida de agua y está fuertemente afectada por el poder evaporativo de la atmósfera (Doorenbos y Pruitt, 1984). El agua del suelo contenida entre el punto de marchitez permanente (PMP) y la capacidad de campo (CC) se le considera como el agua disponible para la planta (AD), y depende de la textura, la densidad aparente y la estructura y su movimiento ocurre principalmente por fuerzas capilares o matriciales (Allen, Pereira, Raes, y Smith , 2006; Azcón–Bieto y Talon, 2008; Martin, 2010).

El cultivo de cacao es considerado como hidroperiódico. Para Alvim (1981) la precipitación es el factor ambiental que más influye en la producción de este cultivo en condiciones de campo, siendo la periodicidad de las lluvias el principal factor climático que induce la apertura de brotes vegetativos y estimula la floración. Balasimha (1999) considera que la ocurrencia de amplios periodos secos afectan los procesos fisiológicos de esta planta en campo.

En zonas tropicales de Ecuador, Venezuela, Malasia, Ghana y Brasil se han adelantado trabajos a nivel experimental y comercial con cacao bajo riego. Los resultados en el incremento de producción han sido variables entre 40 y 100% (Freire, 1993; Siqueira, Sena, Dias y Souza, 1996). Por otra parte, la producción puede aumentar con la mayor radiación directa en el área de siembra (Dias, 2001; Edward, 1981). En Belice Khan, Patterson y Matlick (1987) evaluaron el comportamiento del cultivo de cacao a la aplicación de riego por goteo en la época seca y encontraron que cuando se restituyó entre 75 y 100% del agua perdida en los primeros 30 cm del suelo, el rendimiento fue 28% más alto que cuando se restituyó 0 y 50% de agua perdida por evapotranspiración.

De Almeida y Valle (2010) encontraron la existencia de genotipos de cacao que no muestran una alta resistencia estomática bajo déficit hídrico y baja humedad relativa, en contraste con otros genotipos que tienen un mecanismo eficiente de regulación estomática y limitan fuertemente la transpiración en condiciones de déficit hídrico. Mediante el estudio del potencial hídrico foliar (Ψf) durante la época seca en un periodo de 5 años, Balasimha y Daniel (1988) identificaron los híbridos 1–21 × NC42/94 y 1–29 × NC23/43 con características de tolerancia a la sequía debido a sus más altos potenciales hídricos foliares y resistencia estomática durante el periodo seco. En el sur de Bahía (Brasil) se compararon ocho clones por tolerancia a la deshidratación rápida, encontrando que los clones SPA5, SIAL70 y TSH516 fueron resistentes a la sequía y su ajuste osmótico fue asociado con la acumulación de iones de potasio y fósforo en la hoja (De Almeida, Brito, Aguilar y Valle, 2001). Araque et al. (2012) en Venezuela compararon las tasas de fotosíntesis, las relaciones hídricas y el crecimiento de plantas de cacao, durante las épocas secas y lluviosas, encontrando que los cultivares con mayor ajuste osmótico coincidieron con las mayores tasas de supervivencia.

Las condiciones vulnerables de la planta de cacao a fenómenos extremos de sequía se presentan en las etapas iniciales de establecimiento y afectan negativamente el crecimiento. Por otra parte, la respuesta de la planta en forma de ajuste osmótico y reducción en el potencial hídrico de la hoja, afectan la asimilación de carbono (De Almeida y Valle, 2010). En Colombia la información de los requerimientos hídricos, los mecanismos de tolerancia, aclimatación o adaptación a condiciones críticas de sequía temporal de clones de cacao es escasa. Por tanto, es necesario iniciar investigaciones que contribuyan al entendimiento de la dinámica del agua, los nutrientes y la luz en el crecimiento y desarrollo del cultivo en nuevos escenarios menos vulnerables a problemas fitosanitarios, contrastantes en luminosidad y disponibilidad hídrica.

Materiales y métodos

El trabajo se realizó en casa de malla del Centro de Investigación Nataima de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) (4° 11’ 31.65” N, 74° 57’ 41.49” O), a 418 m.s.n.m., en la microrregión del valle cálido del Alto Magdalena, departamento del Tolima, municipio de El Espinal, en un bosque seco tropical (IAVH– Colombia, 1998). El promedio anual de temperatura es de 27 °C y la precipitación de 1500 mm, con distribución bimodal. Los suelos son de textura franco arenosa.

Material vegetal y establecimiento del ensayo. Se utilizaron plántulas de T. cacao clones ICS95, ICS60 y CCN51 injertados sobre patrón IMC67 (ICA, 2002). La siembra se hizo en un sustrato de suelo, cascarilla de arroz quemada y gallinaza compostada, en proporción 3:1:1, con fertilidad media a baja, sin problemas de salinidad (0.416 ds/m) y pH (6.43) adecuado para el desarrollo de plantas de cacao, muy bajos contenidos de potasio (0.11 cmol/kg), relación calcio:magnesio moderada (1.14), materia orgánica moderada a baja (2%), fósforo (18.2 mg/kg) y contenido moderado de elementos menores. La textura era franco arenoso (FA), la densidad aparente era baja (1.04 g/cc).

Las mediciones incluyeron: contenidos volumétricos de agua (% CVA) a capacidad de campo (24.75%) y punto de marchitez permanente (10.51%) obtenidos a partir de los datos de humedad gravimétrica mediante ollas de presión (Richards, 1949) y corregidos con la densidad aparente. Las plántulas se establecieron en bolsas de plástico negro calibre 3 de 40 cm de altura y 25 cm de diámetro, con cuatro perforaciones de 0.5 cm de diámetro en la base, se llenaron hasta 3 cm del borde para una altura final de 37 cm de sustrato, con un peso aproximado de 20 kg por cada bolsa. Para mejorar la fertilidad se aplicaron 5 g por bolsa de una mezcla de fertilizante compuesto (15 – 15 – 15) con 20% adicional de KCl. Las plántulas con 1 mes de injertadas se trasplantaron en cada bolsa, se regaron hasta saturación y para alcanzar los valores requeridos del contenido volumétrico de agua en el suelo (CVA) según el tratamiento (Tabla 1) se dejaron en condiciones de libre evaporación y drenaje. En los primeros 20 cm de cada bolsa se midió el CVA con una sonda TDR–100 (Spectrum technologies). Después de cada lectura se agregó la cantidad de agua requerida para mantener el CVA (%) según cada tratamiento.
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Variables de clima. Durante 60 días que duró el ensayo fueron registradas la temperatura y la humedad relativa al interior de la casa de malla utilizando Data Logger HOBO U23 Pro v2 (Onset Technologies) y la radiación solar mediante un piranómetro LI–200 acoplado a un Data Logger LI–1000 (LI–COR Bios). A partir de los datos de temperatura y humedad relativa se calculó el DPV. Para lecturas instantáneas se utilizó la fórmula de Rosenberg et al., (1983) citada por (Arellano et al., 2006). Para obtener registros diarios se utilizaron los valores máximos y mínimos de temperatura y humedad relativa según (Allen et al., 2006). El potencial hídrico de la atmósfera (Ψa) fue estimado con los datos de temperatura y humedad relativa, según Azcón–Bieto y Talon (2008).

Potencial hídrico de la hoja Ψf. Al final del experimento, 60 días después del transplante (ddt) se recolectaron tres hojas maduras del tercio superior del tallo principal de una planta por cada unidad experimental (UE), las cuales fueron depositadas en bolsas de aluminio para evitar el aumento de transpiración y se almacenaron temporalmente dentro de una nevera de icopor refrigerada. Antes de que transcurrieran 15 min se midió el potencial hídrico en la bomba de scholander (Soil moisture modelo 3000). Para observar las primeras gotas de agua sobre el corte realizado en el peciolo se utilizó una lupa y se anotó el valor de la presión en bar y MPa (Turner, 1981).

Intercambio de gases. Sesenta ddt se hicieron lecturas de fotosíntesis neta (Pn), transpiración (T), conductancia (gs) y resistencia estomática (rs) en dos plantas por UE. Las mediciones se hicieron con un analizador de gases infrarrojo LI–6200 (LI–COR Bioscenciences) con luz natural, sobre la tercera hoja madura contada desde el ápice hacia la base del injerto con luz ambiente entre las 10:00 y 11:00 a.m. (Rehem, 2006).

Diseño estadístico y análisis de datos. El diseño estadístico utilizado fue parcelas divididas en bloques al azar con cinco repeticiones. La parcela principal correspondió a los tratamientos de agua disponible (10, 20, 25 y 30%) y la subparcela a los clones (ICS95, ICS60 y CCN51) para un total de 60 UE. Los datos de clima fueron organizados en hojas electrónicas en Excel y posteriormente analizados mediante gráficas de tendencia y correlación. Las variables fisiológicas fueron analizadas mediante Anava con el programa SAS versión 9.0 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA. 2002). Para las variables significativas y altamente significativas se hicieron comparaciones de las diferencias entre las medias con base en la prueba de Tukey. Para variables continuas se ajustaron modelos polinómicos mediante el procedimiento GLM de SAS comparando los CVA y la variable respuesta. El modelo de regresión seleccionado se fundamentó en el ajuste estadístico (P < 0.05), la reducción de los cuadrados medios (CME) y el coeficiente de determinación (r2).

Resultados y discusión

Microclima y evapotranspiración. La intercepción de la cubierta disminuyó en un 85% la radiación al interior de la casa de malla, presentando un rango de variación entre 600 y 1000 W/m2 como valores promedio diario. En la Figura 1A se observan los cambios desde las 06:00 h y durante el día de la radiación solar trasmitida hacia el interior a través de la cubierta de la malla, lo que proporcionó la energía suficiente para aumentar la temperatura en el ambiente. A medida que la temperatura ambiente aumentó, disminuyeron la humedad relativa y el potencial hídrico atmosférico al interior de la casa de malla (ΨaCM). El contenido de agua del sustrato (CVA) a 20 cm de profundidad aumentó proporcionalmente a la disminución del Ψa (Figura 1A). Esta variación en el CVA indica la perdida de agua del suelo por traspiración a través de las plántulas de cacao y por evaporación del sustrato expuesto en las bolsas que hacían parte de las UE. La estrecha relación inversa con la humedad relativa indica que la tasa de evapotranspiración en las UE evaluadas, depende del grado de saturación de humedad de la atmósfera interna ΨaCM (Figura 1B).
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Durante el ensayo, las temperaturas del suelo superiores a 30 °C se presentaron entre las 12:00 y las 19:00 h, momento en el cual disminuyó la evapotranspiración. De acuerdo con lo encontrado por Amorim y Valle (1992) es de particular importancia para trabajos en casa de malla considerar la temperatura del suelo entre 30 y 40 °C, ya que ésta afecta la resistencia al flujo transpiratorio en todos los estados de desarrollo de hojas de plántulas de cacao, lo que altera de manera importante la transpiración.

Déficit de presión de vapor y potencial hídrico de la atmósfera. El DPV presentó un comportamiento similar y altamente correlacionado con la temperatura (r2 = 0.97) (P <0.01). El comportamiento del Ψa fue similar al de la HR, presentando una correlación de 0.99 (P < 0.01). Los valores máximos diurnos de DPV durante el experimento al interior de la casa de malla fueron, aproximadamente, de 2.2 kPa a las 14 horas. En días con temperaturas superiores a 30 °C y humedad relativa por debajo de 60%, el valor aumentó para llegar a un máximo entre 3.5 y 4.24 kPa con las temperaturas máximas alrededor de 40 °C. Estos valores inciden en el cierre normal de estomas ya que las plantas de cacao se saturan con muy baja radiación solar y a DPV entre el aire y la hoja cercanos a 1.8 kPa (De Almeida y Valle, 2007).

Intercambio de gases y Ψf. Se encontraron diferencias (P < 0.01) para el factor CVA. Los clones no se presentaron diferencias (P > 0.05) para las variables evaluadas. La Pn y la T aumentaron proporcionalmente con los tratamientos a medida que aumentó la cantidad de agua disponible en el suelo, siguiendo un modelo cuadrático creciente (Figura 2 A y B). Para Pn se presentó un aumento desde un valor mínimo 3.56 ± 0.71 µmol/m2 por segundo en condiciones cercanas a PMP (10% de CVA) hasta un valor máximo 6.43 ± 0.76 µmol/m2 por segundo con contenidos de humedad a capacidad de campo (25% CVA). A partir de este valor se observó que aumentos en la cantidad de agua disponible (30% CVA) no incrementaron la Pn, la cual se estabiliza o tiende a disminuir. El incremento final en Pn para el tratamiento con 25% de CVA fue de 80% en relación con el tratamiento de 10% de CVA, 34% en relación con 20% de CVA y 16% en relación con 30% de CVA.
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Para la transpiración (T) los tratamientos con mayores contenidos de humedad en el suelo (25 y 30% de CVA) presentaron los mayores valores 7.84 ±1.31 y 6.91 ±1.07 mmol/m2 por segundo en relación con los valores más bajos (20 y 10% de CVA) 5.84 ± 1.21 y 4.48 ± 1.32 mmol/m2 por segundo. El tratamiento de 10% de CVA presentó una disminución final en la transpiración del 74% en relación con el tratamiento que no presentó deficiencia hídrica durante todo el experimento (25% de CVA). A media que se intensifica el estrés aumenta la rs (Figura 3 A).
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El efecto del microclima en forma de mayores DPV indujo en los tratamientos de 10 y 20% de CVA, un mayor cierre estomático posiblemente vía síntesis de ABA (Davies y Zhang 1991; Moreno, 2009; Dodd, Egea, Watts, y Whalley, 2010), lo que disminuyó la disponibilidad hídrica en los tejidos y el flujo transpiratorio. A medida que las plantas estaban sometidos por mayor tiempo al estrés el efecto fue mayor; situación que indujo a cierres estomáticos tempranos y por lo tanto a la reducción de las tasas de intercambio de agua y dióxido de carbono (Figura 3B).

Las diferentes condiciones de disponibilidad hídrica impuesta tuvieron un efecto directo en la disminución del potencial hídrico de las hojas (Ψf). La tendencia de los valores de Ψf en relación con los CVA% fue de tipo cuadrático (Figura 4A). Los tratamientos tanto de déficit (10% y 20% de CVA) como de exceso hídrico (30% CVA) provocaron un Ψf menor (más negativo) que el obtenido en las plántulas con el tratamiento de 25% de CVA. La disminución del Ψf estuvo correlacionada con disminución en la Pn (Figura 4B). Joly y Hahn (1989) reportaron en cacaos amazónico y trinitario una reducción en las tasas de asimilación y transpiración significativas, cuando el potencial de agua de la hoja alcanzó –0.8 MPa.
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En el caso del tratamiento con mayor estrés hídrico (10% de CVA) la perdida de asimilación neta de carbono fue mayor en comparación con los demás tratamientos. De igual manera, se infieren mecanismos de ajuste osmótico, adicionales al efecto del DPV, que disminuyeron el Ψf y a su vez la Pn. Baligar, Bunce, Machado, y Elson (2008) y Balasimha, Daniel, y Bhat (1991) encontraron una relación inversa entre DPV y Pn, de tal manera que cuando la demanda evaporativa fue menor (bajo DPV) la Pn fue mayor y al aumentar DPV, la Pn disminuyó. Paralelamente a la disminución de Pn, T y gs, el ajuste osmótico se considera un mecanismo útil para regular la perdida de agua por las plantas de cacao bajo déficit hídrico (Rada, Jaimez, García Núñez, Azócar, y Ramírez, 2005).

El potencial hídrico foliar, la fotosíntesis neta y el crecimiento de las plántulas de cacao, son variables fisiológicas muy sensibles al exceso y especialmente al déficit de agua. La pérdida de agua en el suelo ocasiona el cierre de estomas de plantas de cacao alterando el intercambio de gases y el déficit de presión de vapor se acentúa principalmente al mediodía cuando aumenta la evapotranspiración. La planta de cacao en niveles de contenido de humedad cercanos a capacidad de campo presenta buen desarrollo, por tanto, se sugieren estudios a nivel bioquímico que permitan conocer respuestas de aclimatación como el ajuste osmótico, ya que esto permitiría hacia futuro la búsqueda de ambientes más secos donde los problemas fitosanitarios tengan menor incidencia.
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Resumen

El hongo fitopatógeno Moniliophthora roreri produce la moniliasis, una enfermedad que destruye la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.) y, por tanto, reduce la producción del cultivo y los ingresos de los agricultores. En el departamento de Norte de Santander, Colombia, las pérdidas por esta enfermedad pueden alcanzar hasta 60% de la producción. El conocimiento sobre la biología del hongo es escaso y actualmente se están realizando estudios de identificación macroscópica, microscópica, y comportamiento in vitro frente a antagonistas como: Trichoderma asperellum, T. longibrachiatum, Paecilomyces sp. y Bacillus brevis. En ocho municipios y corregimientos del departamento (El Zulia, Cúcuta, Tibú, Sardinata, Bucarasica, Teorama, Agua clara y El Tarra) se obtuvieron 56 aislamientos de M. roreri con fines de extracción de ADN y análisis de PCR. El método de aislamiento se realizó a partir de mazorcas infectadas por M. roreri, las cuales fueron lavadas con agua destilada, fraccionadas en trozos de 2 × 2 cm y desinfestadas con hipoclorito de sodio (2.5%), y alcohol (60%), antes de la siembra en cajas de Petri con medio PDA e incubación por 10 días a 28 °C. Las regiones ribosomales, ITS, (espaciadores internos de transcritos) correspondientes al ADNr 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 y 25S fueron amplificadas y secuenciadas. Amplicones de 600 pb (8 aislamientos), 740 pb (12 aislamientos) y de 750 pb, para los 36 aislamientos restantes. Los tamaños de los amplicones correspondieron a los esperados para la especie M. roreri y los análisis de BLAST confirmaron este nivel de caracterización.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, Theobroma cacao, moniliasis, ITS.



Abstract

The plant pathogenics fungus Moniliophthora roreri, causes losses to cocoa farmers and it causes the “Moniliasis”, too. The disease destroys the cocoa pod and crop production decreases, the losses reach up to 60% in the department of Norte de Santander. Little is known of the biology of the fungus, studies are currently identifying macroscopic, microscopic, and behavior in vitro with antagonists such as Trichoderma asperellum, Trichoderma longibrachiatum, Paecilomyces sp. and Bacillus brevis. Fifty–six isolates of M. roreri were obtained from 8 municipalities and townships the department (El Zulia, Cucuta, Tibú, Sardinata, Bucarasica, Teorama, Agua clara, El Tarra) for the purpose of DNA extraction and PCR analysis. The method of isolation was performed from infected ears M. roreri, which were washed with distilled water, and cut into 2 × 2 cm, and were disinfected with hypochlorite, 2.5% sodium and 60% alcohol. Then sown in Petri dishes containing PDA medium and incubated for 10 days at 28 ° C. Ribosomal regions “ITS” (internal transcribed spacers) for the 18S rDNA, ITS1, 5.8S, ITS2 and 25S, were amplified and sequenced. Amplicons of 600 bp (8 isolates), 740 bp (12 isolates) and 750 bp for the remaining 36 isolates. The sizes of the amplicons corresponded to those expected for the species M. roreri, and analysis “BLAST” level confirmed this characterization. 

Keywords: Moniliophthora roreri, Theobroma cacao, moniliasis, ITS.



Introducción

La moniliasis es una enfermedad del cacao (Theobroma cacao L.) producida por el hongo Moniliophthora roreri que se presentó en 1916 por primera vez en forma virulenta en la república del Ecuador (Barros, 1977), siendo actualmente un problema común para Colombia, Ecuador y Perú (Sánchez y Garcés, 2012). Según Rorer (1918) la moniliasis es un hongo patógeno nativo de Ecuador, que se encontró en especies como T. bicolor y T. baloensis (Barros, 1977). También se pensó que T. gireli era el huésped nativo de M. roreri al norte de Colombia en el departamento de Antioquia, donde se observó infectando plantas forestales al occidente de la cordillera andina de Colombia, zona rica en especies de Herrania y Theobroma. Evans (1985), considera que el hongo es nativo del Nororiente de esta parte de Sur América, ya que está presente en estas especies en Ecuador y Colombia.

Es probable que T. gileri represente un huésped coevolutivo de M. roreri, que se extendió del occidente de Ecuador al Noroccidente de Colombia, de esta forma se considera Ecuador como el centro de origen del patógeno. Sin embargo, algunos reportes sugieren que Colombia podría ser el primer lugar de origen del patógeno (Phillips, 2003).

En Colombia no existen registros precisos de la fecha de aparición de la enfermedad. En la literatura se reporta que de Ecuador pasó a Colombia y más tarde fue encontrada en el Perú, en plantaciones del occidente de Venezuela y al sur de Panamá (Barros, 1977). Existen reportes de 1969, donde se afirma que la primera inundación producida por el río Cauca afectó las plantaciones de 2 años de edad existentes en el dique, lo que produjo un ataque generalizado de cáncer o ‘chancro’ del tronco de los árboles causado por P. palmivora; más tarde, en 1971, se observó por primera vez la presencia de la moniliasis incidiendo levemente en las demás plantaciones de la región (Barros, 1980). Además, la primera detección del patógeno se hizo en el noreste de Colombia donde se describió la mayor diversidad genética del agente causal y se conoce la enfermedad desde hace 200 años, aproximadamente (Sánchez y Garcés, 2012).

En Colombia esta enfermedad fungosa es el factor más limitante para la producción de cacao (Sánchez y Garcés, 2012), ya que destruye la mazorca y reduce la producción en Norte de Santander y el resto del país, con pérdidas hasta de 60% de la cosecha (Suárez y Rangel, 2013). En esta región son escasos los estudios sobre los daños de este fitopatógeno, por lo tanto es necesario identificarlo no solo a nivel morfológico sino molecular. Los marcadores moleculares exhiben las características fisicoquímicas del ADN y su herencia se explica con las mismas leyes establecidas por la genética. Como consecuencia, han sido útiles para la detección de polimorfismos en animales, plantas superiores, patógenos y plagas (virus, hongos, insectos, nemátodos) (Rocha, 2003). Los ITS son algunos de los marcadores de ADN utilizados para la identificación molecular de M. roreri. Los espaciadores internos de transcritos son regiones no codificantes de la secuencia de ADN que separan los genes que codifican para los ARN ribosomales, altamente conservados a lo largo de los taxa, mientras que los nucleótidos entre ellos pueden ser específicos a nivel de especie. La conservación de los genes ARNr permite el fácil acceso a las regiones ITS con cebadores ‘versátiles’ para realizar la PCR. La variación en los espaciadores es una herramienta útil en la distinción entre una amplia diversidad de taxa difíciles de identificar. Para la detección de los ITS se hace uso de los cebadores en regiones conservadas de los genes de ARNr 28S, 5.8S y 18S (White, Bruns, Lee, y Taylor, 1990).

En la actualidad se realizan estudios del genoma de M. roreri que permitirán una imagen más completa de su evolución y mejorarán el conocimiento de su biología, para ayudar en el desarrollo de estrategias para un mejor control (Sánchez y Garcés, 2012). Igualmente se continúa con otras investigaciones para aislar microorganismos con potencial antagónico al fitopatógeno y observar su capacidad antagónica in vitro para el control biológico en Norte de Santander (Suárez y Cabrales, 2008).

Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica de espaciadores internos de transcritos (ITS) específicamente para aplicarlos en aislamientos de M. roreri y así determinar su variabilidad genética en Norte de Santander utilizando marcadores moleculares. Esto constituirá una de las estrategias para el posible control de la enfermedad y mejoramiento genético, la selección más adelante de genotipos de cacao resistentes a las variantes de M. roreri y en el futuro, mejorar las condiciones fitosanitarias del cultivo de cacao.

Materiales y métodos

Aislamientos. Los aislamientos de M. roreri fueron obtenidos de T. cacao tomados en fincas en diferentes municipios y corregimientos del Nororiente colombiano a partir de frutos con síntomas de la enfermedad. Así, en Zulia (8 aislamientos), Cúcuta (7), Tibú (5), Sardinata (6), Bucarasica (11), Teorama (5), Agua Clara (6) y El Tarra (8).

Los aislamientos se hicieron a partir de mazorcas infectadas por M. roreri, las cuales fueron lavadas externamente con agua destilada y cortadas en pequeñas secciones transversales. De estas secciones se tomaron trozos de 2 × 2cm, que fueron lavados y desinfectados con hipoclorito de sodio (2.5%) durante 2 minutos y alcohol al 60% durante 3 minutos. Posteriormente fueron sembrados en cajas Petri en medio papa dextrosa agar (PDA) con un tiempo de incubación de 10 días a 28 °C (Suárez, 2006).

Mantenimiento y preservación de los aislamientos. Los aislamientos de M. roreri crecieron en medio PDA mantenido durante el estudio en medios frescos. Dos réplicas de esta colección fueron conservadas en tubos y en cajas Petri en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente (28 °C), mientras que otras fueron conservadas en refrigeración a 4 °C.

Producción de micelio. El ADN genómico de M. roreri fue extraído del micelio obtenido después de repiques de caja de Petri a tubo, donde creció entre 11 y 15 días. Los aislamientos fueron cultivados en PDB (Caldo de Papa Dextrosa) a 25°C.

Extracción y purificación del ADN genómico. El ADN fue extraído del micelio de M. roreri (0.5 – 0.75 g) que había crecido previamente en PDB. Cada muestra fue macerada en un microtubo de 2 ml con 500 µl de buffer de extracción, con ayuda de un motor y pistilo. Luego la muestra fue llevada a vortex por un minuto y centrifugada a 6000 × g por diez minutos. El sobrenadante se pasó a un microtubo donde se incubó a 70 °C por 15 minutos; seguido de una extracción con un volumen de fenol–cloroformo (1:1) y centrifugación a 10.000 x g por 10 minutos. La fase acuosa fue transferida a otro microtubo donde se agregó un volumen de isopropanol. Se dejó en frío (congelación) por 10 minutos y nuevamente se centrifugó a 10.000 x g, durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue lavado en 150 µl de etanol a 70%, secado a 37 °C durante 3 minutos y resuspendido en 50 µl de buffer TE 1X pH: 8 con RNAasa (Suárez, 2005). Este protocolo de extracción se aplicó a las 56 cepas de M. roreri.

Cuantificación del ADN. La cantidad y la calidad del ADN extraído de cada muestra fue estimada en un gel de agarosa (0.9% (w/v)) teñido con bromuro de etidio (0.5 µg /ml) y visualizado bajo luz UV utilizando un transiluminador. Las concentraciones de ADN obtenidas variaron entre 1 y 2 µg/µl.

Amplificación por PCR. Las regiones ribosomales ITS fueron amplificadas utilizando los cebadores ITS4 (5'–TCCTCCGCTTATTGATATGC–3'), ITS5 (5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG–3') (White et al., 1990), los cuales se anclan en los ADNr 25 S y 18 S, respectivamente, por lo que incluyen también el 5.8 S.

La amplificación por PCR fue realizada en un volumen final de 25 µl, constituido de un buffer 1x taq polimerasa; MgCl2: 1.5 mM, 0.5 µl de cada cebador, 0.2 mM de DNTPs (Promega®) y 10 (0.4) ng de ADN genómico total de M. roreri (Tabla1).
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La reacción de PCR fue realizada en un termociclador (MJ. Research®) con las condiciones siguientes: un ciclo inicial a 94 °C por 1 minuto (denaturación); 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto (denaturación), 52°C por 45 segundos (hibridación) y 72 °C por 1 minuto (extensión) y un ciclo final de 72°C por 7 minutos. Las amplificaciones fueron chequeadas en un gel de agarosa al 1.5% w/v (1xTAE buffer) teñidas con bromuro de etidio (0.5 µg/ml) y visualizado bajo luz UV en un transiluminador. Los fragmentos fueron determinados por comparación con un marcador de 1 Kb (Promega®). Y las bandas únicas obtenidas por PCR fueron posteriormente secuenciadas.
 
Secuenciación. Las bandas típicas obtenidas mediante ITS fueron secuenciadas por Macrogen Inc. en Corea del Sur. Se utilizó la química del kit ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing usando electroforesis capilar y un secuenciador ABI PRISM® 3730XL Analyzer (96 capillary type) siguiendo los protocolos de los fabricantes. Se secuenciaron ambas hebras por amplicon.

En este trabajo se utilizaron herramientas microbiológicas y moleculares que se aplicaron al fitopatógeno. La técnica de ITS se estandarizó de la forma como se mencionó en materiales y métodos. Solo se hizo una modificación de la técnica propuesta por Phillips, en cuanto a adicionar suero fetal bovino 1 µl por muestra para evitar inhibición de la PCR y el número de ciclos en la PCR también se varió, aumentando 5 ciclos de 30 a 35 ciclos. Así: un ciclo inicial a 94°C por un minuto (denaturación); 35 ciclos de 94°C por un minuto (denaturación), 52°C por 45 segundos (hibridación) y 72 °C por 1 minuto (extensión) y un ciclo final de 72°C por 7 minutos; y así se mostraron buenos resultados en las amplificaciones.

Resultados y discusión

En total se obtuvieron 56 aislamientos de M. roreri a partir de los 8 municipios y corregimientos muestreados del departamento Norte de Santander (Tabla 2).



