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Resumen

La investigación tuvo como objeto determinar el efecto de la poda de formación en árboles de olivo en las cantidades y la actividad de unidades formadoras de colonias de microorganismos fijadores de nitrógeno asociados a la rizósfera. El ensayo tuvo lugar en un cultivo ubicado en Sutamarchán, Boyacá. Se seleccionaron árboles iniciando estado productivo (< 4 años) bajo un diseño completamente al azar con dos tratamientos (poda y el crecimiento libre) cada uno con tres repeticiones. En muestras edáficas se midieron las poblaciones de microorganismos diazótrofos, así como los contenidos de las concentraciones de NH4 +, NO3–, CO, Fe y Mg y en muestras foliares se determinaron los contenidos de los análisis de varianza y de componentes principales, determinaron que la poda genera acidez en el suelo. Los niveles foliares y edáficos de N son bajos, sin embargo, las poblaciones de microorganismos fijadores son altas con poca eficiencia, al parecer por fijar N en vida libre. Las concentraciones de Fe y Mg en el suelo permiten deducir que la actividad de nitrogenasa es constante, pero el nitrógeno se inmoviliza posiblemente en el metabolismo microbiano, negando la posibilidad de ser absorbido por el olivo de forma directa; los niveles de calcio limitan la nutrición nitrogenada, Se sugiere que es conveniente identificar las poblaciones, medir la actividad reductora de acetileno y la tasa de mineralización.

Palabras clave: Nitrogenasa, nitrógeno, nutrición vegetal, fijación de nitrógeno.



Abstract

The aim of this research was to determine the effect of formative pruning of olive trees in the quantity of nitrogen fixing fungi colonies and their activity in the rhizosphere of productive trees established in Sutamarchán, Boyacá. Trees in productive stage (<4 years) old were selected and a complete randomized design with two treatments (pruning and no pruning) and three repetitions was used. Rhizosphere soil samples were carried out to determine the population of diazotrophs microorganisms and concentrations of NH4, NO3, CO, Fe y Mg; leaves were sampled to determine elements concentration. The statistical analysis concluded that pruning olive trees tended to increase the acidity in soil. N concentrations in soil and leaves were significantly lowest than the no–pruning trees. However, nitrogen fixing microorganisms populations were higher but with less efficiency, possibly related with the free–living fixation. The concentrations of Fe and Mg in soil, suggest a constant nitrogenase activity, but N is immobilized possibly by the microbial metabolism, lowering the possibility of being absorbed by the trees; Ca levels restricts the N nutrition. To take into account in future experiments, it's suggested to identify microorganisms populations, and measure acetylene reducing activity and the mineralization rate.
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Introducción

La olivicultura ha estado presente en el Alto Ricaurte hace más de 200 años y se ha demostrado que produce aceituna en los árboles allí establecidos a pesar de estar fuera del rango latitudinal tradicional para el establecimiento del cultivo, lo que infiere que se habrían adaptado a las condiciones edafoclimáticas de la región. (Beghè, García Molano, Fabbri, & Ganino, 2015) realizaron estudios preliminares para identificar variedades, calidad de aceitunas y aceite, crecimiento y desarrollo, absorción de nutrientes, entre otros, con el fin de determinar las condiciones que permitieron esta adaptación y la producción, teniendo en cuenta que los árboles están plantados en suelos erosionados con deficientes condiciones fisicoquímicas y que ha sido necesaria la adición de materia orgánica, en proporción de diez kilos a la siembra y cinco kg/árbol cada año, estas investigaciones han permitido tener un mejor conocimiento del cultivo de olivo en el Trópico Alto Andino.

En consecuencia se espera que a nivel de la rizósfera se presenten una serie de interacciones microbianas que benefician los procesos nutricionales de las plantas. Los exudados producidos por las raíces, como mucilagos azucarados, aminoácidos, ácidos orgánicos, lípidos, vitaminas, proteínas, enzimas, hormonas vegetales, alelo sustancias, compuestos de funciones secundarias o disolventes de elementos minerales, son atrayentes de comunidades microbianas (bacterias, hongos y actinomicetos), mesofauna (protozoos, nematodos, insectos y ácaros) que en el suelo constituyen un ecosistema muy diverso (Gupta & Mukerji, 2002). Además, en la proximidad de las raíces se encuentran bacterias como Azotobacter, Azospirillum, Streptomyces, entre otras, que incrementan el crecimiento de las plantas y la cantidad de nitrógeno, fósforo y magnesio en la rizósfera, dado que fijan N atmosférico y contribuyen a la mineralización de la materia orgánica (Frioni, 1999; Carrillo, 2003).

Generalmente el nitrógeno (N) no es un elemento que las plantas de olivo necesiten en dosis altas y la principal fuente la constituye la materia orgánica del suelo (MOS); sin embargo, suele ser el elemento mineral más comúnmente empleado en los programas de fertilización en el olivar. La tasa de extracción de N es baja, con una relación de 3 – 4 g N kg–1 de aceituna cosechada, como máximo. Esta extracción, sumada a la del material de poda, es cercana a los 9 kg N ha–1 año, que suelen ser compensadas por la aportación del agua de lluvia y de la mineralización de la materia orgánica (Fernández–Escobar, Beltrán, Sánchez, García, Aguilera y Uceda, 2006). Por esto se sabe que en suelos con fertilidad buena, las necesidades de aporte de N del olivar son escasas (Barranco, Fernández–Escobar y Rallo, 2008).

La disponibilidad del N para las plantas de olivo está a cargo de microorganismos como los diazótrofos que son capaces de crecer sin fuentes externas de este elementos y que bajo temperatura y presión atmosférica normal logran fijar el nitrógeno atmosférico en amonio (Frioni, 1999). Los fijadores de vida libre no se asocian de forma directa con la raíz, por lo cual se les determina como no simbióticos y aunque no son los que más nitrógeno atmosférico fijan (Burbano y Silva, 2013), si son muy importantes al desarrollar esta actividad poniendo a disposición de las plantas no fabáceas el nitrógeno, que en con frecuencia es muy escaso a nivel edáfico, o por las condiciones de manejo es difícil su asimilación o utilización. La fijación requiere un acoplamiento eficiente entre los sistemas generadores de ATP y la protección de la enzima nitrogenasa frente al oxígeno, por lo cual estos microorganismos aumentan sus poblaciones cuando hay un suelo poco fértil y con ausencia de nitrógeno edáfico en forma de NH4+ y NO3– (Munévar, 2013) como ocurre en la región del Alto Ricaurte (Beghè et al., 2015).

Esta investigación cuantificó las poblaciones de microorganismos fijadores de nitrógeno en la rizósfera de árboles de olivo, con el fin de determinar la actividad que pueden generar en el proceso nutricional del árbol.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

La finca se denomina las Acacias y está ubicada en la vereda Roa en el municipio de Sutamarchán a 5° 37’ latitud norte y los 73° 34’ longitud oeste, perteneciente a la provincia del Alto Ricaurte. La finca tiene un suelo franco arcilloso, con un contenido de materia orgánica de 0,31%, fósforo 6,08 ppm, calcio 5,21 cmolc kg–1, magnesio 4,39 cmolc kg–1, hierro 7,68 ppm. Los datos se obtuvieron del análisis de suelo realizado en el terreno estudiado antes de plantar los olivos.
 
Según datos de la Estación meteorológica de Villa de Leyva, para esta zona, las temperaturas mínima y máxima promedio son de 7,1°C y de 26,1°C, respectivamente; precipitación anual de 980 mm, humedad relativa 76%, brillo solar de 1614 horas año, fotoperiodo de 12,5 horas año y altitud promedio es de 2150 m.s.n.m., la región se encuentra ubicada sobre la cadena montañosa llamada la cordillera oriental que hace parte de los andes Colombianos en la región central del departamento de Boyacá.
 
Población, muestra y unidades experimentales

La distancia de siembra es de 5x5 m entre árboles con trazado a tresbolillo. Se seleccionaron 6 árboles de cerca de 4 años de edad con características fenotípicas homogéneas, e identificados como Olea europaea genotipo 4; el material de donde provienen los árboles se obtuvo de árboles plantados en la región desde 1950 cuya variedad se desconoce otros han sido propagados de árboles que llegaron en la época de la colonia (Beghè et al., 2015), donde cada árbol correspondió a la unidad experimental. Se evaluaron dos tratamientos T1 (con poda) y T2 (sin poda). Se implementó un diseño completamente al azar con dos tratamientos y tres repeticiones, para un total de seis unidades experimentales. La composición físico química del suelo, y las variables climáticos, no sugirieron el uso de bloqueo. Los árboles del tratamiento con poda fueron en octubre de 2012 y en septiembre de 2013.

Métodos de campo

Se realizó un muestreo aleatorio simple y de cada unidad experimental se tomaron muestras de suelo de la zona de la rizósfera a 25 cm de profundidad, en la gotera del árbol utilizando un barreno tipo holandés. Las muestras fueron enviadas al laboratorio para el análisis microbiológico y físico–químico. Para análisis foliar se tomó una muestra de 100 hojas por cada unidad experimental, se recolectaron de la parte central a basal de brotes situados a la altura del hombro del investigador en distintas posiciones siguiendo el método descrito por Barranco et al. (2008).

Análisis de laboratorio

Puesto que los bajos niveles de NH4 y NO3 en el suelo no permitieron su detección en laboratorio, se procedió a estimar los contenidos de MO, NT y ND conforme a los lineamientos vinculados con la metodología descrita a continuación.

De las muestras de suelo para determinar su composición fisicoquímica se usaron los siguientes métodos: Walkley Black o combustión en analizador elemental para determinar el contenido de carbono orgánico (% CO), (pH) potenciómetro en agua, extracción con KCl 2N y titulación potenciométrica para NH4+ y NO3– cuantificación por absorción atómica en citrato para hierro (Fe), cuantificación absorción atómica con digestión en frío de ácido fluorhídrico para magnesio (Mg) y colorimetría por Bray II para fosforo (P). Ya que estos elementos intervienen en la fijación biológica de N y en el número de colonias de diazótrofos (Atlas y Barta, 2001).

Para las muestras foliares se determinó el contenido de nitrógeno (N %) usando el método de combustión en analizador elemental. Estos análisis se realizaron en el laboratorio nacional de suelos del Instituto Geográfico Agustín Codazzi (IGAC).

Para cuantificar la población de microorganismos diazótrofos (UFC g–1 suelo) se utilizó el protocolo de (Doberreiner y Day, 1976) utilizando el medio de cultivo compuesto por KH2PO4, MgSO4, 7H2O, NaCl, CaCl2, FeCl3, MoO4Na∙2H2O, ácido málico, azul bromotimol, y agar agar. Se sembraron por triplicado en placa y se realizó el conteo con luz ultravioleta (UV).

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico se empleó el paquete
JMP®, Trial Version 11. Los datos se sometieron a prueba de supuestos de normalidad (Shapiro–Wilk) y homogeneidad de varianzas (Bartlett). Una vez comprobados los supuestos se procedió a realizar análisis estadístico descriptivo y un análisis de varianza (ANOVA). Adicionalmente, a los datos de las variables de los análisis fisicoquímicos de suelo, análisis químico de tejidos vegetales y poblaciones microbianas de fijadores de nitrógeno se les realizó un análisis de componentes principales (ACP) con la finalidad de determinar las correlaciones entre las variables estudiadas, establecer patrones e intentar reducir el número de variables.

Resultados y discusión

Con base en el análisis de ANOVA, el pH del suelo fue significativamente mayor (p < 0,05) para el tratamiento sin poda en comparación con el de las plantas podadas (figura 1).
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De acuerdo con los auto–valores, para el ACP se retuvieron los tres primeros componentes principales, que explican aproximadamente el 81,4% de la variación total de los datos. Las variables que tuvieron un mayor peso en los componentes fueron (figura 2) CO %, MO %, NT %, ND % y FN (Componente 1), P, Mg, Fe y N (Componente 2) y pH y Proteolíticos (Componente 3).
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Presencia de los microorganismos fijadores de nitrógeno en el rizósfera del olivo

Aunque las UFC para microorganismos fijadores de nitrógeno para los tratamientos evaluados no presentaron diferencia estadística, los valores son altos en comparación con forestales nativos usados como sombrío, en la zona cafetera es de 3×102; en cultivos de maíz en el departamento del Tolima es de 1×102; en sembradíos de café bajo sombra en Quindío hay 2,6×103; en café sin sombrío en el mismo departamento es de 5,9×103 y el suelos sulfatados de Boyacá se han encontrado en valores de 1×102 a 1×104 UFCg–1 de suelo, eso según lo reportado por Munévar (2013), que pueden obedecer al intento biológico y natural por la vegetalización de un terreno (Varela y Rueda, 2013), que presenta deficiencias en variables fisicoquímicas. Además se debe tener en cuenta que estos árboles se plantaron hace cerca de 5 años y están sembrados en un suelo que carece de capa arable (IGAC, 2005), tradicional para los olivos, con textura franco–arcillosa y en los cuales, de acuerdo con Munévar (2013), en zonas donde se produjeron eventos como quemas o remociones de terreno, posteriormente se presenta un incremento en el número de colonias de diazótrofos; puesto que la fijación biológica de nitrógeno (FBN) es un proceso fundamental para la recuperación de los acervos de N en el suelo.





Las bacterias que participan en la fijación biológica del nitrógeno y solubilización del fósforo inorgánico tienen también la capacidad de inducir cambios fisiológicos en la planta, que estimulan la tasa de crecimiento (Rao, Ramakrishnan, Adhya, Kanungo, & Nayak, 1998). Los mecanismos que son activados por estas bacterias están relacionados con la síntesis de reguladores del crecimiento (Bashan & Holguin, 1997) como auxinas, citocininas y giberelinas, así como en la síntesis de precursores de estas hormonas, las que intervienen en el crecimiento, desarrollo y diferenciación de órganos en las plantas (Davis, Curry, & Steffens, 1991; Dubeikovsky, Mordukhova, Kochetkov, Polikarpova, & Boronin, 1993; Kuss, Kuss, Lovato, & Flôres, 2007). Al reducirse las deficiencias nutricionales, distintos procesos fisiológicos y metabólicos se realizan de forma más eficiente, adicionalmente, contar con una maquinaria microbiana anexa a su sistema radical, permite expresar mayor desarrollo y sanidad.


Ver Tabla 1



Aunque los arboles fueron sembrados en el mismo momento y se sometieron a las mismas condiciones de manejo y ambientales, posiblemente el estrés generado por la poda (T1), provocó reacciones hormonales, aumentó la actividad metabólica y la síntesis de proteínas y como respuesta se incrementó la población microbiológica de la rizósfera.

Correlación entre el número de colonias fijadoras de N y los contenidos de amonio y nitrato edáfico

Del contenido de MO 4,1%±0,59) se calcularon los niveles de NT 0,21%±0,03), lo que se considera un porcentaje bajo para clima frío, y en consecuencia los niveles de NH4+ y NO3– en la rizósfera, no fueron detectados en pruebas de laboratorio.

Correlaciones entre FN y las demás variables medidas

Se presentaron correlaciones positivas altas para FN: pH y Fe, que pueden indicar que los incrementos en UFC de FN obedecen a mayores disponibilidades de Fe y Mg en suelo. Caso contrario lo que sucede con FN en comparación con CO, MO, NT y Nd, en donde las correlaciones presentaron valores negativos altos, lo que indica que las UFC de FN son inversamente proporcionales a los contenidos de los elementos ya mencionados. Para las demás variables las correlaciones fueron cercanas a cero indicando poca a ninguna relación.

No se presenta relación de diazótrofos con el pH probablemente porque el rango de acidez es el indicado para su crecimiento y además estos microorganismos tienen un rango amplio de tolerancia con esta variable (Atlas & Bartha, 2001).

La baja correlación entre FN y P posiblemente se explica porque las bacterias emplean la MO del suelo o los exudados de la raíz como fuente de C, mientras que el P reportado en los análisis edáficos se encontraba en forma disponible (H2PO4–) que no puede ser empleado por las bacterias como fuente energética, dado que estas lo consumen de forma orgánica principalmente.

La correlación entre FN con Fe y Mg es positiva porque son dos cationes que intervienen en la fijación biológica de nitrógeno y son importantes a nivel de la enzima nitrogenasa al dar el poder reductor de la ferredoxina, además por la ferroproteína que conforma la estructura de la enzima, también el Mg es cofactor enzimático y contribuye en la transferencia de energía (Frioni, 1999).

El número de colonias de fijadores de nitrógeno presentes en la rizósfera de los olivos plantados en el Alto Ricaurte es en promedio 1,28×105 UFCg–1 de suelo, mientras que en otros estudios similares en Colombia, se encontró que en forestales nativos usados como sombrío en la zona cafetera es de 3×102; en cultivos de maíz en el departamento del Tolima es de 1×102; en sembradíos de café bajo sombra en Quindío hay 2,6×103; en café sin sombrío en el mismo departamento es de 5,9×103 y el suelos sulfatados de Boyacá se han encontrado en valores de 1×102 a 1×104 UFCg–1 de suelo, según lo reportado por Munévar (2013).

Como se observa son valores inferiores en el número de colonias de microorganismos diazótrofos excepto por un estudio realizado en la sabana de Bogotá en la filósfera de eucaliptos que produjo 3×105 UGC g–1 de suelo. Adicionalmente Atlas & Bartha (2001), mencionan que el número de fijadores de vida libre suele ser abundante, en especial en la rizósfera en contraste al suelo libre de raíces, pero la tasa de fijación de estos microorganismos es baja, aunque es favorable para la absorción por las plantas (Varela y Rueda, 2013).

Esto se debe a: las bajas condiciones nutricionales del suelo, el poco tiempo relativo de plantados los árboles (<4 años) y las incorporaciones de materia orgánica realizadas durante este tiempo (32 kg de compost árbol–1 aproximadamente), lo que ha favorecido este aumento poblacional; además las especies vegetales tratan de establecer una relación simbiótica o asimbiótica con especies microbianas, para propiciar esta cobertura vegetal en un terreno que no había sido cultivado antes (Munévar, 2013).

Los diazótrofos capturan e inmovilizan el nitrógeno en su metabolismo, reduciendo las concentraciones de amonio o nitrato en el medio (Munévar, 2013); aunque la ausencia de éstos compuestos nitrogenados favorece la presencia de fijadores de nitrógeno (Varela y Rueda, 2013) y como consecuencia se evidencia una relación inversa entre estas variables. Puesto que las concentraciones de NH4+ y NO3– en la rizósfera y los aportes en fertilización nitrogenada no superan los 10 g/árbol, no presentan una deficiencia de nitrógeno notable, lo que muestra que aunque la fijación de nitrógeno por diazotrofos es limitada, está se da en un tiempo corto, culminando el ciclo biológico y encontrando nitrógeno mineralizado a partir de los residuos de microorganismos (Frioni, 1999).

Uno de los árboles evaluados presentó clorosis foliar, que conforme con el análisis (tabla 2) es probable que obedezca a una deficiencia de nitrógeno. Este mismo árbol presentó el mayor número de colonias de diazótrofos, debido posiblemente a que las plantas al ser son sometidas a este tipo de deficiencia exudan compuestos orgánicos (Varela y Rueda, 2013) que favorecen el crecimiento de los microorganismos en la rizósfera que incrementan la absorción de nitrógeno. En esta misma unidad experimental se presenta el menor porcentaje de nitrógeno rizosférico, y obedece a lo analizado anteriormente, en que la relación es inversa entre nitrógeno total y poblaciones de diazótrofos (Burbano y Silva, 2013).



La tasa de fijación simbiótica por rizobios tiene la mayor contribución en las cantidades fijadas de nitrógeno, donde esta suele ser 2 o 3 órdenes de magnitud superior a las cantidades fijadas por microorganismos de vida libre (Atlas & Bartha, 2001), y además al haber simbiosis, las plantas usan el nitrógeno que fijan los nódulos directamente, siendo más eficiente la fijación simbiótica que la biológica, a nivel de la nutrición vegetal. Puesto que la raíz de los olivos no forman nódulos (Barranco et al., 2008), se presume que la única forma de fijación de N para este cultivo debe ser de carácter no simbiótico.

Conclusiones


	La población de fijadores de nitrógeno presentes en la rizósfera de los olivos plantados en el Alto Ricaurte fueron en promedio de 1,28×105 UFC g–1 suelo y presentaron mayor densidad poblacional en los árboles podados, comparados con los de libre crecimiento, posiblemente, como respuesta al estrés de procesos fisiológicos de la planta y el aumento de los exudados radiculares. Los microorganismos fijadores de nitrógeno tuvieron una correlación negativa con los contenidos de nitrógeno total edáfico y foliar, y no presentaron diferencias entre los tratamientos. El pH es la única variable afectada significativamente por los tratamientos. En los árboles podados tuvo valores ligeramente ácidos y tendiendo a la neutralidad en los árboles sin poda. Los valores de acidez son favorables para la mineralización de la materia orgánica.
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Resumen

Entre los meses de abril y julio de 2010, se evaluaron los efectos de diferentes sistemas agroforestales con caucho (Hevea brasiliensis Muell) sobre las propiedades físicas del suelo en área de lomerío en los municipios Belén de los Andaquies, Florencia y El Doncello (Departamento de Caquetá, Colombia). Se compararon los sistemas Hevea brasiliensis Muell asociado con frutales (SAF), H. brasiliensis Muell con vegetación secundaria (SAR), y H. brasiliensis Muell en monocultivo (Mhe) contra bosque secundario (Bs) y pastura nativa (Pna). Se usó un diseño bifactorial completamente al azar, con cinco tratamientos (SAF, SAR, Mhe, Bs, Pna) y dos horizontes (H–A, H–B). Las relaciones entre las variables físicas entre tratamientos se exploraron mediante un análisis de componentes principales y se evalúo el efecto de los arreglos agroforestales con una prueba de Monte Carlo. La compactación, la densidad real y humedad gravimétrica fueron similares (P > 0.05) entre H–A de Mhe y Pna. Se encontró un efecto significativo positivo (P < 0.05) de H. brasiliensis Muell en la densidad aparente, la compactación del suelo y la porosidad total en H–A de los sistemas SAF y SAR en comparación con las mismas propiedades en el sistema Bs. En general, se observa la incidencia de los arreglos agroforestales sobre la modificación de variables físicas del suelo en el piedemonte amazónico.

Palabras clave: Especies promisorias, arreglos agroforestales, manejo de suelos, piedemonte amazónico



Abstract

Between April and July 2010, the effects of different agroforestry systems with rubber (Hevea brasiliensis Muell) on the physical properties of soil in hilly area in the municipalities of Belén de los Andaquíes, Florencia and El Doncello (Department of Caquetá, Colombia) were evaluated. H. brasiliensis Muell as monoculture and associated with fruit trees (SAF) and secondary vegetation (SAR) were compared against secondary forest (Bs) and native pasture (PNA). A completely randomized two–factor design was arranged with five treatments (SAF, SAR, Mhe, Bs, and PNA) and two horizons (H–A, H–B). Relationships between physical variables between treatments were explored by using a principal component analysis, and the effect of agroforestry arrangements was assessed with a test of Monte Carlo. Compaction, real density and gravimetric moisture were similar (P> 0.05) in H–A of Pna and Mhe. A positive significant effect (P <0.05) of H. brasiliensis Muell in bulk density, soil compaction and total porosity in H–A of SAF and SAR systems compared with the same properties in Bs was found. In general, the incidence of agroforestry arrangements modifying soil physical variables in the Amazon piedmont was observed.

Keywords: Promising species, agroforestry arrangements, soil management, Amazon piedmont



Introducción

Las propiedades físicas son componentes importantes de la calidad de los suelos que resultan del equilibrio entre las fases sólida, líquida y gaseosa (Astier et al., 2002). La calidad relaciona la retención de humedad, la aireación, la actividad de los organismos, el desarrollo de raíces y el soporte de las plantas (Veun et al., 2014) con la productividad del suelo.

Los efectos de la deforestación y los sistemas de cultivos causan cambios drásticos en las propiedades físicas e hidrológicas del suelo (Li et al., 2007). En el Departamento de Caquetá (Colombia) la sustitución de la vegetación natural por pasturas y cultivos comerciales se encuentra en constante incremento, lo que ocasiona cambios no reversibles en las propiedades físicas del suelo. Los suelos más afectados por estas prácticas son aquellos formados en paisaje de lomerío caracterizado por un alto contenido de fracciones finas (arcillas) que se incrementa en el horizonte B (H–B), alta resistencia a la penetración y poca profundidad efectiva en el horizonte A (H–A), la cual varía entre 4 y 11 cm en sistemas agroforestales (SAF) con caucho (Zuluaga y Escobar, 2000). Estas propiedades físicas son modificadas por los cambios de cobertura de bosque natural a pasturas debido a que el porcentaje de microporos aumenta cuando los suelos están sometidos a pastoreo (Martínez y Zinck, 2004).

Los SAF ofrecen estrategias para la conservación de los suelos y contribuyen con residuos vegetales (hojarasca) y presencia de raíces (Idol et al., 2011), como se ha observado en plantaciones bajo sistemas agroforestales para rehabilitar Ultisoles degradados por la actividad ganadera (Escobar, 2004). Por tanto, el objetivo de esta investigación fue determinar la incidencia de sistemas agroforestales con Hevea brasiliensis Muell en las propiedades físicas de los suelos formados en paisaje de lomerío intervenido del Departamento de Caquetá.

Materiales y métodos

Localización y área de estudio

Las áreas de estudio se encuentran en los municipios Belén de los Andaquies, Florencia y El Doncello (Figura 1, Tabla 1) en el departamento de Caquetá (Colombia) bajo sistemas de coberturas de caucho (Hevea brasiliensis Muell) asociado con frutales (SAF), con vegetación secundaria (SAR), y en monocultivo (Mhe), que fueron comparadas con sistemas de bosque secundario (Bs) y Pastura nativa (Pna) (Tabla 2). La región se caracteriza por una temperatura media mensual de 24.8 °C, evaporación de 88.4 mm/mes, humedad relativa media de 87.1 %, brillo solar promedio de 121 h/mes y precipitación de 280.4 mm/mes (Corpoamazonia, 2009). La fisiografía corresponde a coberturas establecidas en suelos de lomas o colinas al interior del paisaje de lomerío que hace parte de la provincia fisiográfica Caquetá Amazónico.
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Toma y análisis de muestras

Las muestras de suelos fueron recolectadas en ambos horizontes en los diferentes sistemas agroforestales en cada uno de los municipios y estuvieron compuestas por cinco submuestras tomadas por triplicado cada 5 m en dirección opuesta a la pendiente. El análisis de las características físicas básicas del suelo aparece en la tabla 3.
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Diseño y análisis de datos

Los tratamientos fueron evaluados en los horizontes H–A y H–B, con nueve repeticiones en un modelo bifactorial con diseño completamente al azar en parcelas divididas. La parcela principal fue la cobertura y la subparcela cada horizonte. El modelo aplicado fue el siguiente:





Donde: Yijk = una observación, µ = media, Cbi = efecto del i–ésima cobertura, Єi = error debido a la cobertura, Hj = efecto de la j–ésimo horizonte, CbHij = interacción cobertura × horizonte, Єk(ij) = error debido al horizonte.

Análisis estadístico

Las variables físicas del suelo se analizaron mediante pruebas de estadística descriptiva y análisis de separación de medias mediante la prueba de LSD Fisher (P < 0.05). Además, se realizó un Análisis de Componentes Principales (ACP) para determinar la similitud entre las coberturas y explorar las relaciones entre dichas variables. Para evaluar el efecto de los arreglos agroforestales se hizo una prueba de Monte Carlo. El análisis de coordenadas principales se realizó utilizando el paquete R versión 3.1.1, utilizando la librería Ade4.

Resultados y discusión

El análisis de clúster mostró diferencias (P < 0.05) entre las tipologías de uso de suelo y entre los horizontes del mismo (Figura 2), posiblemente debido a la variación de los contenidos de arcillas entre H–A y H–B las cuales inciden en los contenidos de agua y aire en el suelo (Rucks et al., 2004). Dentro de los clúster se encontró que el sistema Pna se asocia principalmente al sistema Mhe, hecho atribuible a que ambos tenían tipos iguales de pastura manejadas en pastoreo continuo.
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Los valores medios de las variables físicas por horizonte y cobertura (Tabla 4) mostraron diferencias (P < 0.05) entre esta última para las variables penetrabilidad y temperatura, y diferencias (P < 0.05) entre horizontes para las variables profundidad, penetrabilidad y arcilla (%).



Los valores más altos de densidad aparente (Da) ocurrieron en los sistema Mhe y Pna, que presentaban pasturas sometidas a pastoreo. Las densidades del H–B de estas mismas coberturas (1.4 y 1.37 g/cm3) presentaban valores próximos al umbral crítico para el desarrollo radicular de las gramíneas, establecido en 1.46 g/cm3 por Vehimeyer y Hendrickson (1948). En este sentido, Pinzón y Amézquita (1991), encontraron que en los suelos del paisaje de lomerío amazónico colombiano, a medida que aumenta la profundidad aumenta la Da y con ella la resistencia a la penetración, y disminuye la porosidad.

De la misma forma, la resistencia a la penetración en el H–B de los sistemas Mhe y Pna presentó valores cercanos a 2 MPa (Tabla 3), lo cual es atribuible al pisoteo por los animales. Glinski y Lipiec (1990) consideran que valores de resistencia a la penetración por encima de 2 MPa impiden el crecimiento radical. No obstante la compactación y posible alteración radicular, estas coberturas continúan en producción, debido, posiblemente al suministro de recursos como agua y minerales a través de la aplicación de fertilizantes y las precipitaciones adecuadas para la planta (Sadras et al., 2005).



En el análisis de las interacciones entre el uso del suelo y los horizontes (Tabla 4) se presentó efecto (P < 0.05) para las variables penetrabilidad y profundidad, debido posiblemente a que la cobertura del suelo sólo alcanza a ejercer su efecto en las capas superficiales menos compactas y no en la zona profunda caracterizada por el sellamiento de poros y mayor densidad.

Los resultados más relevantes en la profundidad se evidenciaron en el H–A, con valores más altos para las coberturas Bs, Sar, y Saf, sin diferencias entre sí (Tabla 4, Figura 3a). Este hecho es atribuible a que los bosques y los sistemas agroforestales protegen el suelo de la erosión e incorporan materia orgánica para el mejoramiento de las propiedades del suelo, mientras que los cambios de cobertura para el establecimiento de pasturas conllevan pérdida de suelo superficial en áreas de pendientes y altas precipitaciones (Spain y Gualdrón, 1997).
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En el caso de la penetrabilidad (Tabla 4, Figura 3b) se observaron similitudes entre coberturas con presencia de especies leñosas perennes (SAF, SAR, Mhe y Bs). Las diferencias fueron observadas entre los horizontes H–A y H–B de suelos bajo coberturas de pasturas nativas con y sin H. brasiliensis Muell (Mhe y Pna, respectivamente). Ambas coberturas estaban manejadas con pastura nativa en uso permanente, pero la presencia de especies con estructura radicular leñosa en Mhe disminuye la resistencia del suelo a la penetración ocasionada por el pisoteo continuo del ganado.

En general, las coberturas con presencia de H. brasiliensis Muell asociado a otras especies presentaban mejores características físicas de suelos en términos de profundidad y penetrabilidad. Resultados similares fueron reportados por Zuluaga y Escobar (2000), al evaluar el efecto del manejo agroforestal en el desarrollo y producción de caucho (H. brasiliensis Muell) en dos áreas del piedemonte del Caquetá, debido a que la reducción en la compactación del suelo se debe, entre otros factores, a la modificación en la estructura radicular generada por los cambios de cobertura.

En la Figura 3, se observa el proceso agradacional de rehabilitación del suelo. Las variables profundidad y penetrabilidad (resistencia a la penetración) se comportaron mejor en las coberturas que presentaban mayor cantidad de especies leñosas perennes. Esto coincide con lo planteado por Serrão (1993), quien afirma que la presencia de árboles en el suelo a partir de los sistemas agroforestales mejora la sostenibilidad y el equilibrio del suelo y el ecosistema natural en todos sus componentes.

La profundidad del suelo se relacionó de manera positiva con la penetrabilidad sólo en H–B (Tabla 5) debido a que debajo de la capa orgánica, a medida que aumenta la profundidad, aumenta la compactación y con ello la resistencia a la penetración.



La densidad aparente (Da) se correlacionó positivamente con el contenido de arena (%) y la densidad real (Dr) en el H–A, hecho atribuible a que estas propiedades varían en función de la textura del suelo y el contenido de materia orgánica, entre otros factores. La Da se correlacionó negativamente en el H–B con el porcentaje de arcilla en el suelo, que es más abundante en este horizonte y de manera negativa con la porosidad total (Pt) y la humedad gravimétrica (Hg), lo cual, según Taboada y Álvarez (2008), se atribuye al hecho que en la medida que se incrementan los valores de Da, disminuyen los espacios porosos para el almacenamiento de aire y agua (Tablas 5 y 6).

También se encontraron correlaciones positivas entre Pt y Hg en H–A y H–B, ya que los espacios porosos determinan la disponibilidad de aire y agua en el suelo (Cerisola et al., 2005). La penetrabilidad presentó correlación con el porcentaje de arcilla, ya que los suelos arcillosos son más susceptibles a la compactación (Meek, 1996). La Hg se correlacionó de manera negativa con el porcentaje de arena y positiva con el de arcilla, debido a que la presencia de fragmentos gruesos en los horizontes del suelo disminuyen la retención de humedad hasta en 25 %. Las variables texturales se correlacionaron negativamente entre ellas (Tablas 5 y 6).





En la Figura 4, se observa la ubicación espacial de los arreglos agroforestales en el plano factorial F1/F2 del ACP de las variables físicas del suelo. El F1, que explica 45.3% de la varianza, opone sistemas (especialmente Bs y Pna) debido a su condición de uso que afecta variables como la densidad real (Dr). La prueba de Monte Carlo de permutación de las coordenadas de los puntos, indica que la separación entre los arreglos agroforestales es altamente significativa (P < 0.001) y explica 42.5% de la varianza. En general, se observaron diferencias contrastantes entre las coberturas en sistemas Bs y Pna, principalmente en la penetrabilidad, atribuidas al uso continuo de las pasturas, que conlleva mayor compactación (Pinzón y Amézquita 1991). De la misma forma, el control positivo (Bs) presentó fuerte correlación positiva e interacción con las coberturas Saf y Sar, debido al comportamiento de Da, Pt y profundidad. La cobertura Mhe se encontró fuertemente ligada a la Pna por la similitud de las variables Pn, Dr y Hg.
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Conclusión


	Las propiedades físicas del suelo debidas al establecimiento de sistemas agroforestales con H. brasiliensis Muell sobre suelos de lomerío del Departamento de Caquetá (Colombia) son similares a las encontradas bajo bosque secundario, principalmente en densidad aparente, porosidad total, penetrabilidad y profundidad del horizonte A.

	Cuando se establece H. brasiliensis Muell en monocultivo, las propiedades físicas de los suelos, principalmente la densidad real y la humedad gravimétrica, son similares a las encontradas bajo una cobertura de pasturas nativas.
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Effect of sucralose and biostimulant on pre-and postharvest of blueberries (Vaccinium corymbosum L. cv. Elliot ) under organic and conventional production systems
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Abstract

Blueberries (Vaccinium corymbosum L. cv. Elliot) from organic and conventional sources were subjected to either a pre-harvest application with an organic biostimulant or a post-harvest coverage with sucralose. Fruits were assessed in terms of firmness, dry matter, ascorbic acid, soluble solids, sensory attributes and color, during storage at 0 °C and RH of 90%, for a period of 21 days. Each trial with three treatments: T0correspondingto the control, T1to an application of biostimulant,22 days before harvest, and T2 to a post-harvest coverage with sucralose. Fruits were evaluated in sensory aspect, with the participation of thirteen panelists, on day fifteen after being harvested and stored. Evaluations of both maturity and quality parameters were performed on days 1,7, 14and 21post-harvest.Pre-harvest treatment with the organic biostimulant showed a higher variation in dry matter and soluble solids, but these variations are not significant. The group with a coverage of Sucralose showed a significant increase in fruit firmness. The best sensory evaluation, was given by the panelists to the organic farming. Fruit measurements, such as color, ascorbic acid and colorimetry showed no significant differences in the results. 

Keywords: Blueberries, organic farming, bio stimulating, sensory evaluation.



Resumen

En el estudio, frutos de arándanos (Vaccinium corymbosum L. cv. Elliot) provenientes de ensayos; cultivos orgánico y convencional, fueron sometidos a una aplicación en pre cosecha de un bioestimulante orgánico y una muestra similar fue sometida a una cobertura de sucralosa en postcosecha, con el objeto de evaluar la firmeza, el contenido de materia seca, ácido ascórbico, sólidos solubles y atributos sensoriales, además del color, durante un periodo de almacenamiento de 21 días a 0 °C y 90% de HR (humedad relativa). Cada ensayo consistió en tres tratamientos: T0 correspondiente al testigo, T1 con una aplicación de bioestimulante 22 días antes de cosecha, y T2 con una cobertura de sucralosa en postcosecha. La evaluación de los efectos de los tratamientos en los frutos incluyeron las condiciones organolépticas después de 15 días de almacenamiento con la participación de 13 panelista. el grado de maduración y la calidad los días 1, 7, 14 y 21 después de la cosecha. La aplicación del bioestimulante orgánico en pre cosecha favoreció la producción de materia seca y la concentración de sólidos solubles, siendo estas variaciones no significativas. La aplicación de una cobertura de sucralosa mostró un aumento significativo en la firmeza de los frutos. La mayor valoración sensorial fue obtenida con la aplicación de los tratamientos orgánicos. El color y la concentración de ácido ascórbico no variaron por efecto de los tratamientos. 

Palabras clave: Arándanos, cultivo orgánico, bio estimulante, evaluación sensorial.



Introduction

World production of blueberries is about 70 000 ha, of which 65% corresponds to wild blueberry production, which is geared entirely to the industry, mainly frozen. The organic blueberry market is large, motivated by a surcharge on the conventional product. Organic production in Chile started just a few years ago and is still underdeveloped. However, there is a comparative advantage of organic over conventional farming, creating great potential for strong growth in this sector (Berries of Chile, 2008). Between harvest and consumption, there are important losses in quantity and quality that affect berries commercialization. In this regard, it is recommended application of a rapid cooling treatment on blueberries immediately after harvested, in order to extend their post-harvest lifespan. Seaweed is used as the basis of various agricultural products, being most important those with biostimulant action. Biostimulants are biological molecules that work by enhancing specific metabolic and physiological expression in plants (Crounch and Vanstaden, 1993). Jones and Vanstaden (1997) pointed out, as benefits, the improvement of root growth and increase of fruits and seeds harvested (Zurawicz, Mazny and Basak, 2004). Furthermore, these compounds increase the degree of fruit ripening (Fornes, Almela, Abad and Agustí, 2002). Sucralose is extracted from sugar, with selective substitution of three hydroxyl groups by three atoms of chlorine in the molecule of sucrose, generating a very stable molecular structure and about 600 times sweeter than sugar (Navia, Dordick and Khan, 1995). Sucralose passes unchanged through the body, it is not metabolize and it is eliminated after consumption. When applied with a 1% solution on blueberries, it creates a protective layer, decreases gas exchange of the fruit, reducing respiratory rate and achieving higher post-harvest life.

Hypothesis is that pre-harvest application of a biostimulant, and post-harvest bath solution of sucralose would allow to maintain for a period of 21 days at 0 °C with 85% R.H. freshness of blueberries cv. Elliot grown under two production systems, organic and conventional.

The objective of this research was to evaluate: (1) the effect of a biostimulant applied pre-harvestand a post-harvest bath solution of sucralose on blueberries from two forms of cultivation, organic and conventional, (2) the action of a biostimulant and addition of sucralose solution on quality indices (ascorbic acid content, dry matter and firmness of fresh fruit), (3) the contentof soluble solids in blueberries with the pre-harvest application of a bio-stimulant and the post-harvest addition of a solution of sucralose and (4) the sensory attributes, such as aroma, taste, texture and acceptability on blueberry fruits.

Materials and methods

This study was conducted in the province of Curico, south central Chile in the 2008-2009 season and lasted four months. The trial consisted of the evaluation of maturity parameters, indices of quality and sensory attributes of fruit of high bush blueberry (Vaccinium corymbosum L.) cv. Elliot, from two forms of cultivation, organic and conventional, after pre-harvest application of an organic biostimul ant and by adding a solution of sucralose to cover post-harvest fruits. Blueberries came from two commercial orchards located in the Los Ríos region, southern Chile, the first in a conventional culture located in the commune of Mafil, located inthe39°39’ south latitude and 72°57’west longitude. The second organic garden, located in the commune of Lanco, located at 39°27’ south latitude and 72°43’west longitude. Both orchards have similar characteristics, 3 x 0.6 m planting distance, drip irrigation, date of establishment in 2005 and yield 8000 kg fruit/ha.