Amplicones

Se obtuvieron amplicones de 600 pb para 8 aislamientos, 740 pb para 12 aislamientos y de 750 pb para los 36 aislamientos restantes (Figura 1). Los tamaños de estos correspondieron a los esperados para la especie M. roreri y los análisis de ‘BLAST confirmaron este nivel de caracterización. Orozco, Osorio, Botero, Rivera, y López, (2011) encontraron resultados similares para M. roreri (amplicones de 710 pb), y por Phillips, Aime, y Wilkinson (2007) encontraron amplicones de 741 pb para este hongo.
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El tamaño de los amplicones observados por ITS no coincidió con todos los fenotipos de los aislamientos (Tabla 3), corroborando así una diferencia a nivel molecular que no se puede apreciar en el fenotipo de cada aislamiento de M. roreri. El estudio de ADN ribosomal en numerosos basidiomicetos muestra que los ITS presentan una variación que las convierte en un marcador taxonómico muy útil para distinguir entre especies (Orozco et al., 2011). Los fenotipos de las muestras presentaron tres tamaños de amplicones ITS que en algunos casos son comunes. Un grupo está conformado por los aislamientos que tienen un amplicón de 750 pb y presentaron una gran variación fenotípica y la caracterizan 36 aislamientos de M. roreri; otro grupo de 12 aislamientos de M. roreri mostraron amplicones de 740 pb y un último grupo de 8 aislamientos exhibió amplicones de 600 pb (Figura 1). Los tres amplicones observados coincidieron con el tamaño de 760 pb reportado por Phillips (2003).
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Aislamientos

Solo dos aislamientos de M. roreri compartieron igual morfología o fenotipo, grupo I, e igual tamaño de amplicón de 600 pb: la cepa M10 proveniente del municipio de Bucarasica y la cepa M19 del municipio de El Zulia; ambos geográficamente cercanos y localizados en la región central del departamento. Un aislamiento de M. roreri, M54 constituye el fenotipo del grupo II, con tamaño de amplicón de 740 pb y se encuentra en el municipio de Tibú, región nororiental del departamento. Doce aislamientos de M. roreri comparten el fenotipo del grupo III y el tamaño de amplicón de 750 pb. Estos se caracterizan por estar localizados en cuatro puntos geográficos diferentes: en la región central del departamento se encuentran los aislamientos: M2 (Cúcuta), M29, y M39 (El Zulia), M56 (Bucarasica); en la región noroccidental se encuentran los aislamientos M12 y M44 (Teorama); en la región nororiental los aislamientos M42, y M47 (El Tarra), M3, y M36 (Tibú); en la región oriental los aislamientos M40 y M45 (Agua Clara).

Los aislamientos del grupo I (M1, M4, M5, M10, M13, M15, M19, M26, M27, M30, M31, M32, M33, M34, M35, M38, M43, M46, M48, M49, M50, M51, M52, M55) presentaron un crecimiento disperso del micelio radial, con coloración parda clara y oscura e intercalada con filamentos cortos y entreverados, el color anverso de la colonia fue café claro y el reverso crema.

En el grupo II (M14, M16, M17, M20, M21, M25, M28, M41, M54) los aislamientos presentaron micelio más abundante, más compacto y con moteados de color salmón. El color anverso de las colonias fue café y salmón, el reverso fue crema. El grupo III (M2, M3, M6, M7, M8, M9, M11, M12, M18, M22, M23, M24, M29, M36, M37, M39, M40, M42, M44, M45, M47, M53, M56) se caracterizó por tener micelio abundante y más compacto que el de los dos grupos anteriores, con anverso de color café oscuro y reverso café claro. Todos los grupos presentaron aspecto pulverulento, plano con crecimiento radial, sin pigmentos difusibles en el medio, siendo similar a las observadas por Arbeláez (2010).

Regiones ITS

Se observó un bajo nivel de variación intraespecífica de los datos de las secuencias de los ITS para tamaño de bandas de algunas muestras analizadas para M. roreri, lo que posiblemente puede deberse a mutaciones producidas por deleción e inserción de bases como las reportadas por Phillips (2003).

La región ITS consiste de las variables no codificadas que están localizadas entre las repeticiones ADNr entre la altamente conservada pequeña subunidad, 5.8S, y los genes de la gran subunidad ARNr, ITS1 e ITS2 que tienen un papel funcional, el cual explica el alto nivel de variación de secuencia entre ellos. ITS es ahora la región más secuenciable del ADN del genoma en hongos y ha sido explotado para explicar o inferir en afinidades filogenéticas de grupos relacionados (Lee y Taylor, 1992). Para estudiar la relación genética de varias especies de Phytophthora que atacan cacao se utilizan también las secuencias de ambos, ITS1 e ITS2 (Phillips, 2003).

Según Bridge y Arora (1998) la región ITS es utilizada para estudios de caracterización molecular en hongos debido a que es una región relativamente corta (500 – 800 pb) y puede ser fácilmente amplificada por PCR utilizando solo pares de cebadores universales, que son complementarios para regiones conservadas entre los genes de la subunidad ARNr. La naturaleza multicopia del ADNr repetitivo hace que la región ITS sea fácil de amplificar, como se comprobó en este estudio al secuenciar algunas cepas de M. roreri, donde los rangos van de 762–787–827 pb.

Con la técnica PCR se comprobó que las tres bandas de ITS están en un rango relativamente corto de 600 – 780 pb. También esta región puede ser altamente variable entre especies distantes morfológicamente y los datos de restricción RFLPITS generados pueden ser usados para estimar la distancia genética y proveer características para análisis sistemático y filogenético. Asimismo, la PCR–ITS genera pruebas especie–específica que se pueden reproducir rápidamente, sin necesidad de producir una librería cromosomal, además, se pueden seleccionar secuencias de los ITS para pruebas especie–específicas, porque las secuencias ocurren en múltiples copias y guardan similitud entre ellas y son variables entre especies de hongos. Los análisis de los ITS no generan información suficiente en hongos (Bruns, White, y Taylor, 1991). Los cebadores diseñados por White et al. (1990) permiten la determinación de varias secuencias ITS de hongos que sirven para investigación taxonómica y relación filogenética entre especies de diferente género como Colletotrichum, Phytophthora y Penicillium (Edel, 1998). Además, han permitido desarrollar procedimientos rápidos y sencillos para la detección de especies de hongos fitopatógenos (Bridge y Arora, 1998; Edel, 1998).

Los análisis de secuencias ITS son de utilidad para reconstrucciones filogenéticas en una gran variedad de hongos, algas y plantas (Berbee y Taylor, 1999) En Colletotrichum y Alternaria se ha mostrado variación de secuencias a nivel interespecífico pero bajos niveles de variación intraespecifica en género de especies bien definidas (Cooke et al., 1997; Gardes et al., 1991). Por otra parte, se ha estimado variación en secuencias ITS entre especies de Laccaria y entre L. bicolor de 3–5% y de 1–2%, respectivamente. Además, esta variación en la información intraespecifica ha sido reportada para algunas especies de hongos tales como Fusarium oxysporum (Bridge y Arora, 1998) y Plerotus tuberregium (Isikhuemhen, Moncalvo, Nerud, y Vilgalys, 2000) Igualmente se ha demostrado por ITS que M. roreri está relacionada con C. perniciosa (Aime, 2005; Phillips, 2006).

Según Grisales y Afanador (2007) en Antioquia (Colombia) se ha observado que M. roreri, posee una gran similitud genética con bajos niveles de diversidad y diferenciación, indicando que la introducción de este patógeno en Antioquia es muy reciente. Estos estudios fueron realizados con los marcadores moleculares AP–PCR y RAPD. Información que ha sido relevante para continuar estudios con marcadores moleculares a partir de las muestras de M. roreri aisladas en Norte de Santander y que permitirán aclarar muchas dudas en cuanto al origen del fitopatógeno en este departamento y en Colombia. Según Arbeláez (2010), quien realizó caracterización molecular a través de la actividad de isoenzimas, Colombia es una de los países con mayor diversidad y posible origen de M. roreri.

Conclusiones


	En este trabajo se aisló e identificó molecularmente a Moniliophthora roreri extraído de Theobroma cacao en el departamento de Norte de Santander utilizando el marcador molecular ITS. El desarrollo de la técnica ITS permitió demostrar su aplicabilidad en M. roreri, siendo además una herramienta confiable para el estudio de variabilidad genética entre diferentes muestras y las relaciones existentes entre ellas.

	Los ITS fueron útiles para definir tres grupos subespecíficos. Una relativamente baja variación intraespecifica fue obtenida de los ITS analizados para los 56 aislamientos de M. roreri. Se observó la presencia de tres tamaños de amplicones de 600 pb, 740 pb, y 750 pb, distribuidos así: 600 pb para ocho aislamientos, 740 pb para doce aislamientos y 750 pb para los 36 aislamientos restantes.
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Resumen

El estudio tuvo como objetivo precisar las relaciones de consistencia entre el conocimiento popular agrícola y el sistema de conocimiento académico, como fundamento para certificar los sistemas de conocimiento local en el marco de los procesos de desarrollo territorial. Se diseña un modelo teórico donde se establecen los mecanismos para la certificación de los sistemas de conocimiento local, a través del desarrollo integrado de las funciones de extensión, investigación y docencia universitaria, las cuales constituyen el fundamento para la implementación de un currículo universitario basado en competencias. El estudio se desarrolló considerando los lineamientos del enfoque racionalista de tipo crítico realista, ubicándose en la fase de desarrollo investigativo de carácter explicativo del modelo de Variabilidad de la Investigación Científica (VIC). Los hallazgos de la investigación dan cuenta que los sistemas de factores configurados en el modelo diseñado en la investigación presentan altos niveles de consistencia para la certificación de los sistemas de conocimiento agrícolas a través del currículo universitario. 

Palabras clave: Conocimiento certificado, conocimiento no certificado, currículo, desarrollo territorial rural, Venezuela.



Abstract

This article aims to establish links between local (popular) agriculture knowledge and academic knowledge in order to codifying a local know how, in a territorial development process framework. A theoretical model, in which the mechanisms for certification of local knowledge systems was set, through the development of extension, research and teaching functions of a new university curriculum. It was based on competencies approach. The research project considered central rationalist guidelines of critical realistic approach, corresponding to a stage of the explanatory nature proposed in the so–called Variability of Scientific Research (VIC) model. Main findings show that factor' systems in the model have high levels of consistency with certifying agricultural education systems along the undergraduate curriculum.

Keywords: Certified knowledge, curriculum, non–certified knowledge, rural territorial development, Venezuela



Introducción

Este trabajo busca diseñar un modelo teórico, dentro del cual se precisan las relaciones de consistencia entre el sistema de conocimiento no certificado agrícola y el sistema de conocimiento académico basado en competencias, como mecanismo para la certificación o codificación de los primeros en un proceso de desarrollo territorial rural (DTR). Para tal fin, se consideró la estructura diacrónica (longitudinal o progresiva) y sincrónica (transversal) propuesta en el modelo de Variabilidad de la Investigación Científica (VIC) (Padrón, 2013). La primera comprende la selección del programa de investigación relacionado con el objeto de estudio, así como la fase de desarrollo investigativo en la que se ubica el trabajo y el enfoque epistemológico adoptado por el investigador. La segunda abarca tanto el componente lógico de la investigación (operaciones internas) como el contextual (factores que condicionan el desarrollo del proceso investigativo).

Inicialmente el modelo VIC se denominó Modelo de Variabilidad de la Investigación Educativa, VIE (Padrón, 1998). Una vez que el mismo fue validado por la comunidad científica, demostró su aplicabilidad en distintos programas de investigación, en la lingüística–discursiva, en contextos de organizaciones de producción de conocimiento científico, factores de clima y cultura organizacional, entre otras áreas. Así, en función de los criterios de universalidad, socialización y sistematización1 presentados por el modelo, se ha comenzado a denominar en la literatura como Modelo VIC.

De acuerdo con Padrón (2013), a lo largo de dos décadas no se han encontrado evidencias empíricas en contrario ni argumentos que induzcan a desecharlo. Al contrario, a medida que ha sido útil en la investigación y en la gestión de investigaciones en instituciones académicas, se supone que ha superado todas las pruebas de falsabilidad. Por tanto se deduce que ha incrementado su grado de verosimilitud. Así y en un todo de acuerdo con Popper (1962, 1995), aquel autor subraya que mientras no exista una refutación concreta y en ausencia de una teoría rival más adecuada, se debe conservar y mantener hasta tanto no existan refutaciones aceptadas por la comunidad científica.

Se parte de sistemas de razonamientos y argumentos encadenados —basados en la estructura de los sistemas de conocimiento no certificado y certificado—, a fin de explorar las relaciones de consistencia o pertinencia entre los componentes estructurales de ambos sistemas. Estas consti tuyeron la base para certificar los sistemas de conocimiento local, a través de la incorporación del Modelo de Universidad Colectivista (Padrón, 2005) dentro del currículo universitario basado en competencias. El resultado es un modelo teórico donde se establecen los mecanismos para la certificación de los sistemas de conocimiento local, a través del desarrollo integrado de las funciones de Extensión, Investigación y Docencia universitaria.

Métodos y materiales

La investigación se ubica dentro del enfoque racionalista deductivo de tipo crítico realista, que “(…) busca estructuras abstractas y abarcantes de fondo, no observables, pero calculables, que sean las generadoras de la gran cantidad de variaciones singulares observables en el mundo” (Padrón, 2013, p. 46). Por tanto, no tiene como sustento fundamental el trabajo de campo. Sin embargo se seleccionó un corpus observacional relacionado, en primer lugar, con el sistema de conocimiento popular, el cual se abordó a través de prácticas de campo con los productores agropecuarios de la zona de Sur del Lago de Maracaibo (Venezuela), en donde se procedió a realizar entrevistas (en 25 explotaciones agropecuarias2); y, en segundo lugar, con el conocimiento certificado, desarrollado a través del currículo basado en competencias, mediante la aplicación de un instrumento a los cursantes del seminario (15 candidatos a doctorado), denominado “Los procesos de investigación en el contexto de la educación basada en competencias”, en el Doctorado en Ciencias Humanas de La Universidad del Zulia (Venezuela).
 
Por otro lado y en relación con el tipo de investigación, Padrón (2013) propone dentro del Modelo VIC las fases de la estructura diacrónica de la investigación (FEDI). Estas se fundamentan en la idea de que todo programa de investigación presenta un desarrollo progresivo que trascurre a través de las fases de desarrollo progresivo siguientes: descriptiva, explicativa, contrastativa y aplicativa.

En el caso particular de este estudio, interesa enfatizar en la fase explicativa de las FEDI, en la cual se trata “(…) de construir o diseñar teorías que vayan gradualmente dando cuenta de las relaciones de dependencia e interdependencia entre clases o subclases de hechos” (Padrón, 2013, p. 39). El carácter explicativo de esta investigación se fundamenta en el abordaje de la estructura del sistema de conocimiento popular agrícola y del currículo por competencias en función del desarrollo territorial; todo ello como sustento para la elaboración de un modelo orientado a la certificación o codificación de los sistemas de conocimiento (que aún no han sido legitimados) en el país a nivel rural, a través del desarrollo integrado de las funciones de Extensión, Investigación y Docencia universitaria.

El modelo se estructuró sobre la base de un sistema de factores conformado por los componentes siguientes:

El sistema de conocimiento popular agrícola o conocimiento local (SCL, factor 1 = F1): caracterizado como aplicativo (SCL1), con menor grado de sistematización (SCL2), menor grado de socialización (SCL3); de carácter concreto (SCL4) y con ausencia de una base teórica implícita (SCL5).


	El currículo universitario basado en competencias (CC, factor 2 = F2): involucra las competencias curriculares básicas y genéricas que sustentan el desarrollo de un ciclo funcional del conocimiento (producción, transferencia y difusión). Tales competencias comprenden el área epistemológica (CC1), discursiva (CC2), razonamiento lógico y matemático (CC3), manejo de tecnologías de información (CC4), comunicativa (CC5) y resolución de problemas (CC6).

	Funciones universitarias (FU, factor 3 = F3): se integran siguiendo el Modelo de Universidad Colectivista (Padrón, 2005), que propone el desarrollo articulado de las funciones de Extensión (FU1), Investigación (FU2) y Docencia (FU3).

	La estructura de los sistemas de factores diseñados se configuró a partir de un conjunto de argumentos encadenados, construidos sobre la base de un corpus observacional general y abarcante. En tal sentido, se exploraron relaciones lógicas de consistencia (RC) entre los sistemas de factores (F1, F2 y F3, para precisar el nivel de consistencia (por ej., la ausencia de contradicciones) que presentan los elementos que constituyen los factores diseñados, con la finalidad de legitimar los sistemas de conocimiento aún no certificados al nivel rural, dentro de un proceso de desarrollo territorial.



En el diseño del instrumento empleado en la fase empírica se establecieron valores discretos comprendidos entre cero y uno, como sigue: 0, para relación inconsistente; 0.50 para relación medianamente consistente; 0.75 para relación consistente; y, 1 para relación altamente consistente. Se usaron estos cuatro valores en la escala para evitar la propensión de los entrevistados a responder sobre la media (neutralidad). Estos criterios aplicaron a las tres fases del estudio. Posteriormente, se clasificaron las relaciones establecidas entre los componentes de los sistemas de factores en:


	Altamente consistentes: relaciones ubicadas en el rango de valores comprendido entre 66.67% y 100%;

	Consistentes: relaciones ubicadas en el rango de valores comprendido entre 33.34% y 66.67%; y,

	Poco consistentes: relaciones ubicadas en el rango de valores comprendido entre 0% y 33.33%.



Componente teórico

En lo que se refiere al DTR debe destacarse que a principios de la década de 2000 —dentro del desarrollo rural— el énfasis se colocó en el debate teórico relacionado con el “enfoque territorial del desarrollo rural”. Se emprendieron así algunas iniciativas para abordar de manera integral, interdisciplinaria y sistematizada este proceso. Siguiendo a Schejtman y Berdegué (2004, p. 30) el desarrollo rural con visión territorial se concibe como un proceso de transformación de la dinámica productiva e institucional, el cual se presenta en un ámbito rural determinado para reducir los índices de pobreza rural.
 
Adicionalmente y enmarcada dentro de los programas de desarrollo rural se configuró la concepción de la “Nueva ruralidad”, bajo la cual el desarrollo se entiende como un proceso orientado al mejoramiento del bienestar de la población rural y urbana, sustentado básicamente en los recursos naturales (Ceña, 1993, p. 29). Sobre la base de este último planteamiento, Pérez (2001) ha señalado la necesidad de revalorizar lo rural, pues este ámbito se concibe como una entidad socioeconómica cuyas funciones son trascendentales tanto para la sociedad como para promover el desarrollo económico. Ambos planteamientos refuerzan el paradigma del desarrollo rural basado en las estrategias de vida (livelihoods).
 
De este modo, el desarrollo territorial rural, además de la dimensión económica (productiva), abarca otras de carácter social, institucional, ambiental, educativa y cultural; todas ellas insertas dentro del territorio, el cual se encuentra asociado con procesos de construcción de identidad (Tizon, 1996). En consecuencia, el territorio se concibe como un espacio abstracto, caracterizado por una dinámica social, donde se promueve un proyecto de desarrollo concertado por los diferentes actores sociales anclados geográficamente, orientado a la utilización de los recursos territoriales para proponer soluciones en función de las condiciones y características territoriales (Abramovay, 2006; Gallo, 2009; Schejtman y Berdegué, 2004).

Pero el territorio es además una construcción social, de acuerdo con la perspectiva normativa o cognitiva de quienes en él habitan y de sus poblaciones vecinas (Llambí y Pérez, 2007). Por tanto, desde este punto de vista el territorio no es solo un espacio físico —objetivamente existente— sino un conjunto de relaciones sociales que origina y al mismo tiempo expresa una identidad y un destino común, que son compartidas por múltiples agentes públicos y privados.

En esta orientación destaca que el desarrollo territorial se sustenta principalmente en la articulación de los sistemas de conocimiento no certificado al nivel rural, manejados tanto por los productores agropecuarios en el desarrollo del proceso productivo, como por los actores, agentes e instituciones territoriales vinculados con las diversas actividades que se desarrollan en el territorio, que realizan una apropiación y valorización de los recursos locales (no reproducibles ni deslocalizables). Pero adicionalmente se fundamenta en los sistemas de conocimiento certificado o académico, generados en las instituciones de educación superior.

Para fines de esta investigación se consideró el sistema de conocimiento popular bajo las propuestas de Berkes (1993), Berkes, Colding y Folke (2000), Toledo (1992) y Toledo y Barrera (2008), en las que este sistema de conocimiento se concibe como autóctono, no institucionalizado, tradicional y territorializado. Es un sistema que se configura como un conjunto integrado de conocimientos, saberes, innovaciones, técnicas, así como de prácticas socioeconómicas y culturales. Este conjunto conforma la racionalidad o lógica productiva de los agricultores para el desarrollo de los procesos de producción y por ende, sustenta las actividades de coordinación y cooperación entre los diversos actores territoriales que desarrollan sus estrategias de vida en el territorio, al tiempo que contribuyen con la transformación institucional que persigue el DTR.

Este sistema comprende el conocimiento de los aspectos relacionados con el entorno donde se desarrolla la actividad productiva, los recursos territoriales, los ecosistemas, las condiciones físico–ambientales, los sistemas de producción primaria, las relaciones sociales de producción, entre otros. Presenta un carácter totalizador, evidenciado en las relaciones que se establecen entre el corpus teórico de la cultura local y las prácticas que sustentan el desarrollo de la actividad productiva. En ellas la cultura y la producción se presentan como dos aspectos de un mismo proceso, que tienen una causalidad circular3.

Por otro lado, el conocimiento académico se aborda (en función de la propuesta de Padrón, 2013) como un sistema que trasciende la conciencia individual del investigador (o ‘mundo dos’, en el sentido popperiano), para situarse en un nivel colectivo (‘mundo tres’ de Popper), presentando un alto grado de socialización y de pertinencia social. Dicho sistema se caracteriza también por el alto nivel de sistematización, sustentado en el hecho de que las operaciones, procedimientos e instrumentos relacionados con la producción y validación del conocimiento son altamente organizados. Tal conocimiento se fundamenta en una base teórica implícita, la cual constituye el fundamento para el desarrollo progresivo de los programas de investigación.

Desde esta perspectiva, el sistema de conocimiento académico se desarrolla en el contexto de los programas de investigación relacionados con el objeto de estudio, en la búsqueda de producir conocimiento científico, orientado a satisfacer las necesidades de la sociedad en este ámbito. Este sistema cognitivo se explicita y organiza en el contexto del desarrollo rural con enfoque territorial, en el currículo universitario.

En función del argumento antes expuesto, Padrón (2005) propone un modelo de universidad colectivista. En él la Extensión se vincula con el entorno, del cual captaría y sistematizaría las demandas de conocimientos, tecnologías y desempeños asociados. El resultado de este trabajo pasaría a la Investigación, donde se diseñarían programas y agendas para la generación de conocimientos y tecnologías. Estos pasarían a la Docencia y al Currículo, de tal manera que lo enseñado por los profesores en sus clases sería todo aquello previamente desarrollado por la función de Investigación.

De esta manera los contenidos curriculares se orientarán hacia la formación de un profesional con competencias, para liderar procesos de desarrollo con enfoque territorial. Como afirman Inciarte y Canquiz (2008), a diferencia de las décadas anteriores —cuando la tendencia educativa se centraba en la especialización— actualmente se ha demostrado la necesidad de formar profesionales con un conjunto de competencias básicas y genéricas que sustenten tanto su actuación en contextos laborales caracterizados por el menor grado de control y la presencia de situaciones imprevistas que deben resolverse sobre la marcha, como su inserción en un mercado de trabajo altamente competitivo.

En este contexto, las universidades donde se imparten carreras vinculadas con el desarrollo territorial deberían plantearse un rediseño curricular, en el que participen los actores territoriales. Se trata de adecuar los contenidos del currículo a las demandas de la sociedad en materia de formación profesional, de manera que estos profesionales se formen con las competencias básicas, genéricas y específicas para producir y transferir el conocimiento requerido para el desarrollo territorial. Esta educación se caracteriza por: (1) programas orientados a que los educandos aprendan a emprender en diferentes contextos; (2) enfatizar en una formación integral del ser humano; (3) procesos formativos fundamentados en asignaturas interrelacionadas y articuladas sistemáticamente; y, (4) procesos metacognitivos, basados en el aprendizaje significativo.

Resultados y discusión

El Modelo

La Figura 1, corresponde al modelo teórico que se propone para la legitimación de los sistemas de conocimiento no certificado al nivel agrícola (SCL), a través del currículo universitario basado en competencias (CC). Este modelo se sustenta en el desarrollo integrado de las funciones universitarias (FU) de Extensión, Investigación y Docencia.
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Es importante subrayar que la certificación o legitimación de los SCL se entiende como un proceso integral, sistematizado y progresivo orientado a la incorporación en las mallas curriculares que estructuran el currículo universitario, de los conocimientos y prácticas desarrolladas por los actores locales. Tales conocimientos deben formalizarse en el currículo articulada y sistemáticamente, considerando la estructura y las características de los sistemas de conocimiento certificado.

Este proceso se inicia a partir de la Extensión, para recopilar las necesidades y demandas de conocimiento por parte de la sociedad. Los resultados de la fase anterior se transmiten a la función de Investigación, en la cual se desarrollan programas de investigación para la generación de los conocimientos y las tecnologías requeridas para satisfacer las demandas del territorio. Estos conocimientos se transfieren a la Docencia, explicitándose en el currículo universitario, dentro del cual se integrarían de manera articulada los sistemas de conocimiento certificado y no certificado.

Entre la estructura de los sistemas de factores F1, F2 y F3 se establecieron relaciones lógicas de consistencia (RC1, RC2, RC3). Estas se definen, siguiendo la orientación de Padrón (2004) como el grado en que la estructura interna de los sistemas de factores no presenta contradicciones; es decir, en que se complementan para contribuir con la certificación de los sistemas de conocimiento no legitimado al nivel rural, en el marco de un proceso de desarrollo territorial (Figura 1).

En una primera fase de la investigación se establecieron las RC1 entre los elementos estructurales del SCL y el CC, para determinar el grado de consistencia de ambos sistemas para la certificación de los conocimientos no legitimados. Con base en la clasificación de las relaciones de consistencia, diseñada en esta investigación y explicada en la sección del componente metodológico, se encontró que 100% de las competencias que conforman la estructura del CC se ubican dentro de la categorías altamente consistentes (83.33%) y consistentes (16.67%). Este resultado revela que el nivel de adecuación del currículo basado en competencias es altamente consistente para la certificación de los sistemas de conocimiento no legitimado (Tabla 1).
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De4 este modo se interpreta que la base de la certificación de los sistemas de conocimiento no legitimado se encuentra en un replanteamiento curricular. Esto tiene como propósito incorporar el enfoque basado en competencias, a fin de formar un profesional con competencias para concebir lo rural desde una concepción amplia. Esta permitiría producir el conocimiento requerido para el desarrollo territorial, sobre la base de la articulación sistemática y progresiva de la estructura de los sistemas de conocimiento no certificado y certificado.

En una segunda etapa del estudio se exploraron las relaciones lógicas de consistencia (RC2) entre los elementos estructurales del SCL y las FU, para determinar el grado de consistencia de ambos sistemas en la certificación de los sistemas de conocimiento no legitimado (Tabla 2). De manera análoga, al aplicar la clasificación de consistencia diseñada para el desarrollo de esta investigación al sistema de factores de las FU, los resultados de la columna final (%ΣFU) dan cuenta que el desarrollo articulado de las funciones de Extensión, Investigación y Docencia es altamente consistente para la certificación de los sistemas de conocimiento no legitimado al nivel rural. El mismo se inicia en la Extensión, partir del contacto directo con los productores a través de diversas actividades como prácticas de campo y pasantías, al tiempo que se recopila información relacionada con las necesidades que presentan los productores agropecuarios en materia de investigación y desarrollo tecnológico.


[bookmark: t2]


Subsiguientemente, los resultados obtenidos a través de la Extensión se transfieren directamente hacia la función de Investigación, dentro de la cual se procede a la producción de conocimiento a través de los programas de investigación relacionados con el desarrollo territorial. Estos deben sustentarse en las Fases de la Estructura Diacrónica de la Investigación (FEDI) propuestas por Padrón (2013), en donde la investigación se asume como un proceso progresivo y sistematizado conformado por las etapas siguientes: descriptiva, explicativa, contrastativa y aplicativa.

A través de estas instancias de desarrollo progresivo de la investigación se realiza el proceso de certificación de los sistemas de conocimiento no certificado, en la medida que se integran de manera articulada los sistemas de conocimiento local (no certificado) y los sistemas de conocimiento académico. Posteriormente los resultados obtenidos a través de la investigación comienzan a socializarse dentro de la comunidad académica a través de publicaciones de artículos, textos, trabajos de ascenso, tesis de pregrado, maestría y doctorado, los cuales se trasmiten a la función de Docencia a fin de ir incorporándolos en el currículo universitario para formar profesionales con competencias para liderar el desarrollo territorial. Así mismo, estos resultados también retornan a la función de Extensión, para realizar la socialización del conocimiento directamente con los actores productivos.

Por último, en la tercera etapa se precisaron las RC3 entre los elementos estructurales del CC y las FU, procediéndose a determinar el grado de consistencia de ambos sistemas para la certificación de los sistemas de conocimiento local, empleando los mismos rangos de valores que en las dos fases anteriores (Tabla 3).
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Sobre la base de la clasificación de consistencia diseñada para efectos de la investigación, los resultados de la columna final (%ΣFU) permiten afirmar que el desarrollo integrado de las funciones universitarias de Extensión, Investigación y Docencia es altamente consistente para la aplicación de un modelo curricular basado en competencias. Con el desarrollo de las funciones de Extensión e Investigación se producirán los conocimientos académicos que sustentarán el currículo universitario y, por ende, la formación de profesionales con competencias para liderar procesos de desarrollo con enfoque territorial.

Conclusiones


	Los hallazgos de la investigación dan cuenta que la certificación de los sistemas de conocimiento populares agrícolas se realiza en la medida en que se hace operativo un replanteamiento curricular, de manera que sea posible aplicar integradamente el enfoque basado en competencias y el Modelo de Universidad Colectivista. A lo largo del estudio, a partir de la construcción y validación del modelo, se constató la pertinencia de actualizar, modernizar y transformar el currículo universitario, para de esta forma integrar sistemáticamente el diseño curricular basado en competencias al desarrollo de las funciones universitarias de Extensión, Investigación y Docencia. Finalmente debe destacarse que la metamorfosis supuesta en la aplicación del Modelo acá propuesto persigue, en última instancia, producir el conocimiento científico que permita abordar el desarrollo territorial de manera integral e interdisciplinaria, al tiempo que se proponen las soluciones más adecuadas a los problemas, presentadas por los propios actores locales. De esta manera emergen nuevos ámbitos de trabajo para el desarrollo de los programas de investigación, al identificar nuevas necesidades, carencias y fortalezas de la realidad agroalimentaria para promover el desarrollo territorial. Ello permitirá al mismo tiempo validar los resultados en el campo, tanto los de la experiencia docente como de la acción investigativa.
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Notas

[bookmark: n1]1 La universalidad se entiende como la capacidad del sistema de conocimiento científico de aplicarse en distintos contextos. La socialización se refiere al hecho de que los conocimientos científicos son altamente compartidos por los distintos grupos sociales. La sistematización se presenta en vista de que el conocimiento científico se construye a partir de un proceso canónico, repetible, comunicable, planificado y organizado (Padrón, 2013).

[bookmark: n2]2 Se tomaron solo 25 explotaciones por razones de tiempo y de costos. No obstante debe subrayarse que la base epistemológica de la investigación desarrollada no tiene un carácter empírico, sino que es del tipo racional (y por tanto, no requiere identificar la población y, luego, seleccionar una muestra representativa). En el caso de los estudiantes, involucró a todos los cursantes del mencionado seminario. Para más detalles, ver Padrón (1998, 2013) y Camacho (2000).

[bookmark: n3]3 La producción agrícola afecta a la cultura y esta, a su vez, condiciona la forma de realizar aquélla. Por tanto, hay entre ambas una causalidad circular —en el sentido de la teoría de sistemas—, debido a la existencia de unos parámetros o variables colectivas del sistema, denominados de orden (Kelso, citado por Ayuda Mutua, 2014). Al respecto, Schejtman (2010, p. 452) agrega que el carácter circular de esas relaciones entre los componentes destaca por la reversibilidad de los vínculos y porque no existe una causalidad lineal o la primacía de un factor sobre otros.

[bookmark: n4]4 En ingentes trabajos en los que se evalúan las percepciones cuando intervienen diversos agentes individuales se recomienda usar la media geométrica de las preferencias. No obstante, su empleo en este caso no es factible dado en el diseño original del instrumento se estableció como criterio de ponderación por parte de los sujetos objeto de medición, el uso de valores discretos comprendidos entre 0 y 1 (0, para relación inconsistente; 0.50 para relación medianamente consistente; 0.75 para relación consistente; y, 1 para relación altamente consistente). Por tanto las cantidades subradicales, al ser cero en algunos casos, impedirían el cálculo de la media geométrica.
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Resumen

En los municipios La Victoria, Águila, Obando, Cartago, Zarzal, San Pedro, Cerrito y Palmira del departamento Valle del Cauca; Mercaderes en el Cauca; y Puerto Nariño en el departamento del Amazonas, se realizó el análisis de filogenia del murciélago hematófago Desmodus rotundus. Las muestras de tejido epitelial fueron tomadas en el patagio del quiróptero, amplificadas por PCR utilizando cebadores 16SL y 16SH, se amplificó ADN mitocondrial, y se secuenciaron 50 individuos de murciélagos hematófagos. Después de la secuenciación se encontraron ocho haplotipos y se encontró que el más frecuente se presenta en 43 individuos. Se utilizaron dos métodos, máxima verisimilitud y parsimonia. Utilizando el Genbank se revisaron secuencias de marcadores mitocondriales s16 rRNA de Brasil, Venezuela y Costa Rica. Se encontró un acercamiento de estos individuos de Costa Rica y Venezuela con murciélagos hematófagos de los departamentos del Valle del Cauca y Cauca, ubicados en el sur occidente de Colombia. Se revisan aspectos genéticos como relaciones filogeográficas entre las poblaciones y se encontró en el estudio que existe una conexión entre los diferentes haplotipos de los clados existentes reflejado en los árboles filogénicos y red de haplotipos, que se formó en varias generaciones producto posiblemente de migraciones de los murciélagos hematófagos a lo largo de las cordilleras y ríos que atraviesan Colombia.

Palabras clave: ADN, Clados, Genbank, Haplotipos, Patagio, PCR, 16SL, 16SH



Abstract

Phylogenetic analyses of the hematophagous bat Desmodus rotundus were performed in villages belonging to Valle del Cauca, Cauca and Amazonas regions. Samples were mainly collected at hematophagous bat shelters located in Victoria, Águila, Obando, Cartago, Zarzal, San Pedro, Cerrito and Palmira villages belonging to Valle del Cauca region, two samples at Mercaredes which belong to Cauca, two samples at Puerto Nariño which is part of Amazonas region. Epithelial tissue samples were collected from bat's patagium, and submitted to PCR using primers 16 SL and 16SH amplifying mitochondrial DNA of 50 vampires, these products were sequencing resulting in eight haplotypes being the most common presented in 43 individuals. Two methods to reach maximum likelihood and parsimony were used. GENBANK sequences of mitochondrial markers s16 rRNA from Brazil, Venezuela and Costa Rica were used for comparison. Higher similarity between vampire bats from Valle del Cauca and Cauca region, located in the southwest Colombia and vampire bats from Costa Rica and Venezuela was found. In the present study the genetic profiles correlated with the phylogeographic aspects of different populations was performed and a connection between different haplotypes of existing clades was found according to the phylogenetic tree and haplotype net, possible being generated during hematophagous bats migration over the mountain–chain and rivers crossing Colombia.

Keywords: DNA, clades, Genbank, Haplotypes, patagium, PCR, 16SL, 16SH



Introducción

Los murciélagos son los únicos mamíferos con capacidad de vuelo debido a la transformación de sus brazos en alas (Villa, 1976), pertenecen al orden Chiroptera que contiene casi 1000 especies, siendo los más numerosos después de los roedores (Grennhall, 1993). Están distribuidos en 18 familias, 168 géneros dos subórdenes megachiroptera y microchiroptera. El suborden megachiroptera se encuentra conformado por quirópteros de gran tamaño, con envergaduras superiores a 1 m que viven en África, Asia y Oceanía (Bredt et al., 1998). El suborden Microchiroptera es de amplia distribución geográfica, se encuentra en todos los continentes y su tamaño es pequeño; incluye la familia Phyllostomatidae, la subfamilia: Desmodontinae y las especies Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus youngi (Bredt et al., 1998).

El murciélago hematófago D. rotundus, sub–familia Desmodontinae (Chiroptera, Phyllostomidae) es una de las tres especies propias de América. La distribución geográfica se extiende desde el norte en México a Sudamérica a lo largo de la Costa Pacífica en Chile y a la costa atlántica de Uruguay, hasta el extremo de Brasil (Villa, 1976). Se alimenta de sangre de animales de corral, domésticos, silvestres y en ocasiones extremas del hombre (Grennhall, 1993).

D. rotundus es la especie más estudiada (Uieda, 1986). Su hábitat se encuentra en cavernas, árboles con tallos huecos, techos de casas abandonadas y aljibes (Paz et al, 1990). Se desplaza a lo largo de grandes ríos (ICA, 2002), tiene hábitos migratorios y su vuelo puede alcanzar hasta 100 km. En Colombia esta especie es la más abundante entre 0 y 1800 m.s.n.m. (ICA, 2002).

De acuerdo con Brass (1995) el murciélago hematófago es uno de los principales transmisores de enfermedades como la rabia en bovinos que es una amenaza para el hombre y como tal una zoonosis de alta importancia en América Latina. Según Flores (1978) en Latinoamérica esta enfermedad afecta anualmente un millón de cabezas de bovinos. Entre 1998 y 2003 en Colombia se han incrementado los focos de rabia, pasando de 44 a 194 en este periodo, lo que significa un incremento de 400%, aproximadamente (ICA, 2014). Uno de los de departamentos más afectados es el Valle del Cauca, especialmente en zonas ganaderas cercanas a los grandes ríos (Castro, 2014).

La filogeografía estudia la distribución geográfica de linajes genealógicos de una especie (Torres et al., 2010). En este estudio esta técnica se aplicó en el caso del murciélago hematófago D. rotundus en el departamento del Valle del Cauca, para lo cual se utilizaron marcadores moleculares ADN mitocondrial (Avise, 2000) que permiten establecer el flujo genético entre poblaciones (Slatkin ,1987) y estimar la expansión de territorio en relación con la localización de supuestos refugios en zonas de expansión (Rogers et al., 1992).
 
Dentro de los marcadores moleculares más utilizados se encuentran las aloenzimas, PCR, RFLP, RAPD, microsatélites, minisatélites, secuenciamiento del DNA y SNP. La escogencia del marcador depende de factores como la magnitud del daño ocasionado, el tipo de material biológico y recursos financieros disponibles (Costa ,2011). Wilkinson (1985) utilizó aloenzimas para cuantificar y explicar la estructura molecular del D. rotundus en Costa Rica y encontró que los machos subordinados son más dispersantes de genes y contribuyen más a la variabilidad genética de la población que los dominantes. Piaggio et al. (2008) desarrollaron marcadores nucleares microsatélites para doce loci, lo que permite un nuevo abordaje principalmente a nivel intraespecífico del murciélago hematófago D. rotundus, especie donde se observa relación entre individuos.

Los primeros estudios utilizando marcadores moleculares nucleares y mitocondriales se realizaron en Brasil y permitieron entender la variabilidad genética y la distribución geográfica de una especie (Martins et al., 2007). Pinto (2009) en Ecuador, utilizando marcadores moleculares nucleares y mitocondriales, estudio el efecto de la cordillera de Los Andes como barrera geográfica y cuantificó su impacto en la diversificación y el aislamiento de la flora y fauna neotropical y las grandes divergencias entre las poblaciones de murciélagos hematófagos del este y el oeste. Dischfield (2000) en el bosque de la zona atlántica de Brasil encontró haplotipos en D. rotundus altamente divergentes para citocromo b en localidades relativamente próximas, lo que hace suponer la existencia de heterogeneidad en la distribución geográfica de la especie. Martins et al. (2007) hallaron un patrón filogeográfico, genético y morfológico para el D. rotundus con formación de cuatro poblaciones geográficas circunscritas, a saber: (1) Mata Atlántica do Norte, (2) Mata Atlántica do Sur, (3) Pantanal y (4) Cerrado, lo que indica que los ejemplares de D. rotundus son morfológicamente semejantes, pero genéticamente diferentes. En el estudio se reconocen dos líneas atribuidas a D. rotundus como subespecies diferentes, una al este (Mata atlántica) y otra al oeste (Cerrado y la amazonia) de Brasil. Según Goncalves (2011) los especímenes de la Amazonia y de América Central forman una población homogénea. Castela et al. (2001) observaron diferenciación poblacional entre colonias de hibernación localizadas en los polos opuestos de los Alpes de Europa, cuando analizaron la región control de ADN mitocondrial en murciélagos de las especies Myotis myotis, sin embargo, cuando usaron marcadores nucleares microsatelites no encontraron diferenciación entre ellas.

Se realizó un estudio en India (Chinnasamy et al., 2013) de la variación en la estructura genética del murciélago de nariz roja Hipoosidero speoris especie no migratoria, utilizando la secuencia de 16s ARNr y microsatélites. Los datos obtenidos ofrecen diferentes patrones de estructura genética dentro de las poblaciones ubicadas cerca de un rango de 250 km, teniendo en cuenta la filopatría marcada de las hembras y el aislamiento de las poblaciones.

En Colombia no existen estudios morfológicos a nivel molecular sobre migración y difusión entre refugios de murciélagos hematófagos en una zona determinada, con el fin de conocer sus desplazamientos y conectividad a nivel de filogenia de los refugios y orientar los programas sobre conservación y control de la rabia en bovinos.

Materiales y métodos

Obtención de muestras

Las capturas periódicas de murciélagos hematófagos (D. rotundus) se realizaron con la colaboración del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en diez refugios localizados en dos fincas georreferenciadas, utilizando para tal fin mallas de niebla colocadas cerca a dichos refugios. La identificación de los ejemplares capturados se hizo con base en la experiencia en campo de personal capacitado del ICA y con el uso de claves de identificación (Aguirre et al., 2001).

La toma de muestras se realiza tanto en machos como hembras adultos; para ello se utilizó el patagio del ala izquierda previamente desinfectado de donde se extrajeron 4 mm del dactilopatagio. Posteriormente el tejido recolectado fue colocado en un tubo desinfectado con alcohol absoluto a 96%, refrigerado en nevera plástica y acondicionado para traslado al Laboratorio de Biología Molecular y Genética en de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, lo que tarda normalmente entre 12 y 24 h. Una vez finalizado el estudio los animales en perfectas condiciones eran liberados al ambiente. Las características de los predios seleccionados donde se realizaron las capturas aparecen en la Tabla 1 y Figura 1.
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Obtención de secuencias

Para la extracción de ADN se utilizó un ‘kit’ comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Este kit está diseñado para el aislamiento de ADN de células blancas de la sangre (leucocitos), cultivos celulares, tejido animal, plantas y bacterias. El procedimiento de extracción de ADN se basa en: (1) proceso de purificación de ADN. Consiste en la lisis celular, donde se rompe la membrana celular liberando el material genético, a su vez, ocurre una lisis del núcleo usando una solución especial (Nuclei Anlysis Solution); (2) digestión, opcional, de RNAs; (3) las proteínas celulares son removidas por precipitación en sal, aunque conservan el ADN; y (4) el ADN genómico es desalinizado y concentrado por medio de la precipitación en isopropanol, estado que en el cual es estable por un tiempo aproximado de 1 año (Wizard®, 2010).

La cuantificación de ADN de las muestras de tejido se hizo utilizando un equipo Nano Drop 2000 Thermo scientfi espectrophotometro. La calidad del ADN obtenido en las muestras se comparó con concentraciones conocidas de ADN del bacteriófago Lamda, en gel de agarosa a 0.8% y corridas en tampón TBE 0.5X (Tris–borato 0045M; EDTA 0.001M) a un voltaje constante de 80 voltios durante 1 h (Muñoz, 2011).
 
La amplificación del gen 16s de mamíferos se hizo en varios análisis filogenéticos por su función y distribución universal, facilidad de aislar y caracterizar, así como por el contenido tanto regiones altamente variables como conservadas. El par de primers fueron: forward 16SL (5'–GCCTCGCCTGTTACCAAAAAC–3') y revers 16SH (5'–CCGGTCTGAACTCAGATCACGT–3'), el cual amplifica una región de 340 pb, aproximadamente (Palumbi et. al, 1996). El programa tiene como parámetros: 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C para desnaturación; 1 min a 50 °C para hibridización; 2 min a 72 °C para extensión. Un ciclo inicial de desnaturación de 5 min a 94 °C, en el final de reacción una extensión de 7 min a 72 °C que se llevó a cabo en un termocilcador Biocycler–Biosystems®

Para la amplificación se utilizaron DNA 1 ng/µl DNTP, 4 µl solución tampón 2.5 µl MgCl 0,5 µl, Primers 0,25 µl,Taq polimerasa 0.20 U/ µl agua 16.55 para un volumen total de 25 µl. Los productos de la amplificación de los genes en estudio fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa a 1%, detectados por coloración con bromuro de etídio y visualizados sobre luz UV.

Las secuencias fueron realizadas a través del método didesoxiterminal (Sanger et al., 1997) en secuenciador automático de DNA ABI prism 3500 de Life Technologies en Genbimol laboratorio de biología molecular de la Universidad Estadual de Marañao en Brasil. Los programas utilizados para analizar las secuencias fueron: Seq Scaner software v.1.0 Applied Biosystems; Secuencia Scanner Software que permite graficar y editar datos de impresión y exportar secuencias generadas usando instrumentos analizadores que generan informes gráficos, permiten alinear y analizar los picos de datos en bruto y aquellos fuera de escala.

La mega versión 5 permite hacer alineaciones de las secuencias manuales y automatizadas con editor de archivo de rastreo y arboles filogenéticos utilizando el algoritmo de Neighbor Joining (NJ), lo que se hizo mediante la construcción de un árbol con un bootstrap de 1000 autoréplicas y un grupo externo Diphylla ecaudata. Con Network versión 4.6.1.0 se hizo el análisis de filogenia intraespecífica utilizando redes de haplotipos con el algoritmo Median joining en el Departamento de Genética la Universidad del Valle en Cali Colombia. (figura 2)
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La comparación de las muestras se hizo con el Banco de Datos del Genbank tomando individuos de otros países latinoamericanos de la especie Dyphilla ecaudata (Outgrup). Se usaron la secuencia con acceso [Diphylla ecaudata_AF411533, Venezuela [D. rotundus1_HG003310, D. rotundus 2_NC_022423] y Costa Rica [D. rotundus 3_AF263228], resultando en total 54 muestras con el objeto de analizar distancias filogenéticas entre todos los individuos en estudio, tomando el Genbank como punto de referencia.
 
Resultados

Análisis filogenético

En 54 murciélagos hematófagos D. rotundus se encontraron 8 haplotipos que formaron 3 clados:


	Clado 1 comprende cinco haplotipos 2, 3, 4, 7 y 8 individuos del Valle del Cauca, Cauca, Costa Rica y Venezuela. Con individuos en los municipios del Águila, Cartago; Cerrito, Obando y La Victoria en el Valle del Cauca; Mercaderes en el Cauca; en Venezuela y Costa Rica.

	Clado 2 con individuos en el departamento del Amazonas, haplotipo 5 y 6 (98) del municipio de Puerto Nariño.

	Clado 3, con haplotipo 1 de la especie D. ecaudata (Outgrup).



Los cuales generaron los datos siguientes:

Existen clados que tienen conectividad. En el Clado 1 se evidencia que los animales de Valle y Cauca, y Venezuela y Costa Rica tienen proximidad; mientras que en el Clado 2 los individuos del Amazonas tienen conectividad entre sí. El haplotipo 4 fue el principal y comprendió los municipios del departamento del Valle del Cauca (El Águila ,Cartago, Cerrito, Obando, San Pedro, La Victoria y Zarzal) y Mercaderes en el Cauca (Figura 3 y Tabla 2).
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Se realizó un análisis de red de haplotipos con el programa Networdk 4.51.0 con el fin de identificar el haplotipo principal, que es el número 4 con 43 individuos y los derivados haplotipos 5 y 6 del departamento del Amazonas. Los haplotipos 2 de Venezuela y 3 del Costa Rica están diferenciados y el haplotipo 7, con individuos del sur del departamento del Valle y los municipios de Palmira y Cerrito y el municipio de Mercaderes en el Cauca, es el haplotipo mas derivado porque contiene mayor número de pasos mutacionales. El haplotipo 8 es del municipio de Obando en el departamento del Valle del Cauca y derivado del haplotipo 4 (Figura 4).
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Discusión

Los estudios filogeográficos sobre murciélagos hematófagos en Latinoamérica son limitados (Goncalves, 2010), aún más, en Colombia no existen. Con este estudio se presenta la primera visión para determinar varios aspectos genéticos de la especie D. rotundus en el país para iniciar aproximaciones al estudio de migraciones en poblaciones de murciélagos colombianas.

Se encontraron relaciones entre los individuos de las localidades en los departamentos del Valle del Cauca y Cauca y de estos con individuos en Venezuela y Costa Rica, producto de las migraciones de esta especie durante varias décadas, lo que confirma porqué el vampiro es clasificado como una especie migratoria de tercer tipo característico de la familia phyllosmatidae (IGAC, 2009). Se observa que el haplotipo 4 es posiblemente el haplotipo ancestral debido a que se encuentra más conservado y tiene la mayoría de individuos, alcanzando 43 del total de 54 en la muestra, los demás son haplotipos satélites. Se observó conexión entre los clados debido a factores geográficos, hidrográficos, ecológicos y ambientales.

Los geográficos son importantes debido a la topografía del terreno y las existencias de barreras geográficas, lo que afecta o beneficia la movilización de los murciélagos. En el caso de este estudio la topografía plana es favorable debido a la presencia del valle interandino formado por las cordilleras occidental y central, que se expande por los departamento de Cauca y Valle del Cauca (IGAC, 2014).

La hidrografía es importante en la migración de quirópteros ya que por ausencia de obstáculos utilizan los ríos para el desplazamiento durante el vuelo (ICA, 2002). En este caso la existencia del Macizo colombiano, donde se bifurcan las cordilleras Central y Occidental y nacen los ríos Cauca y Magdalena. El Cauca atraviesa ambos departamentos favoreciendo las migraciones de los murciélagos (ICA, 2002).

Es importante tener en cuenta que esta especie hace grandes desplazamientos, especialmente los machos que tienen un patrón de dispersión más evidente, y donde machos juveniles son expulsados por los residentes cuando tienen entre 12 y 18 meses de edad por lo que deben buscar un refugio nuevo (Wilkinson, 1985).
 
Se observó una relación entre localidades estudiadas debido a la existencia de migraciones de animales, como es el caso de la proximidad de individuos del Valle del Cauca y Cauca con individuos de Centro América (Costa Rica) e individuos de Venezuela.

La variabilidad genética de D. rotundus en el Valle del Cauca y Cauca se debe, posiblemente, a la migración activa que realizan machos y hembras en busca de alimento. Se observa la existencia de una migración forzada favorecida por la actividad antrópica que destruye ecosistema obligando al murciélago a ocupar refugios artificiales cercanos a centros urbanos (Castro, 2014).
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Resumen

La energía es el mayor aporte del maíz (Zea mays) para la producción de alimentos de consumo humano y animal. Desde 1896 se ha tratado de incrementar el nivel de proteína en este cereal, no obstante fue en la década de 1960 cuando se obtuvo un gran avance con el hallazgo del gen opaco O2. Este gen, en su estado recesivo, hace que la calidad proteica del maíz aumente, debido al incremento en el contenido de globulinas y la reducción de zeínas. Los maíces conocidos como QPM (Quality Protein Maize) duplican la cantidad de lisina y triptófano cuando se comparan con maíces de endospermo normal. Una meta posible es obtener QPM de alto rendimiento de grano, con buena sanidad y adaptados a diferentes condiciones ambientales. En el este trabajo se probaron nueve híbridos amarillos QPM, desarrollados por la Federación Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas (Fenalce) con germoplasma cedido por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT) y un testigo comercial de endospermo normal, en 17 ambientes de seis zonas agroecológicas de Colombia: Caribe Húmedo, Caribe Seco, Orinoquía, Valle del Río Cauca, Valle del Río Magdalena y Zona Cafetera. En un diseño de bloques completos al azar y cuatro repeticiones, se midieron variables de planta, componentes del rendimiento y contenido de triptófano. Los análisis de estabilidad y adaptabilidad se basaron en el rendimiento de grano usando los modelos estadísticos de Eberhart y Russell, Lin y Binns y AMMI. El híbrido QPM 303 sobresalió en todos los ambientes y el QPM 305 en ambientes poco favorables. Ambos conservan sus características bioquímicas de calidad proteínica y son estables en los ambientes donde fueron evaluados, según los modelos estadísticos utilizados.

Palabras clave: Maíz de alta calidad proteínica, Zea mays, híbridos, adaptabilidad y estabilidad, modelos matemáticos.



Abstract

Energy is maize's biggest contribution for humans and animals. Scientist have been trying to increase its protein level since 1896, it wasn't until the 60's when the opaque gene O2 was discovered. In its recessive state, the gene causes the quality of the maize protein to increase, due to the growth of the Globulin protein and the reduction of Zein protein. Known as Quality Protein Maize (QPM), they can double the essential amino acids Lysine and Tryptophan's percentages when compared with normal maize endosperm. In a commercial scenario, there is a need for high yielding genotypes adapted to different environments; it is also desirable to have a better protein quality. In the present study, 9 yellow endosperm QPM hybrids, developed by FENALCE from CIMMYT's germoplasm and a normal commercial endosperm check were tested in 6 agro ecological zones: Wet Caribbean, Dry Caribbean, Orinoco, Valley of the Cauca River, Valley of the Magdalena River and the Coffee Growing Zone. A randomized complete block design was used in 17 environments and four repetitions. Variables concerning the plant and yield components were measured, but for this study the grain yield was the only taken. Additionally samples were taken to assess the content of Tryptophan. The stability and adaptability analysis was made using the Eberhart and Russell, Lin and Binns and AMMI models. The QPM hybrid that stood out for all the environments was QPM 303 and QPM 305 for unfavorable environments. Both retain their biochemical characteristics of protein quality and are stable in the evaluated environments according to the statistical models that were used.

Keywords: QPM, Zea mays, hybrids, adaptability and stability, models.



Introducción

Según el reporte de “Producción Área Y Rendimiento De Maíz” 1 el maíz es el cereal más importante a nivel mundial, superando el trigo y arroz con una producción de 864.276.000 Ton en 168, 673,000 ha, distribuidas en 119 países (USDA, 2013).En Colombia, en 2012 se sembraron 542,131 ha con una producción de 1, 869,970 t y un rendimiento de 3.45 t/ha mientras que las importaciones alcanzaron 3, 188,055 t (FENALCE, 2013).

Según la FAO, el mundo debe incrementar en un 70% la producción de alimentos para el año 2050. En el Plan País–Maíz, una política del gobierno actual, se fijó como meta incrementar el área cultivada de maíz amarillo de 137,000 ha en el 2010 a 250,000 ha al finalizar 2014, con un crecimiento comparativo de 82%. En materia de producción, el compromiso es subirla gradualmente de 688,600 t registradas en 2011 a 1, 500,000 t en 2014, con un crecimiento de 118%. El programa establece tres líneas de acción: (1) ampliar el número de hectáreas con incrementos de productividad, (2) organización empresarial de productores, y (3) comercialización formal y estable. Entre las acciones se destaca el aumento en las áreas actuales en las zonas competitivas establecidas, principalmente en Córdoba, Meta (Altillanura), Valle del Cauca y Tolima (MADR, 2010).

Una estrategia para incrementar la productividad es el incremento en el área sembrada con maíz tecnificado, lo que implica el uso de semillas certificadas de maíz híbrido. Si estos híbridos poseen atributos adicionales, entre ellos una mayor calidad nutritiva del grano, es posible garantizar una mejor seguridad alimentaria para la población, no obstante, para alcanzar esta meta se requiere que las condiciones de manejo del cultivo sean óptimas y los híbridos se siembren en ambientes adecuados (Fenalce – Cenicel, 2013), ya que la interacción genotipo × ambiente (G×A) es el comportamiento relativo diferencial que muestran los genotipos cuando se les somete a diferentes ambientes (Vallejo, 2010). Según Eberhart y Russell (1966) la estabilidad es un característica genética y por tanto los cultivares con amplia adaptación tienen una baja interacción G×A.

Existen varias estrategias para estimar la estabilidad y la adaptabilidad de cultivares cuando son evaluados en diferentes ambientes. En este estudio se emplearon y evaluaron los modelos propuestos por Eberhat y Russell (1966), Lin y Binns 1988 (Acevedo 2010) y el modelo AMMI de efectos principales aditivos e interacciones multiplicativas, para estimar la estabilidad del rendimiento y otras características agronómicas de nueve híbridos de maíz QPM de alto valor proteico, evaluados en las principales zonas agroecológicas productoras de maíz en Colombia.

Materiales y métodos

Localización y época de evaluación

Los ensayos de rendimiento se realizaron en 2011 en 24 ambientes representativos de regiones productoras de maíz en Colombia, excluyendo siete ambientes del estudio por ausencia de diferencias entre genotipos. En el Caribe Húmedo se sembraron en dos localidades del municipio de Cereté, departamento de Córdoba. En el Caribe Seco se hizo una siembra en la Jagua del Pilar, La Guajira, y otro en Colosó, Sucre. En la Orinoquía las siembras se hicieron en los municipios de Fuentes de Oro, Lejanías, Granada y San Martín, departamento del Meta. En el Valle del Río Cauca en los municipios de Buga y Bolívar. En el Valle del Río Magdalena se hizo una siembra en el Espinal, Tolima. En la zona Cafetera se hizo una siembra en Marsella (Risaralda) y otra en el municipio de Pereira, y en el Quindío las siembras se hicieron en el municipio de Buenavista.

Material genético

Los nueve cultivares QPM evaluados hacen parte de la evaluación preliminar de 118 híbridos sencillos pertenecientes al inventario de la Federación Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas (Fenalce), originados por líneas endogámicas provenientes del Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT). Como testigo se incluyó el híbrido comercial Pioneer P30K73.

Variables de respuesta evaluadas

El análisis de estabilidad se hizo considerando el rendimiento de grano, adicionalmente se midieron: floración femenina, altura de planta (m), longitud de mazorca (m), número de plantas, acame (%), número de mazorcas, pudrición de mazorca (%), aspecto y textura de mazorca, y sanidad.

Análisis de laboratorio e interacción genotipo × ambiente

En un laboratorio certificado se determinaron los porcentajes de proteína, lisina y triptófano.

Para el análisis G×A se utilizaron las metodologías propuestas por Eberhart y Russell (1966), Lin y Binns (1988) y AMMI con modelo de los efectos principales aditivos e interacciones multiplicativas (Mandel, 1971; Gauch y Zobel, 1988) La estabilidad y la adaptabilidad se utilizaron como términos sinónimos y se refieren a la capacidad de un determinado genotipo de responder positivamente a condiciones ambientales favorables, es decir, se utilizó el sentido agronómico de estabilidad (Ceballos, 1995).

Método Eberhart y Russell (1966)

Propuesto por Eberhart y Russell en 1966 se
fundamenta en la técnica estadística de regresión lineal, de acuerdo con el modelo siguiente:





Donde:

 = comportamiento promedio del genotipo i en el ambiente j.

 = media del genotipo i a través de todos los ambientes.

 = coeficiente de regresión, el cual mide la respuesta del genotipo i a los cambios ambientales.

 = índice ambiental obtenido como la diferencia entre la media de todas los genotipos en el ambiente j menos la media general.