The blueberries were harvested in the early hours and selected for export in their own garden once full blue coverage, over 11°Brix, was achieved in the fruit. They were packed in175g buckets with perforated lid, immediately transferred to the storage facility and refrigerated. The storage facility and cold chamber were located at the Catholic University of Maule, Campus San Isidro, Los Niches road at 6 th km, province of Curico, Region del Maule, located at 35°01’ South Latitude and 71° 11’west longitude. The fruit was stored at0 °C and relative humidity (RH) between 85% to 90% for 21 days. Formulation of biostimulant Bio Mar 15® withactive ingredients (AIs) seaweed extract ( Ascophy llumnodosum ) 3%, fulvic acids derived fromLeonardite 10% and humic acids derived from Leonardite 5%. This product was provided by the company OIKOS®, and applied 22 days before harvest of blueberries, with a 10 L pump back, using 100 mL of AIs mixed with water. The post-harvest addition of 1% solution sucralose was performed before entry into the refrigerated chamber by immersing the fruit in this solution for 20 seconds at 12 °C. After this time, the fruits were removed through a sieve and dried at room temperature for approximately 30minutes.

Treatments

T0 was used as a control and two treatmentsT1 and T2, with three repetitions each was used for each form of cultivation, organic and conventional. T1 treatment corresponded to the application of Bio Mar15®product with a dose of4 L/ha and T2 corresponded to the treatment of blueberries in solution of 1% sucralose.

Evaluations were performed on the day of harvest (day 0) and days 7, 14 and 21 after harvest, during cold storage. Each measurement was performed with three replicates, the experimental unit being 150 g of blueberries, using a total of 20 kg of conventionally grown fruit and 20kg of fruit grown organically, from 60 shrubs for every form of culture.

Methods and measurement parameters and sensory attributes

Measurement of soluble solids and color were made in Agrozzi agribusiness laboratory in the province of Curico. The sample was ground with a power grinder model Mini pimmer® and thenfilter through asieve of 0.02mmin order to extract whole blueberry pulp. Fruit soluble solids measurement, °Brix, was performed with an electronic refractometer model RX-5000 in which was applied a small amount of blueberry pulp sample. Ascorbic acid content and dry matter was analyzed by a ISO 9000 certified private laboratory as its own methodology.
 
Fruit firmness was assessed using a Durofel instrument, which gave the values of firmness in the range of 0 to100, with 100 being the strongest value. Color blueberries pulp was measured with a Hunter Lab Color Flex CX1225® colorimeter, which yielded results on the Hunterlab scale for the parameters of brightness (L*), shades of red to green(a*) and shades of yellow to blue(b*).

Sensory attributes were measured every15 days after the fruit harvested by 13 trained panelists using a sensory evaluation, which consisted of a structured tasting primer. This primer measured the appearance and acceptability, on a scale from1 to 9. Also they were trained using a non-structured tasting primer where the panelist assessed the perception of sensory attributes of fruits such as: taste, aroma and texture (StoneandSidel, 1990).

For sensory evaluation a comparison was made completely at random among all treatments. It was analyzed both cropping systems independently; organic and conventional (Table1).
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The selected experimental unit corresponded to 150 g of blueberries. The experimental design of the trial corresponded to a completely randomized design. Both cropping systems were analyzed independently. Each of the three treatments consisted of three replications and 4 after harvest evaluation times. Data were evaluated with an analysis of variance and significant differences were found, it was performed Tukey's multiple range test at a significance level of 0.05.

Result and discussion

Fruit firmness

The post-harvest addition of sucralose, coupled with refrigerated storage time, caused significant effects on fruit firmness and quality characteristics of blueberries both organic and conventionally grown. In both cultivation alternatives, highest firmness of fruit was found in those subjected to treatment T2, in which fruits were treated with sucralose coverage, consistent with similar results presented by Allan, Forney, Carbyn, and Nichols (2001).

Higher firmness values for treatment T2 were a consequence of the coverage of sucralose present in the epidermis of the fruits. Coverage provokes an alteration in gas exchange, providing the blueberries with less weight loss and higher firmness. Besides, in blueberries new tendencies in storage such us a sucralose cover allowed to retain moisture better, thus the firmness of the fruit improved (Artes y Hernandez, 2004).

Fruit from both organic and conventional farming, presents the lower firmness on the first day of measurement, which corresponded to the harvest day (Figure1). The former is explained by the stress provoked by harvesting a fruit such as blueberry, which is very small. Such a stress is due possibly to the gas exchange process of respiration because of modified atmosphere and loss of water vapor.
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Pre-harvest applications of organic biostimulant did not affect fruit firmness, regardless of the form of cultivation. The results of this study did not show significant differences between the fruit under the three treatments.

Dry matter content

Pre-harvest application of organic biostimulant and the post-harvest addition of sucralose, coupled with refrigerated storage time did not cause significant effects on dry matter (%) of organically cultivated blueberries. Fruit dry matter (%) increased significantly regardless of treatment applied from day 14 of stored. Under T1treatment, fruit dry matter (%) reached higher values than those under going treatments T0 and T2. Pre-harvest application of organic biostimulant may increase dry matter (%) of fruits at harvest time, because they can increase the development, production and dry matter of fruits (Bietti and Orlando, 2003). Pre-harvest application of organic biostimulant, and the addition of sucralose during post-harvest, coupled with refrigerated storage time did not cause significant effects on(%) of dry matter in fruits of cultivated blueberries in a conventional manner (Figure2).
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Fruits on which treatments T1 and T2 were
applied, reached higher dry matter (%) withaverage values exceeding 17%, which would be more favorable to achieve higher post-harvest life of fruit and reach more distant markets (Valenzuela, 1999). This results are similar to that described by Redemacher (2004) for blueberries and plum fruits, after apre-harvest application of an organic biostimulant.

Soluble solids content

Pre-harvest application of organic biostimulant, and post-harvest addition of sucralose, coupled with refrigerated storage time did not cause significant effects on the soluble solids content, in fruits of blueberries cultivated in both organic and conventional manner. Blueberries evaluated with T1 treatment showed higher values of soluble solids throughout the storage period, seemingly caused by the pre-harvest application of a biostimulant, which, by increasing the calcium content in the middle lamella, would homogenize sugars in the fruit. Additionally, this would allow the fruit to achieve a greater post-harvest life. 4Blueberries from conventional farming and evaluated for treatment T2 showed higher soluble solids values throughout all the storage period. However, it is important to consider that concentration effect of soluble solids due to water loss was not considered in this study.

Blueberries under all the three treatments increased the soluble solids content throughout the storage period (Collins, Clark and Magee, 1994). Fruit soluble solids obtained from this trial of 13.2°Brix, are associated with a better aptitude for conservation, which would translate into a better post-harvest life of fruits. In this way blueberries with °Brix values lower than eleven, are too immature and without sweetness, due to inadequate harvest of the fruit which has not reached addecuated physiologic maturity. This situation did not occur with fruit son this study (Figure 3).
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Ascorbic acid content

Pre-harvest application of organic biostimulant, and post-harvest addition of sucralose, coupled with refrigerated storage time did not cause significant effects on the ascorbic acid content of blueberries organically cultivated.

Ascorbic acid is found in all plant cells, mainly in free form and probably bound to proteins. It is able to decrease the pH, besides it has a strong reducing power, without risk to health. Blueberries evaluated with T1 treatment had higher ascorbic acid content than the other three treatments, but such an increment was not significant.

The application of organic biostimulant based on seaweeds, fulvic acids and humic acids, would increase the vitamin C in blueberries, which is a nutritional advantage, due to the food antioxidant content. Blueberries evaluated with T1 treatment had higher ascorbic acid contents, being the pre-harvest application of organic biostimulant the cause of this increment of vitamin C as a source of antioxidants and also an indicator of quality characteristic of blueberries (Allan et al., 2001). The results obtained in this study regarding the ascorbic acid composition are similar to that found by Senser and Scherz(1999), who obtained a value of 18mg/100g (Figure 4).
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Coloration of thefruit

Pre-harvest application of organic biostimulant and post-harvest addition of sucralose, coupled with refrigerated storage time did not cause significant effects on the color, a*red tones, on blueberries grown inorganic form (Figure 5). Color evaluation is crucial because it is performed before other sensory attributes, therefore maybe exclusive. The evaluation of color, a* value red tones, of the pulp subjected to all treatments showed a color as expected.
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Color is an important factor in assessing the quality of blueberries. This property is linked to maturation, presence of impurities, poor storage condition and early alteration by microorganisms. The pulp of blueberries showed values of a* red tones of 22 with a colorimeter, which is consistent with that described by (Sapers, Burgher, Phillips, and Jones, 1984). Blueberry color is given by the presence of anthocyanins that give the fruit its pigmentation. Blueberries for all treatments tested values for flesh tones a*23.1 on average. In this regard. This phenomenon occurs due to the stability, at low pH values, such as that of the fruits, of flavylium cation, which is present in the molecule. However, the change to dark reddish color could demonstrate the pulp color change, mainly non-enzymatic browning due to sugars and amino acids affected by the heat from the grinding of the sample (Somogy, Ramaswamy and Hui, 1996).

Sensory evaluation

Panelists evaluated sensory attributes such as taste, aroma and texture at 15 post-harvest days of the fruit. A comparison was made completely at random between all treatments and both farming systems, organic and conventional, were independently analyzed (Table2).
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Taste

This sensory attribute, measured 15 days after the trial, is associated with the feeling of human experiences when it is consumed a particular food or fruit. Acceptability of the fruit by consumers relies on this attribute (Stone and Sidel, 1993). With regard to measurements of the attribute taste during the sensory evaluation, in every form of culture, the panelists attribute greater value to the fruit subjected to treatments T3O and T3C, both based on a coverage with sucralose (Figure 6).
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It was obtained significant differences (Table 2) between fruits from treatments with post-harvest application of sucralose for both forms of cultivation. This could be perceived by the panelists because they assessed as best the organically grown fruit.

Elliot cultivar has higher acidity than other blueberry cultivars, thus from the sensory point of view, citric acid is detected very rapidly in the tasting, provoking a strong impression (Anzaldúa and Morales, 1994). This acidity is masked by the sucralose coverage causing a greater pleasure by the panelists when eating the fruit.

Aroma

The fruit from each cultivation system subjected to different treatments, show no significant differences as to aroma attribute. However, higher values were reached for blueberries from an organic farming system (Table 2). Blueberry aroma comes from a variety of chemical compounds from the family of volatile aromatics. These components are quite soluble in water so it is difficult to separate them from the pulp (Prior et al., 2001).

Texture

Texture is one of the most important sensory attributes for the possible product acceptance by consumers. Consequently, the best assessment of the texture can be done through the sensations experienced in the mouth (Stone and Sidel, 1993). The panelists rated better the texture of fruits subjected to treatmentsT2 O and T2C, both treatments had a pre-harvest application of organic biostimulant, and fruits from treatments T3O and T3C, both with post-harvest coverage with sucralose were rated as better as well. This result applies for fruits from both organic and conventional cultivation.

Panelists perceived more textured fruits in treatments T1C,T2C and T3C,which were conventionally grown, however, these values are not significant (Table 2).

It could be delayed the softening of blueberries using covers. These provoke an alteration of gas exchange, which is reflected in a lower weight loss and fruit firmness (Mainland, 2002). Other author sindicate that use of coverage in small fruits such as blueberries, decrease drespiratory rate, reducing loss of water inside the fruit and thus the firmness (Rodriguez, Ramos, Pistonesi, Del Blanco y Agullo, 1998), so that, in this test, panelists found a more crispy fruit for those samples with these treatments.

Appearance

Fruit appearance, as evaluated by the panelists, considers all that is visually perceived from food, such as size, color, consistency and the presence of defects. Panelists described a better appearance to the conventionally grown blueberries. Within this system of production, fruits subjected to treatment T2C reached the highest values of appearance. This treatment is a pre-harvest biostimulant application, the obtained values were not significant (Table 3). Regarding appearance, panelists did not find significantly differences between the fruits under the three treatments, both pre and postharvest, derived from both organic and conventional farming (Table 3).
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Acceptability

The analysis of acceptability is used to determine whether the product will be rejected or accepted by its potential consumers. This assessment delivers the quantification of the magnitude of the acceptability of a product. During the sensory evaluation, panelists gave the same degree of acceptability to the fruits from the organic farming system, independent of the treatment applied in pre and postharvest.

The panelists gave the highest values of acceptability to blueberries under T3C treatment from a conventional culture system, with an addition of coverage of sucralose. This result was statistically significant between the other treatments (Table3). These data correlate with those found in the taste evaluation where blueberries under T3C treatment had higher values than the rest.
 
The cover age with sucralose retained better the properties of blueberries, thus reducing the alterations produced by the action of cold storage, temperature, relative humidity or even the food's biological activity itself (Catalá and Gavara, 2001). Similar results were found byWeber (2009), who mentioned that edible coatings provide a barrier to moisture and aromas, which can improve their sensory or nutritional properties for trading.

Fruit firmness from both types of cultivation, organic and conventional, showed significant increases with post-harvest coverage with sucralose (T2 treatment). Fruit soluble content from both conventional and organic farming showed a positive trend during the 21days of refrigerated storage, reaching higher values (13.2°Brix) when the application of biostimulant was done during the pre-harvest period. Panelists identified better taste, aroma and acceptability of the fruit from organic sources under all treatments. Regarding appearance and texture, panelists gave a higher score to those fruits from the conventional culture system.
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Resumen

La mora (Rubus alpinus Macfad) es un cultivo agrícola rentable para pequeños productores que no cuenta con herramientas tecnológicas poscosecha suficientes, que les permite ser más competitivos en el mercado nacional e internacional. En el trabajo se evaluaron parámetros fisicoquímicos de frutos de mora en un diseño factorial 4 × 2 con cuatro repeticiones donde el primer factor correspondió a las fincas de cultivo y el segundo a los grados de madurez. Se midieron las variables pH, sólidos solubles totales, acidez total titulable, índice de madurez, firmeza, diámetro y longitud del fruto. Se encontró que los estados de madurez, las condiciones edafoclimáticas de la zona y el manejo agronómico influyen directamente sobre las características fisicoquímicas del fruto, siendo el estado de madurez grado 6 el que presenta las características organolépticas optimas de consumo y procesamiento del fruto en fresco.

Palabras clave: Poscosecha, grados de madurez, calidad organoléptica.



Abstract

Blackberry (Rubus alpinus Macfad), is an agricultural profitable crop for small producers, but it does not have enough technological postharvest which allows them to be more competitive at the national and international market. Therefore, this research sought to characterize the physicochemical parameters of blackberry fruits (Rubus alpinus Macfad). A randomized block design with factorial arrangement 4×2 were carried out, where the first factor fitted to the farms (Betania, El Alisal, Los Alisos and La Esperanza) and these condone to the conditions of (five and six) maturity. Variables were measured for pH, total soluble solids, titratable acidity, maturity index, firmness, and diameter and finally, the fruit length titratable. In conclusion, conditions of maturity, soil and climate conditions in the zone and agronomic management, influence directly the physicochemical characteristics of the fruit.

Keywords: Post-harvest, maturity conditions, organoleptic quality.



Introducción

Colombia tiene alto potencial en producción de frutales, siendo el género Rubus un renglón importante para generar desarrollo económico entre grandes y pequeños productores. A nivel mundial se estima que existen entre 700 y 750 especies distribuidas en 12 géneros, siendo Rubus el de mayor número de especies dentro de la familia Rosaceae. Especies de los subgéneros Idaeobatus y Rubus han sido domesticadas y conforman un valioso grupo de frambuesas, moras, frutas árticas y frambuesas con flores, altamente heterocigotas (Ayala, 2013).

Con excepción de antártica, las especies de este género se encuentran distribuidas en zonas de alta montaña tropical desde México hasta Ecuador. Por tal razón, son reconocidas como las moras de los Andes y entre ellas se han reconocido 44 especies. Para el caso de Colombia, las especies tienen una amplia distribución latitudinal y geográfica e incluyen 24 taxa: R. acanthophyllos, R. adenotrichos R. alpinus, R. bogotensis, R. choachiensis, R. compactus, R. coriaceus, R. eriocarpus, R. floribundus, R. gachetensis,R. glabratus R. glaucus, R. guyanensis, R. idaeus, R. lechleri, R. macrocarpus, R. megalococus, R. nubigenus, R. porphyromallos, R. robustus, R. roseous, R. rosifolius,R. urticaefolius, y Rubus sp. (Álvarez, 2009).

Para 2005, se estimó que la producción mundial de especies Rubus fue de 154,644 t, producidas en 20,035 ha cultivadas a nivel comercial. Europa fue el continente con mayor área sembrada (7692 ha), seguido en su orden por Norteamérica, Centroamérica, Suramérica, Asia, Oceanía y África (Ayala, 2014). En la actualidad, Colombia produce cerca de 8 t/ha (Agronet, 2011), especialmente mora de castilla (R. glaucus).

Los estudios poscosecha con frutos de esta especie buscan manejos adecuados que garanticen la calidad y los requisitos de comercialización, teniendo en cuenta los cambios fisicoquímicos que se presentan durante los estados de madurez, que dependen de diversos factores como luz, temperatura, humedad, fertilidad del suelo, entre otros (Gómez-Romero et al., 2010). Además, factores físicos como el color y su uniformidad son parámetros que definen directamente la calidad de los frutos, debido a que se considera que interfiere con características como sabor y su intensidad y sanidad.

La mora de castilla se clasifica como un fruto no climatérico con vida poscosecha corta (Galvis, 2005). Durante el proceso de maduración sufre continuos cambios fisicoquímicos que afectan su aceptabilidad, calidad y tiempo de almacenamiento (Ayala et al., 2013) reduciendo el contenido de ácidos orgánicos, favorece la perdida de firmeza y aumenta la concentración de azúcares, entre otros. No obstante, en zonas donde se cultiva comercialmente R. glaucus en Colombia se pueden encontrar algunas especies silvestres, que tienen un alto potencial comercial, entre ellas, R. alpinus, de las cuales aún no se conocen el comportamiento fisicoquímico de sus estados de madurez y su relación con la calidad, los requisitos comerciales y la competitividad del fruto en el mercado. Por lo anterior, esta investigación tuvo como objetivo caracterizar los parámetros fisicoquímicos de los estados de madurez 5 y 6 de frutos de mora R. alpinus como indicadores de comercialización del producto.
 
Materiales y métodos

La recolección de los frutos se realizó en las fincas Betania y el Alisal, vereda Montesuárez del municipio de Arcabuco, Boyacá, Colombia; Los Alisos en la vereda Saavedras de Morales; y la esperanza en la vereda Saavedras de Roncancios, municipio de Gachantivá, en el departamento de Boyacá (Colombia) (Tabla 1). Para la identificación taxonómica de la especie se utilizaron descriptores cualitativos y cuantitativos (Ayala, 2014). Todas las fincas están ubicadas entre los 2400 y 2500 m.s.n.m., con temperatura promedio de 13-15 °C, y precipitación anual entre 1300 a 1900 mm. Los cultivos consistían en 1100 plantas/ha, aproximadamente, sembradas a 3 m entre surcos y plantas, tutoradas con sistema de conducción en ‘T’, y en edades entre los 2 y 3 años. Los frutos recolectados fueron tomados de forma aleatoria directamente de la planta y empacados en recipientes plásticos con capacidad para 1 kg. Los frutos presentaban grados de madurez 5 y 6; para esta clasificación se utilizó la tabla de color de mora de castilla según la NTC 4106 de1997. Los parámetros fisicoquímicos fueron determinaron en el Laboratorio de Fisiología Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia, sede Tunja, e incluyeron: pH, solidos solubles totales, índice de madurez, acidez total titulable, diámetro, longitud y firmeza
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pH. Se tomaron 5 ml de jugo de mora en el estado de madurez respectivo para medir el pH con un potenciómetro previamente calibrado, con soluciones buffer de pH 7 y 4.

Sólidos solubles totales (SST). Se determinaron como grados °Brix mediante el uso del refractómetro digital Hanna (Hanna instruments,Woonsocket, R) de rango 0 a 85% con precisión 0.1°Brix.

Acidez total titulable (ATT). Se midió de acuerdo con la metodología de la AOAC (AOAC, 1995), mediante cálculos con volumen de NaOH, incorporado en 5 g de jugo del fruto, 3 gotas de fenoftaleina en una titulación potenciométrica hasta pH de 8.2, para ello se utilizó la fórmula:






Donde:

A = Volumen de NaOH utilizado.

B = Normalidad del NaOH (0.097).

C = peso equivalente expresado en g de ácido predominante en el fruto (ácido málico 0.067 g/meq).

D = peso en gramos de la muestra utilizada.

Índice de madurez (IM). Se calculó como la relación entre SST/ATT.

Diámetro ecuatorial y longitud. Se midió con calibrador o ‘pie de rey’.

Firmeza del fruto. Se midió en Newton (N) mediante el penetrómetro digital PCE-PTR200 con aproximación 0.05 N.

Análisis de datos

Se utilizó un diseño experimental factorial 4 × 2
donde el primer factor correspondió a las fincas y el segundo a los estados de madurez 5 y 6, con cuatro repeticiones, para un total de 32 unidades experimentales, cada una compuesta por 10 frutos. Con los datos obtenidos se efectuaron análisis de varianza (Anova) para determinar la presencia de diferencias estadísticas significativas entre los estados de madurez, las fincas y la interacción entre ambos, utilizando la prueba de comparación de Tukey (P < 0.05). Los análisis se realizaron con el programa estadístico R versión 3.1.1. ®, debidamente licenciado.

Resultados y discusión

pH

Los valores de pH en frutos de mora no mostraron diferencias estadísticas significativas para fincas (P > 0.05), como sí ocurrió para estados de madurez y la interacción finca por estado de madurez (P < 0.05). Esto se debió a la actividad enzimática que promueve la acumulación de azucares durante el llenado de frutos, ya que ésta ocurre vía simporte, lo que hace que disminuya la concentración de H+ a nivel vacuolar en las últimas fases de maduración. En este caso los iones H+ conforman sustratos como sacarosa y glucosa, haciendo que la concentración en la vacuola disminuya, evidenciando ligeros cambios de pH, y reducción de la acidez y mejoramiento en el sabor de los frutos (Ayala, 2014).

Es importante mencionar que en la mayoría de los frutos tropicales cerca del 90% del volumen celular es ocupado por la vacuola, la cual tiene un pH que oscila entre 5 y 5.5, coincidiendo con lo reportado para mora por Ayala et al. (2013), y Pinzón et al. (2007), en gulupa (Pasiflora edulis Sims). No obstante, en algunos frutos como los pomelos, limones y cerezas el pH vacuolar es inferior a 3 (Taiz y Zeiger, 2006).

SST (°Brix)

Los SST no presentaron diferencias estadísticas significativas entre fincas, donde el valor más alto se obtuvo en la finca 3 con 7.98 °Brix. Para el factor grado de madurez se encontraron diferencias estadísticas significativas, con valores promedio de 6.53 ± 1.29 para el estado de madurez 5 y 8.11 ± 1.39 para el estado de madurez 6 (Figura1A). Para la interacción estados de madurez y fincas se presentaron diferencias estadísticas significativas, donde en la finca 3 los frutos en estado 6 de madurez presentaron un valor promedio de 9.0 °Brix; en comparación con la finca 1 en estado de madurez 5, con un valor promedio de 5.5° Brix (Figura 1B).
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Lo anterior puede ser explicado teniendo en cuenta que algunos solutos se depositan en las vacuolas y a medida que avanza el proceso de maduración en el fruto, estos solutos son convertidos en azucares, lo que concuerda con Ayala et al. (2013) quienes encontraron un aumento de SST del estado 5 al 6 en frutos de mora castilla.

En el caso de bayas, y en particular de mora, se puede establecer que estos frutos no poseen altas cantidades de almidón Wills et al (1998), por consiguiente, el aumento de los SST posiblemente este influenciado por la transformación de ácidos orgánicos en azucares, predominando en la mora el ácido málico según la NTC 4106 de 1997.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en los estados 5 y 6 para R. alpinus (6.53 y 8.11° Brix, respectivamente) se puede establecer el potencial a nivel comercial y agroindustrial de estos frutos, según la NTC 4106 de 1997. Según Alzate et al. (2010), estos valores son debidos al mejoramiento de algunas actividades precosecha como las podas y la fertilización, además de las condiciones agroecológicas de la zona, el grado de madurez y principalmente la variedad (Grijalba, 2010).

ATT

Para este parámetro no se encontraron diferencias (P > 0.05) entre fincas; no obstante para el factor estado de madurez (Figura 2A) y la interacción estado por finca si se presentaron diferencias (P < 0.05), donde los frutos en estado de madurez 5 en la finca 3 presentaron valores promedio de 2.36, en comparación con frutos en la finca 4 y estado de madurez 6 con un valor promedio de 1.44 (Figura 2B).
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La mora R. alpinus presentó una disminución de la acidez titulable con el paso del estado de madurez 5 al 6, debido a que los ácidos orgánicos son usados como sustratos respiratorios (Kays, 2004). Esto coincide con lo reportado por Ayala et al. (2013) en mora castilla (R. glaucus) quienes encontraron una disminución de la ATT en los mismos estados de madurez.

De acuerdo con la norma NTC 4106 de 1997 la acidez titulable para estados de madurez 5 y 6 corresponde a 2.8 y 2.5, lo que convierte a R. alpinus en una especie con potencial para el consumo en fresco y para la industrialización, con valores de 2.28 y 1.85 para estos mismos estados.

Índice de madurez (IM)

Esta variable mostró diferencias (P < 0.05) entre cada uno de los factores evaluados (fincas, estados de madurez e interacción). En frutos de la finca 4 se presentó el mayor IM (4.75), mientras que en las fincas 2 y 1 estos valores fueron, respectivamente, de 3.18 y 3.09 (Figura 3A). Para los estados de madurez 5 y 6 se encontraron valores de IM promedios de 2.94 ± 0.86 y 4.76 ± 1.52, respectivamente, (Figura 3B). En la finca 4 los frutos con estado de madurez 6 mostraron el mayor valor promedio de IM (6.19), mientras que en la finca 1 los frutos con estado de madurez 5 presentaron un valor promedio de 2.41 (Figura 3C).
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El IM es importante para la transformación o consumo del fruto en fresco, además es un índice de maduración útil en los procesos exportación. El incremento en el IM es debido, también, a una disminución en el contenido de ácidos orgánicos (Taiz y Zeiger, 2006) lo cual aumenta la calidad organoléptica del fruto.

Según la norma NTC 4106 las exigencias de la industria procesadora de frutas, con relación al IM, debe ser 2.2 °Brix/% ácido málico. En este estudio este valor se alcanzó desde el grado 5 de maduración (2.9 °Brix/% ácido málico).

Diámetro y longitud del fruto

El diámetro de los frutos de mora R. alpinus presentó diferencias entre fincas, estado de madurez y su interacción (P < 0.05), en el primer caso los mayores valores se encontraron en las fincas 2, 4 y 1 (Figura 4A); para el caso de estados de madurez el mayor diámetro se presentó en el estado 6 (1.31 cm) (Figura 4B); para la interacción el mayor valor se encontró en la finca 4 en estado de madurez 6 (1.39cm) (Figura 4C).
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En la longitud de los frutos de mora R. alpinus fue diferente para el factor fincas, estado de madurez y su interacción (P < 0.05). En el caso de las fincas (Figura 5A) el mayor valor fue de 2.27cm. En los estados de madurez (Figura 5B) el estado 6 presentó el mayor valor con 2.25 cm: En la interacción el mayor valor fue de la finca 2, en estado de madurez 6 (2.49cm) (Figura 5C).
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Los parámetros diámetro y longitud mostraron un comportamiento ascendente en el proceso de maduración, lo cual coincide con los hallazgos de Ayala et al. (2013 b) quienes encontraron diámetros de 1.9 y 2 cm para estados de maduración 5 y 6, respectivamente, a la par de longitudes de 2.8 y 2.7 cm.

Según la norma NTC 4106 R. alpinus, por su diámetro, presenta frutos con calibre D y E (entre 13 y 14 mm de diámetro).

Firmeza (N)

La firmeza en los frutos de mora R. alpinus presentó diferencias (P < 0.05) entre fincas, estado de madurez y su interacción: Para fincas el mayor valor se encontró en la finca 4 (Figura 6A), para el caso de estados de madurez el mayor valor se presentó en el estado 5 (8.48 N) (Figura 6B). Para la interacción el mayor valor ocurrió en la finca 4 en estado de madurez 5 (11.17N) (Figura 6C).
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Esta disminución de consistencia se debió a la hidrólisis de almidones y pectinas, que influye en la degradación de las paredes celulares y el debilitamiento de las fuerzas cohesivas que mantiene la unión entre células, lo que aumenta el ablandamiento de los frutos (Arias, 2000). La mora de castilla (R. glaucus) presenta una firmeza entre 2.5 y 2.25 N; en el caso de la mora brazos presentó valores de 2.45 y 1.86 N para grados de madurez 4 y 5 respectivamente. Pulido, (2012) en la zona de Silvania, Cundinamarca, encontró valores de 7.74 N para grado de madurez 6.

Conclusiones


	Rubus alpinus presentó un valor promedio de 8.18 °Brix, con un alto potencial tanto comercial como fruta fresca y agroindustrial como fruta procesada.

	Las características fisicoquímicas de los frutos de mora en las zonas de estudio presentaron diferencias significativas entre fincas, lo que se atribuye a factores como el manejo agronómico y las condiciones edafoclimáticas de las zonas.
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Effect of nitrogen fertilization on soil microbial biomass in an Oxisol cultivated with irrigated barley in the Brazilian Cerrado
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of different nitrogen doses and five period of sample collection, on soil microbial biomass – nitrogen (SMB–N), total nitrogen (total N) and percentual ratio of the microbial biomass and total N (SMB–N/total N) in a Oxisol cultivated with barley (Hordeum vulgare L.). The experiment was installed in June, 2005, in an area located at Embrapa Cerrados, Federal District. The experimental design was a randomized block, with three replicates. The plots received doses of nitrogen: 20 – 40 – 80 kg ha–1 N and a control without it and the subplots were period of soil sample. Three applications of N were realized: 10 kg ha–1 on the 5th day (06/14) after sowing; the rest of N was parceled in two applications with fertigation, on tillage, on the 27th (07/08) DAP, e no 43rd (07/22) DAP. Soil samples layer (0 – 10 cm deep) were collected for (SMB–N) determination and total N in six periods: 02 days before of the first fertigation; 02 days after of the first fertigation; 04 days before of the last fertigation and 04 days after of the last fertigation; on flowering stage and after harvesting. There was effect of the doses of N and the period of soil collection on the SMB–N, total N and in the ratio SMB–N/total N. The average values of total N revealed steadier in short–term (cycle of the culture) and this was not a good parameter to evaluate the behavior and N transformations in the soil–plant system. 

Keywords: Cerrado, Hordeum vulgare L., Microbial biomass, Nitrogen, Soil quality.



Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes dosis de nitrógeno y cinco período de muestreo en la biomasa microbiana del complejo suelo – nitrogeno (BMS–N), nitrógeno total (N total) y la relación porcentual de la biomasa microbiana y N total (BMS–N/N total) en un Oxisol cultivado con cebada (Hordeum vulgare L.). El estudio se inició en junio de 2005 en la estación experimental de la Empresa de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa–Cerrados), Distrito Federal, Brazil. El experimento se dispuso en bloques al azar con tres repeticiones. Las parcelas recibieron dosis de nitrógeno: 20 – 40 – 80 kg/ha de N más un control sin N, y las subparcelas fueron el periodo de muestro. Las aplicaciones de N se realizaron de la forma siguiente: cinco días después de la siembra (dds) se aplicaron 10 kg/ha y el resto de la dosis se aplicó con fertirrigación en dos dosis 27 y 43 dds. Las muestras de suelo (0–10 cm de profundidad) para determinar BMS–N y N total fueron tomadas, 2 días antes e igual número de días después de la primera fertirrigación y 4 días antes y después de la última, en floración y después de la cosecha. No se encontró efecto de las dosis de N y el período de muestreo en el BMS–N, N total y en la relación BMS–N/N total. Los valores medios de N total fueron más estable en el corto plazo (ciclo de la cultivo) lo que indica que éste no es un buen parámetro para evaluar la dinámica del N y sus transformaciones en el sistema suelo–planta.

Palabras clave: Cerrado, Hordeum vulgare L., Biomasa microbiana, Nitrogeno, Calidad del suelo.



Introduction

The barley cropping in Brazilian Cerrado is a suitable alternative for crop rotation, due to the local climate and soil well adapted, high yield potential, and can be employed non–tillage system due to high dry matter production.

The soil fertilization practice is a fundamental practice for the farmers, when applied properly. Fertilization primary aims to maintain or increase the availability of soil nutrients and organic matter, because the incorporation of essential elements can replace those lost by soil leaching, erosion, complexion, immobilization, fixation, volatilization, denitrification, and plant uptake (Sanchez, 1981; Hargrove & Thomas, 1984).

In tropical zones, the soils in general have been weathered and leached consequently having low fertility. In this situation, the soil organic matter can be considered a major source of energy and nutrients to the system due to their ability to maintain soil productivity (Xavier et al., 2006). Thus, the soil natural fertility depends on organic matter dynamics and nutrient cycling, which are usually catalyzed by soil microbial biomass (SBM) (Melloni et al., 2001; Billings & Ballantyne, 2013).

The SBM is defined as the smallest fraction of soil organic C and constitutes a significant portion of the available N available to plants. The SBM represents a fast cycling, strongly responds to seasonal fluctuations in humidity and temperature, the cultivation and organic matter management. The variations on macroclimatic conditions affect the activity and soil microbial biomass and subsequently in global cycle of C and N (Gama–Rodrigues et al., 2005).

The soil microbiota functions are decomposition of soil organic matter, nutrient cycling and energy flow, It also changes carbon storage and mineral nutrients availability (Matsuoko et al., 2003; Singh et al., 2011). In addition, biochemical transformers of organic compounds, SMB compose a reservoir of N, P and S (Wardle, 1992; Melloni, 2001). It contains between 2 to 5% of carbon, 1 to 5% of nitrogen and 2 to 20% of organic phosphorus in tropical soils (D'Andrea et al., 2002). The amount of nutrients immobilized in biomass can reach values above 100 kg ha–1 of N. The N retained in biomass is released with the death of microorganisms and are mineralized by the remaining, in environmental stress soils, most of the mineralized N might be of originated from microbial source. The MB acts as a buffer for soil nitrogen, because it controls the availability of nutrients through mineralization processes and immobilization (Paul, 2007). The microbial activity and biomass are influenced, among other factors, by temperature, moisture, aeration, fertilizer and availability of substrate in soil (Coser et al., 2007; Harrison–Kirk et al., 2014).

The monitoring of soil biota allows to evaluate not only the soil quality but also the production system, since it is related to decomposition and nutrient cycling in the soil–plant interface.

The application of fertilizers through irrigation, the fertigation, is a routinely adopted practice, with some advantages such as: savings in laboring, the application of the products at any stage of the cropping, divide the doses of nutrients, and finally to efficiently control the using of nutrients (Costa et al., 1994; Ebrahimian, 2014).

The microbial biomass nitrogen (SMB–N) is easily available fraction, but little is known about the biotic and abiotic factors that affect their dynamics on growth of malting barley (Hordeum vulgare L.) in the Brazilian cerrado with fertigation. Thus, studies on microbial biomass could allow associating the amount of immobilized N and microbial activity with the potential of soils to supply this nutrient to barley.

This study aimed to evaluate the effect of nitrogen applied through fertigation, and harvest dates on soil microbial biomass nitrogen (SMB–N), total soil nitrogen (total N) and the percentage ratio of nitrogen from SMB and soil total nitrogen (SMB–N / total N) in barley.

Materials and methods

Experimental area characterization

The field experiment was conducted between June and September of 2005, at the Experimental Station of Embrapa Cerrados (CPAC) in Planaltina city–DF–Brazil, (15°35’30”S and 47°42’30”W, with 1,007 m of altitude).

The soil of the experimental area was classified as a typical red clayey Oxisol (LVd) (Embrapa, 1999), cultivated during 15 years. Historically, the brachiaria grass (Brachiaria decumbens) was cultivated in the last three years before barley cultivation. At the end of each cycle, the grass was cut and removed from the area in order to exhaust the soil nitrogen. Before cultivate the plant drought was performed for the direct seeding, but the machine damaging prevented the planned system, so the conventional tillage was applied for that.

The area preparation consisted of plowing down, followed by disking. The fertilizers were applied before planting as follows: 165.2 kg ha–1 of potassium chloride, and 138.8 kg ha–1 of triple superphosphate, distributed manually and then the fertilizers were incorporated into the soil by disking. The soil chemical properties were determined according to the methods proposed by Embrapa (2006), which are shown in Table 1.
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The experiment was conducted under conventional tillage system in randomized blocks with three replications; plots received nitrogen rates: 20 – 40 – 80 kg N ha–1 and a control, and the subplots represented soil collected stages. The urea [(NH2)2CO2] was applied as a nitrogen source through fertigation. Nitrogen fertilization was applied three times (Table 2).
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The barley genotype used was the AF9585 due to its response to nitrogen fertilizer and might be launched as an alternative to irrigated farming in the Brazilian cerrado. The crop seeding was done in June 9, 2005, where each plot (2 × 4 m), with spacing of 0.20 m between lines, composing 10 rows of plants per plot. The sampled area of each the plot was established by five lines to evaluate chemical and biological soil properties.

Irrigation was performed when the tensiometers reached the predetermined values of 100 kPa for barley, and 400 mm of water were applied during the whole crop cycle.

Soil samples were taken using the Dutch auger at 0–10 cm, inside the plots to avoid the borders effect, in a zigzag system between the lines, with attention to not collect samples from different periods in same location. The soil sampling was done in six periods for the SMB–N and Total N (Table 3).
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Results and discussion

There was a significant interaction between nitrogen and sampling times in the SMB–N (Table 4). The overall data showed a downward trend in SMB–N at the end of the crop cycle in all treatments. In the first and second sampling times, there was no significant difference between treatments in SMB–N (within each dosage), but in the control treatments, these values were similar in the 4th and 5th sampling time and higher than other sampling times (3rd and 6th). Probably the N immobilization by microorganisms could occur in the first two collections, whereas at 25 and 29 days after seeding the plant was still in the early stages of development so the demand for nutrient was low.
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In the 3rd sampling, the control had reduced their values significantly from 33.10% compared to the first time. With this reduction the SMB–N, perhaps the soil N was not immobilized by microorganisms may promote N availability to plants which at this stage (39 days after seeding) the tillage was done. In 4th sampling of the same treatment there was a significant increase of 46.35% in SMB–N, compared to the 3rd one. It suggests that a favorable condition to stimulate microorganisms could occur, such as water content and substrate availability. Maybe because the plant was under a stress condition caused by lack of N necessary to meet their demands, which could stimulate the growth of root system to make easier the N immobilization at this stage (before flowering). The higher root density can release more carbon and other compounds to the soil especially through the decomposition of dead roots.

In the 5th sampling there was a reduction on values, without any significance. Interestingly, the most expected rhizosphere effect during flowering period was not detected here. The rhizosphere of grasses have strong effect due to its extensive root system, which usually has high rate of nutrient cycling (Santos et al., 2004) to make available organic compounds of easy degradation. Such compounds are used as an energy source on microbial growth (Freixo et al., 2002). Also, root exudates have strong effect on soil microbial communities (Chaparro et al., 2012)

In the 6th one there was a reduction of 29.58% in the control treatments compared to the previous sampling and storage of SMB–N at end of crop cycle corresponding to 32.08% of the first sampling. These data suggest that part of SMB–N have been used by the culture.

In the treatments with 20 kg ha–1 N and 40 kg N ha–1 until the 3rd sampling, the SMB–N was similar, with a reduction up to 39 days. In 4th collection there was a significant reduction of 22.62% and 35.39% compared to the 3rd one in SMB–N. This N removing from the system may be due to uptake by the plants, volatilization and leaching that could reduce the availability of N to soil microorganisms and these immobilized lower amounts of N compared to previous season.

In the 5th sampling (flowering period), there was a significant difference between the sampling times, with an increasing of 15.22% and 13.40%, respectively for doses 20 and 40 kg ha–1 N comparing to the first collection; and an increase from the previous season, respectively, for the doses 20 and 40 kg ha–1 N of 45.25% and 52.60%. The higher amount of SMB–N obtained was probably due to the rhizosphere effect. The root system itself can provide a higher amount of organic matter easily degradable in the soil surface (Moore et al., 2000; Chaparro et al., 2012) and probably induce more microbial activity, which can immobilize nutrients by rhizodeposition (Martens, 1995). The largest amount of SMB–N in cultivated areas is fundamental for N cycling through the microbial biomass. The immobilized N by microorganisms would be available to plants in short and medium term, according to cycling this environment (Souza & Melo, 2000) and avoid N losses by leaching, providing N according to plant demand (Kuzyakov and Xu, 2013).
 
In 6th sampling with the dose of 20 kg N ha–1 there was a reduction by 52.86% compared to the previous sampling and a storage at the end of crop cycle of 16.98 mg N kg–1 soil corresponding to the first sampling time. For the dose 40 kg N ha–1 a reduction of 37.83% was observed compared to the previous sampling and storage of SMB–N of 9.52 mg N kg–1 soil, taking out the SMB–N from the 1st and 6th soil samples (28.20%). This N removal from the system could occur mostly due to exportation of these nutrients through grains.