 = desviación de la regresión del genotipo i en el ambiente j. Se calcula aplicando la fórmula siguiente:





Donde:

 = variancia del rendimiento de la variedad i.

El parámetro de estabilidad debido a las desviaciones de la regresión está dado por:





Donde:

 = parámetro de estabilidad desviación de la regresión

 = desviación de la regresión del genotipo i

 = localidad

 = cuadrado medio del error

Cuando el coeficiente de regresión (β1) es igual a 1.0, el genotipo es estable ya que tiene una buena respuesta en todos los ambientes, si es > 1.0 tiene mejor respuesta en ambientes favorables y si es < 1.0 se comporta mejor en ambientes poco favorables (Vallejo, 2010).

Método Lin y Binns (1988)

La medida única de superioridad del comportamiento del genotipo i (Pi) se define como el cuadrado medio de la distancia entre la respuesta de un genotipo y el genotipo de máxima respuesta en un ambiente dado, y se expresa como:





Donde

 = es el rendimiento del genotipo i–ésimo en el ambiente j–ésimo.

 = es la máxima respuesta entre todos los genotipos en el ambiente j–ésimo.

 = es el número de ambientes.

Un valor pequeño de Pi implica adaptación general de un genotipo. Este índice integra rendimiento medio y estabilidad relativa en un solo parámetro.

Modelo AMMI (1988)

Este modelo combina el análisis de variancia para los efectos principales de genotipos y ambientes con el análisis de componentes principales de la interacción genotipo × ambiente. Los resultados de AMMI pueden ser graficados en un ‘biplot’ donde se colocan tanto los efectos principales como los efectos de interacción para los genotipos y los ambientes (Vallejo et al., 2005). Por tanto es deseable que la mayor parte de la variación esté expresada en los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2), ya que el biplot no es más que la representación gráfica en dos ejes del comportamiento de una variedad en un ambiente particular (Kempton, 1984). El modelo tiene la forma siguiente:





Donde:

 = rendimiento observado del genotipo g en el ambiente e para la repetición r.

 = efecto de la media general.

 = desviación con respecto a la media general del genotipo g.

 = desviación con respecto a la media general del ambiente e.

 = valor singular para el eje n del ACP.

 = vector propio unitario del genotipo g para el eje n.

 = vector propio unitario del ambiente e para el eje n.

 = residual.

Para establecer el orden de estabilidad en el modelo AMMI se calcula el promedio de estabilidad ASV (average stability value) AMMI (Perchase y Alberts, citados por Flores, 2010). El ASV es la distancia del origen en un diagrama de dispersión de un sistema bidimensional hacia las puntuaciones de CP 1 vs. las puntuaciones de CP2. Ya que la puntuación de CP1 contribuye más a la suma de cuadrados de la interacción del G×A, se necesita un valor ponderado de ASV:





Donde:

 = suma de cuadrados del componente principal 1 del modelo (CP1).

 = suma de cuadrados del componente principal 2 del modelo (CP2).

 = participación del genotipo i en el componente principal 1.

 = participación del genotipo i en el componente principal 2.

Resultados y discusión

El primer paso consiste en definir si existe una diferencia significativa entre el rendimiento de los genotipos en los ambientes evaluados; posteriormente se desglosan las fuentes de variación (Tabla 1) para identificar si existe interacción genotipo × ambiente para continuar con el estudio de adaptabilidad y estabilidad.
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En la tabla 2, se resumen algunos índices de estabilidad y adaptabilidad propuestos por Eberhart y Russell (1966), entre ellos: rendimiento promedio (β0), coeficiente de regresión (β1) con sus respectivos errores estándar y test–‘t’ para H0: β1 = 1.0 y las desviaciones de la regresión (S2d). El genotipo QPM 303, presentó un coeficiente de regresión (β1) que no difiere de 1, además, fue el híbrido con el rendimiento más alto (7.4 t/ha) y el de mayor adaptación tanto en ambientes favorables como desfavorables, aunque su desviación de la regresión fue significativa (S2d > 0). De acuerdo con Eberhart y Russell (1966) los demás híbridos se comportan mejor en ambientes favorables (β1>1) o en ambientes desfavorables (β1<1) y tienen una desviación de la regresión > 0, con excepción del genotipo QPM 305, que es el único predecible y que se comporta mejor en ambientes poco favorables.



El comportamiento de los genotipos evaluados aparece en la tabla 3 y se observa el índice de superioridad Pi y su posición en la escala de mérito 1 – 10, siendo 1 la más alta calificación. El genotipo de Pi más bajo (0.56) fue QPM 303 con un rendimiento porcentual de 16.1% por encima de la media general, de amplia adaptación tanto en ambientes favorables como desfavorables. Es evidente que este índice está estrechamente correlacionado con el rendimiento promedio. Los materiales con el rendimiento promedio más alto (QPM 303, P30K73, QPM 304 y Q PM306) son, en su orden, los que ocupan las posiciones 1 a 4 en la escala de mérito.
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En la tabla 4, se incluyen los promedios de los rendimientos para genotipos en los ambientes; igualmente se presentan las coordenadas tanto de genotipos como de ambientes sobre los ejes definidos por los componentes principales CP1 y CP2. Con estos datos se construyó el biplot de CP1 vs. CP2 (Figura 1) en el cual se explica un 56.5 % de la interacción genotipo × ambiente. En la Figura se observa que los genotipos más lejanos del origen son los que más suman a los valores de la interacción, siendo, aparentemente, el genotipo QPM 301 el más estable; mientras que el genotipo P30K73 sería el menos estable, siendo tres el número de mega–ambientes que se pueden delimitar.
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En la tabla 5, aparece el promedio de estabilidad ASV AMMI (average stability value), que indica cuál es el híbrido de mayor estabilidad y mejor adaptación en los ambientes evaluados en este trabajo. Los valores en la tabla permiten, inclusive, definir el ordenamiento de genotipos por su mayor o menor estabilidad de acuerdo con el modelo AMMI. El genotipo QPM 301 fue el más estable y los genotipos QPM 06 y 30k73 fueron los de mayor inestabilidad ya que poseen valores de ASV más altos y se encuentran más lejos del valor cero.
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Análisis conjunto de criterios de estabilidad y adaptabilidad

La comparación de las metodologías utilizadas para evaluar la estabilidad y la adaptabilidad de los genotipos aparece en la tabla 6. Cada genotipo fue calificado con un valor de estabilidad (OE), siendo 1 el más estable y 10 el menos estable.

Según la propuesta de Eberhart y Russell (1966), el primer criterio fue el rendimiento de grano para identificar genotipos de alto rendimiento; el segundo fue el coeficiente de regresión (β1) para identificar aquellos genotipos con un coeficiente = 1, y el tercero genotipos cuyas desviaciones de la regresión (S2d) no difieran de cero.

Para la siguiente clasificación se usó el resultado del modelo de Lin y Binns, que utiliza el índice de superioridad (Pi) correspondiendo los valores más altos a los genotipos que más se alejaron del testigo seleccionado para cada ambiente. El parámetro valor promedio de estabilidad (ASV) de la tabla 6 determina la distancia de cada genotipo en el biplot (AMMI 2) que se clasifica de menor a mayor, siendo el menor el que está más cerca del origen y por consiguiente es el más estable.
 
Los valores del OE muestran que el método de Lin y Binns coincide con la escala de rendimiento de los genotipos y que este método depende de este factor. Al comparar los tres modelos utilizados para medir la estabilidad no se encontró coincidencia entre ellos; no obstante, por el enfoque multivariado que se le dio a la información, el modelo AMMI es el de mayor ajuste.



Análisis de laboratorio

Los resultados de los análisis de laboratorio para los porcentajes de proteína, triptófano y lisina, así como el índice da calidad de estos aminoácidos se incluyen en la tabla 7. Siguiendo los protocolos de laboratorio de calidad nutritiva de maíz y análisis de tejido vegetal del CIMMYT (Vivek, 2008; Galicia, 2012; Palacios, 2012) los genotipos que presentaron porcentajes de triptófano mayores que 0.07% fueron considerados como de alto valor proteico. En este caso (tabla 7) los genotipos QPM 301, QPM 303, QPM 304, QPM 305, QPM 306, QPM 307 y QPM 308 presentaron un alto valor proteico; mientras que QPM 302, QPM 309 y el testigo comercial P30K73 no superaron el valor de referencia.
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Los genotipos QPM 304, QPM 306, QPM 301 y QPM 305 y el testigo comercial P30K73 superaron la media general. Según los parámetros establecidos, el modelo mostró que sólo el genotipo QPM 305 es predecible, ya que la desviación de la regresión es estadísticamente igual a cero. No obstante que el testigo comercial P30K73 presentó un rendimiento superior en este experimento, ocupa el segundo lugar en el modelo Lin y Binns y es inestable como se deduce de los resultados con los modelos de Eberhart y Russell y AMMI, donde ocupa el último lugar en la escala de mérito. Los maíces QPM fueron igualmente estables y predecibles en su rendimiento en grano así como el hibrido de endospermo normal.

Las metodologías de Eberhart y Russell y AMMI son complementarias y coinciden en la discriminación de ambientes y genotipos y en la interacción genotipo × ambiente; no obstante el AMMI, por su enfoque multivariado, conduce a resultados más consistentes. La metodología de Lin y Binns puede facilitar de manera muy sencilla la discriminación de genotipos de amplia adaptación con base en los rendimientos de los genotipos en los diferentes ambientes.

El análisis de la Figura 1 (CP1 y CP2) complementa los resultados del AMMI y le dan mayor ajuste y facilidad a la metodología para discriminar y clasificar ambientes en mega–ambientes y genotipos apropiados para cada uno de estos. Los modelos Eberhart y Russell, y Lin y Binns son, más bien, una comparación de medias, mientras que el modelo AMMI se centra fundamentalmente en el estudio de la interacción G×A.

En el trabajo de Damba (2008), se confirma que no existe correlación entre los métodos de análisis de adaptabilidad y estabilidad de Lin y Binns, Eberhart y Russell y AMMI; no obstante se concluye que las tres metodologías son complementarias para entender el comportamiento de los genotipos en los ambientes de evaluación. Por otra parte, Flores (2010) sólo encontró un genotipo entre 16 evaluados que presentó el grado de estable por los tres métodos estadísticos, por lo que consideró como estables aquellos que oincidieron en dos o más métodos de análisis. En síntesis estos investigadores coinciden en que el AMMI proporciona más información útil para la selección por ambientes en un programa de mejoramiento.

Conclusiones


	El genotipo QPM 303 presentó el mayor rendimiento y la mayor estabilidad, según los métodos Eberhart y Russell, Lin y Binns, y AMMI utilizados para el análisis de estabilidad de genotipos a través de ambientes. El genotipo QPM 305 no presentó diferencia significativa para desviación de la regresión según la metodología de Eberhart y Russell.

	Para el rendimiento de grano, los resultados obtenidos por el método Lin y Binns son similares a los obtenidos por el método Eberthart y Russell.

	El AMMI presenta el mejor ajuste en el análisis de comportamiento de los genotipos evaluados a través de ambientes, ya que permite hacer una clasificación por ambientes e identificar los genotipos de mejor comportamiento en un ambiente determinado.

	El genotipo QPM 303 se desarrolló mejor en el mega–ambiente constituido por Buga, Cereté, Coloso y Buenavista. En el mega–ambiente compuesto por Bolívar, La Jagua del Pilar y Pereira, los mejores genotipos fueron QPM 304 y QPM 306, aunque el primero fue el más estable. Para las condiciones del mega–ambiente Fuente de Oro, Marsella, Lejanías, Granada, Espinal y San Martin los mejores genotipos fueron QPM 308 y QPM 305.

	Los genotipos experimentales QPM 302 y QPM 309 no presentaron la calidad proteica de un maíz tipo QPM. El genotipo QPM 303, por sus características promisorias de rendimiento, adaptabilidad, estabilidad y características bioquímicas de un QPM tiene un alto potencial comercial.
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Efecto del viento en la dispersión a corta distancia del parasitoide Amitus fuscipennis MacGown y Nebeker (Hymenoptera: Platygasteridae) en cultivos de fríjol y habichuela
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Resumen

El parasitoide Amitus fuscipennis MacGown y Nebeker (Hymenoptera: Platygasteridae) es un agente de control biológico promisorio de la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), no obstante no se conoce la distancia ni el efecto del viento en la dispersión del parasitoide en cultivos. Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la distancia y dirección del proceso inicial de dispersión de A. fucipennis en cultivos de frijol y habichuela infestados con T. vaporariorum. Adultos del parasitoide fueron marcados con fluorocromo rojo y recapturadas en trampas pegajosas amarillas de 1, 1.5 y 2 m de altura ubicadas a 4, 8 y 12 m de distancia del punto de liberación, respectivamente. Los resultados mostraron que A. fuscipennis se dispersó hasta 12 m sin diferencias (P > 0.05) en el promedio de adultos recapturados en las tres distancias probadas. La tasa promedio de recaptura fue de 2.06 % y la mayor tasa ocurrió en dirección Este (15.08%) lo que sugieren que el parasitoide se dispersa más de 12 m y que el viento contribuye a la dispersión pasiva una vez que el insecto inicia el vuelo. El parasitoide se dispersó preferiblemente en la dirección del viento predominante en latitudes bajas de los Andes. Estos aspectos son relevantes al momento de liberar A. fuscipennis en un agro–paisaje andino con combinación de cultivos atacados y no atacados por T. vaporariorum para disminuir la dispersión del parasitoide hacia otros cultivos.

Palabras clave: Trialeurodes vaporariorum, marcaje, recaptura.



Abstract

The parasitoid Amitus fuscipennis MacGown and Nebeker (Hymenoptera: Platygasteridae) is a promising biological control agent of the greenhouse whitefly Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), however, dispersal distance and the effect of the wind in the direction of dispersion of A. fuscipennis in field crops are unknown. Therefore, the objective of this study was determined short–distance dispersal of A. fuscipennis on bean and snap bean crops with greenhouse whitefly. A. fuscipennis was monitored through red fluorochrome labeled wasps recaptured on yellow sticky traps of 1, 1, 5, and 2 m. of height located at 4, 8 and 12 m away from the release point respectively. The results show that A. fuscipennis dispersed to 12 m with no differences (P> 0.05) in the average adult recaptured in the three distances tested. The average recapture rate was 2, 06 % and the highest rate of recapture eastbound 15, 08 % suggest that the parasitoid could spread over 12 m and the wind contributes to passive dispersal once the insect started flying. The parasitoid is preferably dispersed in the direction of the prevailing wind at low latitudes of Los Andes. These aspects are relevant when releasing A. fuscipennis in landscapes composed of host and non–host crops of T. vaporariorum to reduce the dispersion of parasitoids to non–target crops.

Keyworks: Trialeurodes vaporariorum, marking, recapture.



Introducción

La implementación de estrategias de control biológico con avispas parasitoides requiere del conocimiento de sus habilidades, por ejemplo, la capacidad de dispersión. Los insectos pasan una larga parte de su tiempo moviéndose entre sitios que ofrecen diferentes recursos como alimento, refugio, pareja y hospederos (Fischbein, 2011), esto es fundamental para la mayoría de organismos y necesario para su supervivencia (Schellhorn et al., 2014). El resultado final del proceso de dispersión de parasitoides es el encuentro y aceptación del hospedero (Vinson, 1976; Rehman, 2010). Por tanto, la dispersión es un factor importante que afecta tanto su establecimiento como su eficiencia en la supresión de plagas (Hopper y Roush, 1993; Saavedra, Torres y Ruiz, 1997; McDougall y Mills, 1997). Sin embargo, al liberar parasitoides en campo se desconoce, en muchos casos, qué tan rápido se desplazan y qué proporción de los individuos liberados permanece dentro de la zona de liberación (Corbett y Rosenheim, 1996).

La dispersión de parasitoides está influenciada por factores bióticos y abióticos como el tamaño del insecto (Canto–Silva, Kolberg, Romanowski y Redaelli, 2006), el género y estado de apareamiento del parasitoide (Blackmer, 2001; Liu, 2015), la densidad del hospedero (Petit et al., 2008), la dirección y velocidad del viento (Canto–Silva et al., 2006; Kristensen 2013; Bell et al., 2013) y la presencia de señales químicas (Birkett, 2003; Liu, 2015).

En este trabajo se evaluó la influencia del viento en la dispersión a corta distancia en campo del parasitoide Amitus fuscipennis MacGown y Nebeker (Hymenoptera: Platygasteridae), agente de control biológico de la mosca blanca de invernaderos Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), la cual causa pérdidas económicas en cultivos de frijol y habichuela (ambos Phaseolus vulgaris L.) hasta del 16% por sí sola y del 46 % en combinación con Thrips palmi Karny (Thysanoptera: Thripidae) en Colombia (Rendón et al., 2001). Amitus fuscipennis es el parasitoide más importante de T. vaporariorum (Manzano et al., 2002a), es hospedero de la vegetación circundante en cultivos de frijol (Hernández et al., 2013) y migra hacia él 20 días después de la siembra (Manzano et al., 2003) en busca de ninfas de primero y segundo instar de T. vaporariorum (Manzano et al., 2002b). Durante la búsqueda de ninfas en plantas y hojas, la avispa exhibe capacidad de búsqueda de área restringida (Manzano et al., 2002b) y aún no se conoce la forma cómo se dispersa para llegar a las plantas. Debido a su pequeño tamaño (< 1 mm), la dirección del viento puede desempeñar un papel importante en la dispersión de A. fuscipennis.

La metodología de captura–marcaje–recaptura ha mostrado ser útil para medir la dispersión de insectos (Turchin y Thoeny, 1993; Turchin, 1998; Verhulst, 2013); por ejemplo, el marcaje con fluorocromo (Schellhorn et al., 2004) o rubidium (Pickett et al., 2004) ha contribuido al conocimiento de la capacidad de dispersión de algunas especies de parasitoides. Basado en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar mediante la técnica de marcaje y recaptura la distancia y dirección del proceso inicial de dispersión del parasitoide A. fucipennis en cultivos de frijol y habichuela infestados con T. vaporariorum.

Materiales y métodos

Cría de Amitus fuscipennis

La cría de A. fuscipennis en T. vaporariorum fue establecida en frijol cultivar ICA Pijao establecido en el Centro Experimental de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira (CEUNP) a 3° 24’ N y 76° 26’ O, a 26 ± 2 °C y 80 ± 5% de HR. La infestación se hizo en plantas de 25 días de edad con adultos de T. vaporariorum provenientes de una cría existente en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) por más de 10 años. Siete días después se introdujeron adultos recién emergidos de A. fuscipennis recolectados en campo en la vereda Regaderos, municipio de Cerrito, Valle del Cuaca.

Marcaje de adultos de Amitus fuscipennis en laboratorio

Para este proceso, adultos recién emergidos de A. fuscipennis no copulados, ya que se reproducen por partenogénesis tipo telitoquia (Manzano et al., 2002a) y sin experiencia previa de oviposición, fueron marcados de acuerdo con la metodología descrita por Nakata (2008) con algunas modificaciones. Se esparcieron 0.1 g de fluorocromo rojo en presentación en polvo (8X10–4 g/cm2) (Luminous Powder, Red BioQuip, Catalogo 1162R) en las paredes internas de un frasco de vidrio transparente de 250 ml. Seguidamente se introdujeron alrededor de 200 adultos del parasitoide y se hizo girar el frasco durante 5 segundos para esparcir el fluorocromo sobre el cuerpo de las avispas. Pasado este tiempo los parasitoides fueron dispuestos en recipiente de vidrio (4 lt) sin fluorocromo. Estos frascos fueron utilizados ya que permiten visualizar y manipular fácilmente las microavispas, sin afectar su supervivencia.

La determinación de la permanencia de fluorocromo en el cuerpo del insecto se inició 2 días después del marcaje, para lo cual, diariamente y durante 6 días consecutivos, se tomaron al azar cuatro avispas que fueron observadas en estereoscopio (Optiks ZTX E ZOOM). Esta observación se hizo cinco veces (repeticiones) por día. Con los datos obtenidos se realizó una prueba de Ji–cuadrado (X2) (α = 0.05) para comprobar la variabilidad de la cantidad de avispas marcadas durante los 6 días de observaciones.

Sitio de estudio

El estudio se realizó en 2009 en la vertiente occidental de la cordillera central de los Andes colombianos, municipio de Cerrito, vereda Regaderos (N 3° 38’; O 76° 06’), a 1750 m.s.n.m, con características de bosque seco subtropical (bs–ST), temperatura entre 17 – 24 ° C, precipitación entre 1100 y 2000 mm (Espinal, 1968). En esta zona A. fuscipennis se encuentra de manera natural. Las liberaciones del parasitoide fueron realizadas en cultivos de frijol y habichuela entre 30 a 50 cm de altura, con el manejo agronómico convencional incluyendo la aplicación de insecticidas.

Liberación de adultos de Amitus fuscipennis

Los adultos de A. fuscipennis, recién emergidos de ninfas recolectadas en el sitio de la cría (F1) y en campo (población natural), fueron obtenidos con la utilización de cámaras de recuperación, las cuales consistieron en cajas negras con frascos de vidrio incrustados en la parte superior de cada una de las cajas. Los parasitoides fueron marcados con flurocromo y transportados a campo en frascos de vidrio (4 lt). A cada frasco se le tomó una fotografía (Cámara digital Samsung S630) que fue ampliada en computador para contabilizar el número de individuos liberados. Cada semana y durante 12 semanas consecutivas, fueron liberados, en promedio, 2043 adultos del parasitoide.

Distancia de dispersión de Amitus fuscipennis

Para determinar la distancia de dispersión de A. fuscipennis, 48 h después de su liberación se ubicaron trampas con pegante que consistían en tablas de madera de 50 cm de largo por 20 cm ancho de color amarillo y sostenidas por varas de madera a tres alturas diferentes (Figura 1). El pegante utilizado fue JT EATON Crawling Insect Gel–Trap. Debido a que no existía información previa sobre la distancia de dispersión de A. fuscipennis y al pequeño tamaño de los lotes de siembra (< 900 m2) en la zona de estudio, se seleccionaron al azar las distancias de observación. Para determinar la altura inicial de vuelo del parasitoide se dispusieron trampas en forma de cruz en los cuatro puntos cardinales con distancias de 4, 8 y 12 m desde el sitio de liberación (centro) a alturas de 1, 1,5 y 2 m, respectivamente. Para la liberación, los frascos que contenían los parasitoides marcados fueron colocados en el centro de la cruz y abiertos para permitir su vuelo. Esta operación se realizó semanalmente durante12 semanas consecutivas, entre 8 y 10 a.m. El marcaje permitió diferenciar a los parasitoides liberados de los presentes naturalmente en campo. Para medir la velocidad y la dirección del viento al momento de las liberaciones se utilizó un envirómetro 4 en 1 (Thomas Scientific Cat. No. 1094L57). Durante el periodo del estudio no se registraron lluvias.
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Dos días después de liberar los adultos, las trampas fueron removidas del campo y llevadas al Laboratorio de Entomología de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira donde, con la ayuda de un estereoscopio (Optiks ZTX E ZOOM, 20x), se contaron los adultos de A. fuscipennis recapturados.

Análisis estadístico

La normalidad y la homocedasticidad de los datos fueron determinadas mediante análisis estadístico. Para determinar el efecto del viento en la dirección de la dispersión se compararon promedios de adultos recapturados entre los cuatro puntos cardinales, primero entre trampas ubicadas a las mismas distancias (4, 8 y 12 m) y luego teniendo en cuenta el promedio general de cada punto cardinal. Adicionalmente se compararon los promedios de adultos recapturados en las distancias 4, 8 y 12 m. La comparación de medias se realizó mediante un Anova (α = 0.05) y los promedios fueron comparados con la prueba de diferencia mínima significativa (DMS) (P < 0.05). La tasa de recaptura se calculó con base en la relación entre el número de parasitoides capturados y el número total liberado que fue marcado. Se hicieron correlaciones entre velocidad del viento y la cantidad de adultos recapturados en cada punto cardinal (Coeficiente de correlación de Pearson, P < 0.05). Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software SAS 9,2.

Resultados

Marcaje de adultos de Amitus fuscipennis en laboratorio

El 90% de las avispas permaneció marcada con flurocromo en los 2 primeros días pero, no obstante a partir del tercer día el valor decreció hasta 65%. Se encontraron diferencia (X2 = 30.8, gl = 5, P < 0.05) entre los porcentajes de adultos marcados identificados en el primero y segundo día respecto a los porcentajes en los días restantes, es decir, el número de adultos marcados disminuyó después de los dos primeros días de observaciones (Figura 2).
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Distancia y dirección de la dispersión inicial de Amitus fuscipennis

En los dos primeros días con una velocidad promedio del viento al momento de la liberación de 1.37 m/s, el parasitoide se dispersó, por lo menos, hasta 12 m, principalmente en dirección Este. Debido a que el 90% de los individuos permaneció marcado durante estos días, el número de parasitoides liberados fue corregido con este valor para descartar los individuos no marcados. La tasa promedia de recaptura fue de 2.17%.

Durante la liberación de las avispas, en ocho de las 12 liberaciones el viento soplaba en dirección noreste, en dos liberaciones en dirección Este, en una liberación en dirección sudeste y en un número igual en dirección norte (Tabla 1). La velocidad del viento varió entre 0.1 y 2.8 m/s (Tabla 1). No se encontraron diferencias significativas entre la cantidad de adultos de A. fuscipennis recapturados a 4, 8 y 12 m de distancia del punto de liberación y alturas de 1, 1.5 y 2 m, respectivamente (F2, 33 = 0.65, P = 0.59) (Tabla 2) lo que indica que la avispa se dispersó al menos hasta 12 m y alcanzó una altura de 2 m o más en su proceso inicial de dispersión en los dos días iniciales. El promedio de recaptura de avispas marcadas en las 12 liberaciones fue de 2.17% y varió entre 0,18 y 3.45 % (Tabla 1). En relación con la dirección de dispersión de las avispas, una cantidad significativamente mayor fue recolectada en dirección norte y Este en comparación con las direcciones sur y oeste (Tabla 3, F3, 44 = 5.48, P < 0,05; DMS = 5.11). Cuando se comparó el promedio de avispas recolectadas entre trampas ubicadas a la misma distancia, se encontró diferencia significativa entre las trampas ubicadas a 4 m (F3, 44 = 6.33, P < 0.05) y a 12 m (F3, 44 = 4.56, P < 0.05), pero no a 8 m (F3, 44 = 2.31, P = 0.08), presentando en todos los casos mayor cantidad de avispas recolectadas en dirección Este (Tabla 3). No se encontró correlación significativa entre velocidad del viento y cantidad total de avispas recapturadas (r = 0.10, P = 0.75), ni entre velocidad del viento y cantidad de avispas recapturadas en cada punto cardinal (W r = –018, P = 0.6; N r = –0.15, P = 0.6; E r = 0.14, P = 0.6; S r = –0.18, P = 0.6).


[bookmark: t1]


[bookmark: t2]


[bookmark: t3]


Discusión

Después de la liberación, las avispas marcadas fueron fácilmente reconocibles y contadas en las trampas amarillas con pegante. Tanto la cantidad de adultos recapturados como la tasa de recaptura no fueron altas en las tres distancias probadas, lo que sugiere que la distancia de dispersión del parasitoide puede ser aún mayor que 12 m.

Sin embargo los valores de recaptura de parasitoides fueron variables y pueden ser tan bajos como el valor 0.6 % reportado por Messing et al., (1995) para Psyttalia fletcheri (Silvestri) (Hymenoptera: Braconidae) usando trampas amarillas cebadas en tres cultivos; intermedio como 13.02% reportado para Gryon gallardoi (Brethes) (Hymenoptera: Scelionidae) por Canto–Silva et al. (2006) en cultivos de tabaco; o más altos como 21% obtenido por Corbett y Rosenheim (1996) para el parasitoide Anagrus epos Girault (Hymenoptera: Mymaridae) usando trampas amarillas pegajosas. La distancia de dispersión de varias especies de parasitoides es mayor que la encontrada en este estudio para A. fuscipennis. El parasitoide Gonatocerus ashmeadi (Hymenoptera: Mymaridae) alcanzó una distancia de dispersión de 100 m 16 días después de su liberación (Petit et al., 2008); Aphytis melinus (Hymenoptera: Aphelinidae) se desplazó 273 m/día (DeBach y Argyriuo, 1967) y Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) 21 m/día (Sallam et al., 2001).

La aplicación de insecticidas por los agricultores posiblemente incidió en la baja tasa de recaptura ya que la mosca blanca de los invernaderos es una plaga clave en la zona de estudio y es controlada por aplicaciones de insecticidas programadas (Rodriguez y Cardona, 2001). Algunos insecticidas causan mortalidad a parasitoides de moscas blancas (Sugiyama et al., 2011) y afectan la dinámica poblacional, específicamente de parasitoides de T. vaporariorum en cultivos de habichuela (Manzano et al., 2003).

Schellhorn et al. (2014) afirman que los insectos utilizan dos mecanismos para su dispersión: movimientos auto–dirigidos (caminar, saltar, caer y volar) y movimientos pasivos (viento, foresis, y transporte mediado por humanos). Entre los movimientos pasivos, el viento es considerado un factor que influye en la dispersión aérea de parasitoides (McMannus, 1988; Kristensen, 2013). En el presente estudio no se realizó ‘trampeo’ por debajo del dosel del cultivo y como se sabe, el aire por encima del dosel presenta mayor velocidad que el aire debajo del dosel. Algunos insectos pueden controlar la dirección y la velocidad de vuelo, combinando mecanismos activos y pasivos, al entrar, permanecer y salir de la corriente de viento por encima del dosel (Schellhorn et al., 2014). Después de la liberación y dispersión se encontró una distribución no aleatoria para A. fuscipennis y debido a que las repeticiones se ubicaron en el mismo paisaje y estuvieron sometidas a los mismos factores ambientales (temperatura, viento, humedad relativa) no se esperaban diferencias en la dirección inicial de dispersión. Sin embargo, después de ser liberado, A. fuscipennis se dispersó con mayor frecuencia en dirección Este, lo que coincidió con la dirección de la circulación de viento reportado en los Andes a una latitud < 15° (Garreaud, 2009), región donde se encuentra la zona de estudio que se ubicó a 3° latitud. Esto sugiere que en los dos primeros días el viento influyó en el patrón inicial de dispersión pasiva de A. fuscipennis, al menos hasta 12 m de distancia. La velocidad del viento al inicio del vuelo de dispersión varió entre 0.1 y 2.8 m/s con un promedio de 1.4 m/s, que no es fuerte pero sí suficiente para arrastrar a esta pequeña avispa en su vuelo inicial de dispersión. No se encontraron diferencias entre el número de adultos recapturados en las diferentes alturas de trampas, lo cual sugiere un arrastre por el viento. En algunos trabajos se ha reportado que velocidades de viento entre 2.8 y 4.2 m/s no afectan la dispersión de parasitoides pequeños (Fournier y Bouvin, 2000; Corbett y Rosenhein, 1996; Langhof et al., 2005; Canto–Silva et al., 2006).

También es posible que el tamaño corporal del parasitoide influya en su dispersión. Amitus fuscipennis mide menos que 1 mm lo que ayuda a su dispersión inicial pasiva por el viento, como ha sido reportado para mircoavispas Trichogramma que no pueden volar hacia arriba en contra del viento (Keller et al., 1985). Por el contrario, un parasitoide más grande como Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera: Mymaridae) con una longitud de la tibia posterior < 0.7 mm (Irvin y Hoddle, 2009) no es afectado por el viento en su patrón de dispersión (Petit et al., 2008).

Además del arrastre por el viento, existen otros factores como la densidad del hospedero (Saavedra et al., 1997; Petit et al., 2008) o presencia de azucares de mosca blanca (De Vis, 2003) que ayudan al parasitoide a encontrar ninfas de T. vaporariorum. Se desconoce aún la distancia de dispersión a larga distancia de A. fuscipennis en la que podrían contribuir además factores genéticos, ambientales o su interacción (Isard e Irwin, 1993; Kristensen, 2013). La utilización de trampas amarillas se basó en el hecho que previamente el parasitoide fue observado en varias ocasiones pegado en estas trampas utilizadas para monitorear la mosca blanca de los invernaderos. Aunque este tipo de trampas es adecuado para atraer y monitorear T. vaporariorum (Ekbom y Rumei, 1990), hospedero principal de A. fuscipennis, no hay referencias que soporten que el parasitoide es atraído por el color amarillo, como sí ocurre con la avispa parasitoide Venturia canescens Gravenhorst (Lucchetta et al., 2008).
 
Se observó que el marcaje de A. fuscipennis con fluorocromo persiste durante 6 días o más. Al final de 48 h, tiempo del estudio en laboratorio, el 90% de las avispas aún permanecían marcadas. Observaciones en estereoscopio mostraron que el parasitoide trató de remover el fluorocromo de su cuerpo, pero el producto permaneció principalmente en la superficie del protórax. Utilizando colorante fluorescente derivado de xanteno diluido en agua (Schelhorn et al., 2004) encontraron que la proporción de dos especies de parasitoides marcados disminuyó significativamente durante 72 h y desapareció después de 144 h en condiciones de campo. En el presente estudio se encontró que al menos hasta 144 h después del marcaje los individuos de A. fuscipennis aún presentaban rasgos del marcador en su cuerpo, aunque no se utilizó un colorante diluido ni se determinó el efecto de factores ambientales como la lluvia y los rayos solares en la permanencia del marcaje (Schelhorn et al., 2004).

Conclusiones


	En la región Andina de Colombia, a 3° de latitud, en un periodo de 2 días Amitus fuscipennis fue arrastrado por el viento desde su punto de liberación hasta una distancia de dispersión de 12 m, principalmente en dirección Este.

	Los adultos de A. fuscipennis pueden ser marcados con fluorocromo en polvo, un método simple, de bajo costo y que permite su detección en campo (Lavandero et al., 2004).

	Debido a la diversidad de cultivos de hortalizas y frutales en el paisaje de los Andes en Colombia, la dirección de liberación de A. fuscipennis debe ser determinada teniendo en cuenta la influencia del viento con el fin de que los parasitoides lleguen al cultivo deseado.

	Para mejorar el hábitat de los enemigos naturales utilizados en control biológico por conservación, es recomendable establecer plantas acompañantes que ofrezcan refugio y alimento a A. fuscipennis, teniendo en cuenta la dirección de los vientos y una distancia aproximada de 12 m desde el cultivo comercial.



Agradecimientos

Los autores dan sus agradecimientos a los agricultores de Regaderos, Valle del Cauca, Colombia, por permitirnos trabajar en sus cultivos; a Héctor Morales y Juan Miguel Bueno del Laboratorio de Entomología del Centro Internacional de Agronomía Tropical (CIAT) por su apoyo en el mantenimiento de la cría de A. fuscipennis y a Kris Wyckhuys (CIAT) por sus sugerencias para mejorar el manuscrito. Esta investigación fue financiada por la Vicerrectoría de Investigaciones de la Universidad Nacional de Colombia (HERMES 7626).



Referencias

Bell, J. R.; Aralimarad, P.; Lim, K.–S.; y Chapman, J. W. 2013. Predicting insect migration density and speed in the daytime convective boundary layer. PloS one 81, e54202.

Birkett, M.; Chamberlain, K.; Guerrieri, E.; Pickett, J.; Wadhams, L.; y Yasuda, T. 2003. Volatiles from whitefly–infested plants elicit a host–locating response in the parasitoid, Encarsia formosa. J. Chem. Ecol. 297:1589 – 1600.

Blackmer, J. y Cross, D. 2001. Response of Eretmocerus eremicus to skylight and plant cues in a vertical flight chamber. Entom. Exp. Applicata 1003:295 – 300.
 
Canto–Silva, C. R.; Kolberg, R.; Romanowski, H. P.; y Redaelli, L. R. 2006. Dispersal of the egg parasitoid Gryon gallardoi Brethes Hymenoptera: Scelionidae in tobacco crops. Braz. J. Biol. 661A, 09–17.

Corbett, A. y Rosenheim, J. A. 1996. Quantifying movement of a minute parasitoid, Anagrus epos Hymenoptera: Mymaridae, using fluorescent dust marking and recapture. Biol. Control, 61:35 – 44.

De Vis, R. M.; Mendez, H.; y van Lenteren, J. C. 2003. Comparison of foraging behavior, interspecific host discrimination, and competition of Encarsia formosa and Amitus fuscipennis. J. Insect Behavior 161:117 – 152.

DeBach, P. y Argyriou, L. C. 1967. The colonization and success in Greece of some imported Aphytis spp. Hymenoptera: Aphelinidae parasitic on citrus scale insects Homoptera: Diaspididae. Entomophaga 124:325 – 342.

Ekbom, B. y Rumei, X. 1990. Sampling and spatial patterns of whiteflies. Whiteflies: their bionomics, pest status and management 107 – 121.

Espinal Tascón, L. 1968. Visión ecológica del departamento del Valle del Cauca. Colombia: Universidad del Valle. CO.1968.103 p.

Fischbein, D. 2011. Influencia de los rasgos de historia de vida y del uso de información en la adquisición de recursos y dispersión en el parasitoide Ibalia leucospoides Hochenwarth Hymenoptera: Ibaliidae. Tesis Doctoral. Francia: Universidad de Lyon I – Claude Bernard.

Fournier, F. y Boivin, G. 2000. Comparative dispersal of Trichogramma evanescens and Trichogramma pretiosum Hymenoptera: Trichogrammatidae in relation to environmental conditions. Environ. Entom. 291:55 – 63.

Garreaud, R. 2009. The Andes climate and weather. Adv. Geosc. 2222:3 – 11.

Hernández, L. M.; Otero, J. T.; y Manzano, M. R. 2013. Biological control of the greenhouse whitefly by Amitus fuscipennis: Understanding the role of extrafloral nectaries from crop and non–crop vegetation. Biol. Control 672:227 – 234.

Hopper, K. R. y Roush, R. T. 1993. Mate finding, dispersal, number released, and the success of biological control introductions. Ecol. Entom. 184:321 – 331.

Irvin, N. A. y Hoddle, M. S. 2009. Egg maturation, oosorption, and wing wear in Gonatocerus ashmeadi Hymenoptera: Mymaridae, an egg parasitoid of the glassy–winged sharpshooter, Homalodisca vitripennis Hemiptera: Cicadellidae. Biol. Control 482:125 – 132.

Isard, S. A. e Irwin, M. E. 1993. A strategy for studying the long–distance aerial movement of insects. J. Agric. Entom. 104:283 – 297.

Keller, M.; Lewis, W. y Stinner, R. 1985. Biological and practical significance of movement by Trichogramma species: a review. Supplement to the southwestern entomologist. 18 p.

Kristensen, N. P.; Schellhorn, N. A.; Hulthen, A. D.; Howie, L. J.; y De Barro, P. J. 2013. Wind–borne dispersal of a parasitoid: the process, the model, and its validation. Environ. Entom. 426: 1137 – 1148.

Landis, D. A.; Wratten, S. D.; y Gurr, G. M. 2000. Habitat management to conserve natural enemies of arthropod pests in agriculture. Annual review of entomology, 451, 175–201.

Langhof, M.; Meyhöfer, R.; Poehling, H.–M.; y Gathmann, A. 2005. Measuring the field dispersal of Aphidius colemani Hymenoptera: Braconidae. Agric. Ecosys. Environ. 1072:137 – 143.

Lavandero, B.; Wratten, S.; Hagler, J.; y Jervis, M. 2004. The need for effective marking and tracking techniques for monitoring the movements of insect predators and parasitoids. Int. J. Pest. Manage. 50:147 – 151.

Liu, T.–X.; Stansly, P. A.; y Gerling, D. 2015. Whitefly Parasitoids: Distribution, Life History, Bionomics, and Utilization. Ann. Review Entom. 60:273 – 292.

Lucchetta, P.; Bernstein, C.; Théry, M.; Lazzari, C.; y Desouhant, E. 2008. Foraging and associative learning of visual signals in a parasitic wasp. Anim. Cogn. 113:525 – 533.

Manzano, M. R.; Lenteren, J. V.; y Cardona, C. 2002a. Searching and oviposition behaviour of Amitus fuscipennis, a parasitoid of the greenhouse whitefly. J. Applied Entom. 12610:528 – 533.

Manzano, M. R.; Van Lenteren, J.; y Cardona, C. 2002b. Intrinsic rate of population increase of Amitus fuscipennis MacGown and Nebeker Hymenoptera: Platygasteridae according to climatic conditions and bean cultivar. J. Appl. Entom. 1261:34 – 39.

Manzano, M. R.; Van Lenteren, J.; y Cardona, C. 2003. Influence of pesticide treatments on the dynamics of whiteflies and associated parasitoids in snap bean fields. BioControl 486:685 – 693.

McDougall, S. y Mills, N. 1997. Dispersal of Trichogramma platneri Nagarkatti Hymenoptera: Trichogrammatidae from point–source releases in an apple orchard in California. J. Applied Entom. (1211–1215):205 – 209.

McManus, M. L. 1988. Weather, behaviour and insect dispersal. Memoirs of the Entomological Society of Canada, 120S146, p. 71 – 94.

Messing, R.; Purcell, M.; y Klungness, L. 1995. Short range dispersal of mass–reared Psyttalia fletcheri Hymenoptera: Braconidae, parasitoids of Bactrocera cucurbitae Diptera: Tephritidae. Environ. Entom. 245:1338 – 1343.

Nakata, T. 2008. Effectiveness of micronized fluorescent powder for marking citrus psyllid, Diaphorina citri. Appl. Entom. Zool. 43(1):33–36.

Petit, J.; Hoddle, M.; Grandgirard, J.; Roderick, G.; y Davies, N. 2008. Short–distance dispersal behavior and establishment of the parasitoid Gonatocerus ashmeadi Hymenoptera: Mymaridae in Tahiti: implications for its use as a biological control agent against Homalodisca vitripennis Hemiptera: Cicadellidae. Biol. Control 453:344 – 352.

Pickett, C.; Roltsch, W.; y Corbett, A. 2004. The role of a rubidium marked natural enemy refuge in the establishment and movement of Bemisia parasitoids. Intern. J. Pest Manag. 503:183 – 191.

Rehman, A. y Powell, W. 2010. Host selection behaviour of aphid parasitoids Aphidiidae: Hymenoptera. J. Plant Breed. Crop Sci. 210:299 – 311.

Rendón, F.; Cardona, C.; y Bueno, J. 2001. Pérdidas causadas por Trialeurodes vaporariorum Homoptera: Aleyrodidae y Thrips palmi Thysanoptera: Thripidae en habichuela en el Valle del Cauca. Rev. Col. Entom. 271–272:39 – 43.

Saavedra, J.; Torres, J.; y Ruiz, M. 1997. Dispersal and parasitism of Heliothis virescens eggs by Trichogramma pretiosum Riley in cotton. Intern. J. Pest Manag. 432:169 – 171.

Sallam, M.; Overholt, W.; y Kairu, E. 2001. Dispersal of the exotic parasitoid Cotesia flavipes in a new ecosystem. Entom. Exp. Applicata 982:211 – 217.

Schellhorn, N.; Bianchi, F.; y Hsu, C. 2014. Movement of entomophagous arthropods in agricultural landscapes: links to pest suppression. Ann. Review Entom.59:559 – 581.

Schellhorn, N.; Siekmann, G.; Paull, C.; Furness, G.; y Baker, G. 2004. The use of dyes to mark populations of beneficial insects in the field. Int. J. Pest Manag. 503:153 – 159.

Sugiyamak, K. y Saito T. 2011. Effect of insecticides on the mortalities of three whitefly parasitoidspecies Eretmocerus mundus, Eretmocerus eremicus and Encarsia formosa Hymenoptera: Aphelinidae. Applied Entom. Zool. 46(3).311 – 317.

Turchin, P. 1998. Quantitative analysis of movement: measuring and modeling population redistribution in animals and plants. Sinauer, Sunderland, Massachusetts. 336 p.

Turchin, P. y Thoeny, W. T. 1993. Quantifying dispersal of southern pine beetles with mark–recapture experiments and a diffusion model. Ecol. Appl. 31:187 – 198.

Verhulst, N. O.; Loonen, J.; y Takken, W. 2013. Advances in methods for colour marking of mosquitoes. Parasit Vectors 6. 200 p.

Vinson, S. B. 1976. Host selection by insect parasitoids. Ann. Review Entom. 211:109 – 133.






Fitonematodos asociados a Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn., Solanum quitoense Lam. y Daucus carota L. en el Departamento de Boyacá, Colombia

Plant parasitic nematodes associated with Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn., Solanum quitoense Lam. and Daucus carota L. in Boyacá, Colombia

Ana Teresa Mosquera–Espinosa

Programa de Ingeniería Agronómica, Grupo de Investigación CIDE, Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia–sede Tunja. Tunja, Boyacá, Colombia. Autora para correspondencia: ana.mosquera@uptc.edu.co

Rec.: 25.08.2014 Acep.: 22.12.2014



Resumen

Los frutales y hortalizas en zonas de clima frio moderado suplen parte de la demanda alimentaria del país. Sin embargo, la mayor limitante para su producción son los problemas por patógenos y parásitos. Los fitonematodos ocasionan pérdidas hasta de 100% por los complejos patológicos que inducen. Los estudios publicados para Colombia no incluyen reportes de las zonas agrícolas del Departamento de Boyacá. En el estudio se contextualiza la información sobre los fitonematodos asociados con tomate de árbol (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn, lulo (Solanum quitoense Lam.) y zanahoria (Daucus carota L.), como también los síntomas que inducen. Se visitaron fincas en los municipios de Buenavista y Ventaquemada, zonas de mayor producción para el departamento y en ellas se recolectaron muestras de suelo rizosferico y raíces que se procesaron por el método Coob y Bird, respectivamente. Se analizaron datos poblacionales, ecológicos y parasíticos, encontrando la mayoría de los géneros de fitonematodos mencionados en literatura para Colombia: en zanahoria se encontró Meloidogyne y Helicotylenchus, en los frutales además, Pratylenchus. En general, las poblaciones de dichos géneros fueron altas, sin embargo, no existe un valor de umbral de daño económico para interpretar si son limitantes en la producción de la región. Los síntomas observados en la parte aérea y en raíces de los tres hospederos, indicaron afección por fitonematodos. Por niveles poblacionales el género de mayor importancia fue Meloidogyne, causando agallas y síntomas correspondientes a complejos patológicos.

Palabras clave: Cultivos de clima frio, fitopatología, fitonematodos, manejo integrado de enfermedades.



Abstract

Fruits and vegetable from moderately cold climates supply part of the national demand food for country. However, their successful production is limited by pathogens and parasites. Nematodes cause yield losses up to 100%, principally by facilitating pathogen complexes. Published studies from Colombia do not include reports for agricultural regions of Boyacá. The present study tries contextualizing information about nematodes associated to tree tomato, lulo and carrot, as well as the symptoms they cause. The farms were sampled in the municipality of Buenavista and Ventaquemada, where production is perform in a highest level. Soil and roots samples of rhizosphere were collected and processed by the methods of Coob and Bird, respectively. Populations, ecology and parasitism were evaluated and genera of plant–associated nematodes were found for tree tomato and lulo Meloidogyne and Helicotylenchus, also Pratylenchus corresponding to carrot; previously reported for these hosts in other parts of Colombia. Average populations in soil and roots were higher, however, since threshold levels for economic damage were not establish and recorded, it is not clear if these levels must be considered low or high. Symptoms observed in roots and shoots indicated that the nematode damage was mostly due to Meloidogyne in galls. Symptoms corresponding to pathogen complexes were also performed. The results of this study will form the basis of a management plan, taking into account the agroecological conditions of the area of study.

Keywords: Cold climate crops, integrated pest management, plant pathology, plant nematodes.



Introducción

Las zonas de clima frio moderado, como lo es la mayor parte del Departamento de Boyacá, Colombia, son una importante despensa de alimentos (Fontagro, 2006). Los frutales y hortalizas, como tomate de árbol, lulo y zanahoria, cada vez se proyectan más en la región con nueva áreas de siembra, ya que tienen alta aceptación en el mercado nacional tanto para consumo en fresco como para transformación agroindustrial (PFN, 2006). No obstante al mismo tiempo se incrementan los problemas fitosanitarios debido, principalmente, al deficiente desarrollo tecnológico que se refleja en la baja producción y calidad de los productos. Lo anterior, sumado a las inadecuadas prácticas de manejo conlleva al desequilibrio en los agroecosistemas con pérdidas en sostenibilidad (Fontagro, 2006).

Cuando los patógenos que afectan los cultivos se encuentran en la parte aérea de las plantas es posible realizar evaluaciones visuales para cuantificar la enfermedad y calcular pérdidas en producción; pero cuando se presentan en el sistema radicular, como ocurre con el ataque de fitonematodos, pasan desapercibidos y generalmente son confundidos con problemas de nutrición, subestimando su afección y por ende, realizando un incorrecto manejo de la situación fitosanitaria (Tamayo, 2001).

Los fitonematodos (Phylum Nematoda) que habitan en el suelo afectan raíces y órganos subterráneos, alteran el normal desarrollo de las plantas y sobre todo, su productividad. En órganos aéreos inducen principalmente amarillamiento, reducción en el desarrollo, atrofia y marchitez. Además, las lesiones que estos ocasionan al penetrar al tejido son el medio de entrada para otros patógenos como hongos y bacterias, que igualmente causan detrimento a la planta. Meloidogyne es uno de los géneros de fitonematodos que más limita la producción agrícola, causando agallas en el sistema de raíces e impidiendo la absorción de agua y nutrientes (Agrios 2002, Múnera y Navarro 2002, Vargas et al., 2002, Huertas et al., 1999).

En tomate de árbol (C. betacea (Cav.) Sendtn.) los fitonematodos del género Meloidogyne son los de mayor frecuencia y distribución. Estos causan daño mecánico permitiendo la llegada de otros patógenos que generan complejos sanitarios, los cuales en la parte aérea de la planta se observan como marchitez generalizada (Lozada et al., 2002; Múnera y Navarro, 2002). Cuando el deterioro de la planta es progresivo, se observan hojas cloróticas, defoliación y marchitez, reducción del tamaño de frutos y del periodo de producción, finalmente las plántulas mueren (Forero 2001). En este frutal se reconocen M. incognita y Nacobbus aberrans como fitonematodos limitantes, ya que generan interacciones negativas con patógenos del suelo como Fusarium solani y Phytophthora infestans aumentando el daño que sufre el hospedero (Moreta, 2010; Ron y Revelo, 2010). En el Departamento de Nariño predominan las especies M. incognita, M. arenaria, M. exigua y M. hapla, siendo más frecuente M. incognita (García et al., 2004). En el caso del Valle del Cauca y Risaralda se citan los géneros Helicotylenchus, Pratylenchus y Meloidogyne, este último con las especies M. incognita y M. arenaria (Lozada et al., 2002).

En lulo (S. quitoense Lam.) el problema patológico más limitante es ocasionado por el nematodo del nudo radical Meloidogyne spp., que no sólo genera daño en sistema de raíces sino que facilita la entrada a otros patógenos como Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia y Pythium (Huertas et al., 1999; Gómez 1997). En raíces de la planta se observan agallas producto de la hipertrofia e hiperplasia inducida por las enzimas que inyecta el nematodo para su alimentación (Agrios, 2002). La planta presenta reducción en altura, retraso en el desarrollo, amarillamiento y marchitez generalizada en hojas (Corrales et al., 1999; ICA, 2011; Huertas et al., 1999; Forero, 1999). En Antioquia se cita la presencia de las especies M. incognita y M. javanica (Múnera y Navarro, 2002); en Nariño existe mayor incidencia de M. incognita seguida de M. arenaria (García et al., 2004); en Tolima, Huila, suroccidente de Cundinamarca y Valle del Cauca se indica mayor prevalencia de la especie M. incognita (Corrales et al. 1999; García et al. 2007; Huertas et al. 1999; Forero 1999; Gómez 1997).

La zanahoria (D. carota L.) es uno de los hospederos más afectados por fitonematodos. Los registros mundiales mencionan alrededor de 90 especies ubicados en los géneros Pratylenchus, Nacobbus, Ditylenchus y Meloidogyne, estos dos últimos causan importantes pérdidas a nivel económico (Gaviola, 2013). Según el estudio de López y Azofeifa (1981) en Costa Rica los fitonematodos con mayor frecuencia de aparición son los géneros Helicotylenchus, Meloidogyne, Criconemoides, Paratrichodorus, Tylenchus, Globodera y Heterodera; mientras que las más bajas densidades poblacionales corresponden a Pratylenchus, Ditylenchus, Criconema y Tylenchulus. En Argentina, los géneros limitantes son Nacobbus, Meloidogyne y Ditylenchus, cuyas especies identificadas, respectivamente, son N. aberrans; M. hapla, M. incognita, M. arenaria y M. javanica; D. dipsaci y D. destructor. Meloidogyne spp. por ser el nematodo más cosmopolita es el de mayor predominancia en esta hortaliza. Causa agallas en pelos radiculares y disminución de los mismos; las raíces afectadas son más cortas y cuando el ataque ocurre en estado de plántula, la raíz se bifurca adquiriendo forma ‘patuda’. En hojas los síntomas se confunden con deficiencia de agua y nutrientes, ya que se manifiesta como reducción del crecimiento, amarillamiento y marchitez (Gaviola, 2013).

En Colombia cada día aumentan las zonas productoras de frutales y hortalizas, lo que conlleva al incremento de problemas fitosanitarios, especialmente aquellos que se relacionan con fitonematodos. Lo anterior, obliga a realizar y/o actualizar registros de enfermedades y sus agentes causales, como también proponer estrategias de manejo para cada cultivo bajo las condiciones agroecológicas particulares a cada región de estudio.

Por lo anterior, en el presente estudio se plantearon como hipótesis que: (1) algunos de los géneros de fitonematodos asociados a tomate de árbol, lulo y zanahoria corresponden a los mencionados en literatura, como también la sintomatología observada a nivel aéreo y en raíces; (2) los datos poblacionales, ecológicos y parasíticos de los géneros de fitonematodos asociados a dichos cultivos, serán específicos a los sistemas de producción de las zonas seleccionada para el estudio. Por tanto, los objetivos fueron: (1) identificar los géneros de fitonematodos asociados a tomate de árbol, lulo y zanahoria en municipios de mayor producción en el departamento de Boyacá y describir los síntomas inducidos por estos parásitos. (2) determinar niveles poblacionales, ecológicos y parasíticos de los diferentes géneros de fitonematodos asociados a estos cultivos.

Métodos y materiales

Durante el primer semestre de 2014 en el Departamento de Boyacá, Colombia, se seleccionó el municipio de Buenavista como zona productora representativa de tomate de árbol y lulo, y el municipio de Ventaquemada para zanahoria. En campo se realizaron muestreos de reconocimiento para determinar tanto géneros como datos poblacionales de fitonematodos asociados a dichos cultivos. Se recolectaron 26 muestras en total, 16 correspondieron a tomate de árbol, ocho a lulo y dos a lotes con otros hospederos (granadilla y pastos) que fueron analizados con los datos de lulo, ya que los lotes fueron destinados para establecer dicho frutal. Para zanahoria se recolectaron 10 muestras en total (Tabla 1).



Las áreas de los lotes correspondieron a 1 o 2 fanegadas (6400 m2) donde se tomaron muestras en recorridos en ‘zig–zag’ y de ellas 10 submuestras al azar que conformaron una muestra compuesta de 500 g de suelo rizosferico y, aproximadamente, 20 g de tejido de raíces. Las muestras se conservaron en bolsas plástica transparentes, se rotularon y fueron llevadas al Laboratorio de Diagnóstico Vegetal (La Casona) de la Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia (UPTC–Tunja), donde se almacenaron a 10 °C hasta su procesamiento. Igualmente, se diligenciaron formularios para obtener información complementaria de los sistemas de producción (localidad, ubicación del lote, edad del cultivo, prácticas y productos aplicados al cultivo durante su desarrollo), que permitieran interpretar los resultados obtenidos en laboratorio.

En el estudio se siguieron las metodologías estandarizadas por Varón de Agudelo y Castillo (2001). Para la extracción de fitonematodos del suelo se siguió el método de flotación–decantación. La identificación a nivel de género se hizo con base en observaciones en microscopio, con ayuda de claves taxonómicas (Volcy, 1998; Cepeda, 1996; Nickle, 1991; Luc et al., 1990). Para la cuantificación de nematodos se realizaron cinco lecturas en alícuotas de 1 ml, la población se expresó con base en el número total de individuos presentes en muestras de 100 cc de suelo. La extracción de nematodos de raíces se hizo por el método de maceración–filtración y el reconocimiento y cuantificación se hicieron de manera similar a como se hizo para las muestras de suelo; la población se expresó con base en el número total de individuos presentes en 1 g de raíces secas.

Los datos poblacionales se interpretaron siguiendo la metodología de Volcy (1998) y los resultados de las muestras de raíces se analizaron con base en el número de poblaciones máximas y promedias de cada género. Para el suelo rizosferico, además, se analizaron parámetros ecológicos y parasíticos como: frecuencia absoluta (F.Ab.) y relativa (F.R.); densidad absoluta (D.Ab.) y relativa (D.R.); valor de prominencia (V.P.).

Para el reconocimiento y descripción de síntomas se siguió la metodología de FAO (1985) con toma de fotografías y comparaciones con claves taxonómicas, guías prácticas y artículos que describen los problemas causados por fitonematodos de forma general y específica para cada cultivo (Múnera 2010; Lozada et al., 2002; Varón de Agudelo y Castillo, 2001; Huertas et al., 1999; Corrales et al., 1999; Volcy, 1998; Cepeda, 1996; Nickle, 1991; Luc et al., 1990; FAO, 1985).