In the 80 kg N ha–1 treatment there was no difference in SMB–N in the first and second sampling. In the third one there was a significant reduction of 44.46% in SMB–N compared to the first and perhaps a portion of N added by fertigation was not immobilized by the soil microorganisms. These N may have been removed from the system by plants uptake, nitrate leaching or volatilization. In 4th, 5th and 6th samples the SMB–N were similar with a reduction of 7.2% and SMB–N storage was 21.05 mg N kg–1 soil (45.59% compared to the first sampling).

Within the sampling times, the first one (25 days after seeding), except for the control, the other N rates (20 – 40 and 80 kg ha–1) contained only the basic fertilizer (10 kg ha–1 N), it was observed that the dose of 80 kg ha–1 N was significantly higher than that of 40 kg ha–1 and the control. At the 2nd time, 29 days after seeding (after fertigation, where treatments received half the recommended dosage: 5–15 to 35 kg ha–1 N), the results followed the same trend. Also the dose of 80 kg ha–1 N was significantly similar to 20 kg N ha–1 and the control, and the dose 40 kg N ha–1 was significantly lower. These results could be explained by lack of management uniformity for several years which results in ranges in SMB influenced by soil temperature and addition of plant residues (Patra et al. 1990). In 3rd sampling, 39 days after planting (DAP), no significant difference was detected between treatments. In 4th sampling at 47 DAP, after the second fertigation, the control plots and treatments of 80 kg ha–1 N were similar, but the control had the largest absolute value (36.47 mg N kg–1 soil).

In the 5th season at 67 DAP (flowering) the lowest value of SMB–N was obtained in the highest N dose; therefore, it is inferred that the addition of 80 kg N ha–1 led a decreasing of SMB–N at high activity in the root system during the cropping cycle. At this sampling time, the doses of 20 and 40 kg ha–1 N were significantly higher compared to 80 kg ha–1 N, and the dose 20 kg N ha–1 immobilized larger amount of N; and the control, was similar to the dose 40 kg ha–1 N.

At the flowering season, the highest values of SMB–N suggest greater immobilization of N in the SBM, probably due to the higher amount of N derived from root exudates and plant residues on soil surface that are immobilized by the microflora (Perez et al., 2005). In the 6th sampling to 113 DAP, after harvest, no difference was observed between doses with immobilization decreasing maybe due to N exportation through the grain.
 
Coser et al. (2007) evaluated the effect of different dosages (0 to 80 kg N ha–1) of N fertilization applied in the rows on microbial nitrogen biomass in the soil after barley harvest and obtained that these attribute varied between 20,03 to 38.39 mg N kg–1 soil at layer 0–10 cm. The authors concluded that there was no effect of different dosages on NBM at harvest. These results are similar to the preset paper.

The maintenance of long–term productivity in agricultural and forest agro–ecosystems depends on transformation of soil organic matter. Thus, the larger SMB–N value suggests a management and addition of fertilizers could stimulate the transformation of N in soil and microbiological processes involved in this nutrient cycling. These facts promote the N availability to plants according to their demand in the crop cycle. The largest amount of SMB–N may indicate greater potential for N mineralization, as observed by Santos et al. (2004).

There was a significant interaction between nitrogen levels and harvest dates, in the total nitrogen (Table 5). The total N for all samples within the doses showed a similarity, except the control treatment, which was lower at 1st, 2nd, 5th and 6th, compared to the 4th sampling.



The sampling time did not influence the other treatments (doses 20 – 40 and 80 kg ha–1 N). The treatment which did not receive urea and for doses of 20 and 40 kg ha–1 N, the highest value was observed in 4th sampling (47 DAP), after fertigation, suggesting an increasing of total N proportionally to the fertilizer dosage.

The sampling time probably influenced the SMB–N over the crop cycle by the fertilization at 80 kg ha–1 N, the rhizosphere effect; and other processes of N removal from the system: leaching (NO3–) and volatilization (NH3); plant uptake, export to the grain, unlike soil total N (Tables 4 and 5). These results indicate that SMB–N was most influenced by changes in biotic and abiotic factors during the crop cycle than the values of total N, apparently more stable in short–term changes. This suggests that this parameter by itself may not be a good indicator of transformations in organic matter and management systems on annual crops.

The magnitude of changes in total N depends on management intensity, the type and frequency of implements, the quality and quantity of fertilizers and organic residues replaced to soil (Beare et al., 1994; Gillespie, et al., 2014). According to Bayer & Mielniczuk (1999), the conventional soil tillage (plowing and harrowing) promotes faster decomposition rate of organic matter and lower addition of residues. These results in differences in the organic C amount and total soil N, but there was almost no fluctuation in total N, thus this parameter alone does not explain the N dynamics in the system. Santos et al. (2004) in studies on flat soils under different management systems found differences in soil total N in the 0 – 5 cm and 5–10 cm layers indicating that the effects of management systems with high or low plant residual addition could affect the total N in the soil. However, Moreira and Malavolta (2004) observed an increase SMB–N at 0 –10 cm layer, regardless the management used in cupuaçu (Theobroma grandiflorum) orchards, while the total N decreased in this layer.

There was an interaction between nitrogen levels and sampling time in terms of ratio of N percentage from SMB–N and soil total nitrogen (SMB–N / Total N) (Table 6). It suggests that the SMB–N / N ratio expresses the overall efficiency of the microbial biomass to immobilize N according to the quantity and quality of available substrate, and lower ratio indicates less efficiency of microbial biomass to immobilize the C and N (Monteiro & Gama–Rodrigues, 2004).

Comparing the sampling times within N rates, the SMB–N / total N ratio varied between seasons (Table 6), suggesting that this variation could occur due to factors that change the balance and influenced the microbial activity, such as root development during the crop cycle.



Concerning on the sampling time in control plots, the ratio SMB–N / total N were higher and similar at the 1st, 2nd, 4th and 5th sampling due to higher values of SMB–N shown in this treatment (Table 4). The lowest ratio was observed in 3rd sampling and after harvest; it is important to emphasize that ratio SMB–N / total N confirmed the little ranging between sampling times compared to treatment without urea.

In the treatment of 20 kg ha–1 N there was a large fluctuation on SMB–N, decreasing within the cycle with the highest value during the flowering (3.2%). The one with 40 kg N ha–1, there was less fluctuation between the values, where the highest ratio SMB–N / Total N was obtained in 5th sampling (flowering) and the lowest value in 4th sampling (after 2nd fertigation). Nevertheless, in the dose of 80 kg N ha–1 there were few variations between the results; in the 1st and 2nd samplings it was observed the highest values, whereas in the other samples the values were similar.

At the flowering stage, even availability of substrate increased by rhizodeposition, the ratio SMB–N / N total was not affected as occurred at 40 kg. Among the N concentrations, within each season, in the first sampling, the highest ratio was obtained at the highest dosage (3.2%) and the lowest at dose 40 kg N ha–1 (1.2%). In the 2nd and 6th samples no difference was found between N dosages in 3rd sampling, in particular the control value was statistically similar to 20 kg ha–1 N, demonstrating that at 39 DAP, the addition of N resulted in a similar ratio SMB–N / N total.

In 4th sampling (after 2nd fertigation), the SMBN / total N was higher in the treatment without N and 80 kg ha–1 N and the lowest at doses of 20 and 40 kg ha–1 N. Whereas in the 5th sampling (flowering), the lowest values were found at the highest dose of N and at 20 kg N ha–1, the highest values of SMB–N / N total. At the dose of 40 kg ha–1 N it was similar to those without N. The soil amendment with N induced higher conversion of available N in the microbial tissue, which is desirable, because a higher N recycling system could occur through the microbial activity. In 6th sampling, there was no difference on ratio SMB–N / total N between the N rates.

The ratio SMB–N / total N may be an indirect estimation of the organic matter quality, i.e. the lower the value indicates a lower substrate quality, thus less efficiency in immobilization of microbial biomass C and N (Monteiro & Gama–Rodrigues, 2004).

Supposing an average of 1.5 g kg–1 for total of N experimental area in the layer (0 – 10 cm), would correspond to 1500 kg ha–1 of total N. Whereas SMB–N / Total N ratio, averaged 2%, has the ratio SMB–N 30 kg / 1.5 g total N / ha, then an average of 20 kg of N / g total N, originating from microbial source may be cycled and would become available for plants and microorganisms throughout the crop cycle.

Conclusions


	There was an effect of N rates and sampling time in SMB–N, total N and SMB–N / total N.

	The average N values were more stable in the short term (crop cycle), which is not a good parameter for evaluating the dynamics and transformations of N in the soil–plant system.

	In terms of soil microbial biomass preservation and fertility the N dosage of 40 kg ha–1 could be recommendable.
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Resumen

La estabilidad de agregados se define como la persistencia de sus partículas, frente a fuerzas destructivas (factores climáticos o acción antropogénica). El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la fertilización sobre la estabilidad estructural de un suelo cultivado con bananito (Musa acuminata AA). Esta investigación se realizó en las fincas Manila y Asobaicotol (Icononzo, Tolima); empleándose un diseño de bloques completos al azar con cuatro repeticiones y ocho tratamientos; que incluían compost, micorrizas, fertilizantes minerales, fertilizante 17–6–18–2 (60 y 100g) y un testigo absoluto (sin fertilización). Estos suelos presentaron agregación media (agregados >0,55mm) con valores de 38,8%, porcentaje de agregados extremos entre 40 – 50% y una estabilidad de agregados del 80%; clasificándolos como suelos muy estables. Las muestras de suelo que recibieron fertilización completa, compost + micorrizas y 60g de 17–6–18–2; presentaron estabilidad estructural clase 3. Los valores más altos de DPM (Diámetro Ponderado Medio) se obtuvieron con uso de solo compost y mezclado con micorrizas; en contraste, suelos que recibieron fertilizantes minerales y químicos presentaron mala estructuración (DPM <0.5mm). Mediante el uso del DGM (Diámetro Geométrico Medio) se observan valores más uniformes que con el DPM. Finalmente, bajo todos los tratamientos, agregados con diámetro >0,75mm no superaron el 50% y por el contrario, las muestras de suelo presentaron entre 20 – 30% de agregados con diámetro <0,25mm. Los resultados  obtenidos, permiten evidenciar el efecto positivo de la aplicación de compost y micorrizas sobre la agregación del suelo bajo estudio.

Palabras clave: Compost, micorrizas, agregados, materia orgánica del suelo, bases intercambiables.



Abstract

Aggregate stability is defined as the persistence of its particles, against destructive forces (climatic factors and anthropogenic activity). The aim of this research was to analyze the effect of fertilization on the structural stability of a soil grown with baby banana (Musa acuminata AA). This research was carried out in Manila and Asobaicotol farms (Icononzo, Tolima Department, Colombia); a randomized complete block design with four replications and eight treatments were performed; including compost, mycorrhiza, mineral fertilizers, fertilizer 17–6–18–2 (60 to 100g) and an absolute control (without fertilization). These soils performed medium aggregation (aggregated> 0.55mm) with values about 38.8%, percentage of aggregates extremes, among 40 – 50% and an aggregate stability about 80%; which allows classifying as very stable soils. The soil samples that received complete fertilization, compost + mycorrhiza and 60g of fertilizer 17–6–18–2; presented structural stability, class 3. MWD (Medium Weighted Diameter) higher values were obtained using only compost and mixed with mycorrhiza; in contrast, soils receiving mineral and chemicals fertilizers, showed poor structuring (MWD <0.5mm). Using the GMD (Geometrical Medium Diameter) more uniform values are observed than with the MWD. Finally, under all treatments, aggregates with diameter >0.75 mm did not exceed 50% and conversely, soil samples showed 20 – 30% of aggregates with diameter <0.25 mm. The results obtained allow show the positive effect of the application of compost and mycorrhiza on soil aggregation under study.

Keywords: Compost, mycorrhiza, aggregates, soil organic matter, exchangeable bases.



Introducción

Se entiende por agregado del suelo, a un grupo o conjunto de partículas donde las fuerzas de unión entre sí superan a las existentes entre éste y otros grupos adyacentes y por estructura, al arreglo u ordenamiento espacial de los agregados, la floculación y la cementación (Six, Bossuyt, Degryze, & Denef, 2004). La estabilidad de agregados (EA) es definida como su persistencia frente a fuerzas destructivas, sean éstos factores climáticos, antropogénicos u otros (Kay & Angers, 2000).

Los hongos micorrícicos y saprófitos son los microorganismos del suelo más importantes que intervienen en la formación y estabilización de agregados; las raíces de plantas micorrizadas pueden romper los agregados existentes, pero también logran estabilizar los agregados que rodean, a través de sus exudados en asociación con la actividad microbiana (Six et al., 2004).

Dado que los sistemas de manejo de los cultivos en general, tienen fuerte influencia sobre las características estructurales del suelo, la EA se considera como un indicador clave para evaluar su calidad. La estabilidad de agregados del suelo está altamente correlacionada con el contenido de MOS (materia orgánica del suelo), pero la adición de residuos de cosecha y estiércol no son suficientes para restaurar su calidad física (Alagöz & Yilmaz, 2009). La fertilización química proporciona nutrimentos fácilmente disponibles para el crecimiento de plantas, sin embargo, no contribuye a mejorar la condición física del suelo. Dado que los sistemas de manejo del suelo influyen en su física y fertilidad, es importante determinar el efecto en el tiempo, de fertilizantes orgánicos e inorgánicos sobre la estabilidad estructural de un suelo cultivado con bananito (Musa acuminata AA); debido a la importancia de tener una adecuada estabilidad estructural para el desarrollo radical óptimo de la especie.
 
Materiales y métodos

El estudio se llevó a cabo en los predios de las fincas Manila y Asobaicotol localizadas geográficamente con las siguientes coordenadas: 4°11’04”N, 70°27’20”O pertenecientes al municipio de Icononozo, Departamento del Tolima, Colombia. Allí se establecieron las plantas de bananito, previo análisis del suelo y posterior a la preparación del terreno. Los suelos de estas fincas presentaron un pH extremadamente ácido (valores entre 4,7 – 4,9), toxicidad de aluminio (superior a 1 cmol/Kg) y bajo contenido de bases intercambiables. Los análisis químicos iniciales de suelo de los lotes experimentales Asobaicotol y Manila, mostraron valores de fósforo, muy bajos (4,9 y 3,8 mg/Kg) y de 0,19 y 0,23 cmol/Kg de potasio, respectivamente. Esta especie presenta los siguientes requerimientos nutricionales en kilogramos por hectárea: N = 45, P2O5 = 65, K2O = 135. En esta zona cafetera, es conveniente formular adecuados planes de fertilización integrada, basados en los requerimientos nutricionales de la especie; ya que son suelos que se caracterizan por tener una topografía quebrada, pH ácido, toxicidad de aluminio, y alta retención fosfórica por ser de origen volcánico.

Se empleó un diseño de bloques compuesto al azar, con ocho tratamientos (incluyendo el testigo absoluto) y cuatro bloques; tres bloques en el lote Manila; y un bloque en el lote Asobaicotol, donde cada tratamiento tenía 9 plantas como unidad de muestreo. Se utilizaron los siguientes tratamientos de fertilización:

T1. Fertilización completa

La fertilización completa estaba conformada por la fertilización mineral, fertilización con compost y micorrizas. Donde la fertilización mineral se realizó con base en la demanda nutricional del cultivo, según lo reportado por Belalcázar (1992) y la disponibilidad de nutrimentos en el suelo. Utilizando 600g/hueco de cal dolomita, para incrementar pH y la concentración del magnesio (0.46cmol/Kg). Los análisis químicos iniciales, mostraron bajos valores de fósforo, por esta razón, fue necesario incluir la aplicación de 333g de Fosforita Huila/hueco. El potasio se encontraba entre 0,19 – 0,23cmol/Kg, haciendo indispensable la, incorporación de 200g de sulfato de potasio. En la fertilización con compost, se empleó 1kg/planta de abono orgánico y como biofertilizante se emplearon 100g de micorrizas/planta. Adicionalmente también se hicieron aplicaciones con quelatos de cobre, zinc y manganeso y Bórax.

T2. Compost

Para este tratamiento se aplicó 1kg/planta de compost proveniente de gallinaza, melaza, fruta de bananito y raquis. El compost fue elaborado siguiendo la metodología de Luna y Bolaños (2007). El análisis químico del material orgánico una vez terminado el proceso de compostaje, arrojó la siguiente composición: 1.1% N; 1.4% P2O5; 2.4–3.0% K2O; 35 meq/100 CIC; 26–30% MO; 8.2–8.4 pH.

T3. Compost con fertilización mineral.

Fertilización completa sin micorrizas

T4. Compost con micorriza

Se empleó compost y micorrizas (1kg y 100g por planta) respectivamente.

T5. Fertilización mineral con micorriza

Fertilización completa sin compost

T6. Manejo productor Valle

Los productores del Departamento del Valle del Cauca, Colombia realizan la fertilización sin basarse en análisis de suelo, generalmente utilizan 60g de 17 – 6 – 18 – 2.

T7. Manejo productor Tolima

Productores de Icononzo, fertilizan con 600g/hueco de cal dolomita y 100g de 17 – 6 – 18– 2.

T8. Testigo

Sin fertilización. En todos los tratamientos (a excepción del testigo absoluto), se empleó alguna fuente de nutrientes (compost o fertilizantes minerales) necesarios para la nutrición del cultivo; por esta razón no se contempló utilizar un tratamiento que solo tuviera micorrizas.

Los muestreos de suelo se realizaron teniendo en cuenta el tratamiento aplicado y su respectivo bloque, antes del establecimiento del experimento y consecuentemente, a los 18 meses después de siembra. Para determinar el estado de agregación del suelo, se tomaron muestras disturbadas de 1Kg de suelo en todos los tratamientos. La distribución del tamaño de agregados se determinó por tamizado en húmedo o Yoder (Jaramillo, 2002). Se ensamblaron juego de tamices de 4 – 2 – 1 – 0.5 – 0.25 y <0.25mm de tamaño de abertura.

Para calcular los índices de estabilidad estructural del suelo, como diámetro ponderado medio (DPM), diámetro geométrico medio (DGM), índice de estructura (IE), suma de agregados extremos (AE) y/o contenido de agregados finos (AF); se utilizaron las fórmulas de Jaramillo (2002). Los datos obtenidos (tamaño de agregados) se procesaron con software Statgraphics Centurion mediante ANAVA y prueba Tukey 5% (p<0.05). Para el análisis de los índices, se tuvieron en cuenta, los valores de referencia reportados por Jaramillo (2002).

Resultados y discusión

Con respecto al tamaño de agregados, se encuentran diferencias significativas relacionadas directamente con el peso retenido en cada tamiz. En la tabla 1, se puede observar que el mayor porcentaje de peso, lo presentan agregados con diámetro inferior a 0,25mm. Según Malagón y Montenegro (1990), estos suelos presentan un estado de agregación medio (es decir, cuando el porcentaje de las partículas son superiores a 0.55mm y se encuentra entre el 35 y 80%. En este caso, se tiene un porcentaje acumulado del 38.8%).
 

[bookmark: t1]


El determinar la estructura del suelo, es especialmente útil cuando se quieren comparar y evaluar diferentes prácticas de manejo en su efecto sobre el suelo o cuando se desea conocer el grado de deterioro físico del suelo que han producido dichas prácticas al ser utilizadas durante períodos de tiempo relativamente largos (Jaramillo, 2002).

Como se puede observar en la tabla 2, los suelos que recibieron diferentes tratamientos de fertilización presentaron un porcentaje de agregados extremos entre 40% – 50%, encontrándose igual proporción entre agregados extremos y las demás clases de agregados. Estos suelos presentaron agregados finos (< 0,5mm) entre 16,33% y 20,91%; valores que se pueden considerar bajos y que según (Safar, González y Cappelli, 2011) estas características hacen que sean menos susceptibles a la erosión. Con base en el porcentaje de agregados < 0,5mm (AF) clasificado por Malagón y Montenegro, (1990) citados por Safar et al. (2011), suelos que recibieron fertilización completa, compost + micorrizas y 60g de 17 – 6 – 18 – 2; presentaron una estabilidad estructural alta, clase 3 (20,1% – 30 %); en contraste los suelos que recibieron los demás tratamientos de fertilización presentaron una estabilidad media, clase 2 (10,1% – 20%). Los agregados menores a 0,25mm no contribuyen a la aireación del suelo por lo que su contenido debe ser bajo (como en estos suelos) para que haya un buen suministro de oxígeno a las raíces. Los agregados extremos (AE) se utilizan para conocer posibles problemas en la estructura y la agregación del suelo, debido a que si el contenido de agregados mayores a 2mm es muy alto, alrededor de 80% o más, se puede estar en presencia de un suelo cementado y si el contenido de agregados finos es muy alto, como se mencionó anteriormente se puede estar en presencia de un suelo susceptible a la erosión (Jaramillo, 2002).
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La estabilidad de agregados (EA) en estos suelos, independientemente del tratamiento de fertilización estuvo alrededor del 80%, considerándose suelos muy estables; permitiendo deducir una alta resistencia a la erosión por golpe de agua o lluvias (Meza & Geissert, 2006). Según (Sandoval–Estrada, Celis–Hidalgo, Stolpe–Lau, & Capulín–Grande, 2010) cuando el índice de agregación (DPM), determinado por el método de Yoder, es inferior a 0,5mm, se puede estar en presencia de un suelo con mala estructuración y aunque independientemente del tratamiento de fertilización empleado, estos suelos presentaron un DPM muy bajo, es de resaltar que los valores más altos (> 0,5mm) se obtuvieron con el uso de solo compost y en mezcla con micorrizas. La agregación del suelo puede ser expresada por el DPM, DGM y la estabilidad de agregados (Castro Filho, Lourenço, de F. Guimarães e Fonseca, 2002). El diámetro geométrico promedio caracteriza mejor el diámetro dominante en los agregados del suelo que el DPM; cuando la distribución de agregados estables al agua no es simétrica, como ocurre en estos suelos (Safar et al., 2011). Por esta razón, algunos autores recomiendan usar la media geométrica del diámetro de agregados estables (DGM) (Castro Filho et al., 2002). Con el uso del DGM se pueden observar valores más uniformes (tabla 2) y que nuevamente muestran el efecto positivo del uso de compost y micorrizas, en contraste con el testigo y uso de fertilizantes químicos donde se obtuvieron las medias más bajas. De igual forma el Índice de Estabilidad Estructural (IE) de estos suelos, fue mayor con el uso de compost (tabla 2). Las muestras de suelo que no recibieron ningún tratamiento de fertilización presentaron valores en agregación y estabilidad estructural comparables con los demás suelos que recibieron algún tipo de fertilización, debido a que las raíces de las plantas de bananito por medio de sus exudados, unen, empaquetan y separan las partículas. El uso de fertilizantes químicos a menudo mejora la estructura del suelo en comparación con suelos no fertilizados (Munkholm, SchjOnning, Debosz, Jensen & Christensen, 2002). Como se puede observar en la tabla 2, el efecto positivo del fertilizante 17 – 6 – 18 – 2 no es muy contrastante con el efecto de los demás tratamientos de fertilización, presentando valores de estabilidad estructural muy similares a los del testigo absoluto; sin embargo es importante resaltar que con la dosis más alta de este fertilizante (100g) se obtuvo el DPM más bajo; en contraste con lo encontrado por Subbian, Lal, Akala, (2000) el uso de fertilizantes químicos aumentó la agregación y el DPM; lo cual estuvo estrechamente relacionado con el incremento del Carbono Orgánico del suelo (COS).

Otro resultado obtenido es la curva de adición porcentual entre diámetro promedio del rango correspondiente vs contenido de agregados acumulado, en porcentaje, en ese tamaño (figura 1). En esta gráfica se puede establecer, por interpolación, el diámetro que le corresponde al 50% de los agregados acumulados en la prueba, valor que se conoce como diámetro medio estimado (DME).
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En la figura 1, se aprecia la distribución de agregados bajo diferentes tratamientos de fertilización; nótese que, bajo todos los tratamientos, agregados con diámetro mayor a 0,75mm (tamaños grandes) no superan el 50% y, en cambio, tienen entre 20 – 30% de agregados con diámetro menor a 0,25mm, que son poco deseables ya que no contribuyen a la aireación del suelo.

En este orden de ideas, se puede inferir que los Porcentajes altos de agregados menores de 0.5mm, aumentan gradualmente la susceptibilidad a la erosión del suelo; como se puede observar en la figura 1, existen entre un 40 – 50% de agregados con diámetro inferior a 0.5mm. Por esta razón, las prácticas de manejo de este suelo, deben estar enfocadas a evitar su pérdida por erosión, mediante la implementación de coberturas vegetales, aplicaciones semestrales de compost y uso de biofertilizantes. De igual forma, cuando el contenido de agregados mayores a 2 mm era muy alto, alrededor del 80% o más, se puede afirmar con propiedad que se encuentra en un escenario de suelo cementado. Adicionalmente, se deduce que los tamaños de agregados más deseables son aquellos que están alrededor de los 3mm de diámetro.

Conclusiones


	Los suelos que recibieron fertilizantes minerales y químicos, presentaron una estructuración deficiente. En contraste, se expone el efecto positivo que tiene el uso del compost o asociado sinérgicamente con micorrizas sobre la estructura del suelo, particularmente en suelos que estuvieron expuestos a aplicaciones orgánicas, lo cual resultó en un DPM significativamente más alto. La adición de materia orgánica por medio del compost elaborado con los residuos del sistema agrícola (cultivo de bananito) y la incorporación de micorrizas al suelo, permitieron mejorar las propiedades físicas del suelo consideradas en este estudio.

	Los suelos bajo estudio presentaron valores bajos de agregados finos e igual proporción de agregados extremos y demás tamaños de agregados. El uso de fertilizante 17 – 6 – 18 – 2 en dosis de 60g presentó valores de estabilidad estructural muy similares a los obtenidos con la aplicación de enmiendas orgánicas. Sin embargo, cuando la dosis se incrementa a 100g, se presenta una drástica disminución en el DPM.
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Abstract

The vital role played by women in agriculture and non–farm activities for achieving food security and economic growth led to the recognition of women as a vital instrument by both government and non–governmental organizations in the ‘battle’ against rural poverty and other challenges of development process. Hence, this article analysed the women empowerment programme of Justice, Development and Peace Movement (JDPM) of Osogbo Catholic Diocese in Osun State with a view to enhancing its effectiveness. The impact of the programme on the beneficiaries was assessed on four randomly selected communities from each of the three administrative zones of Osogbo, Ila and Ilesa. Twenty–five percent of the participants were proportionately sampled from each community selected, making 104 respondents. Structured interview schedule was performed for each data collection from programme beneficiaries while seven key informants were interviewed among the workers of the Diocese. Descriptive statistics (frequency counts, mean, percentages and standard deviation) and Pearson correlation was used to make inferences. Some of the results revealed that members of all religions practiced in the area benefitted from the programme. Results also revealed that age (r= –0.514), group size (r= –0.448), years of schooling (r=0.407) were significantly related to achievement of programme objectives at 0.01 level of significance while number of community associations (r=0.201), size of enterprise (r=0.448), and income (r=0.205) had significant relationship at 0.05 level of significance. The study also revealed that the programme had made the beneficiaries self reliant through skill acquisition but faced with financial constraint to start or expand the businesses learnt. It was recommended that the beneficiaries should be linked with financial institutions or banks where they could access loan with ease.

Keywords: Women empowerment, rural poverty, development and non–governmental organization



Resumen

El rol vital ejercido por la mujer en la agricultura y en actividades no agrícolas para el establecimiento de la seguridad alimentaria y el crecimiento económico, ha llevado al reconocimiento de la mujer como un instrumento vital tanto para el gobierno como para organizaciones no gubernamentales en la batalla en contra de la pobreza rural y otros retos de procesos de desarrollo. Por lo tanto, esta investigación analizó el programa de justicia y empoderamiento femenino, el movimiento de paz y desarrollo (JDPM) de la diócesis católica de Osogbo en el Estado de Osun, Nigeria con el fin de mejorar su eficacia. El impacto del programa sobre los beneficiarios fue evaluado en cuatro comunidades seleccionadas aleatoriamente de cada una de las tres zonas administrativas de Osogbo, Ila e Ilesa. El 25% de los participantes fueron proporcionalmente muestreados de cada una de las comunidades seleccionadas obteniendo 104 encuestados. La entrevista estructurada fue presentada para cada colecta de datos a partir del programa de beneficiarios, mientras que siete informantes clave eran entrevistados entre los trabajadores de la diócesis. La estadística descriptiva (frecuencia, promedio, porcentajes y desviación estándar), así como la correlación Pearson fueron utilizados para realizar inferencias. Algunos de estos resultados revelaron que los miembros de todas las regiones practicaban en el área beneficiada del programa. Los resultados también revelaron que la edad (r= –0.514), el tamaño del grupo (r= –0.448), los años de escolaridad (r=0.407) estaban significativamente relacionados con el establecimiento de los objetivos del programa con un nivel de significancia del 0.0, mientras que el número de asociaciones comunitarias (r=0.201), el tamaño de la empresa rural (r=0.448), y los ingresos (r=0.205) presentaron una relación significativa con un nivel del 0.05 de significancia. El estudio también reveló que el programa ha hecho independientes a los beneficiarios gracias a la adquisición de herramientas pero también al enfrentarse con restricciones financieras para iniciar o expandir su negocio. Se recomendó que los beneficiarios deberían estar vinculados con instituciones financieras o bancos donde podían acceder a préstamos con facilidad.

Palabras clave: Empoderamiento femenino, pobreza rural, desarrollo y organización no gubernamental



Introduction

Nigeria is an agrarian country blessed with natural resources such as land, water, human resources and relatively favourable climate. Due to availability of these resources, a large percentage of the nation's population reside in the rural areas and engage in agriculture and non–farm activities. In Sub–saharan Africa, Nigeria inclusive, women constitute majority (60 to 80%) of labour force in agriculture (FAO, 2003; Odebode, 2011). They are enterprising in agriculture, economic and social spheres and substantially contributing to the nation's economy. They are food producers, processors and marketers in addition to their traditional role as household domestic caregivers (Deji, 2012). Hence, the popular notion among development practitioners is “empower women and build a nation”. Literature have shown that in addition to the prominent role played by Nigerian women in agricultural development, they also play multiple roles as mothers, wives and homemakers (World Bank, 2008). Studies have also revealed that if women farmers were given equal access to resources (for instance finance) as men, their agricultural yields could increase by 2.5 to 4 percent while the number of malnourished people could be reduced by 12 to 17 percent FAO, (2011). However, despite the indisputable vital roles played by women in the family and national economy, they seriously represent underdeveloped potentials in the developing process (Dada, 2011). Thus, women constitute the largest percentage of the world poorest people (Bridge, 2008).

It is pertinent to mention that the existence and use of NGOs as a veritable strategy for rural community development is as old as the communities themselves are. With the coming of the missionaries, the community–based groups provided readily available human resources needed for various community works in building of churches, schools and other important infrastructure as well as promoting human right activities.

After independence in 1960, the challenges to develop both urban and rural communities were enormous, thus the government encouraged NGOs both within and outside the country to collaborate for the development of the nation. These NGOs are diverse in nature and focus but they are vital instruments for complementing governments' efforts. The NGOs include faith–based organizations, which engaged in several programmes. They include Diocesan Agricultural Development Project (DADP) of the Catholic Diocese of Ijebu–Ode established in 1992, the Rural Development Project (RUDEP) of Ekiti Catholic Diocese in 2000. Rural Development project (RUDEP) Ondo Catholic Diocese, 2000 and Oyo–Osogbo Diocesan Agricultural Programme (OODAP) in 1994.
 
In addition, there is the Justice Development and Peace Movement (JDPM) of Osun Catholic Diocese established in 1995, which is still in existence until now. Within the JDPM, there are three main Departments, which are the Rural Development Programme (RUDEP), Politics and Human Rights as well as Women Empowerment and Youth Development. These departments are not very autonomous since they network in programme planning and execution. The Women Empowerment and Youth Development department was created to drastically enhance the economic improvement of women through information on small scale enterprises and skill acquisition, self reliance through savings, thrift and credit schemes, facilitation of loans, promotion of healthy living and eradication of ignorance through enlightenment and awareness creation.

This article specifically assessed participants' perception of the programme, assessed implementation of programme objectives, determined extent of participants' involvement in the empowerment programme of the organization and identified the perceived organizational and participants' constraints with a view to enhancing the effectiveness of the programme.

Materials and method

Study area

The study was carried out in Osun state, one of the states in Southwestern Nigeria. It was created in 1991 with the capital in Osogbo. Ogun bound it in the south in the north by Kwara, to the east by Ondo and Ekiti states. The state is typically agrarian and many activities of the Catholic Diocese have taken place to enhance farming and empower women in non–farm activities. The state has two distinct climatic seasons (Dry and Rain); supporting the cultivation of various tree crops (Cocoa, palm trees, kolanut, oranges etc) and arable crops (cassava, yam, maize and vegetables).

Sample procedures and beneficiaries

A multi stage sampling procedure was used to select sample for the study. In the first stage all, the three administrative zones of the JDPM of Osogbo Catholic Diocese (Osogbo, ILA and Ilesa) were used for the study. In the second stage, four communities were randomly selected from each of the administrative zones, making 12 communities. In the third stage, 25 percent of the registered participants under the project in each community were proportionately selected, making 41 in Osogbo, 28 in ILA and 35 in Ilesa. Thus, 104 beneficiaries were used for the study. Structured interview schedule was used to elicit information from the beneficiaries because their literacy status was unknown and generally, in most rural communities, level of illiteracy is high. The structured interview schedule was performed to collect information on their perception about the programme and the level of participants' involvement in the programme. In addition, purposive sampling technique was used to select 7 staff members (Diocesan workers) based on length of service and positions held within the organization. Key informant interview was used between the diocesan workers to obtain information on the organizational constraints.
 
Data analysis

Statistical Package for Social Sciences (SPSS 16®) was performed to analyse the data collected. Descriptive statistics (Frequency counts, percentages, mean and standard deviation), were used to describe the data while inferential statistics (Pearson's Product Moment Correlation (PPMC)) was employed to examine the relationship between selected personal and socio–economic characteristics and implementation of programme objectives, due to these variables were measured at interval and ratio levels.

Measurement of variables

For the socio–economic characteristics, data on age and years of schooling were collected at ratio level and they were scaled down to nominal during analysis while marital status, religion, community association membership and major occupation were measured at nominal scale.

For the perception, 5 point Likert Scale of strongly agree (5), agree (4) undecided (3), disagree (2) and strongly disagree (1) was used for the 7 positive statements. This order of scoring was reversed for the seven negative statements. The mean was calculated for each of the statements and the grand mean score was obtained. These were performed to judge statements that were favorably perceived and otherwise.

To assess whether the objectives of the programme were met, implementation of programme objectives were rated based on a 6–point scale of very poor (1), poor (2), fair (3), good (4), very good (5) and excellent (6). The mean and the grand mean were used to rate the programme effectiveness as effective and not effective.

Results and Discussion

Socio–economic characteristics of participants

Results in Table 1, reveal that despite free and voluntary participation by all women in JDPM programme, majority (75.0%) of the beneficiaries were married and out of the remaining 25%, 12.5% of them were widowed, 11.5% of the respondents were singled while only few (1.0%) divorced. This implies that higher percentage of married women was empowered by JDPM than others who were single, widowed and divorced. However, participation was free, voluntary and depended on the interest and willingness of participants. The age range of participants revealed that 31.7 percent of them were within the age bracket of 41 and 50 years, 30.8% were between 21 and 30 years, 24% were 31–40 years and 11.5%, 51–60 years while only 1.9% of the women were 61 years and above. This shows that majority of the respondents were within the active age range and capable of participating in agriculture and non–farm activities. The data show that majority of the respondents (78.8%) engaged in non–farm activities, while 21.2 percent were involved in farm related activities. This implies that the middle–aged women were more involved in non–farm activities than in agriculture. The data also show that 81.7% of the women had formal education while 49% and 32.7% spent 7–12 and 1–6 years in schools, respectively. However, 18.3% of the women were not literate. In addition, 65.4% of the respondents were christians of various denominations while 25% and 9.6 % were muslims and those practicing African traditional religion, respectively. Despite the fact that christianity and islam are the dominant religions in the study area, fewer muslim women participated in women empowerment programme of JDPM. This may not be due to religious bias; rather, it may be associated with religious practice. Dawson (1968), observed that Islam instructs the seclusion of women, which often prevents their active involvement in agriculture, most especially outside their home. In addition, 77.9% of the respondents were members of community based associations while 22.1 % were non–members. This could possibly imply that the women were still active and useful in their communities and are likely to benefit from group activities.
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Level of perception of the programmes by the participants

Analysis of data in Table 2 reveal 14 perceptional statements made by the participants which were grouped into two, (7 negative and 7 positive) in order to determine the level of perception of the women empowerment programme of JDPM by the participants. A 5 point Likert scale of Strongly Agree (5), Agree (4), Undecided (3), Disagree (2), and Strongly Disagree (1) were used for scoring all the positive statements while the scores were reversed for all the negative statements. The first four highly rated statements were that the programme transformed the rural communities with a mean score of 4.7, it provides skill acquisition for women (4.7), created awareness and action on small scale enterprises for improved economic status (4.6) and that communication methods used were not simple (4.4). This shows that the first three highly rated perceptional statements were positive with mean scores ranging from 4.6 to 4.7 out of a maximum of 5.0 points expected for each statement while the fourth was a negative perceptional statement about the programme.



Further analysis revealed that only one out of the seven negative perceptional statements was rated below average score (1.7) out of a maximum of 5.0 points. This shows that the participants had low perceptional score in only one of the negative statements. It shows that only a few disagreed with the negative statement, which implied the severity of the constraint. Thus, the results underscored the need for better communication methods, which, according to FAO (2011), report that effective communication was a crucial requirement in strengthening United Nation programme across the world. Similarly, results of analysis revealed a grand mean score of 3.9 out of a maximum of 5.0 points. However, adequate attention is urgently required to strengthen the communication methods used for training and dissemination of information to the target group with a view to improving the programme performance. The incorporation of mass media (radio jingles, television programme and social media) acclaimed for effectiveness in creating mass awareness and popularization would enhance the programme performance if used. In addition, making use of individual and small group contact methods and the use of visual aids would enhance knowledge and skill transfer.

Rating of women empowerment programme based on achievement of its objectives

The beneficiaries of women empowerment programme of JDPM assessed its performance based on the achievement of programme objectives. Monitoring and evaluation is crucial to the effectiveness of any programme. It includes assessment of the extent to which desired changes occur in the target beneficiaries. Data in Table 3 reveal that all the objectives of the programme were met. High mean scores were recorded for each of the objectives (ranging from 4.1 to 5.8) out of a maximum score of 6.0 points expected for each objective. In addition, a grand mean score of 5.1 was recorded for all the objectives. The high grand mean score implied that, it has affected various aspects of their lives. The catholic diocesan programme of Oyo–Osogbo yielded high impacts on farmers' production in Osun state.



Extent of involvement in women empowerment programme of JDPM

Results of analysis in Table 4 reveal the extent of participants' involvement in all the eight identified activities of women empowerment programme in the study area. All the respondents (100 %) were involved in entrepreneurial training, followed by health awareness and management of diseases (94.2%). In addition, majority (65.4% and 55.8%) was involved in cloth making as well as tie and dye, respectively. The involvement of the respondents were ranked in descending order. The involvement of most of the women in the four activities above implied that the women were benefiting from the livelihood and health empowerment programme of the organization, which is a proven record of performance of the organization. However, further analysis revealed that the women had least (20.2%, 21.1% and 29.8%) involvement in accessibility to credit facilities, awareness on good governance and leadership training which are essential ingredients for creating conducive environment for sustainable wealth creation and rural development. With evidence of low accessibility to credit, facilities and involvement in leadership training self–reliance and sustainability after completion of the programme may be hindered.