Resultados y discusión

Géneros de fitonematodos en suelo y raíces de frutales solanáceas

Tanto en suelo como en raíces fueron encontrados los géneros Meloidogyne, Helicotylenchus y Pratylenchus (Tabla 2, Figura 1), lo que coincide con los estudios publicados para Colombia en los departamentos con mayor producción comercial de tomate de árbol (García et al., 2004; Lozada et al., 2002; Múnera y Navarro, 2002) y lulo (García et al., 2007; García et al., 2004; Múnera y Navarro, 2002; Corrales et al., 1999; Huertas et al., 1999; Forero, 1999; Gómez, 1997). En agroecosistemas de Nueva Zelanda las pérdidas en tomate de árbol como frutal exótico se deben a Meloidogyne incognita, sin desconocer la posible participación patológica del género Pratylenchus con la especie P. crenatus (Knight, 2001). En Colombia la información que existe de identificación hasta especie corresponde al género Meloidogyne, con M. incognita, M. arenaria, M. exigua y M. hapla (García et al., 2004; Lozada et al., 2002; Corrales et al., 1999). En el presente estudio no se realizaron cortes perineales para la identificación de especies de Meliodogyne, porque la cantidad de hembras encontradas no fue suficiente para cumplir con el número de observaciones requeridas y obtener información confiable. En consecuencia el reporte se hizo sólo hasta género e igual condición ocurrió para zanahoria.
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En suelo rizosferico en cultivos de tomate de árbol, lulo y pastos se encontró Criconemella (Sinonimia: Mesocriconema), y sólo en raíces de pasto se presentó Paratylenchus, ambos géneros con bajos niveles poblacionales y frecuencia de aparición (Tabla 2, Figura 2). El rango de hospederos de Paratylenchus es amplio, entre los que se mencionan ornamentales, pastos y frutales, y estudios detallados de parasitismo e infección en piña (Linford et al., 1949). Sin embargo, de estos dos géneros no existe información previa para Colombia de la actividad fitoparasítica en tejido radical de solanáceas en condiciones de invernadero o campo.
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Géneros de fitonematodos en suelo y raíces de zanahoria

En las muestras recolectadas de suelo rizosferico y raíces de zanahoria, sólo se encontraron los géneros Meloidogyne y Helicotylenchus (Tabla 3, Figura 3). Esta información coincide con los reportes mundiales que mencionan a Meloidogyne como el fitonematodo que causa mayor limitación económica en este cultivo (Gaviola 2013; López & Azofeifa 1981). Aún cuando en el municipio de Ventaquemada, la zanahoria se cultiva en rotación con papa y cebolla, no se encontró en suelo y/o tejidos el género Ditylenchus como tampoco sintomatología inducida por éste, lo que contrasta con los resultados obtenidos por Gaviola (2013) y Senasica (2013).
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Parámetros ecológicos y parasíticos de los fitonematodos en frutales solanáceas

Los valores más altos de poblaciones máximas y promedias en 100 cc de suelo la presentó Meloidogyne con 1724 y 333 individuos en tomate de árbol, seguido de Helicotylenchus con población máxima de 288 y 216 individuos en lulo y tomate de árbol, respectivamente. Por último se encontró Pratylenchus al presentar población máxima de 120 individuos, nuevamente en tomate de árbol (Tabla 2). Este patrón se conservó al analizar el grado de infestación de los diferentes géneros en suelo de Buenavista (D.Ab.), así como entre géneros (D.R.). Sin embargo, el mayor rango de dispersión de géneros y entre géneros (F.Ab. y F.R.) lo mostró Helicotylenchus (Tabla 4). En el caso de raíces secas, los valores más altos de población máxima y promedia los presentó Meloidogyne con 4880 y 833 individuos/g en lulo, y en tomate de árbol con 2800 y 508 individuos/g. En tomate de árbol, Helicotylenchus y Pratylenchus presentaron igual valor de población máxima (400 individuos/g), pero fue mayor la población promedia de Helicotylenchus (94 individuos/g) (Tabla 2).
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Los datos obtenidos para Boyacá en tomate de árbol coinciden con los de Lozada et al. (2002) para el Valle del Cauca, ya que registran los mismos géneros de fitonematodos en suelo y raíces. No así los valores de población máxima y promedia, ya que en el presente estudio las poblaciones para cada género fueron más altas. Aún cuando la literatura para Colombia menciona los géneros de fitonematodos asociados con este cultivo, no existen estudios que comparen poblaciones para saber si éstas son altas o bajas, o si corresponden a un umbral económico (Múnera & Navarro 2002; Lozada et al. 2002). Mientras que en Ecuador, Moreta (2010) encontró poblaciones máximas de Meloidogyne en suelo de 12,800 individuos/100cc y en raíces secas 16,850 individuos/g. En dicho estudio, las poblaciones en suelo son siete  veces más altas y en raíces tres veces más alta, comparado con lo registrado en Boyacá en el primer semestre de 2014. Teniendo en cuenta que el mismo autor menciona como umbral de daño económico 400 individuos/100 cc en suelo, lo anterior indica que en el municipio de Buenavista no se alcanzaron poblaciones promedias para considerar dicho umbral, ya que el valor máximo encontrado fue de 333 individuos/100 cc en suelo (Tabla 2). Para el caso de lulo, los datos presentados por Gómez (1997) en Tolima y Huila muestran a Helicotylenchus como el segundo género de importancia después de Meloidogyne, coincidiendo con lo aquí encontrado (Tabla 2). Igualmente, éste género presentó el mayor rango de dispersión (F.R = 37%, Tabla 4), lo cual lo ubica como un posible facilitador para la entrada de otros patógenos del suelo, ya que los síntomas observados corresponden a complejos patológicos tal como ocurre con Meloidogyne (Huertas et al. 1999; Gómez 1997).

Al analizar la población máxima y promedia de Meloidogyne en raíces de solanáceas (Tabla 2), el valor de prominencia (V.P = 1945, Tabla 4) y la presencia de agallas en raíces en diferentes estados de desarrollo, indican la alta susceptibilidad de los hospederos al fitonematodo, en especial lulo. En condiciones de invernadero este frutal ha sido considerado efectivo para el desarrollo de especies de Meloidogyne, pues en evaluaciones con M. arenaria indujo agallas, presencia de sus estados juveniles y aumento de población en suelo y raíces (Rodríguez–Kabana & King 1987). A partir de datos obtenidos bajo condiciones controladas, es posible inferir que igual respuesta puede ocurrir en campo (Múnera y Navarro 2002).

Parámetros ecológicos y parasíticos de los fitonematodos en zanahoria

En suelo rizosferico, el género Meloidogyne presentó los mayores valores de población máxima y promedia siendo, respectivamente, de 2304 y 560 individuos/100 cc (Tabla 3); así como el mayor grado de infestación (D.Ab. = 448 y D.R.= 7.5, Tabla 5). En el caso de Helicotylenchus la población máxima y promedia, respectivamente, fue de 640 y 153 individuos/100 cc y el mayor rango de dispersión (F.Ab. = 100% y F.R. = 56%, Tabla 5). Algunos países productores de zanahoria tienen establecido valores poblacionales de Meloidogyne en suelo y consideran umbrales de tolerancia para el establecimiento del cultivo: Holanda, por ejemplo, admite 30 individuos J2/100 cc de suelo; Canadá, nueve individuos J2/100 cc de suelo; y Argentina, 100 individuos J2/100 cc (Gaviola, 2013). Cuando se relaciona el valor más alto de umbral de tolerancia mencionado en la literatura con la población promedia de Meloidogyne en suelos del presente estudio, se encontró en Ventaquemada una población seis veces más alta. Los datos obtenidos indicaron la presencia y actividad de Meloidogyne en cultivos de zanahoria de este municipio, sin embargo, en Colombia tampoco existen estudios sobre nivel poblacional de fitonematodos para determinar umbral de daño económico (Múnera y Navarro, 2002; Lozada et al., 2002).
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En raíces secas nuevamente Meloidogyne registró la mayor población máxima y promedia, con 3188 y 1523 individuos/g, respectivamente (Tabla 3), asimismo el mayor registro de prominencia, lo que indica la susceptibilidad del hospedero (V.P = 4007, Tabla 5); además de presentar agallas en pelos radicales. Lo anterior confirma el problema potencial en zanahoria a causa de este género para los sistemas de producción en Boyacá, ya que la población admitida en tejido seco de raíces, según lo registrado en Argentina, son 17 individuos/g (Gaviola, 2013). Los datos del presente estudio indican que la población fue 89 veces más alta, y al igual que para suelo, no se ha establecido umbral de dañó económico para este cultivo en Colombia.

Sintomatología por daños de fitonematodos en frutales solanáceas

Síntomas en tomate de árbol (C. betacea (Cav.) Sendtn.). Los síntomas observados en los sistemas de producción de tomate de árbol en Buenavista– Boyacá, fueron principalmente: hojas cloróticas (Figura 4A) (Forero, 2001), defoliación paulatina y marchitez generalizada de la planta (Figura 4B). Lo anterior se relaciona con la reducción en la absorción de nutrientes por el deterioro del sistema radical inducido por las agallas que provoca Meloidogyne spp. (Lozada et al., 2002; Múnera y Navarro, 2002) (Figura 4C y 4D).
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Síntomas en lulo (S. quitoense Lam.). Los síntomas en lulo correspondieron a plantas con amarillamiento de hojas y marchitez generalizada (Figura 5a) (ICA, 2011; Huertas et al., 1999; Forero, 1999). En un estado avanzado del ataque se presentó pérdida total de hojas y muerte de la planta (Figura 5B), posiblemente por la entrada adicional de patógenos del suelo como lo mencionan para este cultivo Huertas et al. (1990) y Gómez (1997). También se observó formación de agallas y pérdida total del sistema radical a causa del ataque por Meloidogyne spp. (Figuras 5C y 5D).
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Sintomatología por daños de fitonematodos en zanahoria

Los síntomas observados fueron a nivel de pelos radicales con presencia de agallas (Figura 6A), perdida de los mismos y en ocasiones, desarrollo anormal de la parte terminal de la raíz induciendo bifurcación (Figura 6B). Lo anterior coincide con lo mencionado por Gaviola (2013) al describir la sintomatología provocada por Meloidogyne spp. en el sistema radical de zanahoria. No obstante, se debe investigar más sobre las características físicas y la composición química del suelo, ya que estas propiedades pueden estar contribuyendo a la alteración morfológica y fisiológica de la raíz.
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En la parte área de la planta no se presentaron síntomas que se pudieran relacionar con fitonematodos (Figura 6C), ya que en general las plantas presentaron normal desarrollo. Sin embargo, los síntomas del ataque por Meloidogyne para zanahoria en la parte aérea se describen como reducción del crecimiento, amarillamiento en hojas y marchitez generalizada de la planta (Gaviola, 2013; Anwar y McKenry, 2010). Sólo fue posible determinar la presencia del fitonematodo una vez extraía la raíz del suelo y observar las agallas inducidas por el proceso de alimentación. En laboratorio bajo el microscopio de luz a 4X se evidenció en agallas la presencia de hembras, masas de huevos, juveniles J1 en formación y juveniles J2 recién emergidos de huevos (Figura 7).
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Con base a los parámetros poblacionales, ecológicos y parasíticos, el género Meloidogyne fue el fitonematodo de mayor importancia para los tres cultivos estudiados, lo cual implica que se generen complejos patológicos impidiendo que se observen las lesiones y síntomas inducidos por los otros géneros de fitonematodos que también se presentaron (Lozada et al., 2002; Vargas et al., 2002; Huertas et al., 1999; Gómez, 1997).

Manejo integrado para fitonematodos en tomate de árbol, lulo y zanahoria.

Antes de implementar cualquier estrategia de manejo se debe generar información complementaria que permita orientar exitosamente las prácticas de control, para lo cual es determinante: 1) conocer la patogénesis (descripción de síntomas y envío de muestra a laboratorio para análisis); 2) monitoreo del agente causante de la enfermedad (uso de escalas de incidencia y severidad); 3) determinar umbral de daño económico (revisión de literatura, establecer dicho umbral y evaluar para el cultivo de interés).


	Evitar sembrar en terrenos donde previamente existieron cultivos de tomate de árbol, lulo y zanahoria, pues pueden permanecer géneros y poblaciones de fitonematodos limitantes para el nuevo cultivo.

	De tener que utilizar el terreno, dejarlo en barbecho de 3 a 6 meses. Posteriormente realizar labranza para exponer el suelo a radiación solar, hacer minino 2 volteos a intervalos de 4 semanas y cuantificar la población de fitonematodos presente antes de la siembra.

	No realizar asociación con plantas de las mismas familias del cultivo (Apiaceae y Solanaceae) o con cultivos que sean hospederos de los géneros de fitonematodos mencionados en este estudio.

	Adquirir plántulas o semillas certificadas ante el ICA, para evitar presencia de patógenos y fitonematodos que limiten la producción.

	De establecer su propio vivero de frutales, hacer solarización del suelo, aplicar productos microbiológicos (Beauveria spp., Paecilomyces spp., Lecanicillium spp.). También incluir hongos micorrízicos en esta etapa y en los sitios definitivos al momento de la siembra.

	De utilizar nematicidas no combinarlo con los productos microbiológicos, pues inhibe su acción. Para el manejo y aplicación de nematicidas seguir recomendaciones técnicas.

	Realizar aplicaciones periódicas en “drench” y en la zona de plateo, hongos como Beauveria spp., Lecanicillium spp., Paecilomyces spp., entre otros.

	En el plan nutricional del cultivo, incluir materia orgánica bien compostada para evitar llevar hongos patógenos y fitonematodos.

	Realizar control de arvenses, por ser hospederos alternos de fitonematodos.

	Intercalar en el cultivo plantas como ruda, caléndula, crotalaria y tagetes que controlan poblaciones de fitonematodos.

	Realizar monitoreo permanente en el sistema de raíces, para identificar presencia de agallas o cambio de coloración que orienten a considerar la presencia de fitonematodos.

	Eliminar y quemar las plantas con presencia de agallas o deterioro de raíces en el mismo sitio donde fueron encontradas, sean frutales o arvenses.



Modelo para estimar umbral de daño económico de fitonematodos en tomate de árbol, lulo y zanahoria.

El modelo para determinar el umbral de daño económico por fitonematodos, se basa en realizar inoculaciones controladas utilizando un hospedero susceptible y diferentes densidades de población en un bioensayo compuesto por varios tratamientos (densidades de población) comparados con un testigo absoluto (sin nematodos).


	Establecer bajo condiciones controladas un semillero del material comercial de los hospederos estudiados (tomate de árbol, lulo y zanahoria), siguiendo las indicaciones descritas anteriormente para el manejo del suelo. Se deben sembrar varias semillas por sitio para conservar finalmente las plantas más vigorosas y sanas.

	Conservar las condiciones controladas para trasplantar en bolsas de polietileno de capacidad de 4 kg de suelo una planta, que se utilizará como unidad experimental. En el caso de los frutales solanáceos, una vez presenten entre 15 a 20cm de altura se realiza la inoculación de los fitonematodos. Se debe disponer de la cantidad necesaria de unidades experimentales que permita establecer un diseño completamente al azar, con 4 repeticiones como mínimo. Además las bolsas se deben colocar sobre mesas o tarimas para evitar el contacto directo con el suelo, ya que se pueden contaminar con otros nematodos o microorganismos fitopatógenos.

	Las densidades de población de fitonematodos a utilizar (número de tratamientos) dependen de los registros promedios, mínimos y máximos encontrados en el reconocimiento hecho previamente en campo. En Meloidogyne se evalúa concentraciones de 0, 2000, 5000 y hasta de 10.000 huevos/planta suspendidos en 5 ml de agua (Volcy 1998).

	La consecución de inóculo se hace a partir de cultivos en campo o de hospederos alternos cultivados en invernadero. El inóculo que se emplea del género Meloidogyne son huevos, para los otros géneros serían sus estados infectivos. La descripción metodológica en detalle se presentan en: Lozada et al. (2002); Varón de Agudelo y Castillo (2001); Corrales et al. (1999); Volcy (1998).

	Desarrollar manejo agronómico según los requerimientos del cultivo en esta etapa de desarrollo (vivero), que se enmarca en: riego, fertilización, control fitosanitario de otros fitopatógenos y las prácticas que requiera el cultivo para su normal desarrollo.

	Las variables a evaluar se relacionan con el desarrollo de la infección de los fitonematodos sobre el hospedero, que serían incidencia y severidad (FAO 1985); para Meloidogyne se utiliza el índice de nudosidad propuesto por Taylor y Sasser (1983). Para medir el efecto del nematodo sobre la planta se realiza un muestreo destructivo 60 días después de la inoculación y se registran variables de crecimiento del hospedero como: altura, número de hojas, peso fresco y seco de raíces y hojas (Lozada et al. 2002; Varón de Agudelo y Castillo 2001; Corrales et al. 1999; Volcy 1998).

	Los datos obtenidos para cada género se analizan estadísticamente, para determinar el efecto de las diferentes concentraciones de inóculo sobre el desarrollo de los hospederos y sus alteraciones fisiológicas.

	Finalmente se debe cumplir con los postulados de Koch, para lo cual, se cuantifica la población final del fitonematodo tanto en suelo como en raíces mediante la extracción de los nematodos por los métodos recomendados para cada caso (Varón de Agudelo & Castillo 2001).



Conclusiones


	En los cultivos de tomate de árbol y lulo en Buenavista–Boyacá, Colombia, se identificaron cinco géneros de fitonematodos: Meloidogyne, Helicotylenchus, Pratylenchus, Criconemella y Paratylenchus. Los dos últimos no habían sido reportados en Colombia para estas solanáceas.

	Los valores de poblaciones máximas y promedias fueron altas comparadas con los encontrados en otros estudios. Sin embargo, no existe un umbral de daño económico para Colombia en estos cultivos que permita interpretar si dichas poblaciones son limitantes.

	Con base en parámetros poblacionales, ecológicos y parasíticos, Meloidogyne fue el fitonematodo de mayor importancia para tomate de árbol y lulo.

	Los datos poblacionales más altos de Meloidogyne se presentaron en suelo y raíces de tomate de árbol, así como en raíces de lulo; siendo éste último el hospedero más susceptible.

	La afección por fitonematodos en tomate de árbol y lulo se evidenció tanto en la parte aérea como en raíces; en éstas últimas, por la presencia de agallas inducidas por Meloidogyne.

	En sistemas de producción de zanahoria en Ventaquemada–Boyacá se identificaron sólo los géneros Meloidogyne y Helicotylenchus.

	Los valores más altos de población máxima y promedia, los presentó Meloidogyne. Sin embargo, no se ha establecido para Colombia un umbral de daño económico en zanahoria para considerar las poblaciones encontradas como limitantes en la producción.

	Los síntomas causados por fitonematodos en zanahoria sólo se observaron en raíces, con la presencia de agallas inducidas por Meloidogyne.

	Fue posible demostrar que en Boyacá existen algunos de los géneros de fitonematodos mencionados en la literatura para los cultivos en estudio, al igual que algunos de los síntomas inducidos por estos fitoparásitos. El comportamiento poblacional, ecológico y parásito de los fitonematodos encontrados están relacionados con las prácticas agronómicas y de manejo que se implementan en los sistemas de producción visitados en el departamento de Boyacá.
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Resumen

En el presente trabajo se evaluó el efecto y la Concentración Media Inhibitoria (CMI50) de quitosanos de diferentes masas moleculares en el crecimiento micelial, el diámetro de las hifas, los cambios estructurales, la germinación de esporas y la producción de biomasa del hongo Bipolaris oryzae. Los resultados mostraron que el quitosano de masa molecular media presentó mayor efecto inhibitorio (P < 0.05); sin embargo, el quitosano de masa molecular baja afectó más el diámetro de las hifas a la mayor concentración utilizada (4000 mg/l). Las observaciones de las hifas realizadas por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) mostraron que el hongo tratado con quitosano a la concentración de 3000 mg/l presentó una alta producción de esporas. El quitosano de masa molecular media presentó el valor más bajo (2182.9 mg/l). La germinación de las esporas tratadas con CMI50 y la producción de biomasa del hongo fueron afectadas por el quitosano.

Palabras clave: Biomasa, esporas, CMI50, SEM.



Abstract

The aim of this study was to determine the effect and Media Inhibitory Concentration (MIC50), of chitosans of different molecular masses on mycelial growth, hyphal diameter, structural changes, spore germination and fungal biomass production B. oryzae. The results indicated that the average molecular mass chitosan showed higher inhibitory effect (p<0.05); however, the low molecular weight chitosan affected more hyphal diameter at the highest concentration used (4000 mg/l) Observations of hyphae through the scanning electron microscopy (SEM) showed that the fungus treated with chitosan at the concentration of 3000 mg/l achieved a high spore production. The average molecular mass chitosan had the lowest MIC value was 2182.9 mg/l. The germination of spores treated with CMI50 was affected and biomass production of the fungus.

Keywords: Biomass, spores, CMI50, SEM.



Introducción

La enfermedad ‘grano manchado’ es una de las más importantes del arroz (Oryza sativa L.), aunque ocurre en la mayor parte de las regiones productoras, es de especial importancia en países de Asia, África y América (Hossain, Dey, y Hossain, 2011; Ibrahim y Abo El–Dahab, 2014). Las investigaciones muestran que la causa determinante de esta enfermedad es principalmente de origen fúngico, ya que se ha logrado identificar en semillas afectadas por hongos, comprobándose experimentalmente que varios de ellos reproducen el síndrome de grano manchado (Rivero, Cruz, Rodríguez, Echevarría, y Martínez, 2012). Entre los hongos identificados como agentes causales de la enfermedad se encuentran: Alternaria padwickii, Curvularia sp., Fusarium spp., Phoma sp., B. oryzae.

El grano manchado afecta componentes del rendimiento debido al alto porcentaje de vaneo, disminución del poder germinativo, vigor y tamaño de las plántulas, reducción del número de granos por panículas y de la calidad industrial del grano de arroz lo que afecta el índice de granos enteros. Igualmente aumenta los índices de granos quebradizos en el proceso de molinado, la proporción de granos yesosos y la presencia de coloraciones anormales. Además, en los campos de producción de semillas la incidencia de esta enfermedad obliga al descarte de lotes productivos (Ibrahim y Abo El–Dahab, 2014).

Para el control se usan métodos como la siembra de cultivares tolerantes y la aplicación de fungicidas químicos convencionales (Hossain et al. 2011). Debido a los efectos negativos residuales de estos últimos, actualmente se investiga en la aplicación de quitosanos, un producto biológico biodegradable y compatible con la actividad antimicrobiana (Falcón et al., 2010). Li et al. (2013) concluyen que factores como concentración y tipo, grado de polimerización, grado de acetilación, naturaleza del hospedero, composición de los nutrientes, condiciones del medio ambiente y periodo de incubación influyen en la efectividad del quitosano. Los hongos en contacto con este compuesto presentan cambios morfológicos en las hifas provocando hinchazón, bifurcación y distorsión (Sánchez–Domínguez et al., 2011). No obstante aún no se ha evaluado el efecto de estos productos de diferentes masas moleculares sobre el hongo B. oryzae. Por tanto, en este trabajo mediante la técnica de MEB se evaluó el efecto in vitro de tres quitosanos de diferentes masas moleculares sobre B. oryzae, en especial los daños ocasionados en la morfología de las hifas.

Materiales y métodos

Actividad antifúngica

Se utilizaron tres quitosanos con masas moleculares de 121.6, 152.6 y 211.6 KDa, denominados quitosano de masa molecular baja (QMMB), quitosano de masa molecular media (QMMM) y quitosano de masa molecular alta (QMMA), respectivamente, de la firma Sigma– Aldrich con un grado de desacetilación de 90%. Estos fueron disueltos en una solución de ácido acético (1% v/v) a pH 5.6, usando hidróxido de sodio 2M.

La cepa empleada fue previamente identificada como Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayasi) Drechsler ex Dauster [Anamorfo: B. oryzae (Breda de Haan) Shoemarker], aislada de granos de arroz manchados del cultivar mexicano Morelos A98. La cepa de B. oryzae (M–2) fue cultivada en medio papa–dextrosa–agar (PDA) en platos Petri, a temperatura entre 26 y 28 °C, con alternancia de 16 h luz y 8 de oscuridad (16/8). Los quitosanos y el medio de cultivo fueron esterilizados por separado en autoclave durante 15 min a 121 °C. Seguidamente, fueron combinados para obtener los tratamientos siguientes: 1000, 3000 y 4000 mg/l y un control con solo PDA. En placas Petri se adicionaron 10 ml en el medio de cultivo que contenía cada tratamiento y fueron inoculadas con un disco de micelio de B. oryzae de 5 mm de diámetro.

Las evaluaciones de los diámetros de las colonias formadas fueron realizadas manualmente con una escala graduada, cada 24 h por 5 días y comparadas con el crecimiento del hongo en el medio control (sin quitosano), con el objetivo de calcular el crecimiento radial y el porcentaje de inhibición sobre la colonia (Ecuación 1).
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Dónde: Tc =radio promedio de la colonia control, Tt=radio de la colonia en medio con quitosano.

Los resultados de inhibición del crecimiento micelial fueron analizados en un diseño completamente aleatorizado con cinco repeticiones por tratamiento, utilizando el programa NCSS 2001 para el análisis de varianza y comparación de medias con la prueba de rango múltiple de Tukey (P < 0.05). Posteriormente, se realizó un análisis bifactorial (concentración y masa molecular de quitosano) completamente aleatorizado para el porcentaje de inhibición del crecimiento radial del micelio.

Diámetro de hifas

El efecto de los tratamientos con quitosanos sobre la diferenciación estructural en las regiones distales de B. oryzae se determinó mediante la medición de los parámetros morfométricos, utilizando análisis de procesamiento de imágenes. De cada tratamiento se tomaron 50 mediciones de los diámetros de las hifas con objetivo 40X. Las imágenes del micelio desarrollado sobre la placa de agar, 72 horas después de la inoculación, fueron capturadas moviendo manualmente el campo del microscopio y empleando las funciones predeterminadas del programa (Larralde et al., 1997).

Microscopía electrónica de barrido (MEB)

Las observaciones de microscopía electrónica se realizaron en la fase de crecimiento apical, donde se inocularon las placas con discos de agar (5 mm) que contenían el micelio del hongo. Para las observaciones se cortaron trozos de agar de 0.5 × 0.5 cm, tomadas 72 h después de la inoculación, en medio control y con quitosano. Las muestras fueron fijadas por inmersión total en solución de glutaraldehído a 5% (v/v) durante 24 h a 4 °C, continuando con una post–fijación en solución de tetróxido de osmio a 1 % (p/v) durante 2 h a 4°C. A continuación las muestras fueron deshidratadas utilizando una serie de soluciones de acetona (30, 40, 50, 70, 80, 90 y 100%) y cubiertas con oro antes de su observación en el microscopio electrónico de barrido (SEM) (Jeol JSM–5410LV, Scanning microscope).

Determinación de la concentración media inhibitoria (CMI50)

Esta determinación se hizo para retardar el crecimiento del hongo 50% en relación con el control y fue realizada en el crecimiento radial, mediante el análisis Probit utilizando el programa estadístico NCSS 2000 (NCSS Inc., USA) para obtener el valor CQ50.

Germinación de esporas

Para esta medición, en placas Petri se inocularon 10 μl de una suspensión de esporas a una concentración de 1.4 × 105 esporas/ml, la cual se dispersó con ayuda de una varilla de vidrio sobre una superficie delgada de medio de cultivo (PDA) combinada con la menor CMI50 de quitosano obtenida en la evaluación anterior e incubadas a 27 °C. Después de 2 h de incubación fueron contadas 50 esporas (germinadas y no germinadas) utilizando un microscopio óptico (Olympus CX 31, Japón) con un objetivo 40X. Se consideró como espora germinada aquella cuya longitud del tubo germinativo alcanzaba el doble del diámetro total de la espora (Paul et al., 1993).

Producción de biomasa

La producción de biomasa fue cuantificada como el peso seco de la colonia, realizando muestreos a 12, 24, 48 y 72 h en tubos de ensayos de 150 × 20 mm que contenían 10 ml de PDA líquido y ajustadas a la CMI50 de quitosano de masa molecular media determinada para la cepa M–2. Los tubos de ensayos fueron colocados en incubadora giratoria a 120 r.p.m. a 27 °C. Una vez se tomaron las muestras fueron filtradas a vacío utilizando papel filtro Whatman. Finalmente, el papel filtro con el micelio fue secado en estufa a 105 °C durante 2 h y enfriado en el desecador, antes de registrar el peso. Cada tratamiento fue realizado por triplicado y el peso seco de la colonia fue expresado en miligramo (mg).

Resultados y discusión

Los porcentajes de inhibición del crecimiento micelial aparecen en las Tablas 1, 2 y 3. Se observa que la concentración 1000 mg/l en quitosanos de masas molecular media y alta no mostraron inhibición del crecimiento micelial. En el caso del quitosano de masa molecular baja a medida en la medida que el tiempo avanza, disminuye el porcentaje de inhibición hasta que alcanza el valor 0%, al igual que el tratamiento control. En contraste, en todas las evaluaciones en las concentraciones de 2000 y 3000 mg/l el porcentaje de inhibición aumentó con el tiempo para los tres quitosanos.
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En las primeras evaluaciones, la concentración de 4000 mg/l tanto el quitosano de masa molecular bajo como el de masa molecular alta alcanzaron 100% de inhibición del crecimiento micelial. A partir de las 72 h, el hongo comenzó a crecer y a reducir el porcentaje de inhibición. Para la misma concentración, pero en el quitosano de masa molecular media en la última evaluación a 168 h, el porcentaje de inhibición disminuyó hasta 94%; por tanto se evidenció un efecto fungistático de los tres quitosanos en las diferentes masas moleculares utilizadas. Quintana– Obregón et al. (2010) encontraron que un quitosano en la concentración de 4 g/l presentó la mayor inhibición del crecimiento radial de una cepa de Fusarium verticillioides. En la Figura 1 aparecen los resultados de porcentaje de inhibición del crecimiento micelial de la cepa M–2 hasta 168 h.
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En general, se observó que a medida que se incrementa la concentración de quitosano aumenta el porcentaje de inhibición sobre el crecimiento radial del hongo, con respecto al tratamiento control. En ese sentido, Rivero, Cruz, Martínez, Rodríguez, y Ramírez (2008) obtuvieron similares resultados con un quitosano comercial (Sigma) sobre una cepa del mismo hongo (B. oryzae) pero obtenida del grano de arroz, donde la concentración más elevada (1000 mg/l) utilizada presentó el mayor porcentaje de inhibición del crecimiento. Bautista–Baños, Hernández–López, y Bozquez (2004) encontraron que la actividad antifúngica del quitosano depende de la masa molecular, del grado de desacetilación, de la concentración y del microorganismo con el que se trabaje.