Constraints encountered by beneficiaries of women empowerment programme

Data in Table 5 reveal the various constraints listed by the beneficiaries, which were 10 in number. Majority (98.1%) of the respondents were faced with financial constraints, improper communication (76.0%). In addition, the restriction of women by their husband (76.0%) would hinder them from actively participating in the empowerment programme. These three constraints were ranked first and second, respectively. Financial constraint would hinder the establishment and expansion of small–scale businesses after training. The finding aligned with the report of Kakumani and Kotte (2011), that lack of finance was one of the major constraints facing NGOs in India. Other obstacles identified by majority (71.2%, 69.2% and 65.4%) of the women were rigorous training sessions, lack of follow–up after training and large group size, respectively. These constraints if not addressed are capable of hindering programme effectiveness. However, widowhood, illiteracy and bureaucracy were ranked least (8th, 9th and 10th) respectively among the 10 constraints listed by the women. The identification of widowhood as a constraint by as much as 39 respondents despite their low representation (13) in the population studied (Table 1) would not be unconnected with the vulnerability of widows generally in the study area. The death of their husbands would automatically expose them to lots of difficulties, which include, describe the widow status: financial, social, physical, sexual, emotional and societal. Obviously, these would affect their participation in activities.
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Organizational constraints to programme effectiveness

Data in Table 6 show the obstacles listed by the seven key informants who were workers of the organization. Majority (85.7%, 71.4% and 57.1%,) indicated limited staff number, inadequate training materials, unfavourable leadership style, and job insecurity as obstacles against programme effectiveness. In addition, 42.9% identified unattractive staff salaries as a constraint.
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Relationship between selected socio–economic characteristics of beneficiaries and achievement of programme objectives

Results of Pearson correlation analysis in Table 7, reveal that age (r= –0.514), years of schooling (r= 0.507) and group size (r= –0.448) were significantly related to achievement of programme objectives at 0.01 level of significance. Also, number of association collaborating with the organization (r= 0.201), size of enterprise (r=0.448) and monthly income (r=0.205) were significantly related to achievement of programme objectives at 0.05 level of significance. The implication of this finding is that the age of beneficiaries and group size should be considered by the organization if women empowerment programme is to achieve its desired objectives. The age was significantly correlated with effectiveness of community–based development in poverty reduction in Pakistan.
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Conclusions


	Women of all religions practiced in the study area participated in women empowerment programme of JDPM. Beneficiaries had high positive perception of the programme, which may imply high impact expectation about the programme. Majority of the women had high rating for achievement of programme objectives that may imply that the programme had affected many areas of their lives. They were involved in four (entrepreneurial training, health awareness and management of diseases, cloth making, and tie and dye) of the empowerment activities. However, only one empowerment activity (entrepreneurial training) had a mean score of 2.15 out of a maximum expected score of 4.0 points for each activity. Fewer women were involved in leadership training, awareness of good governance and accessibility to credit facility.

	Despite the contributions of JDPM to women empowerment, the beneficiaries were faced with many constraints that could hinder the achievement of programme objectives. These include financial constraint, restriction by husband, improper communication, rigorous training sessions, and large size of group and lack of follow–up after receiving training. Therefore, adequate steps must be taken to address these constraints if women empowerment programme objectives are to be met.

	Age of beneficiaries, years of schooling, number of community association, size of enterprise, group size and monthly income were significantly related to the achievement of programme objectives. Based on the achievements of JDPM, it is pertinent to mention that collaboration between the Government and NGOs would strengthen the technical, financial and administration of women empowerment programme in Nigeria with a view to reducing household poverty and development of rural economy.
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Resumen

En Colombia las áreas de siembra en pera (Pyrus communis L., cv. Triunfo de Viena) han incrementado en los últimos años, debido a las ventajas nutricionales y medicinales que presenta el consumo de esta fruta. En el estudio se evaluó el efecto de la reducción de riego durante la etapa de crecimiento rápido del fruto en la producción y calidad del cultivar Triunfo de Viena de pera, con el fin de implementar estrategias para una mayor eficiencia de la utilización de agua durante los periodos fenológicos del cultivo. La investigación se realizó en 2012 y 2013 en árboles de pera de 16 años de edad en el municipio de Sesquilé, Cundinamarca (Colombia) aplicando tres tratamientos de riego: (1) control (T1) = aplicación de riego equivalente al 100% de la (evapotranspiración del cultivo) (ETc) durante todo el ciclo de producción, (T2) = aplicación de riego equivalente a 73% de la ETc durante el periodo de crecimiento rápido del fruto, y (T3) = aplicación de riego equivalente a 53% de la ETc durante el mismo periodo T2. El diseño experimental fue bloques completos al azar con cuatro repeticiones por tratamiento y los resultados fueron sometidos a análisis de varianza (Anova) y prueba de comparación de medias de Duncan (P < 0.05). La reducción de riego equivalente a 53% de la ETc en época de sequía no afecto la producción ni la calidad del fruto, lo que permitió un ahorro de 47% de agua en esta etapa de crecimiento del fruto cuando se requiere aplicación de riego.

Palabras clave: Pera, calidad, cosecha, déficit, producción.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of controlled irrigation during the period of rapid growth of the fruit in yield and quality in Pyrus communis L, cv. Triunfo de Viena, to implement strategies that will achieve greater efficiency in the use of water during phenological periods of the crop. The pear planting areas have increased in recent years, due to the advantages of eating the fruit from the nutritional and medicinal point of view. The research was conducted in 16 year old pear trees grown in the municipality of Sesquilé, Cundinamarca, applying three irrigation treatments; one (T1) control group that was irrigated at 100% ETc during all the cycle, a (T2) irrigated to 73 % ETc during the period of rapid fruit growth and (T3) irrigated to 53% ETc during the same period of T2, from 2012 to 2013. The statistical design was of complete block randomization with four replicates per treatment, the results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and mean comparison test of Duncan, with a significance level of 5%.The reducing irrigation of up to 53% ETc during droughts, does not affect the production and quality of the crop in the pear tree, allowing savings of 47% of water at this stage of fruit growth where irrigation is required.

Keywords: Pear, quality, harvesting, deficit, production.



Introducción

En Colombia la producción de pera (Pyrus communis  L) ha crecido en los últimos años a una tasa de 21% anual, pasando de 15,048 t en 2011 a 22,954 t en 2013, la mayor producción se presenta en la zona Nuevo Colon, Boyacá, (Colombia) (Agronet, 2013). Los frutales caducifolios como la pera se caracterizan por sus contenidos adecuados de fibra dietética y alimentaria (polisacáridos y ligninas) por lo que se les atribuyen propiedades fisiológicas que ayudan a mantener y desarrollar la flora bacteriana intestinal. Los principales compuestos fitoquímicos en esta fruta con implicaciones benéficas para la salud son los fenólicos (flavonoles, catequinas y antocianinas) que cumplen un papel importante en la salud humana.

Sólo 3% del agua en el mundo es dulce y de ésta la agricultura consume cerca de 70%, esto sumado a la influencia del cambio climático que, en ciertas áreas modifica el régimen de lluvias, ya sea aumentándolo o reduciéndolo, y a la gran presión que ejerce la creciente población humana, hace que sea imperativo buscar técnicas para disminuir su demanda por este recurso, manteniendo o aumentando la producción por área de cultivo y permitiendo obtener productos de buena calidad que satisfagan la demanda por parte de los consumidores.

El riego deficitario controlado (RDC) es una técnica propuesta por Chalmers y Van Den (1975) en árboles de durazno, que ha sido investigada y aplicada con éxito en diferentes frutales (Yang, Zhi, Wei, W, Yingjie, y Xingfa, 2013). En las últimas décadas el RDC se ha desarrollado para el control excesivo del crecimiento vegetativo o para el ahorro de agua y consiste en programar el riego con reducciones de la lámina de agua en aquellos periodos en los cuales el crecimiento del fruto es menos sensible a la falta de agua (Marsal et al., 2002) y cubrir las necesidades hídricas durante el resto del ciclo fenológico de la planta (Vélez, Intrigliolo, y Castel, 2011).

Se ha encontrado que el RDC aumenta la floración y el número de frutos en árboles de pera. Yang et al. (2013) encontraron que el déficit impuesto antes de la etapa del crecimiento de la fruta aumenta los rendimientos sin afectar el tamaño, en comparación con la aplicación adecuada de riego. Además, existen trabajos que muestran que un nivel moderado de estrés de agua puede favorecer la diferenciación de brotes en las plantas leñosas (Marsal Mata, Arbonés, Rufat, y Girona, 2002).

Durante la implementación del RDC es importante determinar el contenido de agua en el suelo con el fin de conocer los cambios en el estado hídrico, monitoreando la respuesta a las lluvias y a la aplicación de riego. En el caso de presencia de déficit de agua es importante para la programación del riego conocer los efectos de la supresión o déficit hídrico en las etapas correspondientes al ciclo fisiológico del cultivo, y así decidir sobre la duración de la supresión o los volúmenes que se deben aplicar para garantizar el desarrollo vegetativo, la producción y la calidad de las cosechas (Vélez,Intrigliolo, y Castel, 2007).

El estrés hídrico afecta el crecimiento de las raíces y de la parte aérea de la planta. Para el seguimiento de los cambios en estas estructuras se utilizan las curvas de crecimiento en el tiempo, entre ellas, las relativas al diámetro ecuatorial son las más empleadas. El periodo del crecimiento del fruto se ajusta a una curva de tipo sigmoideo y presenta tres fases principales bien definidas: división celular, elongación celular y maduración; en cada una de ellas la temperatura ambiental y luminosidad regulan los procesos fisiológicos.

En la fase I de división celular se alcanza, aproximadamente, el número total de células que forman el fruto, pero el aumento de tamaño es escaso; en pera este período tiene una duración cercana a 2 meses. La fase II de elongación celular comienza una vez terminada la fase anterior y consiste en la acumulación de agua y sustancias hidrocarbonadas en las células, originando el aumento de volumen y peso del fruto hasta alcanzar un tamaño normal próximo característico. En esta etapa, que puede durar entre 30 y 90 días, es fundamental la capacidad fotosintética de la planta determinada por la relación hoja: fruto y la cantidad de luz interceptada que pueden ser determinadas por prácticas culturales como la poda y el raleo. La fase III corresponde al proceso de maduración que tiene una duración entre 10 y 30 días y en ella ocurren en el fruto una serie de transformaciones bioquímicas que conducen al desarrollo de sus características organolépticas.

Las tasas absoluta de crecimiento (TAC) que indica el cambio de tamaño por unidad de tiempo y la tasa relativa de crecimiento (TRC) que indica la variación de tamaño por unidad de tamaño inicial son utilizadas con frecuencia en los estudios sobre análisis de respuesta a tratamientos de riego (Hunt, 2003). Por otro lado, la calidad y rendimiento de un cultivo se relacionan directamente con la disponibilidad de agua. En cultivo de pera, Behboudian, Lawes and Griffiths (1994), Naor, Hupert, Greenblat, y Peres (2001), López Larrigadiére, Girona, MH, y Marsal (2011) y Morandi et al. (2014) encontraron que árboles bajo estrés hídrico prolongado presentan frutos pequeños y de menor rendimiento; aunque a veces de mayor calidad por sus contenidos de solidos solubles totales y el porcentaje de materia seca. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la reducción de agua durante la etapa de crecimiento rápido del fruto en la producción y calidad del fruto de pera.

Materiales y métodos

El estudio se realizó entre octubre de 2012 y marzo de 2013 en la finca San Benito, vereda Boitivá, en el municipio de Sesquilé, Cundinamarca, a 2595 m.s.n.m. y 14 °C de temperatura promedio. En la zona existen las cuencas de los ríos Siecha, Sisga y Alta del río Bogotá. Se utilizaron árboles de pera (Pyrus communis L.) de 16 años de edad, establecidos en una parcela de 0.32 ha a una distancia de 4 × 4 m.

En la zona predominan Histosoles de textura franco arcillosa, con un contenido de materia orgánica de 5.06%, pH 4.6, niveles de potasio y fosforo de 78.2 y 23.9 mg/kg, la capacidad de campo y el punto de marchitez permanente de 26.9 y 15.3% respectivamente. El pH del agua de riego de 5.9 y conductividad eléctrica de 2 dS/m a una temperatura de 20°C.

El diseño experimental utilizado fue bloques completos al azar con tres tratamientos de riego y cuatro repeticiones, con un sistema de riego por goteo con seis emisores por planta de 8 lt/h y una frecuencia de cada 2 días. Los tratamientos consistieron en: (1) (T1) riego a 100% de la ETc durante todo el ciclo de cultivo, (2) T2 = riego a 73% de la ETc durante el periodo de crecimiento rápido del fruto, y (3) T3 = riego a 53% de la ETc durante un periodo igual al del T2. El coeficiente de cultivo utilizado para el cálculo de la evaporación del cultivo (ETc), fue 0.8.

Los datos de clima fueron obtenidos con una estación meteorológica WS–GP1 portátil (ATdelta–T Devices Ltda) instalada en un sitio próximo a la parcela experimental. La lamina de riego se determinó con base en la ecuación de Penman– Monteith (FAO, 2006). Para el monitoreo de la humedad en el suelo se utilizaron sensores Watermark. La humedad volumétrico (θv) se midió semanalmente mediante una sonda de perfil PR2 (PR2/6, Delta–T Devices Ltda., Cambridge, UK), constituida por una varilla de policarbonato de 25 cm de diámetro y 1 m de extensión, con pares de sensores situados a 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, y 1.0 m a lo largo de la sonda, que se insertó en tubos de acceso de paredes delgadas localizados en el suelo Molina, Vélez, y Galindo (2015). Los sensores funcionan mediante la emisión de una señal electromagnética en el suelo para medir su permitividad (constante dieléctrica) que luego se convierte a humedad; este método ofrece ventajas frente al método gravimétrico debido a la celeridad y facilidad de la medición.

Para determinar el efecto de la reducción de riego en el crecimiento se seleccionaron y marcaron 12 frutos de pera por árbol de cada unidad experimental, seis en la orientación norte y seis en la orientación sur, con un diámetro ecuatorial inicial aproximado de 2.50 cm, en dos árboles por repetición para un total de 96 frutos por tratamiento, en los que se midieron el diámetro ecuatorial y longitudinal, con una frecuencia de 15 días hasta el momento de cosecha. Las curvas de crecimiento de diámetro ecuatorial y longitudinal de frutos se ajustaron a una ecuación logística de tres parámetros. También se determinaron la tasa absoluta (TAC) y relativa de crecimiento (TRC), aplicando las ecuaciones de Hunt (2003) (Tabla 1).
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La cosecha se hizo de forma manual y los frutos fueron clasificados en tres categorías de acuerdo con el diámetro del fruto, así: categoría I (diámetro > 68 mm), categoría II (diámetro entre 62 y 68 mm) y categoría III (diámetro < 61 mm). Para determinar los parámetros de calidad se seleccionaron seis frutos por cada repetición para un total de 24 por tratamiento, los cuales fueron pesados y clasificados por esfericidad, diámetro y volumen, mediante el método de volumen de agua desplazada por el fruto en una probeta de 2000 cm3.

El color de los frutos se determinó por reflexión, utilizando el sistema de espacio de color CIE (1976), Lab o Cielab. Los sólidos solubles totales (SST) se determinaron con refractómetro digital portátil. La concentración de ácido málico o acidez total (ATT) se hizo por titulación con hidróxido de sodio (NaOH) 0.1N. El índice de madurez (IM) se determinó como el cociente entre SST y ATT.

Las firmezas del endocarpio y la pulpa se determinaron con el equipo analizador de textura de Brookfield Engineering Labs con precisión 0.02%, 2 mm/s de velocidad de prueba, una aguja de 2 mm de diámetro, y el programa de ejecución TexturePro V1.2. La intensidad respiratoria en almacenamiento se determinó semanalmente mediante la metodología definida por Petenkoffer. Para la trampa de dióxido de carbono (CO2) se usó hidróxido de potasio (KOH) 10% pasando el aire con CO2 proveniente de la cámara de respiración por un tiempo de 30 min. Los resultados fueron analizados con el programa IBM SPSS Statistics, mediante análisis de varianza (Anova) y prueba de comparación de medidas de Duncan, con nivel de significancia de 5%.

Resultados y discusión

Durante el periodo de restricción de riego los promedios de temperatura máxima y mínima fueron 15.37 y 10.71 °C, respectivamente. La precipitación total fue de 51.60 mm, y la evaporación total (ETo) de 4.05 mm/día. Los volúmenes de agua aplicados durante la etapa de crecimiento rápido del fruto fueron de 57.01, 41.69 y 30.13 mm para los tratamientos T1, T2 y T3, respectivamente (Figura 1). Las reducciones de riego representaron un ahorro de agua de 27% en el T2 y de 47% en el T3.
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En el período de aplicación de déficit hídrico la humedad volumétrica media del suelo (θv) en los tratamientos T1, T2 y T3 fue, respectivamente, de 25.09, 23.24 y 19.85% (Figura 2), valores mayores que el punto de marchitez permanente (15.3%), con diferencias (P < 0.05) del tratamiento T3 vs. T1 y T2, coincidiendo con la lámina de agua aplicada.
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El crecimiento en diámetro y longitud de frutos en función del tiempo siguieron una curva logística de tres parámetros (Figura 3, Tabla 2). Según Yang et al. (2013) el crecimiento de frutos de pera se ajusta a un modelo sigmoidal simple presentando tres fases: fase I de división celular que se presenta en los primeros 45 días después de floración (DDF), fase II de elongación o expansión celular entre 46 y 119 DDF y fase III o etapa de maduración desde 120 DDF hasta cosecha. Los valores de crecimiento de diámetro ecuatorial y longitudinal de frutos no presentaron diferencias (P > 0.05) entre tratamientos, con valores similares a los encontrados por Molina et al. (2015) en la misma parcela, esto pudo ser debido a que durante el déficit hídrico el fruto crece a expensas de los carbohidratos que el árbol almacena en tallos y raíces, coincidiendo con los hallazgos de Parra et al. (2008) en manzano y Vélez et al. (2007) en clementina de Nules.
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La TAC de los frutos presentó la forma típica de campana de Gauss en los tres tratamientos (Figura 4). Los valores máximos de TAC de diámetro ecuatorial y longitudinal de frutos se presentaron a 71 y 96 DDF en la fase II y fueron de 0.0484 y 0.0457 cm/día, respectivamente, lo que concuerda con los resultados encontrados en pera por Molina et al. (2015) y Yang et al. (2013), y en manzana por Yuri e González, J.;, Verdugo, y Del Pozo (2011). Al finalizar la etapa de restricción hídrica fue evidente la reducción de la TAC en el diámetro longitudinal, mientras que en el diámetro ecuatorial esta reducción comenzó durante el periodo de restricción, además se observó que la TAC de T1 fue más alta que en los T2 y T3.
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Las TRC de los diámetros ecuatorial y longitudinal de los frutos mostraron tendencias similares entre tratamientos (Figura 5). En la fase I de crecimiento se observó una reducción lenta, mientras que en la fase II aumentó en forma progresiva, resultados similares a los encontrados por Molina et al. (2015), pero diferentes a los encontrados en manzana por Stajnko Rozman, Pavlovic, Beber, y Zadravec (2013).


[bookmark: f5]


La producción, el números de frutos por árbol y el peso medio del fruto no variaron (P > 0.05) por efecto de los tratamientos (Tabla 3), posiblemente porque los niveles de estrés no fueron suficientemente severos, lo que coincide con los resultados encontrados por Rodríguez et al. (2012) en cultivos de granado (Punica granatum L.) Es importante resaltar que la mayoría de los frutos alcanzó el tamaño comercial (categorías I y II), sin diferencias entre tratamientos en relación con calibre o tamaño de frutos ni en rendimiento entre categorías; no obstante los frutos en el T1 (control) fueron en su mayoría de categoría I en comparación con los frutos en el T3 (Figura 6). Estos resultados son similares a los obtenidos por Vivas Prieto, Moreno, Samperio, y Moñino (2011) en pera variedad Ercolini con una lámina de riego de 50% de la ETc, y por Marsal Lopez, Mata, y Girona, (2012) quienes encontraron que no existe reducción en el tamaño de los frutos de pera variedad Conference a consecuencia del déficit hídrico.
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La restricción de riego en la fase II de crecimiento del fruto no afectó los parámetros volumen del fruto, porcentaje de ácido málico (ATT), °Brix, índice de madurez, firmeza de endocarpio y el mesocarpio, esfericidad del fruto y color Lab. El contenido de humedad del fruto de los tratamientos deficitarios (T2 y T3) presentó diferencias respecto al control (T1), mientras que el peso seco sólo varió (P < 0.05) entre el T2 y el T1 (Tabla 4). El contenido de ácido málico y el de °Brix no presentaron diferencias (P > 0.05) entre tratamientos, lo que posiblemente es debido a que la concentración de materia seca no fue afectada por un menor suministro de agua, valores similares a los encontrados por Yang et al. (2013) en Pyrus bretschneideri Rehd con láminas de riego del 60% y 40% de la ETo y diferentes a los encontrados por Vélez et al. (2007), Cheng et al. (2012) y Leib et al. (2006).
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La firmeza de los frutos en los tratamientos deficitarios de agua fue similar al tratamiento control (T1). Los valores de esfericidad fueron cercanos a 1, lo que confirma que la forma de la pera variedad Triunfo de Viena es aproximadamente redonda en comparación con otras variedades. Los valores encontrados son similares a los hallados por Molina et al. (2015) y menores que los reportados por Arenas et al. (2012).

A través del tiempo de almacenamiento de la fruta se observó un comportamiento variable de la intensidad respiratoria (IR) típico de los productos climatéricos. Al comienzo el punto máximo (climatérico) ocurrió a 16 días de almacenamiento con valores de 25.62, 39.15 y 46.36 mg CO2/kg por hora para T1, T2 y T3, respectivamente, (Figura 7) lo que coincide con los valores encontrados por Parra et al. (2006) en la misma variedad de pera. La intensidad respiratoria fue mayor en los tratamientos de menor lamina de riego con diferencias (P < 0.05) respecto al control T1, lo que indica que la disminución de riego afecta la tasa respiratoria de los frutos en almacenamiento. Por otra parte, López et al. (2011) encontraron en RDC con una lámina de riego de 20% de la ETc en pera Conference no tuvo efecto en la tasa de respiración.
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Conclusiones


	La reducción de la lámina de riego en la etapa de crecimiento rápido del fruto, que coincidió con el periodo de menor precipitación y mayor demanda evaporativa, no afectó la producción ni la calidad de los frutos en la cosecha, con un ahorro de agua de 47.15% durante el tiempo de aplicación de la restricción bajo las condiciones evaluadas, lo que redujo el gasto energético.
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Resumen

En Túnez, la fertilización nitrogenada de la papa (Solanum tuberosum L.) conjuga la utilización de fertilizantes minerales con dosis altas, aunque esto no significa alcanzar los rendimientos esperados. Para evaluar la productividad de papa y la eficiencia de uso de N en el sistema de explotación tunecino se realizó un experimento en el Centro Técnico de la Papa y de la Alcachofa (CTPTA), Saïda - Manouba. Se usaron tres tratamientos de N (0, 50 y 200 kg/ha) y tres variedades de papa: Spunta, Bellini e Atlas. El objetivo de este trabajo fue la evaluación de la eficiencia del uso de N en las condiciones agronómicas tunecinas del cultivo de papa a partir de la determinación del efecto de distintos dosis de N sobre los parámetros de crecimiento y de desarrollo de la planta y la fijación de la dosis óptima de N que permite el mejoramiento del rendimiento del cultivo. Los resultados mostraron que los mayores rendimientos y N extraído por los tubérculos se encontraron con las disponibilidades más elevadas de N (200 kg/ha). El cálculo del coeficiente del uso aparente de N mostró una baja eficiencia del uso de este nutriente. Con base en el método de la balanza de suministro, la concentración de los nitratos en profundidad fue alta. El software MABIA-Región fue útil para medir la pérdida de nitratos por drenaje.

Palabras clave: Método de la balanza de suministro, N extraído, rendimiento, Solanum tuberosum L., sistema de explotación tunecino, software MABIA-región.



Abstract

In Tunisia, nitrogen fertilization of potato combines the use of mineral fertilizers with high doses of N without reaching expected yield. . In order to improve the system productivity of tunisian exploitation, an experiment was conducted at the Technical Center of Potato and Artichoke (CTPTA) Saida - Manouba. Three N treatments (0, 50 and 200 kg ha-1) and three varieties of potato (Spunta, Bellini and Atlas) were used. The aim of this study was to evaluate the efficiency of N use in Tunisian agricultural condition of potato crop as of determining the effect of different doses of N on the parameters of growth and development of potato crop, and fixing the optimal dose of N which allows the improvement of potato crop yield. Results indicated that higher yields and N extracted by tubers were determined with the highest N availability. The calculation of the coefficient of apparent use of N indicated low N use efficiency due to limited N availability. Based on the balance method, the concentration of nitrates in depth was high. The software Mabia-Région showed nitrate the loss of by drainage.

Keywords: Balance method, N extracted, software Mabia-Région, Tunisian exploitation system, Solanum tuberosum L., yield.



Introducción

El nitrógeno (N) es un nutriente esencial para el crecimiento y el desarrollo de la papa (Solanum tuberosum L.). Su disponibilidad en el suelo en dosis suficientes promueve la organogénesis y el control del crecimiento del follaje y favorece la producción de tubérculos de mayor tamaño (Echeverría, 2005). Sin embargo, la disponibilidad como resultado de la aplicación de N en dosis excesivas produce un retraso en la tuberización, un desarrollo excesivo de la parte aérea y un aumento de la concentración de nitratos en las aguas superficiales y subterráneas (Goffart et al., 2008).

En Túnez la fertilización nitrogenada conjuga la utilización de fertilizantes orgánicos y minerales con dosis altas, que superan las necesidades de la papa, sin conseguir los rendimientos esperados (Centre Technique de la Pomme de terre et de l'Artichaut, 2007). Para mejorar la productividad del sistema de explotación tunecino y ajustar las dosis de N aportadas al suelo a las necesidades del cultivo, se realizó un experimento en el Centro Técnico de la Papa y de la Alcachofa (CTPTA) Saïda - Manouba. El objetivo de este trabajo fue la evaluación de la eficiencia de uso de N en las condiciones agronómicas tunecinas de cultivo de papa a partir de la determinación del efecto de distintos dosis de N sobre los parámetros de crecimiento y de desarrollo de variedades precoces: Spunta y Bellini, y de la variedad tardía Atlas; además de la fijación de la dosis óptima de N que permite el mejoramiento del rendimiento del cultivo.

Materiales y métodos

Características de clima y suelo

El ensayo se realizó entre marzo y junio de 2009 en el Centro Técnico de la Papa y de la Alcachofa, en la provincia de Manouba (37° N, 10° E) a 238 m.s.n.m. La temperatura máxima varió durante de abril y mayo entre 14.6°C y 35.49 °C, con un promedio de 25.91°C; mientras que la temperatura mínima varió entre 6.61 °C y 18.81 °C. La precipitación al comienzo del ciclo de cultivo fue aproximadamente de 340 mm.

Para el análisis físico-químico del suelo se tomaron muestras entre 0 y 60 cm de profundidad en cada horizonte de 20 cm, en suelos principalmente de texturas limo-arcillosa, según el Manual de Agricultura de los Estados Unidos (Richer de Forges et al., 2008). Los contenidos de materia orgánica fueron analizados según los métodos Walkley et Black y el N por Kjeldahl (Bremner, 1965), encontrando valores de 2.40% para el primero y de 1.40 g/kg para el segundo. El pH en el suelo experimental era de 8.3 y la capacidad de intercambio catiónico (C.I.C.) de 28 mol/kg de suelo por el método de Bower (Saidi et al., 2008). El nivel de fosforo (P) disponible, según el método Olsen usando el bicarbonico reactivo, era de 74 mg/kg de suelo, y el de potasio (K) intercambiable, según el método de extracción por percolación al acetato de amonio (NH4OAc), era de 880 mg/kg de suelo.

Aplicación de fertilizantes

La aplicación inicial de N en el suelo se hizo el 01-04-2009, 29 días después de la siembra (DDS) y continuó en forma semanal hasta el 27-05-2009 (86 DDS). El N fue aplicado en forma de ferti-rigación utilizando como fuente nitrato de amonio (NH4NO3, 33.5% N). Para satisfacer las necesidades de P y K del cultivo de la papa se añadieron al suelo durante el ciclo de cultivo ácido fosfórico (50% P2O5, densidad 1.50) y sulfato de potasio (50% K2O).

Las dosis de N según los tratamientos de N50 y N200 fueron distribuidas siguiendo los protocolos establecidos en el calendario de ferti-rigación establecido por el Centro Técnico de la Papa y de la Alcachofa. Para satisfacer las necesidades del cultivo por P y K se hicieron aplicaciones de 200 lt/ha de ácido fosfórico y 720 kg/ha de ‘solupotasse’ (50% K2O), por tratamiento de N. Las dosis de N fueron aplicadas de acuerdo con los estados de desarrollo del cultivo (crecimiento vegetativo, formación de los tubérculos y tubérculos maduros) que se extienden durante un período de 10 semanas. Sesenta por ciento de los requerimientos de N-P-K del cultivo fueron cubiertos en el estado de crecimiento vegetativo que tiene una duración de 4 semanas, 20% durante el estado de formación de los tubérculos de 2 semanas y el 20% restante durante 4 semanas finales del ciclo de cultivo.

Material vegetal

Se usaron tres variedades de papa con ciclo de cultivo diferente: dos precoces (Spunta y Bellini) y una tardía (Atlas). La distribución del nitrógeno aplicado fue igual para todas las variedades, independientemente del ciclo de cultivo de la variedad.

Variables evaluadas

Producción. El rendimiento del cultivo fue determinado con base en peso fresco de los tubérculos cosechados en el último muestreo (01/06/2009). El N extraído (Bremner, 1965) por las plantas se midió en la parte aérea y los tubérculos y para ello las muestras de cada parte se mezclaron y homogenizaron después de secadas en horno a 75°C. La dosificación de N se hizo con sulfato de hidrógeno (H2SO4) usando un digestor seguido por destilación y una titración con cloruro de hidrógeno (HCl) 0.05 N (Bremner, 1965).
 
Coeficiente de utilización aparente de N (CAU)

El coeficiente de utilización aparente de N se calculó según la fórmula de Schvartz et al. (2005):  CAU = [(Ntrt - N0)/X] * 100, donde Ntrt es la cantidad de N extraída por la planta a una dosis dada de X (kg/ha) y N0 es la cantidad de N extraída (kg/ ha) por la planta a una dosis de N igual a cero y X es la cantidad de N (kg/ha) aplicada al suelo.

Estimación de las pérdidas de N

Las pérdidas de N se calcularon usando el método de la balanza de suministro (Maynard et al., 1996): P = (Rf - Ri) - Mn - X + B, donde P es la Cantidad de N perdida por diversos mecanismos (kg/ha); Ri es la cantidad de N (kg/ha) en el suelo medida al comienzo del ensayo; Rf es la cantidad de N (kg/ha) en el suelo medida al final del ensayo; Mn es la mineralización neta de N (kg/ha) del suelo considerada igual a la exportación de N por la planta entera en el caso del tratamiento testigo; X es la cantidad de N mineral (kg/ha) agregada al suelo; B: es la cantidad de N (kg/ha) extraída por la parte aérea, los tubérculos y las raíces de la papa; (Rf - Ri) es el residuo nitrogenado en el suelo (kg/ha).

Contenido de nitratos en el suelo

La estimación de nitrato (NO3-) en el suelo se hizo sobre muestras tomadas cada 20 cm hasta una profundidad de 60 cm, utilizando KCl 1M como extractante. Después de la decantación y la filtración, las soluciones obtenidas fueron analizadas por el método Kjeldahl. El N mineral fue determinado en formas de nitrato (NO3-) y amonio (NH4+) por destilación de la solución del suelo. Los contenidos de ambos compuestos se midieron después de la aplicación en el momento de la destilación de óxido de magnesio (MgO) e aleación de Devarda, respectivamente. La titración se hace mediante el cloruro de hidrógeno (HCl) de normalidad 5% (Bremner, 1965).

Análisis estadístico

Los tratamientos para cada variedad fueron dispuestos en un diseño experimental bloques completamente aleatorizado con tres repeticiones y tres tratamientos de fertilización, empleando tres plantas por cada parcela experimental. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa Statistix 9.0 (Softonic Internacional S.A., 2014). Las medias de tratamientos fueron comparadas mediante la prueba DMS (P < 0.05) cuando el Anova fue significativo.

Resultados

Rendimiento y requerimientos de N

En la Tabla 1 se observa la variación de los rendimientos, las cantidades de N extraídas por los tubérculos y los índices agronómicos de necesidad de N de las variedades Spunta, Bellini y Atlas. El análisis estadístico mostró un efecto positivo (P < 0.05) de la aplicación de N sobre los rendimientos. La aplicación de la dosis más alta de N (200/ha) incrementó los rendimientos de las variedades Spunta (37.6 t/ha) y Bellini (39 t/ha) en comparación con los lotes testigo; por el contrario, cuando se aplicaron las menores dosis de N (50 kg/ha), estas variedades presentan rendimientos bajos y similares al testigo, siendo de 21 y 22 t/ha de tubérculos, respectivamente. En el caso de la variedad Atlas, la aplicación de N no afectó (P > 0.05) los rendimientos de tubérculos.
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La extracción de N en la cosecha mostró un efecto positivo de la dosis de N más alta, con valores de 70.51 kg/ha para la variedad Spunta y de 61.18 kg/ha para Bellini, cuando se aplicaron 200 kg/ha de N. En la variedad Atlas las extracciones de N fueron similares (P > 0.05) para los distintos tratamientos.

Los índices agronómicos de necesidad de N (kg de N absorbidos/t de tubérculo producido) en las variedades mostraron rangos diferentes, siendo más altos en la medida que la dosis de N aplicada fue mayor (Tabla 1) El análisis estadístico mostró que los requerimientos de las variedades Spunta, Bellini e Atlas son independientes (P > 0.05) del nivel de N aplicado en el suelo.

Coeficientes de uso aparente (CAU) y pérdidas de N

Los CAU fueron bajos en el caso del tratamiento 50 kg/ha de N (Tabla 2), siendo estos de 7, 12 y 19% para las variedades Spunta, Bellini y Atlas, respectivamente. Con la aplicación de 200 kg/ha de N sólo en el caso de la variedad Spunta este parámetro aumentó hasta 15%, mientras que en las variedades Bellini y Atlas no se observaron incrementos significativos (P > 0.05)
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Los valores bajos de CAU encontrados indican una baja eficiencia en el uso de N por las plantas, como se comprueba por las elevadas pérdidas de N en el balance de este nutriente. En efecto, los valores de CAU relativos al tratamiento 200 kg/ha de N fueron de 15, 11 y 10 kg/ha para las mismas variedades, siendo este tratamiento en el cual ocurrieron las mayores pérdidas de N (Tabla 2).

Residuos de nitratos en el suelo

Los residuos de nitratos en el suelo aumentaron entre el comienzo (Ri) (8 DDS) y el final (Rf) (65 DDP) de los ciclos de cultivo de las variedades (Figura 1), con efecto (P < 0.05) de las profundidad en el suelo. Ocho días después de la siembra, los residuos nítricos (Ri) se encontraban concentrados entre 40 y 60 cm. Los valores Ri en las distintas parcelas de cultivo de las variedades Spunta, Bellini y Atlas eran de 19.93, 10.73 y 13.14 kg/ha de nitrato, respectivamente. Entre 0 - 20 y 20 - 40 cm los valores fueron similares (P > 0.05) entre las parcelas. Al finalizar el ciclo de cultivo los residuos de nitratos (Rf) fueron similares (P > 0.05) en todas las profundidades (Figura 1).
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Discusión

Producción de papa

La deficiencia de N en el momento de tuberización afecta de manera significativa el rendimiento del cultivo; por otra parte, dosis excesivas de este nutriente pueden ocasionar contaminación de las aguas subterráneas y un excesivo desarrollo foliar. En este trabajo los mayores rendimientos de tubérculos y la mayor extracción de N se encontraron con la dosis más alta (200 kg/ha) lo que coincide con los resultados encontrados por Tekalign y Hammes (2005). Las variedades Spunta y Bellini fueron las más eficientes en la producción de tubérculos y en la distribución de N hacia la producción de tubérculos. Los indices agronómicos de necesidad de N en este experimento fueron bajos, si se comparan con los valores de N entre 2.10 y 2.33 kg/t de tubérculos obtenidos por Gómez-Sánchez (2012).

Coeficientes de uso aparente (CAU) y pérdidas de N

Los CAU obtenidos en este experimento son muy bajos si se comparan con el valor propuesto (50%) por Goffart et al. (2002). Landry y Boivin (2011) atribuyen la baja eficiencia de uso de N a una escasa disponibilidad de este nutriente en la zona de desarrollo del sistema radicular. Los resultados mostraron una proporcionalidad entre la cantidad de N aplicada y la cantidad perdida. Según Kafkafi y Tarchitzky (2012) la aplicación de dosis altas de N ocasiona altas pérdidas de N en las zonas de riego. Olasolo et al. (2007) recomiendan que para una correcta planificación de la fertilización es necesario tener en cuenta la cantidad de N extraída por el cultivo, el N mineral inicial en agua de riego y el resultante de la propia mineralización que ocurre en el suelo.

Estados de nitratos en el suelo

La variabilidad de nitratos al comienzo del ensayo (8 DDS) entre la superficie del suelo y la zona más profunda (40 - 60 cm) fue el resultado de la fertilización orgánica aplicada previamente a la siembra. De acuerdo con las condiciones de clima caracterizadas por la presencia de lluvias y el bajo consumo de N por el cultivo, era de esperar que los nitratos se acumularan en los estratos inferiores del suelo, como se observó al final del ciclo de cultivo.

Para determinar la forma de pérdida de NO3- en el suelo se utilizó el software MABIA-Región establecido por Jabloun y Sahli (2009), con el cual es posible calcular los diferentes términos del balance hídrico diario. Los datos de entrada en el software son: (1) de clima (ETo, humedad relativa mínima, velocidad del viento y precipitaciones), (2) de suelo (contenidos hídricos característicos del suelo (Θsat, Θcc, Θpfp), (3) de cultivo (duración de las fases de cultivo, coeficientes de cultivo Kcb durante cada fase de cultivo, altura máxima y profundidad de enraizamiento), y (4) el sistema de riego (fracción húmeda del suelo y eficiencia de riego). Los datos de salida de MABIA-Región sirven para representar la evolución en el tiempo del drenaje (D), la escorrentía (R), la evapotranspiración máxima (ETc) y el consumo real de agua del cultivo (ETa).

En el presente estudio la mayor precipitación se registró 3 días antes la medición del agua residual inicial en el suelo (Figura 2b). El agua de riego fue constante y menor que 33 mm por aplicación (Figura 2b) con movimiento de agua hacia la zona profunda del suelo (60 cm) lo que coincidió con las mayores precipitaciones. En los días 8, 15 y 22 de abril, el MABIA-Región registró las mayores cantidades de agua perdidas por drenaje debidas a las lluvias antes y después del riego (Figura 2a). Arregui y Quemada (2006) consideran que el drenaje es uno de los principales factores que determinan la lixiviación de nitratos.
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Conclusiones


	El mejoramiento de la eficiencia del uso de N por el cultivo de papa implica una reducción en las pérdidas de este elemento y un incremento en su absorción, lo que repercute proporcionalmente en el retorno económico. Los resultados obtenidos indican que la papa cultivada en la zona semi-árida de Túnez presenta una baja eficiencia de uso del nitrógeno debido a las perdidas por drenaje.

	Para incrementar la eficiencia de uso de N es necesario disponer de programas de fertilización adecuados y aplicar riego frecuente con dosis bajas de N. Lo anterior unido al desarrollo genética de variedades capaces de utilizar N con mayor eficiencia.
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Resumen

En el estudio se determinaron el efecto de la edad de las plantas al momento de la cosecha y del secado de las hojas sobre la composición y concentración de los aceites esenciales de tres accesiones de Lippia origanoides Kunth. (Patía, Cítrica y Típica) y dos accesiones de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (Cítrica y Típica) cultivadas en campo en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. En un arreglo de parcelas divididas con tres repeticiones, se evaluaron 2 factores de secado y tres épocas de cosecha. Los resultados mostraron que el secado aumentó la concentración de los componentes principales de cada accesión de las dos especies de Lippia y que la edad de las plantas al momento de la cosecha no afectó la concentración ni la composición de los aceites esenciales.

Palabras clave: Plantas medicinales, metabolitos secundarios, timol, geranial, carvona.



Abstract

A test was conducted under field conditions at the Universidad Nacional de Colombia sede Palmira and oils analysis in the Universidad Industrial de Santander (UIS), in order to determine the effect of plant age at the time cutting and the effect of drying the plant material on the composition and concentration of the essential oils of three accessions of Lippia origanoides Kunth. (Patía, Cítrica and Típica) and two accessions of Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (Cítrica and Típica). In a split plot arrangement with three replications, two factors were evaluated drying and three harvest times. The results showed that drying increased the concentration of the main components of the accessions of the two Lippia species, and age of the plants at harvest did not affect the composition and concentration of essential oils.

Keywords: Medicinal plants, secondary metabolites, thymol, geranial, carvone.



Introducción

Los aceites esenciales son fracciones líquidas volátiles que contienen mezclas complejas de varias sustancias químicas biosintetizadas por las plantas que dan el aroma característico a flores, árboles, frutos, hierbas, especias, semillas y a productos de origen animal.

La calidad final de los productos fitoterápeuticos depende de factores que se inician desde la identificación correcta de la especie, manejo del cultivo, cosecha y beneficio. Entre los factores que afectan la calidad del producto final se encuentran las variaciones de clima, suelo, época de cosecha, características genéticas de la planta, condiciones de secado y tiempo de almacenamiento (Montanari et al., 2011); por su parte, la calidad de los aceites esenciales está definida por la relación porcentual de cada uno de sus componentes. La calidad de los aceites esenciales es el factor principal para su utilización en industrias cosméticas, terapéutica o agrobiológica, ya que son una fuente natural de compuestos difíciles de sintetizar. Entre los aspectos que pueden dar lugar a pequeños cambios en la composición de los aceites esenciales se encuentran el método de extracción utilizado (Stashenko et al., 2004), la etapa fisiológica de la planta al momento de la cosecha, el clima, los días de sol, la humedad relativa y el ciclo circadiano.