El análisis de superficie de respuesta corroboró los resultados que aparecen en la Figura 1 anterior; en este análisis se consideraron los factores: concentración, tipo de quitosano y diámetro de la colonia. Se observa que el quitosano de masa molecular media presentó menor diámetro de la colonia en la mayor concentración utilizada (4000 mg/l) (Figura 2). Plascencia–Jatomea, Viniegra, G., Olayo, R., Castillo–Ortega, M. M., y Shirai (2003) encontraron igualmente que el quitosano de masa molecular media en concentraciones de 3 y 5 g/l inhiben el crecimiento radial de A. niger en un 73%.
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Diámetro de las hifas

En la Tabla 4 se observa que la presencia de quitosano en el medio de cultivo afectó el diámetro de las hifas (P < 0.05). El quitosano de masa molecular baja y la mayor concentración utilizada ocasionaron un hinchamiento de éstas, lo que puede ser debido a alteraciones de la pared celular, o bien, a cambios en la presión y en la tensión de la pared, lo cual origina el incremento del diámetro de la región subapical.
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Microscopía electrónica de barrido (MEB)

Las micrografías electrónicas de B. oryzae durante la fase de crecimiento apical revelaron cambios ocasionados por el quitosano, caracterizados por una alta producción de esporas y daños en las hifas áreas (Figura 3b), sin embargo en el tratamiento control (Figura 3a) hubo ausencia total de esporas. Esto es debido a que el hongo produce esporas ante la presencia de una sustancia extraña como respuesta defensiva.
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Se observaron distorsiones principalmente en las hifas periféricas del micelio. Resultados similares encontraron Sánchez–Domínguez et al. (2006) con el hongo A. alternata cuando fue tratado con un quitosano de masa molecular media; además, fue posible detectar que el hongo desarrolló hifas áreas en presencia de quitosano, tendiendo a crecer lejos de la superficie de agar, lo que sugiere una respuesta estructural a estrés fisiológico debido a que la producción de hifas aéreas está involucrada con la etapa inicial de diferenciación y la producción de esporas.

Concentración media inhibitoria (CMI50)

Mediante análisis Probit se calculó la CMI50 para quitosanos de masa molecular baja, media y alta, a partir de los datos experimentales obtenidos 168 h después de la inoculación, cuando el control alcanzó el máximo de crecimiento en la placa Petri (Tabla 5)
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El análisis de varianza muestra que el quitosano comercial más efectivo en el control del crecimiento radial del hongo fue el de masa molecular media a una concentración 2182.9 mg/l, cantidad con la cual se redujo un 50% el crecimiento de B. oryzae a 168 horas, en comparación con el control; mientras que para los quitosanos de masas molecular baja y alta, la CMI50 fue de 2594.2 y 3010.3 mg/l, respectivamente, (Tabla 5).

Los valores de las concentraciones media inhibitoria (CMI50) de quitosano en varios organismos fungosos (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Fusarium verticillioides Ramolaria cercosporelloides) se encuentran en el rango de concentración desde 0.0018% hasta 1.0%, siendo afectado por factores como pH del medio y grado de polimerización del quitosano (Oliveira et al., 2013, Quintana–Obregón et al., 2010, Quintana–Obregón et al., 2011).

Germinación de esporas

Los resultados muestran que el 50% de las esporas de la cepa B. oryzae no tratadas con quitosano germinaron 2 h después de iniciado el tratamiento y 100% después de 4 h. El 50% de las esporas tratadas con la CMI50 de quitosano germinaron a 30 h y 100% en todos los tratamientos a 38 h (Figura 4).
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Las esporas de B. oryzae en proceso de germinación que se encontraban en el medio de cultivo con quitosano a CMI50 (Figura 4d) mostraron hinchamiento en el tubo germinativo lo que provocó un acortamiento de su longitud con respecto a lo que ocurre en el medio control (Figura 4a). El quitosano retardó la germinación de las esporas, lo que resultó en una alteración en el proceso natural de elongación de los túbulos germinales del hongo, siendo evidentes las anormalidades morfológicas en su estructura relacionadas con el hinchamiento de las hifas (Figura 4d). El Ghaouth, Arul, y Asselin (1992) encontraron que el quitosano a concentraciones entre 750 y 6000 mg/l fue efectivo en la inhibición de la germinación de esporas y la elongación del tubo germinativo de B. cinérea y R. stolonifer. Además este biopolímero a concentraciones mayores que 1500 mg/l indujo cambios morfológicos en R. stolonifer.

Producción de biomasa

La producción de biomasa fue cuantificada como el peso seco de la colonia desarrollada en los tubos de ensayos en medio líquido (Tabla 6).
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Los datos de peso seco del micelio demostraron que el hongo presentó una producción de biomasa significativamente mayor en presencia de quitosano, desde las 12 hasta las 72 h. Esto se debió a que el hongo produce esporas cuando entra en contacto con el quitosano y como respuesta defensiva aumenta el grosor de las paredes celulares. Estos resultados son contrarios a los obtenidos por autores como El Ghaouth et al. (1992) y Bautista–Baños, Hernández–López, y Bozquez (2004) cuando utilizaron quitosanos de diferentes masas moleculares y concentraciones con microorganismos como: Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea.

En este estudio se encontró que el quitosano produce alteraciones directas sobre el hongo B. oryzae. La concentración de 3000 mg/l produjo deformaciones en las hifas y en los tubos germinativos de las esporas del hongo.
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Resumen

La producción de ajonjolí (Sesamum indicum L.) en Venezuela tiene entre sus principales enemigos la incidencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp. sesami, el cual causa la enfermedad conocida como marchitez fungosa. Una de las potenciales opciones para su control es la utilización de extractos vegetales. En el ensayo, utilizando celdas de placas de ELISA se evalúo el efecto de extractos etanólicos de raíz y tallo de los cultivares (cvs.) de ajonjolí Fonucla, INIA y UCLA295 sobre el crecimiento de este hongo. En las celdas se colocaron 0.2 ml de una suspensión de esporas del patógeno de 200 conidias/ml en caldo de papa-dextrosa que recibieron la aplicación de 0.2 ml de los extractos obtenidos de raíz y tallo de cada uno de los tres cultivares, en un ensayo con tres tratamientos (extractos de cultivares) por cada órgano de planta utilizado y 24 repeticiones. La densidad óptica se evalúo cada 12 horas, durante 192 horas. Los extractos de raíz de ajonjolí en general inhibieron el crecimiento y desarrollo del hongo, mientras que los extractos de tallo tendieron a estimular el crecimiento del mismo. Solo los extractos de raíz del cultivar INIA afectaron de una manera significativa (P < 0.05) el desarrollo del fitopatógeno. Los extractos de raíz inhibieron hasta en 25% el crecimiento del hongo con respecto al control, mientras que los extractos de tallo promovieron el crecimiento hasta en 20%. Estos resultados demuestran la existencia de diferencias en la composición bioquímica de raíces y tallos de ajonjolí y diferencias entre cultivares, lo cual es deseable al momento de utilizar el criterio de composición bioquímica en un programa de mejoramiento genético orientado hacia la obtención de cultivares con resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. sesami.

Palabras clave: Conidias, densidad óptica, hongo del suelo, raíz, tallo, ajonjolí.



Abstract

One of the most important constraint in Venezuela sesame production is the incidence of the soil-borne fungus Fusarium oxysporum f. sp. sesami, which causes the disease called fungus wilt. A control option is to use plant extracts. The objective of this research was to evaluate the effect of sesame root and stem extracts of the three sesame cultivars Fonucla, INIA and UCLA295 on the growth of Fusarium oxysporum f. sp. sesami, It was evaluated by means of the record of in vitro growth in ELISA microplates cells in presence of 0.2 mL of sesame root or stem extracts. Each treatment (root and stem extracts of each sesame cultivar was replicated 24 times. Each cell contained 0.2 mL of spore suspension (200 conidia mL-1) in potato dextrose broth and one of the treatments. Optical density was recorded each 12 h during 192h. Root extracts had the trend of inhibiting fungus growth, however only extracts coming from cultivar INIA had statistical differences (P<0.05); it inhibited up to 25% of fungus growth. On the contrary, stem extracts had the trend of stimulating fungus growth, but only INIA cultivar had a significant effect (P<0.05) as compared to the control treatment, reaching to promote up to 20% of growth. These results display difference in biochemical composition of root and stem metabolites in sesame. This situation is desirable because it indicates genetic diversity in the sesame defense strategies against the fungus, and it could be taken into account for designing sesame breeding programs against biotic stress.

Keywords: Conidia, optical density, soil borne fungus, root, stem



Introducción

El ajonjolí (Sesamum indicum L.) es uno de los cultivos más antiguos en el mundo y se produce en regiones tropicales y subtropicales (Ashri, 1998). Este cultivo es importante por el aceite que se extrae de su semilla, el cual se considera de excelente calidad debido al balance de ácidos grasos (Bedigian, Seigler y Harlan, 1985) y al alto contenido de antioxidantes naturales (Cheung, Szeto, y Benzie, 2007) que presenta. En América el ajonjolí es un cultivo de importancia económica; Venezuela, Paraguay, México y Guatemala, en conjunto abarcan el 3% de la producción mundial y el 12% del mercado de exportación (FAO, 2015).

Esta planta tiene una serie de enemigos biológicos que pueden limitar su producción en campo, siendo los principales la mosca blanca (Bemisia tabaci) y los hongos del suelo Phytophthora parasítica, Alternaria sesami, Macrophomina phaseolina y Fusarium oxysporum. Las dos últimos son los hongos más frecuentes en los campos de producción de ajonjolí en Venezuela.

Fusarium oxysporum (fusarium) es un hongo del suelo que sobrevive como saprófito; sin embargo, bajo condiciones favorables tiene la capacidad de ser patogénico a una amplia variedad de especies vegetales cultivadas, entre ellas ajonjolí. Este hongo se clasifica en la subdivisión Deuteromycota (Fungi imperfecto) porque carece de reproducción sexual (Ohara y Tsuge, 2004). Infecta las plantas y crece internamente a través de la corteza causando marchitamiento de la planta (Bowers y Locke, 2000) y pérdidas de importancia económica (Ohara y Tsuge, 2004).

Tiene amplia variabilidad y por su gran poder de dispersión se encuentra infectando más de 150 hospederos específicos (Baayen et al., 2000), lo que ha llevado a agrupar la especie en distintas formas especiales. La forma especial para el ajonjolí ha sido identificada como F. oxysporum f. sp. sesami, que causa la enfermedad llamada pudrición basal del ajonjolí. Según Pineda (2002) los síntomas y signos de la enfermedad se caracterizan inicialmente por el amarillamiento de las hojas sólo por un lado de la planta, también se puede observar encorvamiento de las hojas, cápsulas y tallo. Con el tiempo, las hojas se secan y aparece una franja de color pardo a lo largo del tallo, sobre la cual se observa un polvillo de color rosado constituido por estructuras de fructificación del hongo. Finalmente la enfermedad invade todo el tallo y la planta muere. El tallo de la planta muerta es vano y en sus paredes internas se presenta un color rosado debido a la lisis causada por las toxinas y enzimas del patógeno. En plantas pequeñas, la enfermedad se manifiesta por necrosis húmeda del tallo, marchitamiento y muerte repentina. La semilla de la planta enferma es infectada por el hongo en forma sistémica y si el ataque es temprano, la semilla es abortada.

El control de la pudrición causada por fusarium se realiza principalmente mediante la aplicación de agentes químicos en el suelo y el uso de cultivares resistentes (Fravel, Olivain y Alabouvette, 2003). La aplicación de extractos de plantas para reducir la incidencia de microorganismos es una estrategia que ha tenido auge en los últimos años, no obstante se requiere una rigurosa evaluación con el fin de conocer el efecto de los extractos sobre el patógeno. Existen cerca de 500,000 especies de plantas, pero la actividad antimicrobiana de sus extractos ha sido estudiada solo en unas pocas de ellas (De Lucca, Cleveland y Wedge, 2005). La mayoría de estudios que buscan identificar extractos o moléculas con un potencial efecto antimicrobiano se han concentrado en la variabilidad interespecífica, pero no en la variabilidad dentro de la especie (Ghosh, 2006). Los estudios del efecto de extractos de plantas sobre microorganismos son un punto de partida de nuevas estrategias de control y de identificación de genotipos de plantas que posean moléculas con actividad antimicrobiana, de manera que puedan ser incorporados en programas de mejoramiento genético. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de extractos etanólicos de raíz y tallo de ajonjolí sobre el crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. sesami.

Materiales y métodos

Aislamiento del hongo

El hongo F. oxysporum f. sp. sesami fue aislado de una planta cultivada en una unidad de producción comercial de Turén, estado Portuguesa (Venezuela), la cual presentaba síntomas de marchitamiento desde la base hacia las partes apicales. Las secciones aisladas del tejido enfermo se colocaron en agar-agua (1.5% p/v) y las secciones del micelio característico de Fusarium oxysporum se transfirieron a medio agar-papa-dextrosa (PDA) (Merck, Darmstadt, Alemania) al 3.9% (p/v). El hongo que se desarrolló fue identificado como F. oxysporum por el personal del laboratorio de Fitopatología del Decanato de Agronomía de la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado. El aislamiento obtenido fue conservado a 4 °C en cajas Petri conteniendo PDA.

Extractos etanólicos

Con base en los estudios de diversidad genética de ajonjolí de Laurentin y Karlovsky (2007) se usaron tres cultivares (cvs.) como fuente de extractos etanólicos: Fonucla (Montilla y Cedeño, 1991), UCLA295 (Laurentin, Montilla y García 2004) e INIA (obtención no publicada). De cada uno de los cultivares se tomaron 50 semillas que fueron colocadas en vasos plásticos, utilizando como sustrato una mezcla de suelo orgánico y arena en proporción 1:1. Después de 3 semanas de germinación se seleccionaron plantas de cada uno de los cultivares en buen estado fisiológico a las que se les desprendieron las hojas y separaron las raíces de los tallos. Tanto las raíces como los tallos de cada cultivar fueron triturados en mortero antes de agregar etanol al 80% en una proporción de 1:5 (p/v), es decir, por cada gramo de peso fresco de raíz o tallo, fueron agregados 5 ml de etanol al 80%. Luego de este procedimiento, el material triturado se pasó a través de filtros número 5 y se transfirió a tubos de ensayos de 50 ml para almacenarlos a -20 °C. De esta manera, se obtuvieron seis tratamientos, dos por cada cultivar: extractos etanólicos de raíz y tallo de cvs. Fonucla, UCLA295 e INIA.

Bioensayos

Inmediatamente antes del establecimiento del bioensayo, se obtuvo una suspensión de conidias del hongo mediante la adición de 10 ml de agua destilada en la caja Petri donde se encontraba el hongo, complementado con raspado superficial. Dicha suspensión fue ajustada a 2000 conidias/ml mediante la adición de volúmenes de agua destilada y conteo en un hematocitómetro. El efecto de cada tratamiento sobre el crecimiento de F. oxysporum se evaluó en placas de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) de 96 celdas. Cada tratamiento consistió en 24 repeticiones (24 celdas de la placa), y en cada uno de ellos se colocaron 200 µl del extracto de cada tratamiento (equivalente a 40 mg de peso fresco de tejido). Como tratamiento control se colocaron 200 µl de etanol al 80%, igualmente en 24 repeticiones. Luego de la evaporación total del etanol durante 12 h, tanto en los extractos como en el tratamiento control, se agregaron 0.2 ml de la mezcla de 9 ml de PDB (caldo de papa dextrosa) con 1 ml de la suspensión de conidias, en cada una de las celdas (aproximadamente 40 conidias). Al momento del establecimiento del ensayo, se tomó la lectura de la densidad óptica de cada una de las celdas con el lector de ELISA µQuant Universal (BioTekInstrument, Inc. USA) a una longitud de ondas de 450 nm. Esta operación se realizó cada 12 h hasta el momento en el cual no se observaron variaciones en las lecturas. Se infirió que los cambios en la densidad óptica fueron debidos a la variación en la turbidez en las celdas, como consecuencia de la formación y crecimiento de micelio.

Análisis estadístico de datos

Para el análisis del crecimiento de F. oxysporum en presencia de cada uno de los extractos de los tres genotipos de ajonjolí, se utilizó un diseño factorial, donde los factores principales fueron cultivares de ajonjolí, tiempo de medición y la interacción entre ambos. Luego de realizar un análisis de varianza, en aquellas fuentes de variación donde hubo diferencias significativas se probaron las medias con respecto al control para cada hora de medición mediante la prueba de Dunnet. Los análisis se hicieron con el programa estadístico Statistix for Windows versión 8.0.

Resultados y discusión

Las mediciones de la densidad óptica se hicieron hasta la hora 192, momento en el cual los cambios en los valores de esta variable no fueron significativos. El análisis de varianza (C.V. = 11%) mostró significancia (P < 0.05) para la interacción cultivar × tiempo de medición para los extractos de raíz y de tallo. A partir de la hora 108, la densidad óptica en las celdas que contenían extracto de raíz del cv. INIA fue menor (P < 0.05) en relación con el tratamiento control (Tabla 1), lo que indica que los extractos de raíz de este cultivar tienen capacidad para inhibir el crecimiento in vitro del hongo a partir de esa hora. Las densidades ópticas de las celdas ocupadas por extractos de raíz de los otros dos cultivares resultaron estadísticamente iguales al control; es decir, no tenían capacidad de afectar el crecimiento de F. oxysporum f. sp. sesami.
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La dinámica de cambios en la densidad óptica como indicador del crecimiento del hongo en presencia de los extractos de raíz de los tres cultivares de ajonjolí aparece en la Figura 1. Los extractos etanólicos de tallo obtenidos de los cvs. UCLA295 y Fonucla no afectar el hongo, de tal manera que no se presentaron diferencias (P > 0.05) en la densidad óptica comparadas con las celdas del control. Por el contrario, en el extracto etanólico obtenido de tallo del cv. INIA se registró una densidad óptica significativa (P < 0.05) a la registrada en las celdas del control entre las horas 24 y 84 (Tabla 2). Lo anterior indica que este extracto contiene nutrientes que son aprovechados por el hongo para lograr un mayor crecimiento. La dinámica de cambios en la densidad óptica como indicador del crecimiento del hongo en presencia de los extractos de tallo de los tres cultivares de ajonjolí se observa en la Figura 2.
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Los resultados obtenidos evidencian que las raíces del cv. INIA contienen metabolitos que impiden el libre crecimiento de F. oxysporum f. sp. sesami. Taiz y Zeiger (2010) consideran que los metabolitos secundarios son los responsables de la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales. En forma similar los extractos de tallo del cv. INIA son aprovechados por el hongo para su propio metabolismo, como lo indica el hecho que su adición en el medio permite un crecimiento más acelerado que en el tratamiento control. El hecho que extractos procedentes de distintos órganos de un mismo cultivar tengan efectos totalmente opuestos sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. Sesami, indica que la síntesis de metabolitos es diferencial y ajustada a las necesidades de la planta en cada órgano. Estos resultados, tanto del efecto de extractos de raíz como del de tallo sobre el crecimiento del hongo muestran la variabilidad intraespecífica de la composición metabólica en los distintos órganos de ajonjolí, resultados que fueron confirmados en los trabajos de Mendoza y Laurentin (2012) al evaluar el efecto de extractos etanólicos de cuatro cultivares de ajonjolí sobre el hongo Macrophomina phaseolina.

Aunque existen numerosos trabajos sobre la acción inhibitoria que poseen extractos de distintas especies de plantas sobre el crecimiento de fusarium (Sridhar Duggirala y Puchchakayala, 2014; Mikawlrawng et al., 2014; Singh, Singh, y Vidyasagar, 2014), la mayoría de ellos no usan especies vegetales que sean afectadas por este hongo, por lo cual el efecto de inhibición como consecuencia de la presencia de algún o algunos metabolitos no puede ser explicado por la coevolución. En el caso del presente trabajo, se considera que el efecto inhibitorio del extracto de raíces del cv. INIA puede ser debido a la presencia de metabolitos que han sido seleccionados naturalmente como un mecanismo de defensa de la planta. Una premisa similar fue propuesta por Khan, Ayub, y Ahmad (2007) quienes encontraron un efecto inhibitorio de extractos de raíces de girasol sobre el hongo Macrophomina phaseolina, el cual es patógeno de esta especie vegetal. La diferencia de composición metabólica entre raíz y tallo para un mismo cultivar puede ser explicada por la forma en que F. oxysporum f. sp. sesami logra la infección de la planta de ajonjolí. Siendo un hongo del suelo, la infección ocurre por penetración del micelio en las raíces de la planta (Wyllie, 1989), por esta razón los mecanismos de defensa de ésta contra este hongo deben estar concentrados en las raíces.

La identificación del efecto inhibitorio del extracto de raíz del cv. INIA, sugiere que este cultivar debe ser considerado como potencial progenitor en el momento de construir poblaciones segregantes con fines de mejoramiento genético, ya que no obstante la inhibición ocurrió in vitro, se espera que el cultivar sea fuente de genes que permitan una composición metabólica, que de alguna manera, restrinjan el crecimiento de F. oxysporum in vivo. Este cultivar debe tenido en cuenta como fuente de productos naturales para el control de fusarium.

Conclusión


	El efecto de los extractos de ajonjolí sobre el crecimiento in vitro de F. oxysporum f. sp. sesami depende del cultivar utilizado para obtener el extracto.

	Los extractos de raíz del cv. INIA presentaron efectos inhibitorios sobre F. oxysporum —25% de inhibición vs. el testigo en la hora 192 de incubación.

	Los extractos de tallo del cv. INIA fueron aprovechados por el hongo para su propio metabolismo, como lo indica el hecho que su adición en el medio permitió un crecimiento más acelerado que en el tratamiento control.
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Figura 7. Observaciones al microscopio de luz de agallas en zanahoria
(Daucus carota L) formadas por Meloidogyne spp. (A) Presencia de hembra
en agalla a 4X; (B) ruptura de agallas y exposicin de la parte posterior de
la hembra a 4X; (Q) liberacién de masa de huevos por la hembra a 4X; (D)
formacién de estado juvenil 1 dentro del huevo a 40X; (E) emergencia de
os juveniles del huevo a 10X.

Fotos: Mosquera-Espinosa, 2014.
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Figura 1. Mapa ubicando la zona de estudio en el Departamento del Cauca,
Colamnbin
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Figura 1. Disefo de ubicacion de trampas pegajosas amarilas de diferentes
slturas (1,1:5y 2 metros) para la recaptura de A. fuscipennis  distancias (4,
8y 12 metros) desde el punto central de liberacion (PL),
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Tabla 3. Poblecién mixime y promedis de ftonematodos #50ciedos ol cultvo de 2ensharis en of municipio de Ventaquemads - Boyech, Colombia. Primer
semesare de 2014,

Géneros Suclo (no.juveniles/ 100 ) Raices (v juveniles/1 )
Worms Promed s Fromeas
Malodoge 200 60 s 12

Helconfenchus o0 15 2 "
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Densidad épica

Figura 1. Crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. sesami
en presencia de extractos etandlicos de raiz de tres cultivares de ajonjoli
Estado Portuguesa, Venezuela
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Figura 4. Esporas de la cepa M-2 de B. oryzae, tomadas en microscopio 6pti-
0 10x: (a) No germinadas, (b) Control germinada a las 4 b, () Germinadasy
tratadas con quitosano a las 14y (d) Germinadasy tratadas con quitosano
alas38h.
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Figure 1. Growth degree days of five population of Festuca arundinaceae
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Tabla. 1. Mezcla de reactivos utilizada para la PCR-ITS. 2 pl de 5 ng/pl de
Solucién de ADN equivalen a 10 ng/de muestra. Taq (Promega®).

Concentracién

Concentracién

Una muestra

St -

Volumen final

250
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‘Tabla 1. Sitios geogréficos de muestreo de murciélagos hematsfagos. Valle del Cauca, Cauca y Amazonas Colombla.

No Nombre. Municpio Departamento Latitud Longiud Aitod
v Pas gwis Vet Naze 760626 £
2 Cotre Corago. vate N 3415 955
3 prags Obando vate Nasss2e 759683 1008
4 Gusbinerto Vewors vt Nz 60099 75
s Coenns Sanpedro Vet s 762320 o
s Trepo Cernes Vet ez 63332 100
7 Neco paimica Vet nasany 63051 1087
s Haceo Cerrte vate nasa03 76327 1026
B aMeso 2o Vet nazsy 760665 o2
0 EiBosaue Corgo. Vet nazonss 5ot %
" conon Mercsderes couen nso7ss aam £
” ProNarsto ProNorite Amazonss s14359 0227 »
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Tabla 7. Resumen de resultado de pruebas bioquimicas de genotipos de
maiz evaluados para calidad proteica en ambientes diferentes en Colom-
bia.

% Proteina % Tripts- % Tripts-

CeolEe T fanoen  fanoen ‘elisina %
demaiz  muestra  muestra proteina | MUSStra  proteina
QPM30l 1208 009 075 om0 298
QPM302 1048 o002 059 0248 237
QPmM303 886 0074 o084 026 334
QPM304 1247 o000 064 030 257
QPM305 1005 000 080 030 38
QPM30s 1035 0070 068 0280 271
oPmM307  9se oo om0 283
oPmM3s 887 0070 079 o020 316
QM09 943 0058 06 0232 246

P30K73 973 0.059 061 0236 243






OEBPS/Images/v65n1a01t2.jpg
Table 2. Measurements average of sokuble solids.

Trestments Messurement of soluble sobds 1 Measurementofsoluble solids 2 Messurement ofsoluble solds 3

1 1908 1508 1570

P 1900 1800 13s

. 1900 1800 13s
Trestments Messurementof soluble soids 4 Measurementof soluble solids S Messurement ofsouble solids 6

1, 7e m3s n3s

1, 100 150 b 10700

% 08 53 0.
Trestments Measurement of saluble soids 7 Measurement ofsoluble solids 8 Measurement ofsouble solds 9

1, nre 00 900

noe 6o 67

T, &b w0 738
Tresments Measurement o solublesoids 10 Messurement of soluble soids 11

3 30 00

% 670 63 b

¥, 730 & b

varages folomed by @ifesent femars ndioass stosossaly signifennc @ferences ot SN, assording 10 mvubtple compartoen Tubey sest.
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Figura 5. Massa de mil gréos de plantas de milho em resposta a adubagdo
nitrogenada.
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Tabla 1. Sicos de muesireo geo-referenciados para el reconocimiento e fionematodos. Departamento de Boyacs, Colombie.

Buenavista (cultvor:uloy omate de érbo)

Ventaquemeda (Cultivo:zanshoris)

WMacstrafvereds [ Congid MoestraFvereds ot Congid
Tom ) 3561580 == T T
25ebancaat ssie maami0s 2Monioye sz 7260683
35abonets 552000 7398450 Shonoye sz Tasans
Sabanca ss160 om0 AManioye sz Taste0ss
SSabanets ssi0 om0 Shonioye s.as103 “Tasasons
65 pear0 550840 7396453 P sa6103 315906
75.pearo ss1070 98100 7Menieye s.a0918 nsasn
85 pecro ss1s0 7396760 SMemeye 5400918 ras2an
95.pearo sst0i0 o800 9Memieye saom613 3306166
108 pedro ss0640 nms0 10Mantoge sao13 Pyt
115 pesro 550450 7m0
125 pearo ssos60 nemn
135 pesro ssio a0
145 pedro ssio 7m0
155 pesro ss0380 Ta576%0
165.pearors 550800 75
17paco sa80 7258360
18pasto sa50 Tao7as0
19Dominguto. 59502 7400795
20Domnguco sa9920 7800670
21 Dominguto sases0 7259500
200mnguco sa9500 7800310
2 Domnguco 549900 Tas0680
24 Dominguco sam0 7359340
25Honda 550619 7400384
28Honds sso623 R

Owos cutvos: P Pases; *4Gn = Granadtla.
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Figura 2. Efecto de la aplicacion de zeolitas en la Eficiencia de Recuperacién
de Nitrogeno (ERN) medida a los 15y 35 dias después de la siembra.

T3= 100 kg/hade ferilizante nitrogenado; T4= Combinacién de 15 kg/ha de.
zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T5= Combinacién de 25 kg/
ha de zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T6= Combinacién de
35 kg/ha de zeolica y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado.
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Tabla 3. Promedios de visbilidad en tetrazol (TT2), germinacién tosaly rela-
tivay latencia de semilles de las especies de Ocimum evaluadas.

Viabilidad ~Germinacién ~Germinacién  Latencia

Especie  TTZ(%)  total (6 relativa (ChR (%
0. selloi Benth 90.0 a* 4622 513 387
e e T 604 225 22
hheteal g3 1036 130 663
(Blancs)
Ocmump.  71.3b 1226 7.4 5.2
O.basiieum - = 622
(Alemana)
0s 761 145
Medis 792 24

1: Germinacion Total = No. Plantulas Normales y Anormales / No. de se-
millas de prueba*100; 2: Germinacion Relativa= Germinacion Total /Viabili-
dad. 3: Latencia=Viabilidad-Germinacion relativa.

* Promedios con letras similares en la columna no difieren significativa-
e W GECETR Sopiiiv o ariis vio Blsnciei.
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Figura 4. Comportamiento del potencial hidrico de la hoja Wf con relacién a
los contenidos de agua disponible en el suelo (A)y con Pn (B) en tres clones
de cacao en casa de malla.
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Tabla 2. Descripcion de los tratamientos evaluados.

Dosis (kg/ha)
Tratamiento

Zeolita  Nitrégeno PO, K0

m 3 0 o 3

b3 15 0 o o

el o 100 2 E)

1 15 100 E E)

] 2 100 2 E)

5 35 100 2 El
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Tabla 5. Valor promedio de estabilidad del modelo AMMI ASV para genoti-
pos de maiz en 17 localidades de Colombia.

Genotipo Rend: Asv 13
(t/ha)
QPM 301 665 022 1
QPM 302 605 087 E
QPM 303 7.54 034 3
QPM 304 693 068 6
QPM 305 657 052 4
QPM 306 679 1.49 9
QPM 307 616 031 2
QPM 308 559 065 H
QPM 309 560 073 7
P30K73 694 17 10

Promedio de estabilidad de AMMI (ASV) y orden de estabilidad (OE).
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Tabla 2. Promedio de adultos de A. fuscipennis marcados recapturados en
trampas amarillas ubicadas a 4, 8 y 12 m del punto de liberacién. Regién
andina de Colombia.

Atura(m)  Distanca(m)  Promedic ded fuscpennnis
i . e
1s s 1352220
> w2 1558235

*Doce liberaciones. Valores dentro de la misma columna seguidos por
letras iguales no son significativamente diferentes, A fuscipennis marcado
(F, =065,P =0.59)
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Figura 1. Amplificacién por PCR de cepas de Moniliophthora roreri en geles
de Agarosa al 1.5% urilizando los cebadores (ITS4/ITSS). Linea 1. M10, Linea
2.M11, Linea 3. M12, Linea 4. M13, Linea 5. M14, Linea 6. M15, Linea 7. M16,

inea 10. M19, 1. M: Marcador de tamafio
de 1Kb. Linea 12, Control Positivo. Linea 13, Control Negativo.
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Figura 1. A: Variables microclimaticas al interior de casa de malla (CM),
temperatura ambiente (TaCM), temperatura del susrato (TpS), humedad
relativa (HRCM, %) y contenido volumétrico de agua en el suelo (CVA, %).
B: potencial hidrico de la atmésfera en la casa de mallas (¥aCM) y CVA%
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Refugios de Murciélagos Hematéfagos
en el Departamento del Valle del Cauca 2

Figural. Mapa de refugios de murciélagos hematofagos en el Valle del
Cauca, Colombia
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Tabla 6. Efecto de la CMI,, de la QMMM sobre la produccién de biomasa
de la cepa M-2 inoculado en medio liquido, a 27 °C.

Horas de medi

Tratamientos i
12 u 36 48 72
Conwol(mg)  506b" 943 10335 12835 154b
CMISO (mg) 1153 1207a  17.47a 2192 4847a
ESx 123 152 133 158 145

* Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias signifi-
cativas de acuerdo al test de Rango Mlciples de Tukey (p<0.05)
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Tabta.1. Oisribucitn de géneros y especies por sublemiles de hormigas encontrades en embes incas con las res thcnicas de muestreo.
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y = 110,7740,2909%.0,0018%

R2= 0,910

Altura de insercdo de espiga
(cm)

Doses de N (kg ha")

Figura 2. Altura de insercdo de espiga em plantas de milho em resposta a
adubacgo nitrogenada.
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Figura 2.Juveniles de fitonematodos encontrados en tomate de arbol y lulo
2 40X (A) Criconemella spp. en muestras de suelo rizosferico de tomate de
arbol y lulo; (B) Paratylenchus spp. en raices de pasto.

Fotos: Mosquera-Espinosa, 2014,
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Tabla 4. Puntuaciones de los componentes principales pars ks varisbie rendimiento de §enoupos de maiz. por ambiente y §eno0po, en Colombia.
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Inhibicién radial (%)= [(T,~T)/T] x 100 (1)
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Figura 4. Produtividade de plantas de milho em resposta a adubacdo
nitrogenada.
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Table 3. Average density measurements.

Treatments
T,
T
T,

Treatments

T,

Treatments

Treatments

Density measurement 1
10800008
10800008
10800008

Density measurement 4
10633300
10600008
10600008

Density measurement 7
10166700
10100000
10000000

Density measurement 10
1000008
1000 &

100 b

Density measurement 2
10733308
10700008
10700008

Density measurement’5

1063330 ab
1053330 s
1050000 b

Density measurement &
10103300
10000005
1000000 b

Density measurement 11
0sseb
0974
09974

Density measurements
10600008
104333308
1040000 b
Density measurement &
10266700
10200008
10100008
Density measurementd
1003000
10005
10005
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ura 3. Arbol filogenético del murciélago hematéfago Desmodus rotundus.
Valle del Cauca, Colombia.
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Tabla 2. Variedades albahaca y tratamientos de germinacién de semillas
evaluados.

Variedad  Tratamientos de Descripeién

(no) germinacion
s Nitrato de potasio  Inmersion de las semillas en KNO, al
(KnO,) 0.2% (v/v) durance 5 min.
" Aplicacion de AG, 250 ppm
2 Acido giberélico (AG,) P ARt
como primer riego.
3 Acido giberélco (AG,) Relcdon e St per
como primer riego.
% — Aplicacién de agua esteriizada

diariamente.

Variedades: Ocimun sellof Benth (albahaca clavo), Ocimun micranthum Willd
(albahaca negra), Ocimun basilicum L (albahaca blancal, Ocimun sp (albaha-
ca nativa) y Ocimum basilicum (albahaca alemana)
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Tabla 1. Densidad optica medida en celdas de las placas de ELISA al com-
parar el efecto de extractos de raices de tres genotipos de ajonjoli vs. el
tratamienco control. Estado Portuguesa, Venezuela.

Horaside Genotipo o cultivar
incubacion Fonucla INIA UCLA295
2% 00379 01074 0.0366
36 0.0987 0.1203 00335
48 01279 0.0842 0.0254
60 0.1642 00943 0.0440
72 01743 00559 0.0651
84 01626 00110 0.0560
% 00265 01677 -0.0784
108 0.0099 0.2127% 00339
120 00101 0.0551
132 0.0242 0.0554
144 00433 -0.0747
156 00426 0.2815% 00779
168 -0.0048 3282+ 00017
180 -0.0095 3472+ -0.0660
192 -0.0105 0.3589" 0.0534

valores seguidos por un asterisco () difieren estadisticamente del control,
PR i sl ol Rl
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Tabla 3. Relaciones de consistencia entre el CC y el FU.

sccc o1 cc2 Cc3 cc4 CC5 ZFU %FU

FUt 075 100 075 075 100 425 85
FU2 100 100 100 100 100 500 100
FU3 100 100 075 100 100 475 95
i) 275 300 250 275 300 — -
Nota: los valores de cada columna de la 2) a la (6) corresponden a la media

aritmética de las respuestas a cada ftem del instrumento empleado para
evaluar tanto el SCL como las FU.
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Tabla 2. Resumen de escudio de adapiabiidad y esiabildad del modelo Eberhart y Russel (1966) pars genoupos de mai en dferentes amblentes de Colombia.
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Figura 2. Superficie de respuesta que muestra el efecto del tipo de quitosa-
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicién del quitosano de masa molecular alta
Sobre la cepa M-2 con respecto al control al 100% de crecimiento radial.

Trata- Horas de medicién

ts  24h  48h  72h  96h 120h 144h 168h
Conol _0c  Oc __0d _0d  0d  0d  0d
1000 0c  0c 0d 0d 0d 0d 0d
2000 0c  0c  18c 190c 203c 213c 226c
3000 178 201b 283b 368b 409b 459b  S0b
4000 100a  100a 952a 903a 875a 781a 747a
ES« 0039 0106 0112 0113 0142 0129 0094

* Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias signifi-

cativas de acuerdo al test de Rango Muldiples de Tukey (ps!

.05)
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Tabla 4. Analisis individual de comparacion de medias asociadas al
aprovechamiento de N.

Tratamiento N ext. (kgha')* ERN(%) EA(kgkg") IEN (kgkg")

el 1562 462 27a 422
i 1442 s8a 2% 422
i 1412 482 250 442
T6 1462 S4a 29 450
DMSy g0y 36 17.45 11.42 883
(%) 135 214 232 123
DE. 19.76 1091 744 552

*Nitrégeno total extraido en una hectarea de cultivo. Valores seguidos de
letras iguales no difieren en forma significativa (P > 0.05), segin la prueba
DMs,

T3= 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T4= Combinacién de 15 kg/ha de
zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T5= Combinacién de 25 kg/
ha de zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T6= Combinacion de
35 kg/ha de zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado,
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igura 4. Sintomas en plantas de tomate de arbol (Cyphomandra betacea
( ndtn.) inducidos por el género Meloidogyne. (A) Hojas clortic:
(B) Defoliacion y marchitez de plantas; (C) Deterioro de sistema de raics
por ataque de Meloidogyne spp.; (D) Deformacién de raices por presencia
de agal

Fotos: Mosquera-Espinosa y Matallana, 2014.
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Figura 1. Biplot de an: AMMI 1 de genotipos de maiz y
ambientes de evaluacién en Colombia respecto a los dos
primeros ejes de componentes principales CP1 y CP2.
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Tabla 5. Parametros ecologicos y parasiticos de fionematodos en suelo
rizosferico de zanahoria en el municipio de Ventaquemada-Boyacs, Co-
lombia. Primer semester de 2014.

Parametro Meloidogyne Helicotylenchus
F.Ab. E) 100
FR 4 56
D.4b a8 153
D.R 75 25
v.P. 4007 1530

5. F. Ab = Frecuencia sbsoluta; F. R. = Frecuencia relativa; D. Ab. = Densi-
dad absoluta; D. R. = Densidad relativa; V. P = Valor de prominencia.
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Tabla. 3. Amplicones obtenidos utilizando la técnica ITS, aplicada a 56 ais-
lamientos de M. roreri, Norte de Santander, Colombia.

Tamaiio del amplicén
i Muestra de M. roreri

(fragmento ITS).

600pb M6, M8, M10, M19, M20, M23, M24, M37.

24005 MS, M7, M9, M11, M18, M22, M50, M51, M52,
e MS3, M54, M5,

M1, M2, M3, M4, M12, M13, M14, M15, M16,
M17, M21, M25, M26, M27, M28, M29, M30,
750 pby M31, M32, M3, M34, M35, M36, M38, M39,
MA0, M1, M42, M43, M44, M45, Md6, M47,
Ma8, M49, M6,
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Figura 6. Sintomas en plantas de zanahoria (Daucus carota L) inducidos por
Meloidogyne spp. (A) Presencia de agallas en pelos radicales y pérdida de
o5 mismos; (B) en ocasiones bifurcacién de raiz con presencia de agallas
en'la parte terminal; (C) en la parte aérea no se evidenciaron sintomas por
afeccion del fironematodo.

Fotos: Mosquera-Espinosa, 2014.
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Table 5. Average of organoleptic atributes for three alcoholic beverage
from blusberry.

Sensory analysis

Treatments
Flavour Color Aroma

T 1074 108 96ab

T 8sb 08a 83b

T 1064 052 142

Averages followed by different letters indicate statistically significant diffe-
rences at 5%, according to multiple comparison Tukey test.





OEBPS/Images/v65n1a09t1.jpg
Tabla 1. Relaciones de consistencia entre el SCLy el CC.

SCLCC  SCL1 SClz SCL3 SCL4 SCLS  ICC %ICC
2] 100 100 100 075 100 475 95
cc2 100 075 100 100 100 475 95
cc3 100 075 075 100 100 450 90
cca 100 075 075 000 000 250 50
ccs 100 100 100 100 100 500 100
ccs 100 100 100 100 100 500 100
scL 600 525 550 475 50—  —

Nota: los valores de cada columna de la (2) a la 5) corresponden a la media
aritméticat de las respuestas a cada item del instrumento empleado para
evaluar tanto el SCL como el CC. SCL = sistema de conocimiento popular
agricola o conocimiento local. CC = curriculo universitario basado en com-
petencias.
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicién del quitosano de masa molecular baja
sobre la cepa M-2 con respecto al concrol al 100 % de crecimiento radial

Trata- Horas de medicién
s 24h  48h  72h  96h 120h 144h 168h
Conol _0e*  Oe  Oe  0e  Oe  Oe  0d
1000 267b  218c 191d  153d  S6d  32d  0d
2000 183c 234b 27c 422c  464c 413c  408c
3000 11.1d  176d 389b 494b S8O0b 617b  630b
4000 1002 100a 441a 587a 665a 706a 7242
ES« 0031 0180 0157 0204 047 0147 0133

* Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias signifi-
cativas de acuerdo al test de Rango Milliples de Tukey (P < 0.05).
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igura 1. Funciones universicarias y legitimacién del conocimienco: desa-
ios de las funciones misionales de la universidad para la generacion de
competencias en promotores del desarrollo terricorial rural (DTR).

SCL = sistema de conocimiento popular agricola o conocimiento local.

FU = Funciones universicarias. CC = curriculo universitario basado en com-
petencias.
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Tabla 2. Listado de clados y haplotipos de individuos murciélagos hema-
t5fagos.

Clado _Haplotipo _ Individuos Localidad
[0 1 Diphylla Gembank Brasi
1 2 Venezuela Venezuela
' 3 Costa Rica CostaRica

Aguila Cartago Cerrito,Oban-
4 s do SanPedro,Victoria (Valle)y
Mercaderes (Cauca)

u H Amat Amazonas

u 6 Ama2 Amazonas

i ” Cert5Mer2,-  Cerrito, Palmira(Valle) Mercades
Merca,Palt (Cauca)

| s Oban7 Obando Valle del Cauca
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Figura 2. Porcentaje de adultos de A fuscipennis con marcaje de fluorocro-
mo visible hasta el sexto dia de observaciones. Se encontraron diferencias
Significativas encre los porcentajes de marcaje en los seis dias (X* = 30.8; gl
5, P < 0.05).
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Tabla 6. Viabilidad, germinacién total y relativa y latencia de semillas de
especies de Ocimum con varios tratamientos de germinacién..

AG3-250 AG3-500 Prome-

Especie  Medicion Testigo  KNo, "C3250 A3S00 Prom

owler T2 — - - — oo
G 7 0 a7 w3 62
G s 77 s ms sz
W s 123 ma e 37
Bl S8 e e e o
G a7 se0 om0 133 ;0
& mo s s 157 a5
W se 162 ma 60 42
Qbesim 17 793
G 20 e3 106  e3 03
s om7 o o1a m7 130
W ez o5 9 o6 663
Ommp T2 -~ = = = 73
G a7 0 47 133 a2
@ 65 s es e
W a7 s w7 7 s
frrsonscu il 1 = - = = 707
G e0 e 80 20 60
@ m3 es  ma 28 a5

LaT 504 622 594 679 622
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Figura 2. Especies de hormigas encontradas en estratos de ambas fincas.
Departamento del Cauca, Colombia.
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Tabla 2. Poblacién mixima y promedia de fitonematodos asocisdos con tomate de drbol y lulo en el muniipio de Buenawista - Bayach, Colombia. Primer

semese de 2014,
Tomate de drbol o
Géneros SucloNo.jvenies/100cc__ Rakes No.juventies/1 g _ | SueloNo.juvenies/100cc__ Rafces No.juvenilesi1 5
[T brom. [T Prom. [T From. [T rom.
Melodogne i 3 3 8 s 7 w0 =
Hetcorenchus 216 2 Y % = s = »
propenchus 2 = w0 ® P 2 5 u
Cronsmete s 4 o o ] o
Poronenchus o o o ° o o " 0
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Figura 2. Crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. sesami
en presencia de extractos etandlicos de tallo de tres cultivares de ajonjoli.

Estad Pordugmesi. Varouncls
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Tabla 3. Analisis de comparacién de medias de rendimiento y variables
agronémicas del cultivo de maiz con aplicacién de zeolica natural.

Rendimiento

Rendimiento seco

Plantas (cm)

Trata-  fresco (Mg/ha) (Mg/ha)

e Gane, [Biomasay i Altura_Diémetro
m a21c 3806 372 2166 S4b
T2 603* 443 531b 219 58ab
T3 731ab 725  643ab 270ab  65a
T4 748 729 662 78 7.0a
TS 70lab  667a  6.dab 267 69
T6 7562 676a 665 250ab  7a

DMS,o,, 141 137 125 518 089

CV.6) 1420 1510 1430 1380 920

DE 094 091 083 056 3438 059

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa (P >
0.0), segn Ia prueba DMS. T1

kg/had e fertilizante nitrogenado; T4= Combinacion de 15 kg/ha de zeolita
¥ 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T5= Combinacién de 25 kg/ha de
Zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T6= Combinacién de 35 kg/

ha de zeolitay 100 kg/ha de fertiizante nitrogenado.

estigo; T

15 kg/ha de zeolita; T3= 100
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Tabla 6. Medias de rendimienco en Uha y diferentes indices pars medir ls escabilided de genoupos de maiz QPM y un testigo comercial evaluados en 17
omibentes on Colombis,

Genotipo Rend. Eberharty sl Uiy Binns o
demeiz e o [ sS4 wam oe o o v o
e s g W om o 0 =3 B o 0
Qpmznz 605 s on oss a7 B 08 . o7 .
Qpmans 754 ' m o052 07 B 03 ' 03¢ 3
Qpma0e 693 H 1w oo 0% 7 126 3 ose 6
apma0s 657 s o on 013 ' . 052 s
Qpu 308 o 4 w o oom 039 g 151 A 149 s
Qpu 3 a6 7 o om0 3 o 7 on 2
opm 308 559 10 on e on 2 a9 0 o8 s
Qom0 569 s o2 o om s 3 B 073 7
P30673 694 2 12 1 114 0 125 2 i 0
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Table 1. Statistcal design a distiled alcoholic beverage from frozen blueberry.

Fermentation of  Fermentation of blue- Fermentation of blue-
blueberry juice berry juice and skin berry skin
(Treatment 1) (Treatment 2) (Treatment 3)

TR TR TR,
TR, TR, TR,
TR, TR, TR,
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Tabla 1. Tratamientos de disponibilidad hidrica aplicados a plantulas de
cacao (Theobroma cacao L) de los clones ICS95, ICS60 y CCNS1 en casa
de mallas

Contenido volumétrico Equivalencia en orioaag
de agua en el suelo (CVA) agua disponible it
% 5 de agus diporible ER)
20 75% de agua disponible 0,11
25% 100% de agua disponible 003
0% 120% de agua disponible 001

Medidas entre 0y 20 cm de profundidad en el suelo.
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Tabla 3. Promedio de adultos de A. fuscipennis recapturados en cada uno
de los cuatro puntos cardinales. Region andina de Colombia.

Promedio de A. fuscipennis recapturados

Punto
@rdivel gmetros  Bmetros  12metros  Promedio
Oee 2330465 208058 175041 6172096
Norte 3.50:0.71*  3.25:0.80™  3.58:0.67*  10.25:1.86%
Bre 450069 SA201  SITHL09 150822410
Sw 108025 3705 208042 6331400

“Promedios dentro de la misma columna seguidos por letras iguales no
son significativamente diferentes (4 metros: £, , =6.33. P<0.05. DMS=1.67;
8 metros: F, ,=2.31. P=0.08. DMS=2.61; 13 metros F, ,,=4.56. P<0.05.
DMS=2.08; total: F, .,=5.48. P<0.05; DMS=5.11). Los datos corresponden
al promedio + error estandar de n=12 repeticiones. El promedio total se
calculs a partir de los datos obtenidos en las tres trampas ubicadas en
cada punto cardinal.
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Figura 6. Leitura do teor de clorofila total (indice SPAD) (A) e teor de nitro-
genio (B) nas folhas de milho por ocasido do florescimento em resposta a
ot Arhm—"y
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Tabla 4. Germinacién total y relativa, semilla muerta y latencia por trata-
miento como promedio de las variedades evaluadas.

Tatmiento GOl Seve et
os £ 7 _
£ _

1: Germinacién Total = No. Plantulas Normales y anormales/ No. de semi-
llas de prueba *100; 2: Germinacién Relativa= Germinacién Total NViabili-
dad; 3: Latencia=Viabilidad-Germinacion relativa

* Promedios con letras similares en la columna no difieren significativa-
mente (P > 0.05), segin la prueba de Duncan.
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Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria de la cepa M-2 a las tres
concentraciones evaluadas.

Cepa Quitosano, masa molecular (mg/l)

Baja Media Alta

M2 2504.2246.9 2182.9:346 301032483
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Figura 3. Comportamiento de la rs (A) y Pn (B) de tres clones de cacao so-
metidos a cuatro condiciones de agua disponible del suelo en luz natural.
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Figura 3. Efecto de la zeolita enla concentracién de N en el suelo y nitrége-
no N proveniente del fertiizante (N en el suelo.

3= 100 keg/hade fertiizante nitrogenado; T4= Combinacion de 15 kg/ha de
2eolita y 100 kg/ha de fertilzante nitrogenado; T5= Combinacién de 25 kg/
ha de zeolita y 100 kg/hade fertilizante nitrogenado; T6= Combinacion de 35
kg/ha de zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado.
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Figura 1. Géneros de fitonematodos encontrados en muestras de suelo ri-
zosferico y raices de tomate de arbol y lulo a 40X. (A) Juvenil de Meloidogyne

) Hembra de Helicotylenchus spp.; (C) Juvenil de Pratylenchus spp.

¥
Fotos: Mosquera-Espinosa, 2014.
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Tabla 2. Relaciones de consistencia entre el SCLy las FU.

SCLICC  SCL1 SCL2 SCL3 SCL4  SCLS  SFU %3FU
FUT 100 075 075 100 075 425 8
Fu2 100 100 100 100 100 500 100
FUz 100 075 075 075 050 375 75
sscL 300 250 250 275 225 — =

: 05 valores de cada columna de la 2) ala (6) corresponden a la media

aritmética de las respuestas a cada item del instrumento empleado para
evaluar tanto el SCL como las FU. SCL = sistema de conocimiento popular
agricola o conocimiento local. FU = Funciones universitarias.
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Tabla 1. Cantidad de adultos de A. fuscipennis liberados, recapturados, y
tasa de recaptura (%) de acuerdo con la velocidad (m/s)y direccion del vien-
to en 12 liberaciones de campo. Regién andina de Colombia.

N
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s o s am N o7
sy o1 om s a3
s s oo o N os
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Tabla 2. Diferencias en la densidad Gptica medida en las celdas de las pla-
cas de ELISA al comparar el efecto de los extractos de tallos de tres geno-
tipos de ajonjoli con respecto al control. Estado Porcuguesa, Venezuela.

Horas de Genotipo o cultivar

incubacién Fonucla N ucLA295
2 01411 0.2471% 0.0678
36 01255 02378+ 01273
48 0.1405 0.2478* 00850
60 01256 02828+ 0.1409
72 00986 0.2861% 01535
84 00993 02323+ 01424
% 00152 00572 00130
108 00352 00465 0.0025
120 0.0025 00013 0.0021
132 01010 00025 0.0004
144 00107 0.0043 0.0000
156 00372 00084 0.0034
168 0.0624 00330 0.0503
120 0.0741 00833 0.0653
192 0.0099 00789 0.0691

Valores seguidos por un asterisco (¥) difieren estadisticamente del control,
P <0.05 segun la prueba de Dunnet.
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Table 4. Averages of four distillations for different treatmencs.

Alcoholic grade (*AG.)

Treatments
Distllation 1 D

T, 154 1874 2%7a 23a

13a 1874 23a EEEN

T, 13a 1774 2%7a 3124

Averages followed by same letters indicate not statistically significant.
differences at 5%





OEBPS/Images/portadav65n1.jpg
/ Agronomlca






OEBPS/Images/v65n1a11e1s2.jpg





OEBPS/Images/v65n1a04f1.jpg
s
o s40
13
o s
m I I
»
=
0
o
n ™ s ™
Tratamientos

Figura 1. Efecto de la aplicacin de zeolita en la Eficiencia de Recuperacion
de Nitrogeno (ERN).

3= 100 kg/ha de fertilizante nitrogenado; T4= Combinacidn de 15 kg/ha de.
zeolita y 100 kg/ha de fertilizante nitrogenad ombinacién de 25 kg/
ha de zeolica y 100 kg/ha de fertilizante nicrogenado; T6= Combinacian de.
35 kg/ha de zeolita y 100 kg/ha de fertlizante nitrogenado.
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Tabla 3. indice de superioridad (Pi) de Lin y Binns 1988) de genotipos de
maiz en 17 localidades de Colombia

Genotipade  Rendimiento 5 Ranking
QPM 301 665 155 5
QPM 302 605 308 8
QPM 303 754 056 1
QPM 304 693 126 3
QPM 305 657 9 s
QPM 306 680 151 4
QPM 307 616 271 7
QPM 308 559 400 10
QPM 309 569 369 9

P30K73 694 125 2

Media general 6.49
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Figura 2. Comportamiento de Pn (A) y la T (B) de tres clones de cacao so-
metidas a cuatro condiciones de agua disponible del suelo en casa de malla
(cm).

Datos tomados con luz natural.
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Tabla 4. Diametro promedio de las hifas de la cepa M-2 inoculada en me-
dio de cultivo slido de papa-dextrosa-agar con diferentes concentracio-
nes y tipos de quitosanos.

e DAmetmiyn) Diametro Diametro
Qums (um) QMMM (um) QMMA
Control 55.89 b 55890 55892
1000 47.064 57.49a 54.06b
2000 3642¢ 49114 4981 ¢
3000 5298¢ 51.88¢ s6.12a
4000 %0152 4098e 34140
ESx 2.088 1.825 1.662

* Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias signifi-
cativas de acuerdo al test de Rango Multiples de Tukey (ps0.05)
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Figura 2. Red de haplotipos del Desmodus rotundus en Colombia.
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Figura 1. Efecto de la masa molecular de los quitosanos a las diferentes
concentraciones sobre la inhibicién del crecimiento radial del hongo M-
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igura 3. Caracteristicas morfolgicas de juveniles de Meloidogyne spp. y
Halicotylenchus spp. encontrados en suelo rizosferico y raices de zanaho-
ria. (A) Juvenil 2 compleco de Meloidogyne spp. a 10X; (B) labios y estilete
de juvenil 2 de Meloidogyne spp. a 40%; (C) Cola de Meloidogyne spp. 12 a
40X/(D) Juvenil completo de Helicotylenchus spp. a 10X; (E) labios y estllete
de Halicotylenchus spp. a 40%; (F) Cola de en posicin de reposo de Helico-
tylenchus spp. 2 40K,

Fotos: Mosquera-Espinosa, 2014,
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Figura 3. Massa de espiga (A), comprimento de espiga (B), nimero de gréos.
por espiga (C) e massa da parte aérea seca (D) de plantas de milho em res-
posta a adubagéo nitrogenada.
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Vable 5. Summary of analysis of varience and the level of signicant of mesn squares for qually wems.
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Figura 5. Sintomas en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.) inducidos
por el género Meloidogyne. (A) Amarillamiento en hojas y marchitez gens
ralizada de la planta; (B) pérdida total de hojas y muerte de la planta; (C)
formacién de agallas en raices jovenes; (D) Deterioro y pérdida del sistema
radical por ataque de Meloidogyne spp.

Fotos: Mosquera-Espinosa y Matallana 2014,
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Figura 4. Vampiro Comiin Desmodus rotundus en Colombia.
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Tabla. 2. Nimero de aislamientos de Monsiophthora roreri obtenidos de Theabroma cacao €n ocho munkipios y comegimientos de Norte de Santander, Colombia.
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicién del quitosano de masa molecular media
Sobre la cepa M-2 con respecto al control al 100 % de crecimiento radial

Trata- Horas de medicion
Mes 24h  48h  72n  9h 120h 14ah 168
Conwol _0d* 0d _0d 04 0d 04 0d
100 04 0d 0d 0d 0d 0d o0d
2000 4lc 178c 316c 473c S56c  S9c  602c
3000 289 277b #41b 539b 6l4b  643b 652
2000 1002 100a 100a 100a 100a 1002 O4a
Esx 0034 0048 0143 0153 0151 0126 0092

* Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias signifi-

st e i ieche i a1 R i che Talepilpsd
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Tabla 1. Descripod y origen de los materises de Oumun evelusdos.
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Tabla 1. Analisis de varianza para la estabilidad de la variable rendimiento
de genotipos de maiz en diferentes ambientes de Colombia.

W e s = "
Ambiente (A) 16  1398.3568 87.3973  144.8205 oS
Genopo(@ 9 2200129 25dS9  42iear e
GA 14 46235 32106 53201
AmblGen 160 18606818 116293 192701
Ambines 1 1836 1MRIGR 273 e
Gainesl o Ta7sas  B30G1  13763
Dosvdel ys sy 2w azers ~-
rearesen
DewGH 15 2273 1ssi6 323 A-
DewGa2 15 a2 281 4656 ~-
Dew.GH3 15 401108 26741 44 A-
Dew.GI4 15 40927 G002 481 ~-
Dew.GHS 15 156669 104 17307 007a%
Dew.GHS 15 a7 30219 6ases .
Dew.GH7 15 21439 a0 23 ~-
DewGHE 15 17aw i 16 ~-
DewGH9 15 2134 1677 27767 ~-
De PN 15 23529 61569 102021 ~-
Resdio 51 30778 06035

Diferencia: *** altamente significativa ** muy significativa * signi

cativa.
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igura 3. Micrografia de la cepa M-2 de B. oryzae durante el crecimiento
apical, a 27 °C: (a) hifa en medio control y (b) hifas periféricas en contacto
con medio y quitosano.
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Tabie 5. Cormcuetssatin quitnios do suale s fnel del e produmivs dul mals.
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Tabla 2. Porcentaje de ocurrencia de especies de hormigas registradas
interactuando con los nectarios extraflorales de arboles de guamo, en dos.

fincas del Departamenco del Cauca, Colombia,

Finca El Progreso

Finca El Ensuefio

Morfoespecie

Leduis  Ldensifira I densifiora
Componotus sp.1 a0.0%
Cremotogaster p. 75% 19.0%
Nesomyrmex asper 33 100 25%
Pheidole zp.1 8%
Pheidole p.9 08
Preudomyrmex zp2 25 25 1.0%
Preudomyrmex zp.4 25% so%
Totalpor finca EEE 15.0% 70.0%

120,

Total de observaciones realizadas,

% de ocurrencia = presencia de hormigas/total de observaciones realizadas.
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Tabla 4. Parametros ecolégicos y parasiticos de fitonematodos en suelo ri-
zosferico de tomate de arbol y lulo en el municipio de Buenavista-Boyacs,
Colombia. Primer semestre de 2014,

Parémetro  Meloido- Helico- Pratylen- Cricone-
gyne tylenchus chus melia
F. Ab. (%) 85 o2 50 1
E.R.(%) 36 37 2 H
D.Ab. an 49 12 1
D.R. 077 0.8 0.04 004
v.P. 1945 467 £ 3

a.F. Ab = Frecuencia absoluta; F. R. = Frecuencia relativa; D. Ab.
absoluta; D. R. = Densidad relativa; V. P = Valor de prominencia.
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Figura 1. Precipitacso (mm) e temperatura (°C) médias mensais, registradas
na estagéo metereolégica da Embrapa Agropecuaria Oeste, Municipio de
Dourados, MS, no ano de 2012.