El contenido de humedad del material vegetal al momento de la extracción es un factor importante en el rendimiento de los aceites esenciales; así, en plantas de pronto alivio (Lippia alba) el rendimiento fue mayor cuando el material al momento de la extracción en fresco presentaba 75% de humedad vs. 12% en seco (Mejía et al., 2007). El contenido de humedad del material vegetal al momento de la extracción no sólo afecta el rendimiento sino que puede generar variabilidad en la composición química de los aceites esenciales. Barbosa et al. (2006) encontraron que temperaturas de secado hasta 80 °C redujeron entre el 12 y 17% en el contenido de aceite esencial de plantas secas de Lippia alba en comparación con los contenidos de los mismos aceites en plantas frescas, no obstante, el contenido de citral en el aceite esencial en plantas secas fue ligeramente mayor que el obtenido en plantas frescas.

El género Lippia (familia Verbenaceae) incluye 221 especies aceptadas y 360 registros de especies consideradas como sinónimos de algunas de las especies aceptadas. Se distribuye en América del Sur (Venezuela, Brasil, Colombia) y en América Central (México, Guatemala, Cuba, Costa Rica) y en regiones tropicales de África. Varias especies de este género se utilizan contra afecciones respiratorias y gastrointestinales, además para condimentos, entre ellas se destacan: (1) Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (L. alba), conocida también como ‘pronto–alivio’. Se utiliza como infusión, antidiarreico, antiespasmódico, diaforético, diurético, expectorante, laxante y sedante. Estas propiedades pueden relacionarse con el hecho de que las plantas exhiben propiedades antifúngicas, antimicrobianas y antioxidantes (Stashenko et al., 2004). Estos beneficios y las propiedades bioactivas están directamente relacionadas con la composición de los aceites esenciales presentes en la planta. (2) Lippia origanoides Kunth (L. origanoides) es utilizada como condimento debido a su gran parecido con el orégano. El aceite esencial de las hojas de esta especie en cocimiento tiene múltiples usos terapéuticos y medicinales. Presenta actividad bacteriostática contra tres especies de Nocardia sp. (Méndez et al., 2007) y actividad antimicrobiana contra algunas especies de Cándida, Staphylococcus aureus, entre otros. También presenta actividad inhibitoria contra Trichophyton rubrum T544 (Oliveira et al., 2007).

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del contenido de humedad del material vegetal en la composición y la concentración de los metabolitos secundarios volátiles del aceite esencial de dos accesiones de L. alba y tres de L. origanoides en diferentes edades del cultivo.

Materiales y métodos

Localización. El experimento de campo se estableció en el Centro Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP) localizado en el municipio de Candelaria, departamento de Valle del Cauca, a 930 m.s.n.m. con temperatura media de 26 °C y 65% de humedad relativa. El secado y la extracción de los aceites esenciales se realizaron en el Laboratorio de Química de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira y los análisis de los aceites esenciales en la Universidad Industrial de Santander.

Material vegetal. Las especies fueron sembradas por estacas obtenidas de plantas adultas provenientes de la Colección in vivo de Plantas Medicinales Nativas, Aromáticas y Condimentarias de la Universidad. Las plantas corresponden a dos accesiones (Cítrica y Típica) de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson y tres accesiones (Patía, Cítrica y Típica) de Lippia origanoides Kunth. Los esquejes de 12 –15 cm, obtenidos del tercio medio de tallos de las accesiones, fueron enraizados en la sombra en un sustrato suelo– arena (1:1). El trasplante en campo se realizó 28 días después a razón de 12 esquejes enraizados/parcela a una distancia entre plantas de 0.75 m y 0.50 m entre surcos en parcelas de 6 m2. Catorce días después del trasplante se aplicaron 50 kg/ha de urea (46% N). Las plantas fueron dispuestas en un arreglo de parcelas divididas con tres repeticiones, para evaluar dos factores secado y tres edades de las plantas al momento de la cosecha. Cada muestra consistió en hojas cosechadas manualmente de cuatro plantas del surco central. La toma de muestras se hizo cada 4 meses hasta 12 meses de edad de la planta.

Secado de muestras y extracción de aceites esenciales. Las determinaciones se hicieron en muestras de hojas secadas a la sombra en bodega techada, con una humedad relativa de 65% y temperatura de 33 °C por un periodo de 48 h hasta un contenido de humedad de 12%; y en hojas frescas con un contenido de humedad al momento de cosecha de 75%. La extracción de los aceites esenciales se hizo mediante destilación por arrastre con vapor de agua en un equipo tipo Clevenger, donde se sometieron 100 g de hojas en fresco y 40 g de hojas en seco a extracción durante 1 hora.

Purificación y rendimientos. Los aceites esenciales obtenidos en la destilación por arrastre con vapor fueron purificados con dietil–eter (separando el agua y los compuestos hidrosolubles) y secados con sulfato de sodio anhidro adquiridos de Merck (Darmstadt, Germany), luego se midió el volumen obtenido. El rendimiento se determinó por el volumen de aceite esencial obtenido por peso de hojas secas en todos los casos.

Análisis cromatográfico. La composición química de la fracción volátil y semivolátil de los aceites esenciales se determinó por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG–MS). Para ello los aceites esenciales fueron inyectados en forma directa al cromatógrafo de gases (Agilent Technologies 6890 Plus) acoplado a un detector selectivo de masas (MSD, Agilent Technologies 5973) operado en modo de barrido completo (full scan). La columna empleada en el análisis fue DB–5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) (5%–fenil–poli–(dimetilsiloxano)), 60 m X 0.25 mm X 0.25 µm. La inyección se realizó en modo split (30:1), volumen de inyección de 2 µl. La identificación de los compuestos se estableció con base en sus índices de retención y espectros de masas (EI, 70eV) usando las bases de datos de Adams, Wiley 138 y W8N08. La temperatura del horno se programó en gradiente desde 45 °C hasta alcanzar 275 °C, las temperaturas de la cámara de ionización y de la línea de transferencia se establecieron a 230 y 285 °C, como lo describe Ruiz et al. (2007). A los datos obtenidos se sometieron a análisis de varianza (Anova) y pruebas de medias (Duncan) usando el programa SAS versión 9.2 (2007).

Resultados y discusión

Efecto de secado

El secado de hojas al momento de la extracción se asoció inicialmente con una reducción del rendimiento de aceites esenciales (Mejía et al., 2007), lo que es importante para evitar deterioro en el material vegetal durante el transporte y almacenamiento previo a la extracción. Los resultados mostraron que las pérdidas no fueron uniformes, sino que afectaron diferencialmente algunos de los compuestos presentes. Los contenidos de los componentes principales de L. alba accesión Cítrica y las accesiones de L. origanoides variaron de manera significativa entre los estados de secado (P < 0.05) (Tabla 1).
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Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson. Entre los aceites volátiles obtenidos en la accesión Cítrica se identificaron un total de 15 compuestos y 26 en la accesión Típica. En la accesión Cítrica, los compuestos Geranial, Neral y el Geraniol fueron los componentes principales representando 87.8% del total. Para la accesión Típica, la Carvona, el Limoneno y el Germacreno–D fueron los componentes principales, totalizando 92% de los compuestos identificados, lo que coincide con resultados de trabajos con esta accesión (quimiotipo) realizados por Stashenko et al (2004).

Estos resultados sugieren que los aceites esenciales de la accesión Cítrica se pueden clasificar de acuerdo con el criterio de Hennebelle et al (2008) en el quimiotipo Ia debido a los altos contenidos de Carvona y Limoneno, y la accesión Típica en el quimiotipo IIIa. En la mayoría de los departamentos de Colombia donde se ha encontrado L. alba predomina este último quimiotipo.

La composición de los aceites esenciales de la accesión Cítrica varió con los tratamientos de secado. El Geranial, un compuesto con fuerte olor a limón, aumentó su concentración de manera significativa en 5.2% cuando las hojas fueron sometidas a secado, mientras que el Neral y el Geraniol disminuyeron su concentración, aunque en forma no significativa (Tabla 1). Debido a la cercanía de los puntos de ebullición de los tres principales componentes del aceite esencial, no es posible determinar si el aumento de Geranial es debido a la mayor volatilidad de los otros componentes principales. El aumento de este compuesto puede ser el resultado de oxidaciones que ocurren durante el proceso de secado. A partir de la oxidación de Geraniol se produce el Geranial, en procesos descritos vía radicales libres (Nunes et al., 2005), en menor medida por oxidación catalítica (Dapurkar et al., 2011) y más importante por biotranformaciones mediadas por enzimas (Demyttenaere et al., 2000) como la geraniol deshidrogenasa dependiente del NADP+ (Sangwan et al., 1993) en el que el estado redox de la coenzima puede regular el equilibrio entre Geraniol y Geranial.

En la accesión Típica no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05), aunque la Carvona y el Limoneno aumentaron su concentración 2.8% y 2.0%, respectivamente, cuando las hojas fueron secadas, mientras que el Germacreno–D disminuyó su concentración 3.3% (Tabla 1).

Se esperaba que la concentración del Limoneno disminuiría por efecto del secado debido a su menor punto de ebullición; sin embargo, la tendencia fue aumentar al igual que la Carvona, incremento que podría ser favorecido por las biotransformaciones que continúan ocurriendo durante la etapa de secado y que generan producción de estos compuestos a partir de intermediarios comunes relacionados biogenéticamente y que están, probablemente, formados en vías divergentes de un intermediario común. Igualmente, los sesquiterpenos como el Germacreno–D que tienen un mayor número de puntos de ebullición, disminuyeron durante el secado. Uno de los roles del Germacreno–D es la biosíntesis de nuevos sesquiterpenos, no solo por vías enzimáticas sino también por catálisis ácida, fotoquímica y térmicamente (Bülow y König, 2000), haciendo posible que la etapa de secado pueda generar una conversión del Germacreno–D en otros sesquiterpenos de mayor peso molecular, pero aún sin identificar, disminuyendo su concentración en el aceite.

La utilización de hojas frescas de L. alba para la extracción de los aceites esenciales trae beneficios importantes en el rendimiento (Mejía et al., 2007), no obstante, según estos resultados también puede representar ventajas para la proporción de algunos de los componentes de los aceites esenciales, aunque la metodología del secado empleada (temperatura como factor principal) puede influir de manera negativa (Teles et al., 2012; Shahhoseini et al., 2013) en la composición de los mismos.

Lippia origanoides Kunth. En el análisis de GC–MS de los aceites esenciales volátiles de las accesiones Patía, Cítrica y Típica fueron identificados 26 compuestos, de los cuales Timol es el componente principal, seguido por ρ–Cimeno, γ–Terpineno y trans–β–Cariofileno. Las cantidades altas de Timol en el aceite esencial de las accesiones de esta especie hacen que sea de gran interés para la agroindustria.

La composición de los aceites esenciales de las accesiones de esta especie varió (P < 0.05) en ambos tratamientos de secado. La concentración de Timol aumentó entre 6.2% y 6.6% en hojas secas, mientras que el ρ–Cimeno, el γ–Terpineno y el trans–β–Cariofileno disminuyeron su concentración (Tabla 1). Se evidenció en este caso que el secado disminuye la concentración de los compuestos más volátiles, entre ellos el ρ–Cimeno y el γ–Terpineno e incrementa la concentración de las fracciones menos volátiles como Timol.

La concentración de trans–β–Cariofileno, uno de los más abundantes sesquiterpenos en la atmósfera (Helmig et al., 2007), disminuyó debido a la fácil oxidación que sufre cuando se expone al aire, produciendo óxido de Cariofileno como producto principal (Sköld et al., 2006), aunque también se han encontrado ácidos derivados de la oxidación como el ácido β–nocariofilenoico (Van Eijck et al., 2013), todos ellos productos oxigenados de baja volatilidad (Lee et al., 2006).

Aunque los aceites esenciales de las accesiones de L. origanoides estudiadas tienen composición química semejante, su aroma es diferente debido a variaciones en los componentes que se encuentran en menor proporción, lo que permite diferenciarlas fácilmente.

Las variaciones encontradas en la concentración de los componentes de los aceites esenciales demuestran el efecto del secado del material vegetal debido, principalmente, a factores como temperatura y evaporación de los componentes más volátiles. La concentración de otros compuestos en el aceite incrementa una vez se realiza la extracción y las biotransformaciones, reacciones de oxidoreducción, (química o enzimática) o reacciones de biosíntesis las cuales durante el secado de las hojas pueden seguir ocurriendo y producir un tipo de componente del aceite en mayor proporción a expensas de otros, lo cual explica el aumento en la concentración de algunos de los compuestos más volátiles.

Efecto de la edad de las plantas

Con excepción de la accesión Típica de L. alba en la cual se observó que la Carvona, su componente principal, disminuyó su concentración en 8.5% después del primer corte, en las demás no se observaron diferencia (P > 0.05) entre la cantidad relativa de los aceites esenciales volátiles y la edad de las plantas al momento de la cosecha. Por otra parte, la composición de los aceites esenciales no varió en el tiempo y permaneció constante durante el periodo de 12 meses de evaluaciones (Tabla 2). Estos resultados son debidos al hecho que los aceites esenciales en plantas del el género Lippia se extraen principalmente de las hojas, por lo que su producción no se ve afectada ni depende de la época de floración de la planta. Rojas et al. (2006) encontraron que las plantas de L. origanoides difieren en la composición de Timol según las hojas sean recolectadas en época de lluvia o de sequía. En las condiciones climáticas del presente trabajo, las especies de Lippia permanecieron florecidas a través del periodo experimental y la recolección de hojas se hizo en días secos en cada época, evitando de esta forma que la humedad excesiva de la planta causara cambios en el metabolismo que afectan la producción de aceites esenciales.



La frecuencia de deshoje cada 4 meses permite que la planta se recupere del daño ocasionado por la recolección de muestras y la acumulación de reservas para asegurar la producción de aceites esenciales.

Conclusiones


	La composición de los aceites esenciales de las hojas de L. alba y L. origanoides son sensibles a la poscosecha, están influenciados por el contenido de humedad de las hojas al momento de la extracción, pero no por la edad de las plantas.

	El secado aumenta la concentración del componente principal en cada especie estudiada, Geranial para L. alba y Timol para L. origanoides. Esta condición se puede emplear para mejorar las características de los aceites esenciales obtenidos, dependiendo del componente principal requerido. Para aumentar o reducir la proporción de aceites esenciales se pueden utilizar hojas secas o frescas.
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Abstract

Relations among nutrients affect the plant nutrition, promoting growth and yield of crops. Therefore, this study aimed to determine the influence of the relationships among foliar nutrients on the yield of four clones of fine cocoa (Theobroma cacao L., two clones self–incompatible, TSH–565 and ICS–39, and two self–compatible, CCN–51and ICS–95. Different doses of fertilization were applied to determine which one of this nutrient ratio affect more the yield. A complete randomized block design with five treatments and four replications was used; CT (control), treatments T1, T2, T3 and T4 successively showed increments of NPK, respectively of 25%, 50%, 75% and 100% . Results showed differences in nutrient concentration in leaf under the clone influence , treatment and interaction clone treatment; the clone effect on P, Mg2+, B, Mn2+ and Zn2+; the treatment effect in all nutrients and interaction effect clone*treatment in N, P, Mg2+, B, Fe2+, Mn2+ and Zn2+; this indicates that the applied fertilizer levels influencing the availability and absorption of nutrients. Overall all clones had affinity for Mg2+, S2+and P; in different order of preference for N, K+, Ca2+ and the minor elements for Mn2+, Fe2+, Zn2+, Na+, B and Cu2+, except TSH–565. From the sixty six relationship among nutrients studied at the foliar level, it was found that the relationships among nutrients that showed better association to the yield were: N/Mg, N/P, N/S, N/K, the first two had positive effect and the remainder showed negative effect on yield.

Keywords: Clone self–incompatible, clone self–compatible, fertilization, plant nutrition, Theobroma cacao.



Resumen

Las relaciones entre nutrientes afectan la nutrición de las plantas, favoreciendo el crecimiento y el rendimiento. Esta investigación tuvo como objetivo determinar la influencia de las relaciones entre nutrientes a nivel foliar, sobre el rendimiento de cuatro clones de cacao fino (Theobroma cacao L.), dos clones autoincompatibles, TSH–565–ICS–39, y dos autocompatibles, CCN–51–ICS–95. Se aplicaron diferentes dosis de fertilización para determinar cuál de estas relaciones afecta más el rendimiento, para ello se utilizó un diseño en bloques completos al azar con cinco tratamientos (TC (control), T1, T2, T3, y T4) consistentes en incrementos sucesivos de NPK, respectivamente de 25%, 50%, 75% y 100% sobre el tratamiento control (TC) y cuatro repeticiones. Los resultados muestran diferencias en la concentración de nutrientes a nivel foliar por influencia del clon, tratamiento e interacción clon*tratamiento; por efecto del clon en P, Mg2+, B, Mn2+ y Zn2+; por efecto del tratamiento en todos los nutrientes y por efecto de la interacción clon*tratamiento en N, P, Mg2+, B, Fe2, Mn2+ y Zn2+; lo cual indica que los niveles de fertilización aplicados influyen en la disponibilidad y absorción de nutrientes. En general todos los clones presentan afinidad por Mg2+, S, P; en diferente orden de preferencia por N, K+, Ca2+ y en los elementos menores, por Mn2+, Fe2+, Zn2+, Na+, B y Cu2+. De las sesenta y seis relaciones entre nutrientes estudiadas a nivel foliar, se encontró que las relaciones que más se asocian con el rendimiento son: N/Mg, N/P, N/S, N/K; las primeras dos tienen efecto positivo y el resto efecto negativo sobre el rendimiento.

Palabras clave: Clon autoincompatible, clon autocompatible, fertilización, nutrición de plantas, Theobroma cacao.



Introduction

The cocoa has its geographical and cultural roots in Mesoamerica, but its use extended to Europe in the 16th and 17th centuries and from there to African countries (Forrest and Glick, 2007). Currently, the largest producers of cocoa are the Ivory Coast and Ghana in Africa, followed by Indonesia in Asia and Brazil, Ecuador, the Dominican Republic and Colombia in the Americas (FEDECACAO, 2010).

Cocoa production not only depends on the fertility level of the soil but also on interactions with ambient factors, crop management, and the ratios present between nutrients. It is known that the absorption of ions by plants depends on the soil solution, whose composition is modified by the manner and quantity of applied nutrients. The same author suggested that each time nutrients are added on an individual basis, the behavior of the ions and the relationship between them in the soil solution are changed and the absorption of cations and the relationship between them in the solution are altered, as a consequence of changes at the exchange sites. Knowledge on this nutrient dynamic in soils helps to improve crop nutrition.

Studies on the effect of ratios between nutrients as a mechanism that involves some of the factors that affect nutrient absorption and transport that, in the end, generate disbalances that affect yield have been carried out by Torres et al. (2009) in orange orchards, who affirmed that binary relationships in nutrient concentrations have demonstrated effectiveness in the diagnosis of nutritional problems. With Eucalipto (Eucalyptus grandis), Battie–Lacau et al. (2014) studied photosynthetic and anatomical responses and the influence of supplying Potassium and Sodium on the net assimilation rate of CO2 and on stomatal conductance, which, in the end, influences other physiological processes of plants and yields. In the same vein, Balkos et al. (2010) demonstrated with rice that an increase in ammoniacal Nitrogen applications affects the absorption and transport of Potassium, generating a disbalance in the plant. Gattward et al. (2012), over the course of 180 days under greenhouse conditions with sixmonth– old cocoa plantlets, studied the synergistic Na/K relationship and its effect on photosynthesis stimulation, on water use efficiency and on mineral nutrition, but did not evaluate the possible impact on the yield of the crop. Individual nutrient applications with average crop doses often lack satisfactory responses in the yield because it is not considered necessary to maintain an appropriate ratio between certain nutrients, resulting in metabolic alterations. In this sense, Salisbury & Ross (1992) demonstrated that the N/P ratio affects maturity, with excess Nitrogen impeding it and excess Phosphorus accelerating it or otherwise stimulating the development of roots with regards to the growth of the aerial zone.

Little is known on the effect of different fertilizer doses produced on nutrient ratios at the foliar level in cocoa and the repercussion on crop yield. In this sense, the reviewed literature facilitated this study, with the aim of determining the influence of nutrient ratios at the foliar level on the yield of four fine cocoa clones with variance in fertilization doses in the soil.

Materials and methods

The present study was carried out at the Center of Investigation of the Federación Nacional de Cacaoteros, (3°15’ North and 76°15’ West in Colombia) at an altitude of 1120 m and with an average annual precipitation of 1379 mm and an average temperature of 25°C (IGAC, 1993). The fine cocoa clones used in the present study were: ICS–95 and CCN–51 (self–compatibles) and TSH–565 and ICS–39 (self–incompatibles) (Puentes et al., 2014b)

Soil samples were taken at a depth of 30 cm (Muñoz, 2001); the following were evaluated: pH, soil–water ratio 1:2.5, with a potentiometer; Organic material by Walkley Black, Phosphorus by Bray II; cationic exchange capacity (CEC) and cation changes (Ca2+, Mg2+, k+, Na+) with ammonium acetate 1M at a pH of 7, quantified by atomic absorption; lesser elements (Cu2+, Fe2+, Mn2+, Zn2+) by modified Olsen; S and B with monocalcium phosphate; texture by the pipette method and apparent density by the nucleus method.

The foliar sampling was carried out in accordance with the INIAP methodology (Carrillo., 2006), for which, the fourth leaf of branches in the middle part of the cocoa tree was taken, with twenty five leaves per sample; over the course of three years, (2010–2012), the following elements were analyzed: Nitrogen, Phosphorus, Potassium, Calcium, Magnesium, Iron, Manganese, Copper, Zinc, Boron, and Sulphur; afterwards, the nutrient ratios were determined, which were obtained by division of the concentration of each analyzed major element (NPK) in the leaf by the rest of the determined nutrients, for which it was assured that all were in equal units.

In order to standarized the production, at the start of the experiment, fruits that were three or more months–old were eliminated from the cocoa trees; the fertilizer doses were applied in two periods, one in May and one in September of the years: 2010, 2011, and 2012. The yield was determined by the product of: the numbers of seeds per pod, the number of pods per tree and the seeds per density of plants per hectare index (952 plant ha–1).

A Randomized Complete Block (RCB) design was used with five treatments and four repetitions; the experimental unit consisted of four five–year–old cocoa trees planted at a distance of 3m × 3m between plants and 4m between rows. In order to determine the effect of the applied treatments on the nutrient ratios at the foliar level and their influence on yield, the treatments were designed from the initial concentrations of NPK of the soil, which was dubbed TC, the rest of the treatments (T1, T2, T3, T4) were successive increments of the NPK at the respective levels of 25%, 50%, 75% and 100% over the TC (Table 1).
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The results were subjected to an analysis of variance (ANOVA) and a mean comparison Duncan test was used in those cases where a significant difference was detected. In order to determine which nutrient ratios at the foliar level had an effect on yield, an Analysis of Principal Components (APC) was used. Also, using a KMO test (Kaiser–Meyer–Olkin Measure of Sampling Adequacy) and Bartlett's sphericity, the suitability of the nutrient ratio information for analysis was verified. The KMO contrasted the partial correlations between the variables, indicating that the factorial analysis was suitable with higher values. Those ratios of high value extraction in components where the yield variable was located and with large contributions to the matrix of correlations of the same were selected; afterwards, in order to predict the behavior of the yield, an automated linear regression was carried out between the obtained ratios in the APC and the yield, using the statistical program: SPSS 20.

Results and discussion

The chemical analysis demonstrated that the soil presented good conditions for the development of the crop (Puentes et al., 2014a), possessing a suitable pH (6.4), a high organic material content (7.4%), and normal mean contents of Potassium (0.26 Cmol+kg–1), Phosphorus (8.6 mg kg–1) and CEC (19.35 Cmol+kg–1). There were good Ca/Mg and K/Mg ratios and a high concentration of lesser elements.

In the physical aspect, there were no limitations; the soil was suitable for agriculture with good porosity (55%), apparent density (1.2 g cm–3) and texture (silt–loam). In the mineralogy of the clay, high proportions of Illite were observed with interstratifications of Illite/Vermiculite.

Absorption and concentration of the nutrients
at the foliar level. There were highly significant (p<0.01) differences in the foliar content of the nutrients related to the clone, treatment and the clone*treatment interaction with effects from the clones on P, Mg2+, B, Mn2+ and Zn2+, effects from the treatments on all the nutrients and effects from the clone*treatment interaction on N, P, Mg2+, B, Fe2, Mn2+ and Zn2+.

At the foliar level, the extraction and concentration of the nutrients were different. The results show that the applied fertilization levels influenced the absorption of clones CCN–51, TSH–565, ICS–95, and ICS–39, as seen in Figure 1, having presented, in general terms, affinity, in all the clones, for the extraction order of Mg2+, S, and P; but, a different order of preference for N, K+, and Ca2+. For the lesser elements, the preference order, rather than the concentration, was Mn2+, Fe2+, Zn2+, Na+, B and Cu2+ for the clones, except TSH–565.
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The values reported for Nitrogen were considered low for ICS–39 and TSH–565 and normal for ICS– 95 and CCN–51, consistent with Sodré (2002). In general terms, the self–compatible clones presented a higher tendency to accumulate N, P and K than the self–incompatible clones. The concentration of the major elements produced similar evidence as that of the lesser elements: influence from the applied treatments on the clones. These results show that the variance in the fertilization levels in the soil changed the soil solution, which influenced the absorption and concentration of the nutrients at the foliar level of the clones. Corroborating, that the concentration of nutrients in the plant depends of the availability of these plant nutrients in soil (Mengel & Kirkby, 2001).

Nutrient ratios and their effect on yield. In
regards to yield, there were highly significant (p<0.01) differences due to the effects of the clones and treatments. The highest yield was seen in T1 of the CCN–51 clone (2300 kg ha–1), followed by T2 in the ICS–39, ICS–95 and TSH–565 clones (1660, 1359 and 1352 kg ha–1 respectively). These values are higher than those reported for CCN–51, ICS–95, TSH–565 previously. The lower yields were seen in the TC with the following order: ICS–95, ICS–39, TSH–565 and, finally, CCN–51 with a normal presentation, due to the fact that the TC did not have fertilizer applications.

66 nutrient ratios were analyzed at the foliar level, including the combinations of the major elements with the rest of the analyzed elements. In the initial commonalities phase of the APC, 17 variables remained due to their good and/or excellent measure of sampling or extraction value (0.8<KMO<0.1); with these, four components were identified that represented 87.95% of the variance.

With the 17 ratios selected by APC, the yield modeling proceeded with automated linear regression. The ratios that were more associated with the yield were: N/Mg, N/P, N/S, and N/K. The first two had a positive effect while the rest had a negative effect.

Figure 2 shows that the N/Mg ratio most favored the yield at an order of 8:1, that is to say eight parts Nitrogen per one part Magnesium. The clones presented different responses, for example the ICS–39 and TSH–565 self–incompatible clones achieved this ratio in the leaves with the lowest fertilizer level, that is to say in T1. The ICS–95 and CCN–51 self–compatible clones achieved the same in T3, thereby favoring yields that can reach values of 2300 kg ha–1. Values below 2:1 in ratios of the leaves were seen in the ICS–39, ICS–95 and CCN–51 clones with the T4 fertilization level. The TSH–565 clone presented ratios below two in T3. This ratio level for N/Mg produced yields that are not very attractive for cacao producers, that is to say less than 500 kg ha–1.
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The absorption of certain nutrients is conditioned by their availability in the soil solution, whose composition changes depending on many factors and on any applications. In this sense, Hansen (1972) carried out a study on the effect of the quantity and form of Nitrogen on the soil solution and the absorption of various nutrients, including Magnesium, demonstrating that both the concentrations and the proportions of the cations on an individual basis change when nitrate or ammonium are applied. The availability of Magnesium increased when the Nitrogen application took the form of NH4+ because it displaces Mg in the exchange sites of the soil solution to where the plants can take it up. According to Marschner (2003), when Magnesium is hydrated it presents the lowest attraction force for the cellular wall and the plasmatic membrane; and so, it is important to maintain the balance of the N/Mg ratio because Magnesium participates in the chlorophyll molecule and in many enzymes that are necessary in the photosynthesis process (Salisbury and Ross, 1992).

In regards to the N/P ratio, values of 9:1, that is to say nine parts of Nitrogen per one part of Phosphorus, produced good yields. With ratios below 5:1, the yields fell to below 500 kg ha–1, which are not profitable (Figure 3). All of the clones presented the best foliar level ratio and yield in T2, with the exception of CCN–51 which did so in T1. Even clearer than these ratios, the genetic potential plays an important role in yield along with the management practices.
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The results of the study on the effects of the N/P ratio demonstrate that the phosphate content changes in plants due to the dose and form of the Nitrogen application. When nitrates are applied, a similar situation occurs with the concentration of phosphates in the phloem, which is favored by the application of ammoniacal Nitrogen. This situation must be considered in the search for a suitable ratio between these nutrients.

Bot et al. (1998) suggested the existence of a narrow ratio between the content of Nitrogen and Phosphorus and the metabolism of Carbon and also suggested that a lack of Nitrogen in plants induces changes in the synthesis of carbohydrates due to the accumulation of starch and a decrease in specific leaf area. These authors put forth that a deficiency in Phosphorus affects the growth of biosynthetic tissues and decreases the concentration of Phosphorus in the biomass and, therefore, the maximum photosynthesis rate. Recalling that the absorption of Phosphorus depends on and is related to the development of the root system in plants. Pellerin et al. (2000) found a delay in the appearance of adventitious roots in plants in conditions of low phosphorus contents, in addition, the foliar area index and net photosynthesis rate were affected. Perhaps the increase in Nitrogen levels per Phosphorus unit has a favorable effect on the development of the foliar area, on the roots and on the photosynthesis rate, creating a balance between Nitrogen and Phosphorus, which favors the metabolism of Carbon, which translates into good yields.

In regards to the N/K ratio, values below 1:1, that is to say one part Nitrogen per one part Potassium, favored yield with production over 2200 kg ha–1, when this ratio passed values over 5:1, five parts Nitrogen per one part Potassium, they appeared to affect cacao yield with values under 500 kg ha–1 (Figure 4). Similar results were obtained by Hernandez et al. (2009), who showed that the best N/K ratio combination of yield and fruit quality was obtained with the 1:0.75 N/K ratio, however, when this ratio changes to 1:0.90 the yield decreases.
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It is evident that high Nitrogen levels affect the absorption of Potassium, recalling that Potassium is the most abundant element in plant cells and participates in countless functions including the activation of many enzymes, its absorption depends on relationships with other nutrients, such as Sodium and Nitrogen (Britto and Kronsucker, 2008).

It is possible that the absorption of Potassium is affected by Nitrogen levels as confirmed by Mengel et al. (1976). In the same sense, the application of ammonium generates acidic conditions in cells, followed by an increase in cellular pH, forming transitory organic acids from starch and, when it dissipates, produces a decrease in the Hydrogen quantity, producing an increase in the absorption of Potassium (Salisbury and Ross, 1992).

And so, a decrease in cacao yield is seen with an increase in Nitrogen levels. According to Balkos et al. (2010), Potassium collaborates the metabolism and transport of Nitrogen; these authors suggested that a fertilizer regime that uses 10mM of NH4+ and 5mM of K+ at a ratio of 2:1 could considerably improve and optimize the growth of field rice. This indicates that in addition to the increase in Nitrogen levels in the soil, it is also good for Potassium contents for the creation of a suitable balance such as a 3:1 ratio which produces good cacao yields. It is also possible that the clay mineralogy had an effect on the availability of Potassium because clay, like the Illite that was present in this soil, is very affinitive for this element, which produces a higher fixation and lower availability of the nutrient for the crop (Henríquez et al., 1994).

In regards to the ratios that produced negative effects on the cacao yield, N/S is noteworthy as can be seen in Figure 5; values below 3:1, that is to say 3 parts Nitrogen per one part Sulphur, favored yield; values over 12:1 substantially affected yield in a negative manner to the point that the production was not profitable. Increasing the level of Nitrogen in soils without Sulphur in the fertilization plan creates a disbalance that affects yield.
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The absorption of Sulphur and other anions is affected by the dose of and high levels of Nitrogen and also by the form of the Nitrogen, whether it is ammonium or nitrate. Beusichem et al. (1988) confirmed that the absorption of Sulphur and other anions and cations is affected by changes in the intercellular pH, suggesting an accumulation of sulphates in the xylem when Nitrogen is absorbed as NH4+. However, there is an increase in the concentration of sulphates in the phloem when the Nitrogen form taken by Ricinus communis is NO3. Perhaps, for this reason, it is difficult to translocate it to the leaves, where the N/S ratio is disbalanced and negative effects are produced on the yield.

In effect, in the measurement that increased the fertilization levels in the soil, the ratios tended to change and the yield decreased; on the other hand, it is clear that the nutrient contents present in the TC were not sufficient for meeting the nutritional needs of the clones not for maintaining good ratios that would favor yield as suggested Monsuru et al. (2013) in the same direction for natural rubber (Hevea brasiliensis) clones.

Conclusions


	When varying the fertilization levels, the concentrations of the nutrients were differential, which generated differences in the nutrient ratios, which in turn influenced the yield for each clone, with the CCN–51 clone being the one with the highest yield, followed by ICS–39, ICS–95, and, finally, TSH–565. So, the ratios that were more associated with yield were: N/Mg, N/P, N/S, and N/K, with the first two demonstrating a favorable effect on yield while the latter two demonstrated negative effects.
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Resumo

Com o interesse de verificar a relação entre a concentração de tanino e a dormência das sementes, objetivou–se nessa pesquisa, avaliar as alterações bioquímicas, físicas e fisiológicas ocorridas durante o desenvolvimento de sementes de sorgo com diferentes concentrações de tanino. Foram utilizadas sementes dos cultivares BR 305 e BR 310, colhidas em sete estádios de desenvolvimento (100, 103, 107, 113, 119, 121, 127 dias após a semeadura), conforme o teor de água. As sementes colhidas em cada estádio foram divididas em dois lotes, um submetido à secagem a 35 °C, até umidade de 12% e o outro lote sem secagem. A qualidade das sementes foi avaliada pelos testes de germinação e perfis enzimáticos. Foi determinada, ainda, a concentração de tanino nas sementes em cada estádio de desenvolvimento. Observa–se efeito benéfico da secagem na germinação, em sementes com maior teor de água. Nas sementes avaliadas sem secagem, a porcentagem de dormência é maior quando comparada à das sementes submetidas à secagem artificial. Para o cultivar BR 305, foi observado maiores concentrações de tanino nas sementes secas. O mesmo ocorreu para o cultivar BR 310, em sementes colhidas aos 100, 103 e 119 dias após semeadura. Para os perfis enzimáticos, foram observadas maiores atividades das enzimas álcool desidrogenase, malato desidrogenase, catalase, α–amilase e esterase, em sementes da cultivar com baixo teor de tanino BR 310 e após a secagem.

Palavras–chave: Sorghum bicolor, germinação, colheita, maturação.



Abstract

With the interest of verifying the relationship among tannin concentration and seed dormancy, it was intended, in this research, to evaluate the biochemical, physical and physiological alterations occurred during the development of sorghum seeds with different concentrations of tannin. Seeds of cultivars BR 305 and BR 310, collected in seven development stages (100, 103, 107, 113, 119, 121, 127 days after sowing) according to water content. The seeds collected in each stage were divided into two lots, one submitted to drying at 35C to the moisture of 12% and the other lot without drying. The quality of seeds was evaluated by germination and enzyme profile tests. In addition, the tannin concentration in the seed in each development stage was measured. Beneficial effects of drying on germination of higher water seeds are found. In the seeds evaluated without drying, the percentage of dormancy is greater when compared to that of seeds submitted to artificial drying. For cultivar BR 305, drying favored tannin concentration in seeds collected in different development stages. The same occurred for cultivar BR 310 in seeds collected at 100, 103 and 119 days after sowing. For the enzyme profiles, increased activities of the enzyme alcohol dehydrogenase, malato dehydrogenase, catalase, α–amilase and catalase and esterase were observed in the seeds of the low tannin cultivar BR 310 and after drying.

Key words: Sorghum bicolor, germination, harvest, maturation.



Introdução

O desenvolvimento das sementes pode ser acompanhado por meio de detecção de alterações, tais como tamanho, teor de água, conteúdo de massa seca, germinação e vigor. Em estudos realizados durante a maturação de sementes de diversas espécies, a massa de matéria seca tem sido considerada como o melhor e mais seguro indicativo de que as sementes atingiram a maturidade fisiológica (Dias, 2001); Vanderlip e Reeves (1972), relataram que após 70 dias a partir da floração, no estádio sete, o grão de sorgo é considerado leitoso, com metade da matéria seca. No estádio oito, três quartos da massa seca da semente já foram acumuladas, e no estádio nove, caracterizado pelo máximo acúmulo de massa seca, com teor de água entre 25% a 35% é considerado o ponto de maturidade fisiológica desta espécie.

Tillmann, Peters, Mello e Silva, (1985), observaram estreita relação entre a perda de água e o acréscimo de massa seca nas sementes, para as três porções da panícula em sorgo BRS 501, durante o processo de maturação. Verificaram, ainda, que o máximo de germinação e matéria seca ocorreu aos 47 dias após a antese, na porção apical e em torno de 54 dias após a antese, para a porção média e basal, em decorrência da desuniformidade da maturidade fisiológica das sementes na panícula. Durante o processo de secagem, na fase final da maturação, ocorre a síntese de proteínas resistentes ao calor (Bewley e Black, 1994), cuja detecção e acúmulo têm sido correlacionados com a aquisição de tolerância à dessecação em várias espécies (Kermode, 1997). No entanto, a secagem pode causar danos nos sistemas de membranas, e o comprometimento da estrutura celular facilita o contato da enzima polifenoloxidase, exclusiva de plastídeos, com os compostos fenólicos, armazenados preferencialmente nos vacúolos, tornando inevitável a oxidação de fenóis, os quais convertidos à quinonas podem reagir com proteínas, inclusive a própria polifenoloxidase.

Além das alterações enzimáticas, com a redução do teor de água, as sementes de sorgo podem ser induzidas à dormência secundária com o avanço da secagem sob temperatura de 46 °C – 48 °C. Segundo Marcos Filho (2005), a inibição da germinação pode ser provocada por substâncias presentes na cobertura ou na parte interna das sementes, as quais podem bloquear o metabolismo preparatório para a geminação ou impedir o livre acesso do oxigênio ao embrião ou a liberação de gás carbônico. São conhecidos vários tipos de inibidores da germinação, como taninos, ácidos fenólicos, aldeídos e alcalóides.

O tanino em grãos de sorgo depende do genótipo, e pode estar presente ou ausente no grão, sendo altamente correlacionado com a germinação das sementes, no entanto, a dormência secundária não perdura por mais de três meses. E, como as sementes de sorgo tendem a superar a dormência com o armazenamento, não se sabe realmente se isso é devido a uma estratificação a baixas temperaturas ou à redução de compostos fenólicos no tegumento das sementes, a exemplo do tanino.

Na ausência de informações precisas, as alternativas disponíveis para determinar a época ou o estádio mais favorável para a colheita consistem na avaliação do grau de umidade e utilização de características morfológicas de partes da planta. Assim, objetivou–se, com a realização desta pesquisa, avaliar possíveis alterações das sementes de sorgo em duas variedades com diferentes concentrações de tanino.

Material e métodos

As análises foram conduzidas no Laboratório Central de Análise de Sementes e Laboratório de Ciência dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras e a semeadura foi realizada na área experimental do Departamento de Agricultura. O solo do tipo Latossolo Vermelho Escuro, cultivado anteriormente com milho, foi preparado de maneira convencional, de acordo com recomendações para a cultura, 5ª aproximação (Ribeiro, Guimarães e Alvares, 1999). Cada tratamento foi constituído de quatro parcelas, compostas de seis linhas de 5 m, com espaçamento de 0,5 m entre linhas e 12 plantas por metro linear, totalizando 30 m2. A área útil de cada parcela foi constituída pelas quatro linhas centrais. Para a adubação de plantio, foram utilizados 400 kg/ha da formulação 8–20–10 (N–P–K) e, para adubação de cobertura, o sulfato de amônio, na dosagem de 350 kg/ha, em duas aplicações, aos 30 e 45 dias após o plantio.

O início da colheita foi caracterizado pelo grão leitoso, conforme descrito por Varderlip e Reeves (1972), e quando as sementes atingiram aproximadamente 48%, 43%, 40%, 35%, 30%, 25% e 20% de grau de umidade, o que correspondeu a 100, 103, 107, 113, 119, 121 e 127 dias após a semeadura, respectivamente. As panículas foram colhidas e debulhadas manualmente. Parte das sementes foi secada artificialmente em estufa de circulação de ar, a 35 °C, até que estas atingissem 12% de grau de umidade e a outra parte não foi submetida à secagem. O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, no esquema fatorial de 7×2, sendo sete estádios de desenvolvimento, com e sem secagem, as variáveis foram analisadas por meio de regressão. Foram utilizadas quatro repetições de 50 sementes em cada tratamento e avaliada a qualidade por meio dos testes descritos a seguir.

Grau de umidade: realizado pelo método da estufa, a 105°C, durante 24 horas, conforme as Regras para Análise de Sementes (Brasil, 2009), em quatro repetições com 50 sementes.

Teste de germinação: o substrato para semeadura foi o papel, umedecido com água destilada, em quantidade de 2,5 vezes o peso seco do papel. As sementes foram colocadas em germinador à temperatura de 25°C e a avaliação realizada aos quatro e aos 10 dias após a semeadura. Ao final do teste de germinação, as sementes (Brasil, 2009), não germinadas foram submetidas ao teste de tetrazólio para identificar as sementes dormentes.

Quantificação de tanino: 5g de sementes trituradas foram colocados em tubos de ensaio e acrescidos de 30 ml de metanol 80%. A mistura foi fervida por 20 minutos, em refluxo, sobre chapa elétrica para tubo 150 °C. A quantificação, seis repetições por amostra, foi realizada pelo método químico–colorimétrico de Folin–Dennis e a determinação da curva padrão utilizou–se a solução padrão de ácido tânico, água destilada, Folin Denis e solução de carbonato de sódio e as leituras realizadas em espectrofotômetro, a 760nm.

Análise enzimática: em cada estádio de desenvolvimento, duas amostras de 100 sementes foram retiradas e armazenadas em temperatura de –86°C, até o momento de realização das análises. Para a extração da enzima α–amilase, as sementes foram embebidas em papel, a 25°C, por um período de 96 horas, foram descartados os eixos embrionários e o restante das sementes foi triturado na presença de PVP e nitrogênio líquido. Para a extração das demais enzimas, as sementes foram maceradas sem embebição em solução tampão (Tris HCl 0,2 M pH 8,0 + 0,1% de β mercaptoetanol, na proporção de 250 µL por 100 mg de amostra e homogeneizado em vórtex, mantido overnight, em geladeira, seguido de centrifugação a 16.000xg, por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador) e, para α–amilase, foi acrescentado 0,5% de amido. O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris–glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 µL do sobrenadante da amostra e a corrida efetuada a 120 V, por 6 horas. A revelação foi realizada conforme Alfenas, Peters, Brune e Passador (1991), para as enzimas catalase (CAT), esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), álcool desidrogenase (ADH) e α–amilase. Para análise eletroforética de proteínas resistentes ao calor e a determinação da atividade da polifenoloxidase, as sementes foram embebidas nas mesmas condições citadas, mas por período de 5 horas. Para a extração das proteínas resistentes ao calor, as sementes foram maceradas em solução tampão (50 mM tris–HCl 7,5; 500 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 1 mM PMSF), na proporção de 1:10 (peso material: volume tampão de extração) e transferidas para microtubos. O material foi homogeneizado em vórtex e centrifugado, a 16.000xg, por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi colocado em banho–maria, a 85°C, por 15 minutos e novamente centrifugado. Posteriormente, 70µL do sobrenadante foram misturados a 40 µL de solução tampão (2,5 ml de glicerol, 0,46 g de SDS e 20 mg de azul de Bromofenol) e colocados em banho–maria, com água em ebulição, por cinco minutos. Foram aplicados 50 µL no gel de poliacrilamida SDS–PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 120 V, por 6 horas e o gel corado em Coomassie Blue a 0,05% (Alfenas et al., 1991), durante 12 horas e descorado em solução de ácido acético 10%.

As sementes de sorgo foram moídas em moinho refrigerado a 4°C, adicionando–se nitrogênio líquido. A cada 5g de amostra, foram adicionados 40 mL da solução tampão de fosfato de potássio 0,1 M pH 6,0; homogeneizado em vórtex por 5 minutos e filtradas em papel de filtro Whatman nº 1, a vácuo. Foi utilizado extrato da amostra sem o DOPA (L–3,4–dihydroxyphenyalanina) como branco e realizada a curva padrão em espectrofotômetro Schumaz e os resultados expressos em U/min/g.

Resultados e discussão

Os teores de água das sementes, no momento da colheita nos diferente estádios de desenvolvimento, estão apresentados na Figura 1 e variaram de 48,5% a 21,9%, para lote com alto tanino (BR 305) e de 46,0% a 24,7% para lote com baixo tanino.
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Foram observadas interações significativas entre a secagem e estádio de desenvolvimento para ambos os lotes, para todos os testes realizados. Pela análise da germinação (Figura 1B), em sementes não submetidas à secagem, no lote BR 305, observou–se redução nos valores de germinação a partir dos 107 (67%) e até 119 (54%) dias, com aumento aos 121 (56%) dias.

Os maiores valores de germinação da cultivar BR 305 foram observados quando as sementes foram colhidas com 22% de grau de umidade e não submetidas à secagem. Outros autores observaram melhor germinação quando as sementes apresentavam 30% (Andrade e Oliveira, 1988) ou 42% de teor de água (Borba, Andrade, Azevedo, e Oliveira, 1993)

Para as sementes do lote com baixo teor de tanino (BR 310) e não submetidas à secagem houve comportamento semelhante ao do lote BR 305, em relação à germinação, tendo ocor rido aumento até 113 dias nesse valor, com a máxima germinação coincidindo com a redução no teor de água. A germinação das sementes da cultivar BR 310, independentemente da secagem, foi superior à da cultivar BR 305, em todos os estádios de desenvolvimento, os compostos fenólicos, tais como o tanino, inibem as enzimas glicose–6–fosfato de–hidrogenase, glicose fosfato isomerase e aldolase, os quais estão relacionadas com a síntese de açúcares, levando à menor germinação das sementes (Muscolo, Panuccio, Sidari, e Nardi, 2001)

As sementes não germinadas foram submetidas ao teste de tetrazólio para confirmar a condição de dormência. A maior porcentagem de sementes úmidas dormentes, do cultivar BR 305 ocorreu quando essas estavam com 35% de umidade, aos 113 dias (Figura 1C). No entanto, para as sementes deste mesmo lote, submetidas à secagem artificial, observou–se redução na porcentagem de germinação até os 107 dias, sendo mantida até o último estádio de desenvolvimento. Portanto, com secagem, a porcentagem de sementes dormentes foi nula.

Os resultados de dormência (Figura 1C), nas sementes submetidas à secagem artificial são semelhantes aos observados em sementes do lote BR 305 e BR 310. Nas sementes sem secagem do lote BR 310, houve um incremento na porcentagem de sementes dormentes até um valor máximo de 12%, aos 107 dias, quando estas apresentavam grau de umidade de 40%. A partir desse estádio, ocorreu queda nesses valores, sendo nula aos 121 e aos 127 dias, quando colhidas com 25% e 20% de teor de água, respectivamente. Para o lote BR 305, o valor máximo de sementes dormentes ocorreu aos 113 dias, quando estas apresentavam 35% do grau de umidade, com posterior queda nesses valores, coincidindo com a redução no teor de água.

Analisando–se os resultados da concentração de tanino (Figura 2), verifica–se que, após a secagem, as sementes apresentaram redução na concentração de tanino até um mínimo de 327,8 mg/100g, aos 119 dias após semeadura, para sementes do lote BR 310 com posterior aumento.



Nas sementes da cultivar BR 305 submetidas à secagem artificial, houve redução da concentração de tanino com o avanço da maturação e maiores valores de tanino quando comparados aos das sementes não secadas. A concentração de tanino não variou muito com o estádio de desenvolvimento nesta cultivar, sendo registrada a menor concentração de tanino para essas sementes aos 119 dias após semeadura. Pode–se verificar, ainda, que, para o lote BR 305, a secagem favoreceu a concentração desse composto em sementes em diferentes estádios de desenvolvimento. No entanto, para o lote BR 310, a secagem não favoreceu a concentração, observando–se maior diferença para a primeira época.

A atividade da enzima polifenoloxidase (Figura 2B), foi maior em sementes submetidas à secagem do lote com baixa concentração de tanino, aos 100 e aos 103 dias após a semeadura. Logo após o terceiro estádio de maturação, no entanto, observou–se inversão nessa tendência, com maior atividade da enzima nas sementes que não foram submetidas à secagem.

No entanto, para o lote com mais alta concentração de tanino, menor atividade foi observada em sementes submetidas à secagem artificial, independentemente do estádio de desenvolvimento. Para as sementes sem secagem, houve aumento na atividade da enzima ao longo do desenvolvimento, sendo mais acentuado a partir dos 107 dias, com o máximo valor de atividade, 44,573 U/min/g aos 127 dias.

A redução da atividade da enzima polifenoloxidase em sementes secas do lote BR 310 coincide com a redução da concentração de tanino. Isso demonstra que, com a manutenção da estrutura da membrana das sementes, reduz–se a presença dessa enzima, que se mantém compartimentalizada nos plastídeos.

Existem, na literatura, muitas controvérsias em relação à atividade da enzima polifenoloxidase. Murata, Tsurutani, Tomita, Homma, e Kaneko (1995), observaram decréscimo na atividade específica da PPO durante o amadurecimento de frutos de maçã ‘Fuji’. Em outros frutos, têm–se registrado incrementos que, segundo Mowlah e Itoo (1982), podem estar associados à queda no teor de polifenóis. Outra questão para a diferença na atividade dessa enzima pode ser o excesso de produto formado, o que pode reduzir a atividade. Essas diferenças podem, ainda, estar ligadas ao processo de extração e detecção da atividade dessa enzima e, até mesmo, ao processo de determinação dos compostos fenólicos.

Analisando–se os padrões de bandas de proteínas resistentes ao calor, apresentado na Figura 3A, fica evidente a ausência de algumas bandas nas sementes colhidas em estádios menos avançados de maturação e sem secagem, para as duas cultivares. Pode–se observar um padrão de bandas semelhante nas sementes submetidas à secagem do lote BR 310. Ficou evidenciado também o fato de a secagem induzir o aparecimento de bandas dessa proteína em sementes colhidas com altos teores de água.
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No entanto, sementes que não foram submetidas ao processo de secagem apresentaram ausência de algumas bandas.

Faria, Von Pinho, Von Pinho, Guimarães, e Freitas (2004), avaliaram sementes de milho em diferentes estádios de maturação e detectaram menor intensidade de banda naquelas não submetidas à secagem e maior intensidade quando foram secadas, demonstrando o acúmulo dessa proteína durante a secagem e a maturação. As diferenças no padrão dessa proteína são esperadas e coincidem com as variações fisiológicas observadas nos testes de germinação, principalmente no lote com baixo tanino (BR 310) em que, a partir dos 107 dias e sem secagem, houve o aparecimento de bandas e, quando as sementes foram submetidas à secagem, esse padrão foi uniforme.

As proteínas resistentes ao calor são de fundamental importância nas sementes ortodoxas, por possuírem importante papel na proteção das estruturas citoplasmáticas das sementes, durante a desidratação (Marcos Filho, 2005). Baixa atividade dessas enzimas pode ser devido à sua complexação com compostos fenólicos (Liu, Wang, Han, e Mao, 2009). Para estes autores, um dos problemas na utilização do sorgo é o alto conteúdo de compostos fenólicos, uma vez que as proteínas se ligam fortemente ao tanino e essa interação pode influenciar na análise eletroforética. A interação tanino–proteína pode ter sido responsável pela ausência de bandas nas variedades com alto conteúdo de tanino.

De maneira geral, foram observadas maiores atividades enzimáticas nas sementes do lote BR 310 e submetidas à secagem (Figura 3B, 3C, 3D, 3E, 3F). Isso demonstra que a secagem, para as sementes ortodoxas, é de fundamental importância, uma vez que, favorece ajustes na organização dos sistemas de membranas e na síntese de enzimas. Entretanto, para as sementes do lote BR 305, após a secagem, isso não foi observado. A secagem próxima ou após o ponto de máximo acúmulo de matéria seca pelas sementes deve alterar o comportamento de alguns compostos, promovendo o desaparecimento ou a inativação de outros, (Marcos Filho, 2005).

A menor atividade da catalase em sementes com alta concentração de tanino (Figura 3D) pode ser explicada, uma vez que, de modo geral, os flavonoides protegem as células do estresse oxidativo pela quelação, inativação ou captação de radicais livres produzidos pelo sistema de transporte de elétrons Harbone (1994). Para Paiva, Heringer, Figueira e Kaplan (2002), os taninos têm ação antioxidante, pois eles atuam no processo de estabilização dos radicais livres superóxido e peróxido de hidrogênio. Durante o desenvolvimento da semente, na fase em que ocorre acúmulo matéria seca, o teor de água é mantido em altos níveis. Por outro lado, à medida que a sementes mantêm alto teor de água e seu conteúdo de massa seca aumenta sua intensidade respiratória também aumenta (Carvalho e Nakagawa, 2000). Isso pode ser observado na Figura 3F, na qual a atividade da malato desidrogenase nas sementes sem secagem durante o desenvolvimento é mantida. A baixa atividade da MDH nas sementes da cultivar BR 305 pode ser devido à diminuição da entrada de oxigênio nas mitocôndrias e cloroplastos, devido à presença de compostos fenólicos nas sementes. A atividade dessa enzima se dá continuamente, uma vez que a energia gerada no ciclo de Krebs é fundamental, tanto para as reações de biossíntese de produtos quanto à degradação de compostos para o crescimento da plântula (Moreland e Novitzky, 1988).

Após secagem as sementes da cultivar BR 310, os padrões de atividade da α–amilase (Figura 3B) foram semelhantes, independentemente do estádio de desenvolvimento. A secagem proporciona a ativação dessa enzima, favorecendo o processo de germinação, no entanto, no cultivar BR 305, não houve atividade dessa enzima. Oishi e Bewley (1990), em pesquisa com milho, relatam que a secagem causa o declínio de ácido abscísico e permite que a camada de aleurona torne–se sensível ao ácido giberélico, produzindo a α–amilase. Vale ressaltar que a α–amilase é secretada no endosperma, onde ocorre a degradação do amido e a glicose formada é transportada para os locais onde demandam gastos de energia.

As alterações nos perfis enzimáticos que ocorreram nas sementes da cultivar BR 305, independentemente da secagem, podem ser devido a outros fatores além da presença de taninos na semente, uma vez que o comportamento de compostos secundários na semente ainda não está bem elucidado.

Conclusões


	Secagem de sementes de sorgo colhidas em estádios precoces do desenvolvimento favorece a germinação. A incidência de dormência é maior em sementes não submetidas à secagem. Houve maiores atividades das enzimas em sementes do cultivar com baixa concentração de tanino e submetidas à secagem artificial. Não há relação entre a concentração de tanino e a dormência, em semente de sorgo.
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Resumen

Se desarrolló una metodología para el establecimiento in vitro e in vivo de Aniba perutilis (comino crespo), árbol colombiano en peligro crítico de extinción. En la primera etapa, se sometieron semillas de este árbol a la acción de los desinfectantes NaOCl, HgCl2 y AgNO3 para su germinación aséptica. Para inducir la formación de brotes se empleó el medio WPM y se evaluó la acción de las fitohormonas BAP, KIN, AIA, ANA y AG3 en diferentes concentraciones. Para la etapa de enraizamiento se emplearon ANA, AIB, y los medios de cultivo MS y WPM, ambos con sales reducidas a la mitad y combinados con diferentes concentraciones de AIA y ANA. En la etapa de multiplicación in vivo se emplearon plántulas establecidas en vivero para evaluar tres tamaños de explantes, categorizados según la distancia desde la base de la planta hasta el ápice: distal (11–14 cm), medio (7 – 8 cm) y basal (3 – 4 cm), con el fin de obtener plantas madres donantes de yemas axilares y mini esquejes para enraizar. En este trabajo se consolida el uso de NaOCl por 15 min como tratamiento óptimo de desinfección, produciendo un porcentaje de supervivencia superior a 60%. El medio WPM suplementado con BAP 3 mg/lt y 1.5 mg/lt de AG3 generó la producción de un promedio de 0.6 brotes/explante con longitud media de 0.82 cm; no obstante, su baja capacidad de enraizamiento permite catalogar esta especie como recalcitrante al cultivo in vitro. En condiciones in vivo, cortes a la altura media de las plantas (7 – 8 cm) promovieron la formación de 1.33 brotes/explante y 75% de enraizamiento en los mini–esquejes, constituyendo una herramienta clave en la propagación de la especie.

Palabras clave: Comino crespo, establecimiento in vitro, in vivo, mini–esquejes, recalcitrancia.



Abstract

A methodology for the in vitro and in vivo establishment of Aniba perutilis, a native colombian tree which is currently critically endangered, was performed. In the first stage seeds were treated using NaOCl, HgCl2, and AgNO3 to achieve aseptic germination. In order to induce shoot formation, WPM medium was used and phytohormones BAP, KIN, IAA, NAA and GA3 were evaluated at different concentrations. In the rooting stage NAA and IBA were used in different concentrations and culture media, as well as half–strength MS and WPM mediums combined with different concentrations of IAA and NAA. For in vivo multiplication stage, juvenile plants previously established in nursery were used to evaluate three types of cuts defined by the distance between the base of the plant and where the cut was done: distal (11–14 cm), middle (7–8 cm) and basal (3–4 cm), in order to obtain ‘donor plants’ able to donate axillary buds and mini–cuttings for future rooting. The use of NaOCl for 15 minutes consolidates as optimal disinfection treatment, yielding a survival rate greater than 60%. The WPM medium supplemented with BAP (3 mg/L) and GA3 (1.5 mg/L) allowed the production of 0.6 shoots/explant with an average length of 0.82 cm. However, the low rooting capacity of the explants suggests that this species could be labeled as recalcitrant to in vitro culture. In vivo conditions, cuts made at the middle height of the plants promoted the formation of 1.33 shoots/explant and 75% rooting in mini–cuttings, becoming these results in a key tool for the propagation of the species.

Keywords: Comino crespo, in vitro establishment, mini cuttings, recalcitrance.



Introducción

Colombia es uno de los países con mayor diversidad de fauna y flora a nivel global, no obstante, actualmente enfrenta una gran problemática como resultado de la sobreexplotación de sus recursos naturales. El crecimiento poblacional, la destrucción y fragmentación de los hábitats, la expansión de la frontera agrícola y la deforestación favorecen la pérdida acelerada de esta biodiversidad.

Aniba perutilis, conocido como comino crespo, hace parte de la larga lista de plantas amenazadas y fue incluida bajo la categoría En Peligro (EN) en el Libro Rojo de Plantas de Colombia–Especies Maderables (Cárdenas y Salinas, 2006). La intensa presión antrópica generada sobre los ecosistemas donde habita, ha ocasionado la pérdida de muchas poblaciones en las últimas décadas, quedando sólo pocos individuos aislados, motivo por el cual, su aprovechamiento ha sido prohibido y su explotación vedada (Cárdenas y Salinas, 2006). Esta especie es ampliamente conocida por su alto potencial como árbol maderable; su madera ha sido definida como extremadamente bella y la más fina de América, sus cualidades físicas y mecánicas la clasifican como una de las más apreciadas para la elaboración de productos de alta calidad, logrando reconocimiento internacional. Debido a la importancia y la situación actual de esta especie, es evidente la necesidad de buscar mecanismos encaminados a su recuperación, protección y multiplicación; por lo que la aplicación de técnicas biotecnológicas se convierte en una importante alternativa.

En los últimos años, el uso de técnicas de cultivo in vitro ha venido en aumento, ya que permite la producción de un gran número de plántulas, generalmente de genotipos élite, en corto tiempo (George, Hall & Clerck, 2008) y constituye una herramienta útil para la multiplicación de especies forestales, cuyas características como su gran tamaño, producciones irregulares de semilla, baja germinación y recalcitrancia, lentitud en el crecimiento y retardo de la floración, hacen difíciles y lentos los procesos de regeneración. De igual manera, resulta de gran interés explorar herramientas fundamentadas en procesos fisiológicos y relaciones hormonales; como pueden ser, la producción y enraizamiento de mini–esquejes a partir de plantas donantes establecidas en vivero, con el fin de favorecer la propagación vegetativa de esta especie.

En este contexto y teniendo en cuenta que los protocolos de multiplicación reportados para esta especie son escasos (Castro, Jiménez, Ríos, Restrepo y Giraldo, 1993), es necesario desarrollar un mecanismo que garantice su multiplicación asexual sostenible; implementando técnicas de propagación tanto en laboratorio como en condiciones de vivero. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue desarrollar metodologías para la multiplicación in vitro e in vivo de esta especie forestal.

Materiales y métodos

El estudio se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellín e incluyó las fases in vitro realizada en el Laboratorio, e in vivo en condiciones de vivero.

Fase in vitro

Material vegetal y establecimiento. Se recolectaron frutos provenientes de árboles en estado de madurez, ubicados en relictos boscosos de los municipios de Támesis y Cocorná, Antioquia. En los sitios de recolección, los frutos fueron despulpados y las semillas extraídas y almacenadas en papel periódico hasta su llegada a Laboratorio.

Desinfestación de las semillas. Previo al proceso de desinfestación, las semillas se lavaron con detergente comercial, después se sumergieron en una solución de Benlate® al 2% durante 60 min y se enjuagaron con agua destilada. En cabina de flujo laminar se sometieron a una solución de etanol al 70% durante 3 min y se escarificaron en forma mecánica para eliminar la testa. A continuación, las semillas desnudas fueron tratadas con hipoclorito de sodio (NaOCl), bicloruro de mercurio (HgCl2) y nitrato de plata (AgNO3) en concentraciones y tiempos diferentes. Con NaOCl se evaluaron tres concentraciones (5, 10 y 15%) en lapsos de 5, 10 y 15 min; en el caso de HgCl2 se evaluaron dos concentraciones (0.1 y 0.01%) por 10 min, y para AgNO3 se evaluaron concentraciones de 0.1 y 0.5% por 5 min, para un total de 13 tratamientos. Finalmente, las semillas se enjuagaron y se sembraron en condiciones in vitro para su germinación y posterior recolección de explantes.

Medio de cultivo para germinación de semillas. Con el fin de inducir la germinación in vitro de semillas de comino crespo, se empleó como base el medio WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd & McCown, 1981) suplementado con 2% de sacarosa, 1.7 g de Phytagel®, 1 g/lt de carbón activado y 1 mg/lt de BAP (Bencilaminopurina). El pH se ajustó a 5.8 y el medio se esterilizó en autoclave a 120 °C a 15 lb de presión durante 15 min. Una vez realizada la siembra en recipientes de vidrio con capacidad de 200 ml, los explantes resultantes fueron incubados en cuartos de crecimiento a temperatura ambiente (24 ± 2°C) y fotoperíodo de 12 h luz con lámparas de luz blanca fría (2000 lux, aproximadamente).
 
Multiplicación de brotes. Para la inducción de múltiples brotes se empleó el medio WPM, suplementado con las citoquininas BAP y KIN (kinetina) en diferentes concentraciones (0, 1.5, 2.0 y 3.0 mg/lt). Adicionalmente, se evaluó el efecto de las auxinas ANA (ácido naftalenoacético), AIA (ácido indolacético) y la giberelina AG3 en concentraciones de 1.0 y 1.5 mg/lt en combinación con BAP (3 mg/lt). De igual modo, se evaluó el efecto de la concentración de sales reducidas a la mitad de los medios MS (Murashige & Skoog, 1962) y WPM y los reguladores de crecimiento BAP (4 mg/lt) y AIA en concentraciones de 3.0 y 6.0 mg/lt. Los explantes fueron sembrados en frascos de vidrio de 200 ml, los cuales fueron mantenidos en un cuarto de crecimiento a temperatura ambiente (24 ± 2°C) y fotoperíodo de 12 h luz con lámparas de luz blanca fría (2000 lux, aproximadamente).

Enraizamiento de brotes. Para la inducción de raíces en los explantes se sembraron brotes individuales en medio WPM con las auxinas ANA y AIB (ácido indolbutírico) solas y en combinación (0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/lt). De igual forma, se evaluó el efecto de los medios de cultivo MS y WPM con sus sales reducidas a la mitad y la acción de las auxinas AIA y ANA en concentraciones de 3 y 6 mg/lt. Los explantes fueron sembrados en frascos de vidrio de 200 ml y mantenidos en un cuarto de crecimiento a temperatura ambiente (24 ± 2°C) y fotoperíodo de 12 h luz con lámparas de luz blanca fría (2000 lux, aproximadamente).

Fase in vivo

Multiplicación por material vegetal. En este caso, se sembraron semillas de comino crespo en vivero, en un sustrato compuesto por suelo:arena: cascarilla de arroz, en proporción 3:1:1, de tal forma que una vez germinaran y se establecieran, pudieran ser utilizadas en la producción y enraizamiento de mini–esquejes. (figura 1)
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Inducción de brotes y enraizamiento de mini–esquejes. Partiendo del concepto de que el meristemo apical de la plantas inhibe el crecimiento de los brotes axilares más próximos a él, y que su remoción (decapitación) estimula el crecimiento y desarrollo de las yemas dormantes (Cline, 1997; Shimizu–Sato & Mori, 2001) se evaluó el efecto de tres niveles de corte en las plantas de comino establecidas en vivero, en función de la capacidad de brotación. Así mismo, se determinó la capacidad de enraizamiento de los brotes decapitados, la cual podría obedecer a la acción, según el tipo del corte, de las auxinas presentes en la zona apical y sus efectos. Para esto, cuando las plántulas alcanzaron tamaños homogéneos (longitud promedio 17 cm) se realizaron cortes a diferentes distancias de la base de la planta, independiente del número de nudos que pudiera presentar, denominados: distal (entre 11 – 14 cm), medio (7– 8 cm) y basal (3 – 4 cm), con el fin de obtener, por un lado, plantas donantes y productoras de yemas axilares y por otro, mini–esquejes como producto del corte. A las plantas donantes se les aplicaron semanalmente 30 ml de solución nutritiva como medio WPM líquido suplementado con vitaminas para estimular la brotación y crecimiento de las yemas axilares.

Paralelamente, los mini–esquejes resultantes de los cortes y los brotes producidos, aislados una vez alcanzaron la longitud deseada, fueron sumergidos en una solución enraizadora (5 mg/lt de AIB) y sembrados con turba en bolsas plásticas de 1 kg, para de esta forma inducir la formación de raíces. Los mini–esquejes fueron llevados a laboratorio y mantenidos con luz y temperatura controladas de 1500 lux y 24 ± 2 °C, respectivamente. Una vez formaron la raíz, las plantas fueron trasladadas nuevamente a vivero para su aclimatación.

Las observaciones fueron realizadas 30, 60 y 75 días después del corte e incluyeron longitud de plantas donantes, número y longitud de brotes, supervivencia y porcentaje de enraizamiento de los mini–esquejes, con el fin de establecer relaciones entre los cortes evaluados.

Análisis estadístico de datos

Los tratamientos tanto in vitro como in vivo realizados fueron dispuestos en un diseño completamente al azar con cinco repeticiones —excepto en la fase de desinfestación, cuando se evaluaron 15 unidades experimentales y tres repeticiones por tratamiento—. Los datos fueron registrados como porcentaje de supervivencia, número de explantes con brotes axilares, número de brotes por explante, longitud promedio de cada brote, presencia de raíz; así como también observaciones generales de los efectos de cada tratamiento. Para comparar las diferencias y los efectos de los factores en estudio, se realizaron análisis de varianza con ayuda del paquete estadístico SAS/STAT® V.9.0 para Windows, verificando, en primer lugar, la normalidad de los datos y la homogeneidad de varianza. En aquellos casos donde se encontró significancia en el análisis de varianza se realizó una prueba de comparación de medias de Tukey.

Resultados y discusión

Fase in vitro

Establecimiento de A. perutilis. En la fase de desinfestación, los tratamientos (T) con hipoclorito de sodio T9 (15% por 15 min) y T8 (15% por 10 min) presentaron los mayores porcentaje de supervivencia de explantes (66.67 y 64.44%, respectivamente, P < 0.0001) (Tabla 1), considerando en estos casos, como explantes supervivientes aquellos que se observaron limpios de contaminación bacteriana o fúngica y en crecimiento activo. Por el contrario, la aplicación de bajas concentraciones de hipoclorito, bicloruro de mercurio y nitrato de plata, resultaron en bajos porcentajes de supervivencia (T1, T2, T11 y (T12).
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En este tipo de cultivo de plantas, caracterizadas por semillas con testa dura, uno de los principales problemas es la dificultad para establecer explantes en condiciones asépticas y lograr su brotación, debido a la alta incidencia de contaminación fúngica y bacteriana (Leifert, Ritchie & Waites, 1991; Leifert y Cassels, 2001; Mihaljević et al., 2013), razón por la cual es necesario aplicarles tratamientos con diferentes desinfectantes, entre ellos, hipoclorito de sodio a una concentración de 15%, sin afectar el proceso germinativo. Por su parte las concentraciones bajas del desinfectante permitieron la aparición y la contaminación de los explantes por microorganismos patógenos. Estos resultados confirman el uso del hipoclorito de sodio como uno de los desinfectantes más efectivos en el cultivo de tejidos vegetales (Pedroza–Manrique & Bejarano–Tibocha, 2008). Generalmente las soluciones con cloro son empleadas por su seguridad, bajo costo, facilidad de uso, rápida acción y alto espectro antimicrobiano.

Los resultados obtenidos difieren de los porcentajes de supervivencia menores que 70% encontrados en explantes de otras especies leñosas; así, Abdelnour, Aguilar y Valverde, (2011) encontraron un porcentaje de asepsia de 61% en semillas de pilón (Hieronyma alchorneoides) empleando hipoclorito al 5.5% durante 30 min; (Abbasi, Pervaiz, Hafiz, Yaseen & Hussain, 2013) encontraron una supervivencia de 70% en níspero (Eriobotrya japonica) con este mismo desinfectante al 10%. Estos resultados evidencian que el proceso de desinfestación de cualquier tipo de explante y en particular de los provenientes de plantas leñosas, es uno de los limitantes más severos en el establecimiento in vitro de éstas especies.

En el presente estudio se observaron algunas semillas de A. perutilis con testa perforada, que al ser disectadas mostraron la presencia de larvas de un coleóptero (Curculionidae spp.) afectando el endospermo y ejerciendo daño el embrión cigótico. Este hecho limitó la introducción in vitro del material vegetal, ya que las semillas afectadas se contaminaban rápidamente en el medio de cultivo. La presencia de frutos perforados fue citada previamente y se identificó con el nombre común de ‘cogollero blanco’. Algunas de las semillas que no presentaron ataque severo de plagas lograron germinar, no obstante, las plántulas murieron rápidamente.

Número de brotes y crecimiento in vitro de A. perutilis

El efecto de las citoquininas BAP y KIN sobre el número (0.2089) o longitud promedio de los brotes (0.1346 cm) no fue significativo, debido probablemente al bajo número de unidades experimentales empleadas, no obstante, se debe señalar que el uso de 3 mg/lt de BAP, en este estudio, en comparación con las concentraciones evaluadas de KIN, fue clave en la inducción de brotes, y permitió obtener un mayor número de brotes (0.6) con mayor longitud promedio (0.54 cm) (Tabla 2). (Castro et al. 1993; Babu et al. 2003 y Tallón, Porras y Pérez–Tornero, 2012), coinciden en citar la efectividad de BAP sobre KIN en la proliferación de brotes, debido a sus efectos en el rompimiento de la dominancia apical e inducción de la proliferación de yemas axilares en explantes cultivados in vitro. Abbasi et al. (2013) consideran que el éxito del BAP para la producción de brotes es debido a la capacidad de los tejidos vegetales para metabolizarlo de manera más eficiente que otros reguladores hormonales sintéticos, o a la capacidad del producto para promover la producción de hormonas naturales, entre ellas la zeatina.
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El análisis de varianza para la acción combinada de BAP, AIA, ANA y AG3 sobre la regeneración de brotes de comino crespo, no mostró diferencias significativas en el número promedio de brotes (0.205) ni en su longitud (0.12 cm), sin embargo, se observó que el uso de 3 mg/lt de BAP y 1 mg/lt de AG3 ocasionó un aumento en el número promedio de brotes (1.2) con respecto al primer experimento (Tabla 3). Al analizar los datos correspondientes a la longitud promedio de brotes se observó que el tratamiento suplementado con 3 mg/lt de BAP y 1.5 mg/lt de AG3 favoreció el mayor crecimiento de los brotes (0.82) con respecto a los demás tratamientos evaluados.
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En este trabajo se evidenció la acción conjunta de algunos reguladores hormonales sobre los explantes, por ej., el uso de BAP en combinación con AG3 permitió la elongación de los brotes in vitro (Figura 2); en contraste, el uso de auxinas no favoreció los procesos de crecimiento y desarrollo de estos. Estos resultados son similares a los reportados por (Vengadesan & Pijut 2009), en explantes de Quercus rubra, Q. leucotrichophora y Q. glauca, en los que el uso combinado de BAP (5 mg/lt) y AG3 (1 mg/lt) fue esencial para la inducción y el crecimiento eficiente de brotes. (Pérez–Tornero, Tallón y Porras, 2010) encontraron que en la etapa de proliferación, las giberelinas pueden aumentar el crecimiento y/o el aumento en la tasa de multiplicación de brotes, como se evidenció este estudio cuando se al agregaron al medio de cultivo 2 mg/lt de BAP y 2 mg/lt de AG3.
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El uso de medios nutritivos con concentración de sales reducidas favorece en muchas especies el desarrollo de yemas, (Jardim, Sampaio, Costa, Gonçalves e Brandão, 2010), observaron que el medio MS con el 50% de su fuerza iónica y suplementado con BAP (4 mg/l) y AIA 6 (mg/l) estimuló la formación de un mayor número de brotes en A. rosaeodora, lo que contrasta con los resultados obtenidos en este trabajo, en el cual el medio de cultivo y las combinaciones hormonales no beneficiaron la aparición y crecimiento de brotes en comparación con otros experimentos realizados.

Enraizamiento in vitro de A. perutilis.

No obstante las combinaciones hormonales empleadas, los explantes de A. perutilis cultivados in vitro no emitieron raíces (datos no mostrados). En algunos de estos fue evidente la aparición de una masa callogénica en la base del tallo. Se debe considerar que no siempre las auxinas naturales o sintéticas pueden inducir enraizamiento en explantes in vitro, algunas especies de plantas, principalmente las leñosas, enraízan con dificultad o no enraízan en presencia de ellas, indicando que otros factores pueden influenciar la aparición de primordios radicales, como lo plantean (Arrillaga, Marzo y Segura, 1991; Jardim et al. 2010).

Una planta o una fase del desarrollo de ésta puede ser calificada como recalcitrante al cultivo de tejidos cuando, a pesar de manejar las condiciones del cultivo, no se produce la respuesta deseada (Bonga, Klimaszewska, & von Aderkas, 2010). Debido a que los ensayos realizados en este trabajo variaron en cuanto al tipo, concentración y combinaciones de fitohormonas empleadas y concordando con lo observado por Castro et al. (1993), A. perutilis puede ser considerada como recalcitrante al cultivo in vitro, factor que obedece, en parte, a la condición silvestre de la especie. Este fenómeno pudo ser favorecido por el estrés al que los explantes fueron sometidos al ser sembrados in vitro. Es reconocido que la introducción de plantas por cultivo de tejidos puede inducir cambios en su metabolismo, fisiología y desarrollo, generando la aparición de disturbios metabólicos que conducen eventualmente a la pérdida de totipotencialidad celular y ausencia de respuesta y en algunos casos, a un elevado nivel de necrosis y finalmente a la muerte.

Fase in vivo

Número de brotes y crecimiento in vivo de A. perutilis Los promedios de la longitud del tallo, 30, 60 y 75 después del corte (decapitación), mostraron que ésta aumento en los cortes distal y medio, no así en el corte basal (Figura 3a). En este último caso, el corte bajo de los tallos ocasionó la muerte de algunas plántulas, posiblemente por la ausencia de yemas de rebrote cerca al medio de cultivo.
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Treinta días después del corte, el promedio del número de brotes producidos fue más alto (1.33) cuando el corte se hizo en la base de las plántulas donantes (Figura 3b). Sesenta y 75 días después del corte medio el número de brotes fue de 1.17 y 1.33, respectivamente, (Figura 3b). Las plantas del corte basal y distal presentaron, en promedio, un brote por planta.

Por otra parte, las plantas de corte medio generaron brotes más largos 30, 60 y 75 días poscorte (2.22, 3.40 y 3.65 cm), mientras que los valores más bajos para esta variable los presentaron las plantas del corte basal (1.36, 2.71 y 2.81 cm) y las plantas del corte distal, 75 días poscorte, presentaronel mayor crecimiento (3.93 cm) (Figura 3c).

Los resultados obtenidos en este estudio ponen en evidencia un efecto diferencial tanto en la producción de brotes como en la formación de raíces, probablemente determinado por la relación auxina–citoquinina. Considerando que las auxinas son sintetizadas en el ápice de la planta y en las hojas jóvenes en expansión, la remoción del ápice o decapitación de la planta madre, estimula las citoquininas que intervienen en el proceso de crecimiento de las yemas (George et al., 2008).

En consecuencia estas hormonas, sintetizadas en la raíz, son transportadas a lo largo del tallo, promoviendo el crecimiento de los brotes; como se puede observar en los resultados obtenidos en este estudio.

Contrario a lo que ocurre con la inducción de brotes por parte de las citoquininas, la acción de las auxinas endógenas y la suplementada exógenamente favoreció la aparición de un sistema radicular apto para el trasplante del material vegetal de comino crespo y su posterior establecimiento en vivero. Las auxinas pueden tener una alta influencia sobre los mini–esquejes producto del corte, ya que participan en el proceso de organización de meristemos que dan origen a órganos definidos como las raíces, además participan en el crecimiento y expansión celular y diferenciación del tejido vascular, entre otros (George et al., 2008).

Conclusiones


	La producción de múltiples brotes y mini–esquejes aptos para enraizamiento y posterior traslado exitoso a vivero, fue favorecida por la altura de corte en plantas jóvenes de comino crespo.

	En el trabajo se desarrolló un protocolo para el establecimiento de comino crespo en condiciones in vitro, sin embargo, el enraizamiento en diferentes tratamientos fue nula, dificultando el proceso de aclimatación y endurecimiento.

	Los resultados obtenidos son una base importante para trabajos posteriores en esta especie maderable.

	Los cortes a la altura media de la planta de comino crespo promovieron por un lado, la formación de brotes axilares y por otro, el desarrollo de mini–esquejes que, en condiciones adecuadas, enraizaron y formaron plantas aptas para ser utilizadas con fines de conservación o a largo plazo en aprovechamientos sostenibles.
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Resumen

Por su agradable sabor y contenido nutricional, la granadilla (Passiflora ligularis Juss.) es una de la principales especies frutales de la región Andina tropical. A pesar de su importancia, existe poca información relacionada con los sistemas de polinización que permitan determinar la compatibilidad genética en la especie. Por esta razón, en el presente estudio se estableció la efectividad de los polinizadores naturales y el porcentaje de autopolinización para mejoramiento genético de la especie. La investigación se realizó en la granja Tesorito (Manizales, Caldas) a 2340 msnm (17 °C, HR 78%, BS 1215 horas/año y pluviosidad de 1800 mm/año). En cinco tratamientos, se evaluó la efectividad de la polinización natural y asistida en 42 accesiones de granadilla originarias de 10 departamentos colombianos. La fase de antesis inicia a las 3:00 h y finaliza a 5:00 h, siendo más activa durante los últimos 60 minutos (70%). La granadilla alcanzó hasta 34.3% de formación de frutos por autopolinización espontánea, no obstante la intervención de un vector animado (Xylocopa spp.) incrementó significativamente la formación de los frutos (70%). La precipitación fue la única variable que presentó una alta correlación en todos los tratamientos de polinización (r = –0.70), demostrando un efecto negativo en ellos. El conjunto de resultados sugieren que P. ligularis es una especie autofértil, pero el flujo génico y la productividad dependen de los agentes polinizadores. Estos polinizadores deben ser conservados e integrados en los planes de manejo del cultivo, debido a que proporcionan un servicio reproductivo y ecosistémico.

Palabras clave: Abeja carpintera, autocompatibilidad, frutal tropical, relación planta/polinizador.



Abstract

The sweet granadilla (P. ligularis Juss.) is one of the main fruit species of tropical Andean region for its pleasant taste and nutritional content. Despite its importance, there is little information related pollination systems for determining genetic compatibility species. For this reason, this study aims to establish the effectiveness of natural pollinators and set the percentage of self–pollination for breeding. The study was carried out in the Tesorito farm (Manizales, Caldas) to 2,340 masl (17°C, RH 78%, BS 1,215 hours/year and rainfall 1,800 mm/year). The effectiveness of natural and assisted pollination was evaluated in 42 accessions of sweet passion fruit coming from 10 Colombian departments by using five treatments. Anthesis begin at 3:00 hours and finish at 5:00 hours, being more active during the last 60 minutes (70%). The sweet passion fruit can reach up 34.3% of set fruit by spontaneous self–pollination; however, the intervention of an animated vector significantly increased the set fruit (70%). The precipitation was the only variable that presented a high correlation in all the pollination treatments (r= –0.70), demonstrating its negative effect on them. Together these results suggest that P. ligularis is self–fertile specie, but depends on the pollinator agents for the genetic flow and the productivity. Further, natural pollinators should be preserved and integrated into crop management plans because they provide a reproductive service and ecosystem.

Keywords: Carpenter bee, plant/pollinator relationship, self–compatibility, tropical fruit.



Introducción

La granadilla (Passiflora ligularis Juss.) es originaria de los Andes tropicales y su adaptación llega hasta el sur de México, entre 1500 y 2600 m.s.n.m. Es la tercera especie de importancia económica del género Passiflora L. por su fruto comestible que es comercializado en mercados nacionales e internacionales (Coppens d'Eeckenbrugge Segura, Hodson y Gongora, 2001). Colombia es el principal productor a nivel mundial de granadilla, con 4500 ha cultivadas y una producción aproximada de 55,000 t/año, concentrada en los departamentos del Huila, Cundinamarca y Boyacá (Agronet, 2014). El cultivo es gran generador de empleos rurales (210 jornales/ha por año) y contribuye sustancialmente a la economía campesina, por su constante producción y rentabilidad (Rivera, Miranda, Ávila y Nieto, 2002).

La especie es diploide (2n = 18) con flor hermafrodita y polinización cruzada (Rivera et al., 2002). El tipo de polinización es favorecida por la posición de las anteras debajo del estigma y es realizada principalmente por insectos de los géneros Xylocopa spp. y Epicharis sp., comúnmente conocidos como abejorros (Franco, Alzate, y Peláez, 2007). La granadilla posee varias recompensas para los polinizadores, los cuales son atraídos por los colores vistosos de la flor, aromas fuertes y abundancia de néctar (Franco et al., 2007). Estos agentes polinizadores (Xylocopa spp.) construyen sus nidos dentro de los postes de madera que soportan la estructura de conducción de la planta o en troncos de árboles aledaños a los cultivos (González, González, y Cuellar, 2009). Las poblaciones de abejorros dependen principalmente de la abundancia de néctar del estado de conservación de los hábitat alrededor de los cultivos (Calle et al. 2010; Arias et al., 2014) y de las condiciones climáticas de cada zona (Da Silva et al., 1999). En adición, el uso excesivo e inadecuado de agroquímicos ha causado una reducción de las poblaciones de este insecto, trayendo como consecuencia la reducción en la producción de frutos (Calle et al., 2010). Bernal et al., (2014) y Ocampo et al., (2015) afirman que la abundancia de polinizadores en los cultivos de granadilla puede incrementar la productividad y la variación genética debido al constante intercambio de polen entre plantas.

En el trópico el 70% de los cultivos dependen de la acción de polinizadores para su producción y son considerados como un servicio reproductivo y ecosistémico (FAO, 2008). De esta manera, la polinización se convierten en una etapa crucial de la reproducción en la mayoría de las plantas con flores, donde los vectores de polen son esenciales para mantener la transferencia de genes, tanto en ecosistemas naturales como agrícolas (Bonilla, 2012). A escala global, se estima que al menos un tercio de los cultivos dependen de los servicios de polinización proporcionada por insectos y otros animales para asegurar su producción en el presente y para el futuro (Calle et al., 2010). Sin embargo, las percepciones de los agricultores acerca de la biología de la polinización y el servicio que estos prestan en los cultivos no es clara ni valorada (Ghazoul, 2007). El valor económico per–se del servicio de polinización por insectos no es valorado por los productores cuando dan más importancia a los riesgos que conlleva la producción agrícola y en especial, la protección del cultivo (Mburu et al., 2006; Calle et al., 2010). Hasta hace poco tiempo los agricultores consideraban la polinización como uno de los numerosos ‘servicios gratuitos’ de la naturaleza, al punto de clasificarla muy pocas veces como un insumo agrícola o como un tema de relevancia que debe ser tenido en cuenta (FAO, 2008).

En la región Andina las investigaciones sobre la polinización en frutales es escasa y en particular, en las especies cultivadas de Passiflora. Por otro lado, Rivera et al. (2002) establecieron que el máximo porcentaje de receptividad se alcanza entre 2 y 4 horas después de la apertura de la flor. Por el contrario, estudios más recientes han demostrado que la granadilla es una especie autocompatible, en la cual es necesaria la presencia de un insecto polinizador que realice la transferencia de polen a los estigmas de la flor para la formación de los frutos (Franco et al., 2007). No obstante, el tamaño de las muestras de las investigaciones anteriores no permitió determinar con claridad el grado de autofertilidad de la granadilla y el papel de los vectores animados en el proceso de polinización. Por otro lado, para definir las estrategias de mejoramiento genético es esencial el conocimiento de la biología reproductiva en la especie y principalmente el grado de autocompatibilidad. Por lo anterior, los objetivos de este estudio fueron establecer la efectividad de los polinizadores naturales para que los productores adopten el concepto de servicio de polinización y determinar el porcentaje de autopolinización para estudios genéticos en granadilla.

Materiales y métodos

Área de estudio

La investigación se realizó en la granja Tesorito, localizada en el municipio de Manizales (Caldas–Colombia) a 2340 m.s.n.m. (5° 01’ 49”N, 75° 26’ 13” O). La temperatura media es de 17 °C, precipitación promedio anual de 1800 mm, humedad relativa de 78% y brillo solar de 1215 horas/luz por año (estación meteorológica, granja Tesorito, Universidad de Caldas). Los principales cultivos o sistemas agrícolas presentes en el área de estudio son tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.), curuba India (Passiflora tarminiana Coppens & Barney), gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims), sistemas forestales comerciales y pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum Hochst. ex Chiov.).

Material vegetal

El estudio se realizó entre agosto de 2010 y febrero de 2012 y en él se incluyeron 42 accesiones de la colección nacional de granadilla (P. ligularis) provenientes de 10 departamentos colombianos de la región Andina. De cada accesión se sembraron cinco plantas, distanciadas 4 m x 4 m, bajo el sistema de tutorado en emparrado.

Observación de la apertura floral

Previamente a la antesis, entre las 16:00 y las 18:00 horas se marcaron al azar un total de 50 botones florales en 25 plantas de las diferentes accesiones. Posteriormente, se realizaron observaciones continuas a cada botón floral marcado en intervalos de 1 hora, a partir de las 00:00 h hasta que el 100% de las flores estuvieran abiertas (antesis). Durante cada hora se registró el número de las flores abiertas y la hora en la cual ocurría el evento.

Tratamientos de polinización

Los tratamientos de polinización natural, autopolinización asistida y manual dirigida (Figura 1) fueron realizados en diferentes épocas de floración. En cada tratamiento se evaluó el efecto de estos tratamientos en la producción de frutos, siguiendo la metodología empleada en otras pasifloras (Rendón, Ocampo y Urrea, 2013; Arias et al., 2014), de la forma siguiente: (1) Tratamiento 1 (T1), autopolinización espontánea (A.P.E.), consistente en marcar y embolsar con una muselina de 10 × 20 cm los botones florales, evitando la visita de los agentes polinizadores. De esta forma la flor se autofecundó naturalmente (Figura 1a). (2) Tratamiento 2 (T2), autopolinización (A.P.), en este tratamiento se marcaron y embolsaron botones florales que fueron emasculados y polinizados manualmente con la ayuda de un pincel utilizando polen de la misma flor y luego fueron embolsados nuevamente. (3) Tratamiento 3 (T3), polinización natural (P.N.) en él se marcaron las flores en pre–antesis y se dejaron expuestas a la acción de los polinizadores (Figura 1b). (4) Tratamiento 4 (T4) Geitonogamia consistió en marcar y embolsar botones florales, los cuales fueron emasculados y polinizados manualmente con la ayuda de un pincel, utilizando polen de otra flor de la misma planta y embolsados nuevamente. (5) Tratamiento 5 (T5), polinización cruzada manual (P.C.M.) consistió en marcar y embolsar botones florales, los cuales en el momento de la apertura fueron emasculados y polinizados manualmente con polen proveniente de flores de otras plantas, una vez realizada la polinización la flor se embolsó nuevamente (Figura 1c).
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En los tratamientos 2, 4 y 5 donde se realizó polinización manual, el polen transferido se distribuyó uniformemente en cada uno de los estigmas de la flor con la ayuda de un pincel. Quince días después de realizado el procedimiento, en cada tratamiento se verificó y registró el éxito de la polinización obteniendo, de esta forma, el porcentaje de fertilidad. En total se tuvieron cuatro repeticiones en el tiempo y 25 botones por unidad para cada uno de los tratamientos.

Análisis de datos

La información generada de los cinco tratamientos fue tabulada y analizada con el programa estadístico SAS v9. empleando el método univariado con la estadística descriptiva (promedio, desviación estándar, coeficiente de variación y correlación de Pearson). Adicionalmente, se realizó una prueba de comparación entre promedios de Duncan (P < 0.05). En forma adicional los datos fueron relacionados con las variables climáticas de precipitación (mm), temperatura (°C), radiación solar (h/día) y humedad relativa (HR), registradas durante el desarrollo del estudio.

Muestreo e identificación de especímenes

Los agentes polinizadores fueron muestreados en diferentes épocas directamente en las flores de P. ligularis, con la ayuda de una malla entomológica. Para la identificación con las claves taxonómicas según de González et al. (2009) los especímenes fueron montados con alfileres entomológicos y fotografiados.

Resultados y discusión

Biología floral

La flor de la granadilla (P. ligularis) exhibe características que promocionan o demandan la alogamia, como el tamaño de la flor, corona vistosa de color púrpura claro y néctar fragante. Tales características están adaptadas a las necesidades de polinizadores especializados, con capacidad de realizar la transferencia de polen. Esta es la resultante de la interacción mutualista entre la necesidad de la planta para movilizar su polen hasta los estigmas y por el polinizador para encontrar una fuente de alimento (Bonilla, 2012). Las primeras observaciones mostraron que la flor de granadilla inicia el proceso de la antesis entre las 03:00 y 05:00 horas, en ausencia de la luz solar. El mayor porcentaje de apertura floral ocurrió durante los últimos 60 minutos (04:00 a 05:00 horas) donde se registró el 70% de las flores en antesis (Figura 2). Rivera et al. (2002) indican que el máximo porcentaje de receptividad estigmática en la especie se alcanza entre 2 y 4 horas después de la antesis. Por otro lado, Ángel–Coca, Nates, Ospina, Melo y Amaya (2011) observaron que en P. edulis f. edulis la máxima receptividad de la flor coincidió con la mayor tasa de concentración de néctar y azúcar. Este comportamiento en la biología reproductiva de las especies permite un lapso de tiempo adecuado para la sincronización entre el inicio de la actividad del polinizador natural y la receptividad de la flor. Estudios realizados por Scorza y Dornelas (2014) demuestran que algunas especies de Passiflora presentan características florales asociadas a polinizadores específicos para asegurar la reproducción.
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En el presente estudio se observó que la duración de la flor en antesis puede alcanzar 36 horas, periodo de tiempo que depende de las condiciones ambientales de cada zona donde los cultivos se encuentren establecidos. Estos resultados son de gran importancia para la planificación de labores culturales, en especial aquellas relacionadas con la protección del cultivo, por tanto éstas no se deberán realizar en las primeras horas de la mañana cuando ocurre la mayor actividad de los polinizadores.

Insectos polinizadores

En el momento de la polinización fueron capturados un total de 14 individuos de insectos polinizadores en la flor de la granadilla. Los individuos una vez montados y fotografiados fueron determinados con la ayuda de las claves taxonómicas de González et al. (2009) como pertenecientes al género Xylocopa spp. En contraste, Franco et al. (2007) reportan que los principales insectos polinizadores de la granadilla en el municipio de Guarne (Antioquia, Colombia) pertenecen a varios géneros (Xylocopa spp., Anthophorula spp. y Bombus spp.). Por otro lado, Apis mellífera L. fue observada con una alta actividad en el área de estudio y visitando las flores de granadilla; no obstante esta abeja no contribuye con el proceso de polinización por el tamaño de su cuerpo y por el contrario, disminuye el contenido de polen en las anteras.

Sistemas de polinización

Los frutos formados resultantes en los diferentes tratamientos de polinización se incluyen en la Figura 3 y Tabla 1. Se observa un alto grado de autofertilidad en la especie, la cual alcanzó hasta 34.3% de formación de frutos por autopolinización espontánea (A.P.E). No obstante, bajo este tratamiento el cuajamiento de frutos fue inferior a los demás (P < 0.05). De igual manera, no se presentaron diferencias entre los demás tratamientos en los cuales se hizo la transferencia manual de polen y en aquellos donde ocurrió la intervención de los vectores naturales (Tabla 1). Este hecho es contrastante con lo indicado en estudios relacionados, en los cuales la especie se describe como autoincompatible. Los resultados mostraron que, aun cuando la granadilla puede formar frutos sin la intervención de un vector animado, la sola presencia de insectos polinizadores o la práctica de polinización manual pueden incrementar entre 52.5 y 70.3% la producción de frutos. El alto porcentaje de cuajamiento de frutos (59%) obtenido en el tratamiento de polinización natural (P.N.) contrasta con los hallazgos de Franco et al. (2007) quienes encontraron 10% de cuajamiento; lo que sugiere que los abejorros del género Xylocopa spp. son más eficientes en la zona agroecológica donde se realizó la presente investigación. Estos investigadores también encontraron que el tiempo promedio de permanencia del insecto polinizador (Xylocopa spp.) en la flor de granadilla es de 31.48 segundos, lo que permite alcanzar hasta 40% de formación de frutos. No obstante indican que la eficiencia en la polinización depende de factores como la localización de la plantación, influencia de cultivos aledaños, la aplicación de agroquímicos y la presencia de otros insectos como Apis mellifera, por su hábito de robo de polen.
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Por otro lado, los resultados sugieren que P. ligualris es autofértil con una tendencia a la alogamia y puede llegar a formar frutos sin la intervención de un agente animado. Este comportamiento reproductivo también fue encontrado para P. edulis f. edulis (gulupa) por Ángel–Coca et al. (2011) y Rendón et al. (2013), pero con un mayor porcentaje de autofertilidad. El conocimiento de la biología reproductiva tiene una gran importancia práctica en la agricultura, ya que permite estimar resultados de cosecha, dirigir cruzamientos intraespecíficos e implementar prácticas de manejo orientadas a la conservación de los polinizadores.

Los coeficientes de variación (C.V.) de los diferentes tratamientos alcanzaron valores entre 5.4 y 31.8% (Tabla 1). La polinización cruzada manual (P.C.M.) y la geitonogamia (G) autopolinización fueron los menos variables (5.4 y 14.7%), mientras que en los demás tratamientos los valores fueron mayores que 23%. Estos resultados son contrastantes con lo reportado en P. edulis f. edulis (gulupa), ya que la polinización natural (P.N.) fue extremadamente variable, con 64.4% de coeficiente de variación (Rendón et al., 2013). En P. edulis f. flavicarpa (maracuyá) este mismo tratamiento (P.N.) presentó solo el 11.3% de variación, con un comportamiento muy anormal en la autopolinización manual (A.P.) con 149% de variabilidad (Arias, Ocampo y Urrea 2014). Las diferencias entre las especies de granadilla, maracuyá y gulupa se basan en los grados de autofertilidad, la abundancia de polinizadores, las condiciones agroecológicas y las prácticas culturales en cada zona productora.

La precipitación, entre las variables climáticas, presentó el mayor efecto entre los tratamientos de polinización. El análisis mostró una correlación negativa de ésta con los tratamientos de P.N. (r = –0.87), A.P.E (r = –0.47), P.C.M (r = –0.78), A.P.M (r = –0.67), mientras fue positiva con el tratamiento de geitonogamia (r = 0.86). En este mismo sentido, la polinización natural fue el único tratamiento que fue afectado (P < 0.05) por otras variables climáticas como la temperatura (r = –0.78). Esto indica que en la mayoría de los tratamientos las condiciones climáticas, en especial la precipitación, presentó un comportamiento directamente proporcional con la formación de los frutos. La receptividad estigmática y la viabilidad del polen pueden estar directamente relacionadas con valores máximos de estas variables climáticas registradas en este estudio. Las observaciones indican que tanto el aumento en la precipitación, como la temperatura tienen una consecuencia negativa en la actividad de los agentes polinizadores y en la formación de los frutos. Este efecto puede ser atribuido a dos fenómenos: la reducción en la actividad antes y durante la antesis (+/– entre las 06:00 y las 17:00 horas) de los vectores de polen, o a la receptividad estigmática y viabilidad del polen.

Un factor que influye en la polinización natural se relaciona directamente con las condiciones climáticas. Estos investigadores observaron que en P. edulis f. flavicarpa (maracuyá) el porcentaje de formación de los frutos durante los días nublados fue, en promedio, de 25%, mientras que se alcanza hasta 94% en días soleados. Además, los factores climáticos también pueden tener influencia negativa en la germinación del polen durante el proceso de fertilización. En la presente investigación, la presencia de una elevada precipitación presentó una correlación negativa en la formación de los frutos en la mayoría de tratamientos, lo que evidencia su efecto notorio en la interacción planta–polinizador. En relación con lo anterior, Hegland Nielsen, Lazaro, Bjerknes y Totland (2009), indican que las condiciones ambientales tienen un efecto evidente en esta interacción, debido a que la fenología de la planta (floración) puede ser alterada por los cambios climáticos extremos e intervenir en el acople temporal entre el insecto polinizador y la flor. De igual manera, Medina–Gutiérrez, Ospina–Torres y Nates–Parra (2012) hallaron un efecto significativo de la altitud en la composición y el número de visitantes florales en P. edulis f. edulis.

Los polinizadores naturales proporcionan un servicio ambiental esencial para los ecosistemas naturales y para los agroecosistemas. En el caso de la granadilla estos cumplen un papel ecológico, tanto desde el punto de vista productivo como en el mantenimiento de la diversidad genética. Estos componentes deben ser integrados a los planes de manejo del cultivo, donde la implementación de buenas prácticas agrícolas (BPA) contribuya en su conservación, debido a que la producción de los frutos y su calidad dependen de ellos. Adicionalmente, los agricultores y comunidades deben adoptar medidas para conservar y fortalecer los lazos entre los diferentes aspectos de la agrobiodiversidad y contribuir a la estabilidad a largo plazo de cara al cambio climático inminente (Kjohl, Nielsen, y Stenseth, 2011). Así mismo, los resultados de los tratamientos de polinización asistida deben ser considerados en la estructuración de un programa de mejoramiento genético en granadilla para el direccionamiento efectivo de los cruzamientos. El grado de autocompatibilidad presente en la especie puede contribuir en la selección de genotipos superiores que porten genes de interés agronómico para la obtención de cultivares que permitan enfrentar los problemas limitantes del cultivo y aumentar el rendimiento en kilogramos por planta. Otra alternativa, es la exploración de la hibridación interespecífica entre la granadilla y las especies andinas de su acervo genético primario como P. tiliifolia L., P. magnifica L.K. Escobar, P. platyloba Killip, P. seemannii Grised o P. fieldiana S. Tillett, las cuales poseen fruto comestible y no han sido tenidas en cuenta para el mejoramiento.

Conclusiones


	La autopolinización espontanea (A.P.E) presentó el menor porcentaje de los frutos formados (34%), confirmando que la granadilla es una planta autofértil, con tendencia a la alogamia.

	No se encontró diferencia significativa entre la polinización natural (P.N), realizada por abejorros de Xylocopa spp. y los tratamientos con polinización manual asistida (A.P., G. y P.C.M).

	Se confirma que los polinizadores naturales proporcionan un servicio reproductivo esencial, que permite la producción de frutos y el mantenimiento de la diversidad genética en los cultivos de granadilla, lo que justifica la implementación de buenas prácticas agrícolas (BPA) para la conservación de estos organismos.

	El fenómeno de autofertilidad en la granadilla es fundamental para la producción de cultivares en los programas de mejoramiento genético, debido a la capacidad de la autofecundación para producción de individuos con alto grado de homocigosis.

	Los tratamientos de polinización manual asistida pueden ser adoptados cuando las poblaciones de agentes polinizadores sean bajas, como una práctica complementaria para mantener la producción de frutos.



Agradecimientos

Al Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia por la financiación del proyecto 74–2008L6772–3447. Especial gratitud al ingeniero Sebastián Rendón por el apoyo en la recolección de información.



Referencias

Agronet. (2014). Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia, Análisis – Estadísticas, Granadilla. Disponible en: http://www.agronet.gov.co

Ángel–Coca, C., Nates, G., Ospina, R., Melo, C.D., y Amaya, M. (2011). Biología floral y reproductiva de la gulupa Passiflora edulis Sims f. edulis. Caldasia, 33(2), 433 – 451.

Arias–Suárez, J.C., Ocampo, J., y Urrea, R. (2014). La polinización natural en el maracuyá (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) como un servicio reproductivo y ecosistémico. Rev. Agron. Meso., 25(1), 73–83. Doi: http://dx.doi.org/10.15517/am.v25i1.14200

Bernal, N., Ocampo, J., y Hernández, J. (2014). Caracterización y análisis de la variabilidad genética de la granadilla (Passiflora ligularis Juss.) en Colombia empleando marcadores microsatélites. Rev. Bras. Frut. 36(3), 598–611. Doi: http://dx.doi.org/10.1590/0100–2945–251/13

Bonilla, M.A. (2012). La polinización como servicio ecosistémico. En: Iniciativa colombiana de polinizadores ICPA (eds.). Abejas. Bogotá, Colombia: Universidad Nacional de Colombia, Instituto Humboldt. Cap. 1. p. 1–103.

Calle, Z., Guariguata, M.R., Giraldo, E., y Chará, J. (2010). La producción de maracuyá (Passiflora edulis) en Colombia: perspectivas para la conservación del hábitat a través del servicio de polinización. Interciencia, 35(3), 207 – 212.

Coppens d'Eeckenbrugge, G., Segura, S. D., Hodson, E., y Gongora, G. A. (2001). Passion Fruits. En: Charrier, A.; Jacqout, M. y Hamon, S. (eds.). Tropical Plant Breeding. Montpellier, France. Cap. 17. p. 381–401. France.

Da Silva, M., Bruckner, C., Picanço, M., y Molina, A. (1999). Número floral, clima, densidad poblacional de Xylocopa spp. (Hymenoptera: Anthophoridae) y polinización del maracuyá (Passiflora edulis f. flavicarpa). Rev. Biol. Trop., 47(4), 7 – 10.

FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations). (2008). Economic valuation of pollination services. En: FAO (ed.). Pollination services for sustainable Agriculture. Rome. Cap. 2. p. 19–30.

Franco, Y., Alzate, F.; y Peláez, J. M. (2007). Factores ambientales incidentes en la población de Xylocopa y su efecto en el cultivo de granadilla en tres veredas del municipio de Guarne (Colombia). Rev. Univ. Católica Orien., 24, 73–88. Doi: http://dx.doi.org/10.17533/udea.acbi.v37n103a03

Ghazoul, J. (2007). Challenges to the uptake of the ecosystem service rationale for conservation. Cons. Biol. 21, 1651–1652. Doi: 10.1111/j.1523–1739.2007.00758.x

González, V. H.; González, M. M.; y Cuellar, Y. (2009). Notas biológicas y taxonómicas sobre los abejorros del maracuyá del género Xylocopa (Hymenoptera: Apidae, Xylocopini) en Colombia. Acta Biol. Col., 14, 31–40.

Hegland, S. J., Nielsen, A., Lazaro, A., Bjerknes, A. L., y Totland, O. (2009). How does climate warming affect plant–pollinator interactions?. Ecology Letters 12, 184–195. Doi: 10.1111/j.1461–0248.2008.01269.x

Kjohl, M., Nielsen, A., y Stenseth, C. (2011). Potential effects of climate change on crop pollination. 38 p. Food and Agriculture Organization of the United Nations – FAO. Doi:10.1007/s10661–014–3758–x

Mburu, J., Gerard, L., Gemmilland, B., y Collette, L. (2006). Tools for Conservation and Use of Pollination Services. Economic Valuation of Pollination Services: Review of Methods. 43 p. Rome, Italy: Food and Agriculture Organization of the United Nations – FAO.

Medina–Gutiérrez, J., Ospina–Torres, R., y Nates–Parra, G. (1ª. eEd.) (2012). Efectos de la variación altitudinal sobre la polinización en cultivos de gulupa (Passiflora edulis f. edulis). Acta Biol. Col, 7(2), 379 – 394.

Rendón, J. S., Ocampo, J., y Urrea, R. (2013). Estudio sobre polinización y bioogía floral en Passiflora edulis f. edulis Sims como base para el premejoramiento genético. Acta Agronómica, 62(3), 232–241.

Rivera, B., Miranda, D., Ávila, L. A., y Nieto, A.M. (2002). Manejo integral del cultivo de la granadilla (Passiflora ligularis Juss.). 130 p. Manizales Colombia: Ed. Litoas.

Scorza, L. C., y Dornelas, M. C. (2014). Rapid touch–stimulated movement in the androgynophore of Passiflora flowers (subgen. Decaloba; Sect. Xerogona): An Adaptation to enhance cross–pollination?. Plant Signal. Behav. 9: e27932. Doi: 10.4161/psb.27932








Diagnóstico serológico y molecular del Potato leafroll virus (PLRV) en tubérculos–semilla de papa en Antioquia, Colombia

Serological and molecular diagnosis of Potato leafroll virus (PLRV) in potato tuber–seeds in Antioquia, Colombia

Mauricio Mesa Medina, Martha González Ramírez, Pablo Gutiérrez Sánchez y Mauricio Marín Montoya*

Laboratorios de Microbiología Industrial y Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia sede Medellín, Colombia. *Autor para correspondencia: mamarinm@unal.edu.co

Rec.: 21.05.2015 Acep.: 11.06.2015



Resumen

Las virosis son uno de los problemas fitosanitarios más limitantes para la producción de papa, siendo los virus Potato leafroll virus (PLRV), Potato virus Y (PVY), Potato virus S (PVS) y Potato yellow vein virus (PYVV) los que generan mayores pérdidas económicas en la región andina. Generalmente estos virus son transmitidos por insectos hemípteros y por tubérculos–semilla. En esta investigación se evaluó la presencia y distribución del PLRV en tubérculos de Solanum tuberosum variedad Diacol–Capiro y S. phureja variedad Criolla–Colombia obtenidos en Antioquia, utilizando pruebas serológicas y moleculares. Mediante DAS–ELISA se evaluaron 128 muestras consistentes en tres tipos de tejidos (piel, yemas latentes y brotes), mientras que con RT–PCR en tiempo real (RT–qPCR), se utilizó un subgrupo de 12 muestras de cada variedad. Utilizando DAS–ELISA, el PLRV se encontró en el 3,1% y 10,1% de las muestras de Diacol–Capiro y Criolla–Colombia, respectivamente; siendo evidente una mayor detección del virus en la piel de los tubérculos de ésta última variedad. Las pruebas de RT–qPCR detectaron el PLRV en 83,3% y 91,6% de las 12 muestras de Diacol–Capiro y de Criolla–Colombia, respectivamente; con valores de Ciclo umbral (CT) entre 17,72 y 30,59. La naturaleza de los amplicones obtenidos por RT–qPCR fue confirmada por secuenciación como parte de una región codificante de la cápside del PLRV (Identidad=99%–100%). Estos resultados enfatizan en la necesidad de utilizar tubérculo–semilla certificados por su sanidad viral en los cultivos de papa del país y de fortalecer dichos programas a partir del empleo de técnicas de detección altamente sensibles como RT–qPCR.

Palabras clave: DAS–ELISA, Detección viral, Polerovirus, RT–qPCR, Solanum phureja, Solanum tuberosum.



Abstract

Viral diseases are one of the most limiting phytosanitary problems in the production of potato with Potato leafroll virus (PLRV), Potato virus Y (PVY), Potato virus S (PVS) and Potato yellow vein virus (PYVV) having the biggest economic impact in crops of the Andean region. These viruses are transmitted by hemipteran insects and tubers. In this work, the presence and distribution of PLRV in Solanum tuberosum v. Diacol–Capiro and S. phureja v. Criolla–Colombia tubers was investigated using serological and molecular tests. 128 samples from three types of tissues (skin, dormant buds and sprouts) were tested using DAS–ELISA while a 12–sample subset from each variety was used for real time RT–PCR (RT–qPCR). With DAS–ELISA, PLRV was detected in 3,1% and 10,1% of Diacol–Capiro and Criolla–Colombia samples, respectively; in the latter, PLRV was detected mostly in the tuber skin. PLRV was detected in 83,3% and 91,6% of Diacol–Capiro and Criolla–Colombia samples, respectively, using RT–qPCR. Threshold cycles (Ct) were in the 17,72 to 30,59 range. Sequencing of RT–qPCR fragments resulted in 99–100% nucleotide identity with respect to the PLRV coat protein. These results highlight the need of using certified tuber–seed in potato crops in Colombia and strengthening the seed certification programs using highly sensitive techniques such as RT–qPCR.

Keywords: DAS–ELISA, Polerovirus, RT–qPCR, Solanum phureja, Solanum tuberosum, Virus detection.



Introducción

El Potato leafroll virus (PLRV) (Polerovirus, Luteoviridae), es uno de los virus que generan mayores pérdidas en los cultivos de papa a nivel mundial, con reducciones en los rendimientos que oscilan entre 20 y 60%; incluso cuando se presenta en coinfecciones con otros virus como Potato virus Y (PVY) o Potato virus X (PVX), sus efectos pueden ser aún mayores (Taliansky, Mayo, & Barker, 2003).

Los viriones del PLRV consisten de una cápside icosahédrica de 23–25 nm y un genoma de ARN de cadena sencilla positiva de 5800 a 5900 nt, con extremos 5' y 3' asociados a una proteína VPg y a un grupo OH, respectivamente, (Taliansky, Mayo, & Barker, 2003). Cerca de 16 aislamientos de este virus se han secuenciado completamente, en su mayoría de Europa (Ej. JQ346191, AF453391) y China (Ej. KC456053, KC456054), y tan sólo uno de Suramérica (Ej. AF453392, Perú). El genoma del PLRV presenta nueve marcos de lectura abiertos (ORFs): el ORF 0 codifica para P0, una proteína supresora del silenciamiento de genes, P1 está involucrada en la replicación y produce la VPg por auto–proteolísis; el ORF 2 codifica para la replicasa viral (RdRP), mientras que el ORF 3 lo hace para la cápside viral (CP) de 23 kDa; el ORF 4 codifica para una proteína de movimiento y el ORF 5 para una proteína estructural de 80 kDa, aparentemente relacionada con la transmisión por áfidos. Los ORFs 6 y 7 han sido descritos recientemente y aunque sus funciones no se conocen plenamente, se especula que P7 tiene propiedades de unión a ácidos nucleicos. Finalmente, el ORF8 codifica para la proteína Rap1, involucrada en la replicación del virus (Taliansky et al., 2003; Pooramini, Heydarnejad, & Massumi, 2010). Una característica diferencial del genoma de PLRV es el traslape de sus ORFs, que alcanza cerca de un tercio de su secuencia; así, el ORF 1 se solapa parcialmente con el ORF 0 y completamente con el ORF 8; mientras que el ORF 3 se presenta traslapado con el ORF 4 y el ORF 5 con los ORFs 6 y 7 (Pooramini, Heydarnejad, & Massumi, 2010); (Zarghani, Shams–Bakhsh, Zand, Sokhandan–Bashir, & Pazhouhandeh, 2012).

El PLRV es transmitido por diferentes especies de áfidos de manera persistente no propagativa, siendo los más eficientes Myzus persicae y Macrosiphum euphorbiae; además es fácilmente transmisible por tubérculos–semilla (Agindotan, Shiel, & Berger, 2007). El proceso infectivo de este virus está restringido a los tejidos vasculares del floema y los principales síntomas incluyen enanismos y enrollamiento de hojas, acompañados de una coloración rojiza en el borde los folíolos y finalmente reducciones importantes en el rendimiento (Plchova, Cerovska, Moravec, & Dedic, 2009 ).

En Colombia, estudios recientes realizados por (Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011), a partir de análisis serológicos han identificado al PLRV como uno de los más incidentes en cultivos de papa, con un promedio de detección del 20%. Adicionalmente, este virus también ha sido detectado en forma generalizada (77,4%) en accesiones de la Colección Central Colombiana (CCC) de S. phureja (Guzmán, Román, Franco, & Rodríguez, 2010), y en cerca del 25% del material de siembra de tamarillo (Solanum betaceum) evaluado por Álvarez, J.A., Cotes, J.M., & Marín, M. , mediante pruebas de DAS–ELISA. Los análisis de secuencias de CP en aislamientos de PLRV de papa y tamarillo indicaron un muy bajo nivel de variación (<4%) entre dichos aislamientos, y entre éstos y aquellos de otros lugares del mundo (Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011; Álvarez, J.A., Cotes, J.M., & Marín, M. ).
 
Ya que los estudios de diagnóstico de PLRV en cultivos de papa realizados hasta el momento en Colombia se han restringido a su detección en tejido foliar, en este trabajo se evaluó mediante pruebas de DAS–ELISA la presencia del virus directamente en tubérculos–semilla del Oriente y Norte de Antioquia. Adicionalmente, se evaluó la detección del PLRV mediante RT–PCR en tiempo real (RT–qPCR), con el fin de establecer su utilidad en programas de certificación de tubérculo–semilla en el país.

Materiales y métodos

Obtención de muestras

El estudio se realizó con un total de 16 muestras de tubérculos de S. tuberosum subsp. Andigena var. Diacol–Capiro y 16 muestras de tubérculos de S. phureja var. Criolla–Colombia obtenidas en La Unión (Oriente de Antioquia) y Yarumal (Norte de Antioquia). De cada muestra se seleccionó al azar un tubérculo en estado de brotación y se tomaron con ayuda de escalpelos estériles secciones de aproximadamente 0,5 a 1 cm2 de yemas no brotadas, piel, ápice y/o base de brotes. De esta forma, cada tubérculo estuvo representado por tres tejidos, los que fueron macerados para la detección del PLRV mediante pruebas de DAS–ELISA, para un total de 128 muestras analizadas. Adicionalmente, en 12 muestras seleccionadas al azar de cada variedad, se diagnosticó el virus mediante RT–qPCR.

Pruebas de DAS–ELISA

Las muestras de tejidos de tubérculos de cada variedad se evaluaron con pruebas de DAS–ELISA (Double Antibody Sandwich) con anticuerpos policlonales (Agdia, EE.UU.). Las evaluaciones incluyeron un control negativo (tejido vegetal de papa) y uno positivo (tejido infectado por PLRV) suministrado en forma liofilizada por Agdia y las lecturas de absorbancia a 405 nm fueron realizadas en un equipo Multiscan (Labsystem, Finlandia). Los resultados de estas pruebas fueron analizados siguiendo el procedimiento descrito por la compañía serológica Bioreba (Suiza) (http://www.bioreba.ch/?idpage=6), en el que se define el valor umbral (Cut–off) mediante la formula Umbral = (promedio de absorbancias de lecturas negativas + 3 desviaciones estándar) x 1,1.

PCR y secuenciación

La naturaleza viral del control positivo y de dos de las muestras que resultaron con altos valores de absorbancia en las pruebas de DAS–ELISA fue confirmada por RT–PCR convencional y secuenciación de una región de 330 pb de CP. Las reacciones de RT–PCR se realizaron en dos pasos utilizando los cebadores PLRV–F (5' CGC GCT AAC AGA GTT CAG CC 3') y PLRV–R (5' GCA ATG GGG GTC CAA CTC CAA CTC AT 3') y y PLRV–R (Singh, Kurz, Boiteau, & Bernard, 1995), siguiendo el protocolo descrito por Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011. Los amplicones del tamaño esperado fueron purificados del gel mediante el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo) y secuenciados en ambos sentidos en un equipo ABI Prism 3730xl (PE Applied Biosystems) de la compañía Macrogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las bases de datos moleculares del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y utilizadas para realizar un análisis filogenético con respecto a otras depositadas en GenBank. Para esto se alinearon las secuencias con Clustal W y se procedió a la generación del dendrograma haciendo uso del software Mega 6.0 con la metodología Máxima verosimilitud y el modelo Jukes–Cantor (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013)

Detección de PLRV por RT–qPCR

Para un subgrupo de 12 muestras de cada variedad de papa, se extrajo el ARN total utilizando el kit GeneJET Plant RNA Purification (Thermo), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido fue eluído en 40 µL de agua tratada con DEPC y determinada su concentración y pureza por lecturas a 260 nm y 280 nm en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo).

Las reacciones de RT–qPCR se realizaron en dos pasos utilizando el sistema SYBR Green I y los cebadores PLRV–Sense (5'GCT CAA GCG AGA CAT TCG TG 3') y PLRV–Antisense (5'TTG AAT GCC GGA CAG TCT GA 3') que amplifican un fragmento de 100 pb de CP (Yang, Nie, Liu, & Song, 2013). Las reacciones de retrotranscripción fueron similares a las descritas por Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011, mientras que la qPCR se realizó con el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo), en 25 µL de reacción conteniendo 12,5 µL del kit, 10 µL de agua con DEPC, 0,3 µM de cada cebador y 50–100 ng de ADNc, con un programa de amplificación de 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 s y 52 °C por 45 s, en un equipo Rotor–Gene Q–5plex Platform (Qiagen, Alemania). Todas las reacciones incluyeron un control positivo (ARN extraído de control positivo de Agdia) y un control negativo libre de cDNA viral. La adquisición de fluorescencia se realizó después de cada ciclo de amplificación y los valores de ciclo umbral (Ct) para cada muestra fueron definidos utilizando los valores por defecto del equipo, siendo consideradas como positivas aquellas muestras que superaron el valor Ct antes del ciclo 40. La especificidad de los amplicones se definió por análisis de desnaturalización utilizando la herramienta HRM (High Resolution Melting) entre 50 y 99°C. Adicionalmente, la naturaleza viral de cinco amplicones (incluyendo el control positivo) fue confirmada por secuenciación Sanger en la compañía Macrogen.

Resultados y discusión

Detección de PLRV por DAS–ELISA

En este trabajo el PLRV fue detectado utilizando pruebas de DAS–ELISA en el 3,1% de las 64 muestras procedentes de tubérculos de la variedad Diacol–Capiro; mientras que se encontró en el 10,15% de los tubérculos de Criolla–Colombia, con una notable presencia en la piel de tubérculos (9 de 16 muestras), pero no en las yemas latentes. El uso de la metodología estadística de Bioreba permitió definir un valor umbral de 0,231 como la absorbancia a 405 nm que permite diferenciar las pruebas negativas de aquellas positivas (Figura 1).
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La presencia generalizada de este virus afectando cultivos de papa en Colombia ya había sido reportada previamente, pero en tejido foliar. Así por ejemplo, Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011, al estudiar la incidencia del PLRV en cultivos de Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Nariño, encontraron niveles de infección de entre 13 y 30%, con un promedio nacional del 20%. Así mismo, diferentes estudios realizados en otros países, han señalado repetidamente al PLRV como uno de los virus más incidentes en este cultivo (Taliansky, Mayo, & Barker, 2003; Wang et al., 2011). En Costa Rica, (Vásquez, Montero–Astúa, & Rivera, 2006), realizaron un muestreo de tejido foliar de papa en 30 fincas ubicadas en tres altitudes, analizando mediante ELISA la incidencia de 13 virus, incluyendo el PLRV. Los resultaron identificaron a los virus PVX (77%), Potato aucuba mosaic virus (PAMV) (62%) y PLRV (42%) como los de mayor incidencia en este país, siendo este último detectado en el 80 % de las parcelas de la zona alta y media, y en el 50 % de aquellas de la zona baja. Bostan y Haliloglu (2004), al evaluar mediante ELISA la sanidad viral de cerca de 880 brotes procedentes de tubérculos–semilla utilizados como material de siembra en Turkia, encontraron que el PLRV era uno de los virus más incidentes sobre dicho material, con un nivel de detección del 14,2%. Así mismo, Wang et al. (2011), en su acercamiento y evaluación del estado fitosanitario viral en el cultivo de la papa en China, reportan que después del PVY, el PLRV representa el segundo virus más incidente y limitante de esta agrindustria en dicho país, con un nivel promedio de detección del 22,1% en las siete principales provincias productoras, y pérdidas estimadas en rendimiento que oscilan entre 40 y 60%. Estos resultados reflejan la necesidad manifiesta de fortalecer los programas de certificación de semilla de papa y de facilitar el acceso a este material libre de virus, a pequeños agricultores en Colombia y en otros países cultivadores del mundo. Así mismo, resulta fundamental para este cultivo implementar medidas de manejo dirigidas a disminuir las poblaciones de los vectores del PLRV (Ej. M. persicae y M. euphorbiae) y la eliminación de plantas voluntarias de papa (“toyas”) y de hospedantes alternos solanáceos que sirven de reservorios del virus entre ciclos de siembra de papa.

Confirmación de PLRV por secuenciación

Las reacciones de RT–PCR realizadas con los cebadores PLRV–F y PLRV–R produjeron los fragmentos del tamaño esperado de 330 pb. La comparación de las secuencias obtenidas en el estudio con respecto al GenBank, presentó como primeros ‘hits’ secuencias de aislamientos de PLRV (Ej. accesiones KC456054, AF453392 y JQ346189) con 100% de identidad y cobertura, así como valores e de 3×10–15 a 6×10–16. El árbol filogenético generado presentó un único clado con 100% de soporte de bootstrap y niveles de identidad superiores al 97% entre todas las secuencias evaluadas, incluyendo aquellas de aislamientos procedentes de diferentes países (Ej. Canadá, India, Holanda, Colombia) e incluso hospedantes (Ej. tamarillo y papa) (Figura 2).
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Resultados similares han sido encontrados en múltiples estudios tendientes a caracterizar la variabilidad genética del PLRV en el mundo, con niveles de variación máxima del 5% aún entre aislamientos de diferentes continentes y utilizando como base de análisis los ORFs que codifican para CP y PO (ORFs 3 y 0) (Plchova, Cerovska, Moravec, & Dedic, 2009 ; Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011 ; Zarghani et al., 2012). Dicha situación ha sido atribuida a que posiblemente esta especie viral representa una variante recientemente divergente de un virus ancestral, que se especializó por su infección en plantas de papa. Alternativamente, se ha planteado que las fuertes presiones de selección que ejerce la estrecha base genética de las variedades de S. tuberosum cultivadas en el mundo ha sido el factor determinante para la selección genómica que presenta este virus (Plchova, Cerovska, Moravec, & Dedic, 2009; Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011 ).

Detección de PLRV por RT–qPCR

Las pruebas de RT–qPCR detectaron la presencia del PLRV en 10 (83,3%) y 11 (91,6%) de las 12 muestras evaluadas de tejidos de tubérculos de Diacol–Capiro y Criolla–Colombia, respectivamente (Figura 3A). El virus se encontró indistintamente en todos los tejidos muestreados y en los tubérculos procedentes de las dos regiones bajo estudio, obteniéndose valores de Ct que oscilaron entre 17,72 y 30,59 para Diacol–Capiro y 20,23 y 25,75 para Criolla–Colombia (Tabla 1), lo que claramente representa altos niveles de titulo viral en los tubérculos–semilla evaluados, pues existe una relación inversamente proporcional entre el valor de Ct y el titulo viral. Las pruebas de DAS–ELISA para estas mismas muestras, sólo detectaron al PLRV en dos (16,6%) y cinco (41,6%) de las muestras de las variedades Diacol–Capiro y Criolla–Colombia, respectivamente; no encontrándose ninguna muestra que hubiere resultado positiva para la detección del virus utilizando pruebas de DAS–ELISA, pero negativa con RT–qPCR (Tabla 1).

La especificidad de los amplicones obtenidos con RT–qPCR fue confirmada mediante el análisis de desnaturalización, utilizando como base los valores de temperatura de fusión (Tm), que se presentaron en el intervalo de 81,8°C +/– 0,3°C (Figura 3B). La naturaleza de dichos amplicones fue además reconfirmada por secuenciación Sanger de cinco de las muestras (Tabla 1); encontrándose, que dichas secuencias correspondían a una región de CP de 60 pb de las 100 pb originalmente amplificadas por RT–qPCR (Ej. Accesiones JQ346189, KC456054, HE617212, JF939833; Identidad=99%–100%, e=2×10–20–9×10–22), incluyendo accesiones de cepas de este virus de Colombia, previamente depositadas en GenBank por Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011 (Ej. JF939832, JF939827 y JF939825).



La utilidad de la técnica de RT–qPCR para la detección del PLRV en tubérculos de papa, había sido previamente reportada por (Agindotan, Shiel, & Berger, 2007) y por (Mortimer–Jones, Jones, Jones, Thomson, & Dwyer, 2009), quienes de manera independiente, diseñaron pruebas utilizando el sistema de sondas Taqman para el diagnóstico simultáneo de diferentes virus de papa, incluyendo PLRV. En dichos trabajos, los niveles de sensibilidad alcanzados para la detección del PLRV fueron de hasta 100 copias virales. Interesantemente, dichas pruebas fueron también capaces de detectar el PLRV y los otros virus bajo estudio (Ej. PVX, PVS, TSWV) en una mezcla correspondiente a una proporción de 1 tubérculo infectado en un lote de 300 (Mortimer–Jones, Jones, Jones, Thomson, & Dwyer, 2009 ) o 400 tubérculos (Agindotan, Shiel, & Berger, 2007), lo que representa una gran oportunidad para su aplicación masiva en programas de certificación de semilla de papa. La evaluación de la técnica de RT–qPCR realizada en el presente trabajo, utiliza algunas de las consideraciones adelantadas en dichos estudios, incluyendo la posibilidad de detectar el PLRV directante en tubérculos latentes, y específicamente en tejido de la piel gracias a su restricción al floema. Esto favorece el proceso de toma de decisiones con respecto a la sanidad viral de un lote de tubérculo–semilla, al no requerirse de períodos de almacenamiento para la ruptura de su latencia metabólica; además el empleo de la técnica de RT–qPCR bajo el sistema SYBR–Green I, que aquí se presenta, disminuye los costos de las pruebas y permite el uso del mismo kit para detectar otros virus (si se cuenta con cebadores específicos), sin necesidad de sintetizar sondas individuales para cada uno de ellos, lo cual favorece su utilización en laboratorios de diagnóstico y de producción de semilla certificada con menor capacidad económica.

Las diferencias evidentes encontradas en este estudio con respecto a la detección del PLRV utilizando pruebas de DAS–ELISA y de aquellas basadas en RT–qPCR, resultan ajustadas a los reportes de altos niveles de sensibilidad de esta última técnica. Así por ejemplo, (Mumford, Walsh, Barker, & Boonham, 2000), indican que el uso de RT–qPCR para detectar el Potato mop–top virus (PMTV) en tubérculos de papa, ofrecía niveles de sensibilidad 10000 veces superiores que los alcanzados con las pruebas de ELISA; mientras que Bertolini et al. (2007), al evaluar la detección del Citrus tristeza virus (CTV) en plantas y áfidos, determinaron que la técnica de RT–qPCR pudo detectar hasta 17 copias del virus, presentando niveles de sensibilidad superiores en 100–500 veces con respecto a IC–RT–PCR anidada y hasta de 106 veces con relación a pruebas de DAS–ELISA.

Los resultados obtenidos en esta investigación señalan altos niveles de incidencia de PLRV en tubérculos no certificados de las variedades Diacol–Capiro y Criolla–Colombia utilizados como material de siembra por agricultores de dos de las principales regiones cultivadoras de papa de Antioquia, situación que debe ser corregida con celeridad, pues es posible que esta condición también se presente para otros virus de fácil dispersión por este medio en papa, tales como PVY, PMTV y PVS (Gil Ramírez, Cotes Torres & Marín Montoya, 2011; Frost, Groves, & Charkowski, 2013). Por esto, resulta imperativo que los organismos de sanidad vegetal estatal, gremios de agricultores y compañías de semilla, evalúen los procesos nacionales de producción y comercialización de semilla e incorporen metodologías altamente sensibles para la detección de virus como la RT–qPCR, como parte de sus procedimientos para garantizar la sanidad del material de siembra de papa en Colombia.

Conclusiones


	En esta investigación se evalúo la incidencia del PLRV en tubérculos–semilla de papa variedades Diacol–Capiro y Criolla–Colombia utilizando la técnicas de DAS–ELISA para 128 muestras y de RT–qPCR para un subset de 24 muestras, encontrándose con la primera metodología, la presencia de este virus en el 3,1 y 10,1% de los tejidos evaluados de dichos materiales, respectivamente; mientras que la técnica de RT–qPCR con el sistema de SYBR–Green I detectó el virus en niveles superiores al 80% en ambas variedades, evidenciándose un problema de sanidad viral en el material de siembra que se utiliza en el Departamento de Antioquia para el establecimiento de los cultivos de papa.

	Los análisis de secuenciación de los amplicones correspondientes a una porción de 330 pb de la región codificante para la cápside del PLRV obtenidos mediante RT–PCR convencional y de 60 pb generados por RT–PCR en tiempo real, nuevamente confirman los bajos niveles de variación genética de este virus, al presentarse identidades superiores al 97% para todas las comparaciones realizadas entre secuencias de diferentes cepas.

	De gran interés resultará en el futuro la evaluación mediante RT–qPCR de la sanidad viral de tubérculos–semilla de papa certificados y de los diferentes materiales de propagación obtenidos en las etapas de generación de este tipo de semilla en el país (Ej. Super élite, élite, básica y registrada) como un aporte al fortalecimiento y validación de dichos programas.
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Tabla 1. Peso retenido en cada tamiz

Tamaiio (mm) Media LS
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2 16216
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*: Tratamientos con la misma letra no representan diferencias significati-
vas. Tukey (5%).
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Tabla 2. Sistemas agroforestales en el Centro de Investigaciones Maca-
gual Cesar Augusto Estrada Gonz3lez. Departamento del Caqueta, Colom-

bia.

Codigo
de

Descripcion

Bs

SAF

AR

Mhe

Pra

Bosque secundario mayor de 30 afios, con especies nativas,
desarrollados por descanso de areas intervenidas; con
especies nativas, desarrollados por descanso de 4reas
intervenidas, donde predominan especies correspondientes
a las familas Cyatheaceae, Tiliacese, Cecropiaceae,
Heliconiaceae, Araceae, Rubiaceae, Mimosaseae, entre otras
(Corpoamazonia, 2009).

Arreglo Agroforestal con H. brasiliensis Muell asociado con
frutales establecidos a partir de plantaciones de A, brasiliensis
Muell (clon FX3864) con més de 20 afos de establecidas
desde pasturas nativas, en fase de produccién y plantadas
en surcos de 4 m entre plantas y 7 m entre calles. Se feriliza
anuaimente con cal dolomita (500 glérbol) y fertlzante
compuesto (Macro y micronutrientes) Remital® (500 g/
arbol). Asociado con frutales como Bactris gasipaes Kunth
(Chontaduro), Theobroma cacao L. (cacao comin), Theobroma
grandforum (Willd. ex Sprengel) Schumann (copoazd),
Psidium guajava L. (guayaba), Eugenia stipitata Mc Vaught
(arazé), Citrus sp. (Citricos), Borojoa patinoi Cuatrecasas
(borojo), Pourouma cecropiffolia Mart. (uva caimarona) e Ingas
5p. (Guamos) y maderables como Laurus nobilis L. (laurel),
Cariniana pyriformis Miers (abarco), Couma macrocarpa Barb.
Rodr. (perillo), Trattinnickia burseriflia Mart. (carafio) y Luma
apiculata (DC.) Burret. (Arrayan).

Arreglo Agroforestal con H. brasiliensis Muell y rastrojo:
corresponde a plantaciones de H. brasiliensis Muell (clon
FX3864) con mas de 20 afios de establecidas a partir de
pastura nativa, en fase de produccién y plantadas en surcos
de 4 m entre plantas y 7 m entre calles. Los productores
realizan précticas de limpieza con guadefiadora y machete
en los surco pero dejan cubiertas las calles con rastrojo en
donde predominan las especies propias de la regeneracion
natural en la zona, entre ellas, Miconia sp. (Chilco), Cecropia
membranaceae Trécul (yarumo), Piper arboreum Aubl.
(Cordoncillo), Vismia brasiliensis Choisy (lacre), Arundo donax
L. (carrizo), Clidermia_hirta (L) D. Don (azulejo) y Bellusia
grossularoides (guayabo coronillo

H. brosiiensis Muell en monocultivo: plantacién de H.
brasilensis Muell (don FX3864) con més de 20 afios de
establecidas a partir de pastura nativa, en fase de produccién
y plantadas en surcos de 4 m entre plantas y 7 m enre
calles. Durante los Gltimos tres afios se ha ferciizado con
cal dolomita (500 g arbol’) y 500 gérbol’ de Remital®.
Estas plantaciones continian soportando carga animal que
pastoreala grama nativa.

Pastura nativa Pna: potreros con mas de 30 afos de
establecidos, conformados  principalmente por Paspalum
notatum Fliggé (grama dulce) y Homolepis oturensis (Kunth)
Chase (guaduill), con pastoreo permanente de ganado
bovino y equino; presentan niveles de erosin entre fuerte
(cerracetas, surcos) y extremadamente fuerte (carcavas y
remocién en masa).
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Figura 1. Volumen de agua aplicado por arbol, acumulado durante el perio-
do de riego para el tratamiento T1 (linea continua gruesa), T2 (linea conti-
nua delgada) y T3 (linea a trazos).

DDF = Dias después de la floracién.
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Table 6. Ratio SMB-N and total N (% SMB-N/ N total) in barley crops under fertigation system with urea in different N doses st six sampling times..

Smpling ime N dosage (kg ha') Convrol » © )
rasomr 2580 e 2508 2938
rasown 278 2338 22008m 2688
EE) 15m8 209008 1870008 172088
wuwromn 223088 1g2caC 120 e
s@own 2478 3200 25008 15
s 1ema 1asar 17150n 166

117 25 0AP 2 days before frtfercgacions 2 (29 DAPY: 2 doy fer < erigocin: 3* (39 OAPY: & days bforeth zecondfercgacons 4 47 DAP)  doz afer
second ferigason; 567 DAPY. Fowetng. (113 DAPY Afer harvestng,

Means i same lowercae ecrs besween columns (samping ime efect) and copa leersBetween Ines (doses efect) are s difern according o he
Tukey cese (59)





OEBPS/Images/v65n2a01f2.jpg
Componente 2 (21,7 %)

Componente 1 (50,9 %)

Figura 2. Diagrama bivariado para el analisis de componentes principales.
Se evidencian los pesos de las variables para cada componente principal.
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Figura 2 A. Comportamiento de la ATT en frutos de mora R. alpinus en es-
<ados de madurez 5 y 6. B. Comportamiento de la ATT en frutos de mora R.
alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5 6.

La barra indica la diferencia minima significativa segin la prueba de Tukey
(P<0.05).
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Figura 2. Apertura de la flor (antesis) en la granadila (P. ligularis), granja
Tesorito (2.340 msnm), Manizales, Colombia.
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Figure 5. Postharvest treatments effect over blueberries a* red colour from
organic production during storage period. Different letters on the values of
each treatment represent significant differences.
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Table 2. N fertilizer applying date using the urea and the treatments dose.

Date Dose (kg ha')
14/06 (5 DAP) - basic P
amendment
08/07 (27 DAP) - beginning  Halfof the recommended dose for each
oftllage treatment(5-15 - 35 kg ha'N)
22/07 (43 DAP) - 15 days Completed recommended dose for the
after tilage treatments (20~ 40- 80 kg ha' N)

DAP: days after seeding.
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Figura 4 A. Comportamiento del diémetro en frutos de mora R. alpinus en
las cuatro fincas. B. Comportamiento del diametro en frutos de mora .
alpinus en estados de madurez 5 y 6. C. Comportamiento del diametro en
frutos de mora R. alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5y 6.

La barra indica la diferencia minima significativa segin la prueba de Tukey
(P<0.05).
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Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones (mg/It) de los reguladores de-
crecimiento BAP, AIA, ANA y AG, en la induccién de mailtiples brotes de A
perutlis en medio WPM.

Reguladore Explantes

an Sl Longid
BAP AR ANA AG, rehusts TCY et
T R—— 2 02:02  014:014
00— w0 - 2 02:02 0261026
W - - 10 &0 125049 05465026
w15 - - w 042024 01620

w0 - s - w 042024 0325019
20— - s ® 06:02¢ 0825037

Los valores son medias £ error esandar de cada uno de los tratamientos.
Al

acido indolacético. BAP: Bencilaminopurina. AG: giberelinas.
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Tabla 1. Componentes y concentracién relaiva (3) de los principales meta-
bolicos secundarios volatiles de accesiones de L. alba y L. orjganoides en dos.
estados de poscosecha.

Especie Componente Estaly

lacoesioa) enAceie Fresco (75%) Seco (12%)
L alba

Citrica Geranial 447+14a%  499:02b
Neral 317:08a  308:1.2a
Geraniol 101+1.1a 87+10a
Tipica Carvona 479+46a 50.7+48a
Limoneno 324:05a  344:15a

GermacrenoD 105332 72%27a

L origanoides

Patia Timol 818:37a  87.9:06b
p-Cimeno 51:10b  41:04a

yTepinens  41:23b  26%03a

ponefCeris  22:06b  1.0:0.03a

Tipica Timol 769:1.6a  835:40b
pCmeno  535:04b  445:1.1a

ylepinens  505:1.5a  41%17a
mmBAe. 204D 1.1:01a
Citrica Timol 7815042 846:1.6b
p-Cimeno 53:01b  425:04a

yTerpinens  4406a  365:05a

225:02b  1.05:0.1a

* Medias en la misma fila con letras diferentes son significativamente dife-
rentes (P < 00.5), segin la prueba de Duncan.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de dimetro longitudinal (4) y ecuatoriel
(B) de frutos de pera con ajuste logistico de tres parametros, para el trata-
miento T1 (linea continua gruesa), 12 linea continua delgade) y T3 (inea a
trazos), las barras indican el error escandar.
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Figura 3. (a) Longitud promedio del tallo (cm). (b) Nomero promedio
de brotes por planta. (¢) Longitud promedio de brotes (cm) en plantas
donantes de comino crespo 30, 60 y 75 dias después de la realizacion de
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Tabla 1. Efecto de diferentes desinfectantes, concentraciones y tiempos
de exposicién empleados en el establecimiento in vitro de comino crespo.

Concen- —
Tratamento Tiempo  Supervivencia
oy Desinfectante o - F" ” .
o. (i
1 s eerzin2dr
2 5 10 111:263de
3 15 1556:263d
35562358
3 = b
Hipoclorito de o o
5 Sodio 10 10 g
(NaOCl) R
46672172
5 15 7
7 5 2889:199dc
15 10 6444:263ba
B 15 666721720
10 Bidorurode 0.1 222+358dc
mercurio 10
n (g01) 001 8892263
2 Nirato de 01 133323444
e P e 3 35562263
(gNO) b

*aLosvalores son medias # error estandar de cada uno de los tratamientos.

*Valores seguidos por letras guales no son significativamente diferentes (P

> 0.05), segan la prueba de Tukey.
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Figura 1. Sitios de muestreo de sistemas agroforestales evaluados en los
municipios de El Doncello, Florencia y Belén de los Andaquies, Caqueta,
Colombia.
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Figura 6 A. Firmeza en frutos de mora R. alpinus en cuatro las fincas. B. Fir-
meza en frutos de mora R. alpinus en estados de madurez 5y 6. C. Firmeza
en frutos de mora R. alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5y 6.
La barra indica la diferencia minima significativa segin la prueba de Tukey
(P<0.05).
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Figura 5. Tasa relativa de crecimiento (TAC) de didmetro ecuatorial (A) y
longitudinal (B) de frutos de pera, en los tratamientos T1 (inea continua
gruesa), T2 linea continua delgadaly T3 (linea a trazos

DDF = Dias después de Ia floracién,





OEBPS/Images/v65n2a15f3.jpg
Fluorescendanormalizada >

o

S 1 15 2 2 3% 3% 4 B T T R T
cido Temperatura ('C)

Figura 3. () Curves de amplfcacsin por RT-GPCR usizando el ssers SYBR Grean y o cebadores PLRV Sensey PLRV Antsense par s dteccén del PLRV
e detbbruiosde papa bienidos en ol Depariamento de Anioqui. () Perfie de s curves de desnaruraizaciin d amplkanes especicas e PLRV
e SRR





OEBPS/Images/v65n2a01t1.jpg
Tabla 1. Coeficientes de correlacién e Pearson enire Loz variables: nizrégens follar (N, %), fjadores de nicrégeno (FN, UFCg-1 suelo), microorganismos proteoli-
cosPro, UFC .1 s fosfor (P pom. corbono oxdsbl (€0, ) motans orgic (MO, ). rgens ol adsco (KT ) ncrgens adutco dponi (NS,
gz (g, me100 51 e seio o . 5o

[ e g v ©  wo Wt W s e
~ )

" o w0

prot. o3 om e

o o om  om 1w

» o3 o2 o o2 e

© o os o3 om0l e

mo 0s s o3 o o0 10 10

r L I .

no 0% om0 o om 0%  o%  om 10

g a7 o7 o om  om o om  am W

re 02 s  om oo os 9% o o om 1w






OEBPS/Images/v65n2a09f1.jpg
Contenido nitrico (kgNO3- ha')

m0-20 cm =20-40 cm m40-60 cm

Figura 1. Contenidos nitricos en el suelo entre el comienzo () y < final
(Rf) de los ciclos de cultivo de papa variedades Spunta, Bellini y Atlas, a las
profundidades 0-20, 20-40 y 40-60 cm. Letras diferentes indican diferencias
significativas (LSD, P < 0.05).
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Tabla 2. Ecusciones del modelo logistico de crecimiento de los dismetros
ecuatorial y longitudinal del fruto de pera.

Tratamiento Modelo R

Diametro ecuatorial de fruto
m De=7,9818/(1+4,3248, (os25000) 0.9966

n De

 4820/(1+4,3231 (05350057 09978

1= De=

 A713/(1+4,4673¢ (0200%) 0.9964
Diametro longitudinal de fruto

n Lo= 11,4082/(1+4,6086¢ (o0/65207) 09973

n Lo=11,0217/(1+4,5359e to0160%) 09977

T Lo=10,1211/(1+4,2164¢ (05757009 09973
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Table 1. Description of the treatments treated with kg ha of each nutrient.

Treatment N r0, K0
T ) 235 1465
n 61 203 183
] 7 352 2197
RE] B @ 2564
T %8 a7 203
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Figure 1. Postharvest treatment effect on blueberries firmness from organ-
ic production during storage period. Different letters on the values of each
treatment represent significan differences.
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Figura 3. Puntos de comparacién de medias para las variables que presen-
tan interaccién entre usos del suelo y horizonte. A. Profundidad. B. Penetra-
bilidad, Letras mintsculas distintas representan diferencias significativas (P
<0.05) segiin la prueba de LSD Fisher
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Figura 1. Resultados de las pruebas de DAS-ELISA para la deteccion de PLRV.
en diferentes tejidos de tubérculos de papa, obtenidos en el Departamen-
<o de Antioquia (Colombia). Los asteriscos (*) representan los resultados
positivos. + y - representan los valores para los controles positivos y ne-
gativos, respectivamente. Las letras en el eje X representan los lugares de.

procedencia de las muestras. U: La Unién, Y: Yarumal, LC: Lianos de Cuiva
(corregimiento de Yarumal).
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Table 1. Distribution of respondents by socio-economic characteristics

Age (Years) Frequency Percentage
2130 2 308
3140 2 240
2150 E) 37
5160 12 s
61 years and above 2 19
Years of school
6 34 27
712 st 490
Non-formal education 19 183
Marital status
Married 78 750
Single 12 s
Widowed 3 125
Divorced 1 10
Religion
Christians. 68 65.4
Muslims 2 250
African traditional worshippers 10 96
Community association
Members 81 79
Non-members 2 21
Major occupation
Farm related 2 272
Non-farm activties 82 788
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Table 6. Distribution of respondents based on organizational constraints

Organizational constraints Frequency  Percentage
Limited number of staff s 857
Inadequate training materialz s 74
Unfavouarble leadership style of the 5 i

organization

Job insecurity 4 571
Unattractive saffsalaries 3 429
Inadequate finance 2 286

Inadequate transportation faciliies 2 286
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Figura 7. Variacién media de la inensidad respiratoria (IR) de frutos de pera
en almacenamiento en los tres tratamientos, T1 (linea continua gruesa), T2
(linea continua delgada) y T3 (linea a trazos).
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Figure 2. Influence of the N/Mg ratio on cacao yield.
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Tabla 4. Parémetros de calidad de la fruta en cada tratamiento.
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* Valores en una misma hilera seguidos por letras iguales no difieren en

forma significativa.
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Figura 3. Formacién de frutos (cuajamiento) bajo condiciones de campo,
en granadilla (n=100). A.P.E: autopolinizacién espontanes, A.P: autopoliniza-
cién manual, P.N. polinizacion natural, G geitonogamia, P.C.M: polinizacién
cruzada manual. Columnas con letras diferentes indican diferencias esta-
disticas significativas (Duncan, P<0.05)
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Figure 3. Postharvest treatments effect over blueberries soluble solid con-
tent (*Brix) from conventional production during storage period. Different
letters on the values of each treatment represent significant differences.
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Table 2. Summary of organoleptic attributes in organic and conventional
cultivation.

Treatments Taste Aroma Texture

Organic farming

1,0 56 b* 71a 59a
1,0 59ab 76a 7.2ab
1,0 632 81a 66a

L 53 b 69a 7.2ab
TC 55 b 73a ala
T,C 682 68a 762

* Average of sensorial evaluation at fifteen postharvest days and storage
of the fruit. Different leters next to the values represent significant differ-
P ————
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Figure 4. Behavior of the N/K ratio and its relationship with cacao yield.
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Tabla 2. Variacién del coeficiente de uso aparente de N (CAU) y pérdida de
N, para tres variedades de papa y tres dosis de nirégeno

Veriedaq Trotamiento cau Pérdidas
(N, kg/ha)) (%) (N, kg/ha)
0 - 06494249 ¢
Spunta 50 07.30+13.11 a 154401737 b
200 153121613 a 2931051101 &
0 = 57801018 ¢
Bellini 50 12.20£17.07 a 134753173 b
200 11.09+1040 a 3031422183 &
0 - 35413125 ¢
Adas 50 18810044 a 15580 £41.66 b
200 101740584 a 2837651752 &

* Valores en la misma columna seguidos de letras iguales no difieren en
Sownn sgabeative 7 5 0.06).
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Figure 4. Postharvest treatments effect over blusberries ascorbic acid
mg/100g content from organic production during storage period. Different
letzers on the values of each treatment represent significant differences.
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Tabla 3. Métodos para la determinacion de las caracteristicas fisicas de las
muestras de suelo. Modificado de Zamudio e al. (2006).

Caracteristica

Método

Densidad aparente (g/cm?)
Densidad real (g/cm)
Arena, limos y arcillas (%)
Humedad gravimétrica (%)
Temperatura (°C)

Penetrabilidad (Mpa)

Porosidad (%)

Método del dindro.
Método delpicnémetro.
Bouyoucos
Gravimetria.
Termémetro andlogo de sonde

Penetrémetro de mano Eijkelkamp®

Célculo a partir de las densidades real
y aparente (Fies etal. 1972, citado por
Vilche et al. 2002).
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Figura 1. Tipos de tratamientos de polinizacién utilizados en Ggranadilla. A.
Autopolinizacién espontanea (A.P.E), B. Polinizacion natural por Xylocopa sp.
(P-N)y C. Polinizacién cruzada manual (P.C.M).

Fotos: John Ocampo.
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Figura 1 A. Comportsmiento de los SST en frutos de mora R, alpinus en

estados de madurez 5 y 6. B. Comportamiento de los SST en frutos de mora
R alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5y 6.

La barra indica la diferencia minima significativa segin la prueba de Tukey
(P<0.05).
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Figure 1. Extraction and preference order of the nutriencs at the foliar level
for the four clones.





OEBPS/Images/v65n2a05t3.jpg
Table 3. Soil sampling time for the SMB-N e N total analysis.

Soil sampling time

Fertilization

1.02 days before 1 fertiga-
tion (25 DAP).

2.02 days after 17 fertigation
(29 DAP).

3.04 days before last fertiga-
tion (39 DAP).

4,04 days afcer last fertiga-
tion (47 DAP).

5. Flowering (67 DAP).

6. After harvesting (113 DAP).

The treatments (20 - 40 and 80 kg ha'' N)
had the basic amendment (10 kg ha' of N),
except the control.

The treatments (20 - 40 and 80 kg ha” N)
had half of the recommended fertiliza-
tion (5~ 15 ¢ 35 kg ha'' N) respectively.

The treatments (20 - 40 and 80 kg ha N)
had 5- 15 and 35 kg ha' N respectively.

The complete recommended fertiization
for the treatments (20~ 40 ¢ 80 kg ha N).

DAP: days afer seeding.

The SMB-N was determined by fumigation-extraction method (Vance et al.
1987). The results were submitied to analysi of variance and the Tukey test
at 5% was used to compare means using in Sisvar program (Ferreira, 2003).
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Figura 1. Valores promedio de pH del suelo para los tratamientos T1 (con
poda) y T2 (sin podal.
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Tabla 1. Ubicacién de los sitios de muestreo en zonas de lomerio del Departamento de Caqueth, Colombis.
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Figura 3. Unidades formadoras de colonia de microorganismos fijadores
de nitrgeno (FN, UFC g-1 de suelo) para los tratamientos T1 (con poda) y.
T2 (sin poda).
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Figura 2. Evolucién de la humedad volumétrica del suelo (8),) para el trate-
miento T1 (linea continua gruesa), T2 (linea continua delgada) y T3 (linea a
trazos): Las barras indican el error esténdar.

DDF = Dias después de la floracién.
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Figura 2. Plantula in vitro de Aniba perutilis en medio de establecimiento (:
mg/LBAP +1,5 mg/L AG,
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‘Tabla 2. Componentes y concentracién relative en hojes (¥) de los principsles metabolkos secundarios volbules de sccesiones de L olba y L orfganoides en
ferees cacesde pancs,

Especie Tipo de muestra y edad de s plantas (meses)
Fresco Seeo
Componente
taccesion)
(oceites) 2 5 = a = =
Lo Cantidad relatva ()
Geranal wie wse a3 sota wse as7a
Nest 260 2. 530 21a 000 020
e a1s 101a n2e 60 520 03s
Tipea Conens sas wes 30 se2n s vy
Lmanena. 21e 21a 50s sia 3600 s
Germacrensd ass 3. nas 420 23 020
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pacia Tl 20 s saas 730 o250 m3e
pimens 500 580 4k 20 s 380
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Tk Tt 18 780 7m0s wse 07s 830
pimenc 520 sse s1e e s20 370
ylerpneno s9a e 00 00 s3a 290
onsp-Cortiens 298 240 300 120 120 100
Girea Tt 730 7mas 7se ssie 570 Bas
pimene s2a 520 sas 20 00 sa
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« Medis en o misma e comleras hferantes son igniicatvamente diferentes (P < 0.5), segi 1o prueba de Duncon.
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igure 6.Average of taste attribute of blusberries according to the sensory
evaluation realized at fifteen post-harvest days and storage ac 0 °C and 90%
RH.
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Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de BAP y KIN en la induccién
de multiples brotes en A perutiis en medio WPM.

Citoquininas
(/10 Explantescon  Brotes /explante  Longitud brote
respuesta (%) (No.* (em)

BAP  KIN
10 2 04+024 02:012
15 r 04£024 032:019
20 50 06+024 05021
30 50 06+024 0542026

10 0 o o

15 2 02:02 01201

20 0 o o

30 2 02:02 0142012

a.Los valores son medias £ error estandar de cada uno de los tratamientos.
BAP: Bencilaminopurina. KIN: Kinetina.
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Figura 3 A. Comportamiento del IM en frutos de mora R. alpinus en las
cuatro fincas. B. Comportamiento del IM en frutos de mora A. alpinus en
estados de madurez 5 y 6. C. Comportamiento del IM en frutos de mora R.
alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5y 6.

La barra indica la diferencia minima significativa segin la prueba de Tukey

(P<0.05).
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Figura 5 A. Longitud en frutos de mora R. alpinus en las cuatro fincas. B.
Longicud en frutos de mora R. alpinus en estados de madurez 5 y 6. C. Longi-
tud en frutos de mora R. alpinus en cuatro fincas y estados de madurez 5y 6.
La barra indica la diferencia minima significativa segun la prueba de Tukey
(P<0.05).
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Table 1. Soil chemical analysis in the experimental area at layers 0 - 10,
10-20 and 20 - 30 cm. CPAC, Planaltina, DF, Brazil

Layer  pH P K AR G Mg MO
m  HO mgdmi—  —cmol, dm® ske'
0-10 627 3767 26000 000 316 099 256

10-20 635 3087 16000 000 305 093 232

20-30 645 2286 11000 000 28 08 220

Soil sampling date for the chemical analysis - May 9%, 2005
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‘Tabla 2. Resukados de los andlisis follares en plantas de olivo sometidas 8 los wratamientos T1 (con poda) y T2 (sin poda). Se presentan los contenidos de
oy miroaimentos an ot foer.
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Tabla 1. Descripcin de los parémetros de las tasas absoluta y relativa de
crecimiento calculados. Hunt, 1990.

indice Descripcion Formula

Tasarelativa de

TRC gy (17)4dUd)  cmicm porDDF
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Figura 2. Estado hidrico de los suelos con cultivo de las variedades de papa
Spunca, Bellini y Atlas

a: Volumen de agua perdida por drenaje, b: volumen de agua de lluvia y
riego.
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Figure 5. N/ ratio and its influence on cacao yield.
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Figura 2. Dendrograma con tipologia de uso de suelo enfocado a siste-
mas agroforestales con caucho en suelos de lomerio del Departamento de
Caquets. Las letras maytsculas (A y B) hacen referencia al horizonte de.
ey
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Table 5. Distribution of beneficiaries by constraints

Constraints Frequency PN Ranking
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Tabla 1. Valores obtenidos en la formacién de frutos de los diferentes trata-

mientos en granadilla.

Tratamiento  Migimo Misimo Promedio 5 b
Jumpladén 1 m 3 18 s
Auopoinzscen P) 40 6 25 129 245b
PolinzacinnarwralPN) 32 70 590 138 234b
Gemonogamia(@ S0 71 60 87 147b
Poinzscencuzads o o 00 as san

manusl (P.CM)

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre trata-

mientos (Duncan, P < 0.05).
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Tabla 1. Ubicacién de las fincas en los municipios de Arcabuco y Gachantivé

en el Departamento de Boyaca, Colomba.

f;’"ﬂ(f Nombre Latitud (N)  Longitud (0) (""";""‘:"‘"

1 Bemnia 574471305 73°20°1433 2498
Arcabuco

2 Elelisal 5743767  73°20°80° 2390

Los . .

3 ; Sastcar 7330547 2350
Gachantiva

4 PSP sgaaoar 7320ti2es 2455
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Figura 4. Tasa absoluta de crecimiento (TAC) de didmetro ecuatorial (A) y
longitudinal (8) de frutos de pers, en los tratamientos T1 (linea continua
gruesa), T2 (linea continua delgada) y T3 (linea a trazos)

DDF = Dias después de la floracién.
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Figura 1. Mini esquejes de comino enraiza xitosamente establecidos
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Figura 1. Distribucién acumulativa de los tamafios de agregados, con y sin
compost
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Figura 3. Padrées eletroforéticos de proteinas tolerantes ao calor (A) &
perfis enziméticos da a-amilase (B), alcool desidrogenase (C), catalase (D),
esterase (E) ¢ malato desidrogenase (F) de sementes de sorgo das cultivares
BR 305 ¢ BR 310, colhidas aos 100(1), 103(2), 107(3), 113(4), 119(5), 121(6)
& 127(7) dias apés semeadura, sem secagem (SS) € submetidas & secagem
(CS).
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Tabla 3. Parametros de produccién de la fruta de pera en los tratamientos
T, T2y T3,

Parametro il n” 3 Probabilidad
Pesomediofruto,g  20020a 201502  19232a 0727
Produccion,
pe 2591a  2491a  25.1% 0.997

No.fruros/érbol 128132 127.94a  130.82a 0492
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Table 3. Appearance and acceptability in organic and conventional culti-
vation.

Treatments Appearance Acceptability

Organic cultivation

1,0 68a 7.1ab
1,0 69a 77a
1,0 69a ala

Conventional cultivation

& 71a 69 b
e 75a 73 ab
T,€ 74a 832

* Average of sensorial evaluation at fifteen post harvest days and storage
of the fruit. Different letters next to the values represen significant differ-
P ———
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Figure 2. Postharvest treatments effect over blueberries dry matter content
(%) from organic production during storage period. Different leters on the
Values of each treatment represent significant differences.
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Tabla 1. Rendimiento, N extraido por los tubérculos e indice agronémico
de necesidad de N de las variedades de papa Spunta, Bellini e Atlas

e— N extraido fintkoe
Vorie:  micmo  Rendimiento | por . sEonomico
il Sy s S
ha) (kg/ha) (kg/t)
0 21,17£0042b* 204515490 0970732
Spunte 50 ZEa03sh  MMiGT 14620810
00 essesa  MSInoe  187:087s
0 nmemsb 1987:046b 0890438
Bl 50 ZBa0assh  F657:766ab 1320470
00 00k053e ELIB:23e 16320748
0 wm:mg7s :0:ima  086:041a
Aes 50 2650:0080s 6m:i6zea 1382050
00 S1s043e N:11Es 17620188

* Valores en la misma columna seguidos de letras iguales no difieren en
forma significativa (P > 0.05).
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Figure 3. Influence of the N/P ratio on cacao yield.
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Figura 4. Ordenacién de los sistemas agroforestales incluidos en la mues-
tra en el plano factorial de un analisis de componentes principales de las
variables fisicas del suelo. a = Circulo correlacién. Da: Densidad aparente.
Dr: Densidad real. Pt: Porosidad total. Pn: Penetracion. Hg: humedad gravi-
métrica. T: Temperatura. b = La ordenacion de los sistemas agroforestales
incluidos en la muestra en el plano definido por los dos primeros ejes.

Letras corresponden a los baricentros de los sistemas agroforestales mues-
treados Bs: Bosque secundario; Mhe: Monocultivo de H. brasiliensis Muel;
Pra: Pastura nativa; Saf: Sistema Agroforestal de H. brasiliensis Muell con
frutales; Sar: Sistema Agroforestal de H. brasiliensis Muell con rastrojo.
(Prueba de Monte Carlo en los sistemas agroforestales significativa, P <
0.001, observacién = 0.425).
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Tabla 5. Andlsis de correlacién enre las variables fisicas en el horizonte A
componenes pincipsis.

‘diferentes usos del suelo en la Amazonia colombians mediance un andlss de
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Table 7. Results of Pearson correlation analysis linked to the programme
objectives.

" Correlation Cosfliclentof
P sttt 3o ost0 s

**significant at 0.01 level. *significant a 0.05 level.
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Figura 6. Produccion de pera por diferentes calibres comerciales, A) calibre.
I con didmetros > 68 mm, B) calibre Il con diametros entre 62 68 mm y C)
calibre Il con diametros < 61 mm.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05), seginla prucba
de Duncan.
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Figura 2. Arbol filogenérico basado en secuencias del gen de la capside viral
de PLRV de aislamientos obtenidos en este estudio y de otros procedentes.
de otros lugares del mundo cuyas secuencias fueron depositadas en Gen-
Bank. Método de Méxima verosimilitud basado en el modelo Jukes-Cantor.

El clado representando PLRV tiene un soporte de bootstrap del 100% (1000
iteraciones).
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Table 4. Soil microbial biomass nitrogen (SMB-N) (mg N kg soil) in barley

crops under fertigation system wich urea in different N doses at six sam-
pling times .

Sampling N Dose (kg ha')

time Control 2 w0 8
1° (25 DAR)) 37258 38250bAB 3375068 46.170A
229 0AP) 3057248 358%0bAB 3277068 43010A
3(39DAP) 249204 3192bcA  2859bA  25646A
@7 0AP) 3647aA 2470cdBC  1847C 2882048
5°(67 DAP) 35938 45120A  38970AB  26936C
5 (11304P) 253004 2127dA  2423bcA  2512bA

1% (25 DAP): 2 days before first fertigation; 2°% (29 DAP): 2 days after first
fertigation; 3 (39 DAP): 4 days before the second fertigation; 4 (47 DAP)

4 days after second fertigation; 5 (67 DAP): Flowering; 6 (113 DAP): After
harvesting.
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Table 1. Treatments distribution and techniques of cultivation organic or
conventional.

Treatments Description
0 Organic,control
1.0 Organic, biostimulant pre-harvest
1.0 Organic, coverage with sucralose
T Conventional, control
T.C Conventional, bioestimulant pre-harvest

T.C Conventional, coverage with sucralose
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Tabla 2. indices para caracterizar la estabilidad estructural

AF[<  AE[(>2mm
Trotamiento § 1E0w o ocoa DT oM
(%) mm)] (%)
s BB w7 w7 met 0% 0%
Compost 8070 1335 193 43 057 o0
pMueale 8275 12425 17,25 4459 046 081
Compon
fﬂ""(';‘:zi;; 7900 9315 2091 5177 065 091
Mineral+
Meerst s woto tsi 4937 oas oss
Mongovele 7916 8408 .84 3432 o3 0%
"T";:":‘: 8367 11037 1633 4754 038 077
Teige w023 3 1977 som o055 om

EA: Escabllidad de Agregados; IE: indice Estructural; AF: Agregados Finos;
AE: Agregados Excremos; DPM: Diametro Ponderado Medio; DGM: Disme.
tro Geometrico Medio.
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Figura 1. Teores de 4gua (4), porcentagem de germinaco (B) e porcenta-
gem de sementes dormentes (C) de sementes de sorgo, cultvares BR 305 &
BR310, colhidas aos 100, 103, 107,113,119, 121 & 127 dias apés semeadura
e submetidas ou néo a secagem artificial.





