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Resumen

El objetivo de esta investigación fue caracterizar agroecológicamente, los sistemas de producción de cacao en el municipio de Tumaco — Pacífico colombiano, tanto sistemas de producción tradicional como convencional. La metodología diseñada se basó en un análisis de contexto donde todas las dimensiones de la sostenibilidad proporcionaron una mirada holística de la realidad y se evaluó la eficiencia energética. Como resultados del estudio se identificó que los sistemas productivos de cacao se abordan con dos sistemas tecnológicos contrastantes: 1) de forma tradicional o sistemas complejos locales, dentro del concepto de integralidad de manejo del territorio, y 2) en sistemas de explotación comercial moderna (alta densidad de siembra, uso de controles químicos, patrones introducidos y material vegetal de clones importados). Algunos miembros de la comunidad manifiestan que la tendencia a aumentar las densidades de siembra del cacao se distancia de la visión de algunos pobladores de mantener bajas densidades (400 árboles ha-1). La amplia gama de circunstancias ambientales del territorio y la alta complejidad social y ecosistémica establecen retos muy particulares que permiten identificar la sostenibilidad de los sistemas productivos desde la eficiencia energética y de la inserción a los mercados.
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Abstract

The aim of this research was the agroecological characterization of the cocoa crop production systems in the municipality of Tumaco – Nariño, Colombian Pacific. Both traditional and conventional production systems. The methodology designed was based on the analysis of context where all dimensions of sustainability provided a holistic view of reality and energy efficiency was evaluated. As a result of the study it was identified that cocoa production systems dealt with two contrasting technological systems: 1) traditional or local complex systems, within the concept of integration of land management, and 2) systems of modern commercial exploitation (high density, use of chemical controls, input patterns and plant material of imported clones). Some community members report that the trend to increase densities of cocoa have a difference of some people view to maintain low densities (400 trees per hectare). The wide range of environmental conditions of the territory and the high social and ecosystem complexity set unique challenges that identify the sustainability of production systems from energy efficiency and market integration.

Keywords: Biodiversity, complex systems, energy efficiency, Colombian Pacific.




Introducción

La investigación científica sobre los sistemas de producción pone de relieve la importancia de la diversidad como fundamento principal del entorno agrícola. Los sistemas agroforestales tropicales, como los sistemas de cacao, se caracterizan por asociaciones complejas de múltiples funciones y los árboles y los cultivos de diferentes edades. Son una alternativa sostenible a los sistemas agrícolas intensivos modernos (Ngo et al., 2013). Sin embargo, estudios realizados en Ghana (África), reportan un gran aumento en el rendimiento de la cosecha de cacao cuando la sombra (árboles maderables, frutales, plátano y otros) se suprimía (Clough et al. 2009). Esto, a pesar que los informes posteriores de la WACRI, mostraban que las plantaciones sin sombra sufrían un alto incremento en los ataques de plagas y enfermedades, aumentando de esta forma la tasa de mortalidad de árboles de cacao. Los peligros de cultivo a pleno sol fueron informados antes por Johns (1999), mencionando que erróneamente las plagas pudieran ser adecuadamente controladas con pesticidas, convirtiéndose así, en un desastre para la población de productores de cacao. En adición a esto, la reducción del sombrío, no sólo aumenta el rendimiento sino también el estrés fisiológico del cultivo, la susceptibilidad a plagas y enfermedades y, en consecuencia, la dependencia de los insumos requeridos en el cultivo del cacao (especialmente fertilizantes e insecticidas).

El cacao (Teobroma cacao L.) es un árbol de origen amazónico, de la familia Malvaceae, planta umbrófila que generalmente requiere de lluvia abundante y condiciones de sombra para su desarrollo (ICCO, 2013). El cacao proviene de estructuras ecológicas complejas (selváticas), altamente biodiversas que permiten tener en asocio alimentos variados y funcionales en el sistema productivo y que aportan al sistema concentración de biomasa y protección de suelos y aguas.

El municipio de Tumaco – Nariño, Colombia, ha sido tradicionalmente un importante productor de cacao y coco, abarcando un 92% y 51%, de la producción agrícola total de la región, respectivamente. Los cultivos de cacao se encuentran presentes en esta región desde hace más de medio siglo asociados siempre a sistemas alimentarios complejos y biodiversos, que para muchos técnicos e instituciones gubernamentales refleja desorden e ignorancia del productor. En las últimas décadas, se han implementado importantes proyectos de corte empresarial basados en la agroindustria de la palma de aceite, de la cual llegó a tener establecidas cerca de 36000 hectáreas, el 70% de las cuales hoy están afectadas por la enfermedad llamada pudrición del cogollo y otros factores, originando serios problemas sociales (desempleo, desplazamiento, entre otros) (Espinosa et al, 2011). Esta región del Pacifico Colombiano, constituye una promisoria alternativa empresarial para muchas compañías e instituciones, que ven en este territorio, condiciones óptimas (por clima, suelos y salida a puerto para la comercialización), para desarrollar proyectos productivos. Sin embargo, las propuestas productivas, como el cacao, han tenido énfasis hacia una explotación convencional de los sistemas agrícolas, que se ha realizado sin mayor análisis y reflexión sobre las lógicas culturales y sociales en la que viven cientos de familias de comunidades negras en el territorio.

Caracterizar los sistemas de producción desde la agroecología es analizar el entorno y sus lógicas de interrelaciones: comprender la racionalidad y funcionamiento de los agroecosistemas (Méndez & Gliessman, 2002). Desde el punto de vista de la tecnología o de las ciencias clásicas o convencionales, comparar los sistemas o modelos productivos en un entorno agrícola es fácil al definir el crecimiento de las fuerzas productivas en diferentes sistemas y es evidente que la contaminación ha sido también el resultado necesario de procesos industriales y que los métodos agrícolas no siempre han sido los más adecuados para la conservación de los suelos o del ambiente en general. Sin embargo, esta forma de hacer crítica es la expresión del reduccionismo tecnológico que no tiene en cuenta las variables sociales, económicas y simbólicas de la cultura para la comprensión del problema ecosistémico de los territorios; acercarse de manera diferente a la crítica ambiental y concebir la relación con el medio ecosistémico, es el reto que proyecta la ciencia agroecológica mediante los análisis de contexto.

La Agroecología como disciplina científica, estudia la funcionalidad de los ecosistemas agrarios desde la multidimensionalidad de la realidad rural, es decir, como sistemas complejos que requieren una mirada transdiciplinaria (Aeberhard & Rist, 2009). La lógica de los análisis transdiciplinarios introduce una óptica desde diferentes disciplinas como la agronomía, la ecología, la sociología, la economía y la geopolítica (Dalgaard et al, 2003). Esta manera de abordar los sistemas de producción ve al ambiente y su contexto como una red compleja de factores siempre emergente que se deriva de la propia intervención de los conocimientos de la realidad, es decir, de las fuerzas del conocimiento que bien pueden llamarse "institucional" o de aquellos actores de la realidad que modifican lo biofísico, lo cultural y lo tecnológico o en lo que la mayoría de las personas definen como “naturaleza” (Escobar, 2010).

El objetivo de este estudio fue el de caracterizar, desde la agroecología, los sistemas de producción de cacao en el municipio de Tumaco, Nariño – Pacífico Colombiano, con base en la evaluación de la eficiencia energética entre un sistema de producción de cacao con prácticas tradicionales y un sistema basado en prácticas convencionales.

Materiales y métodos

Área de estudio

El área de estudio se encuentra localizada en el municipio de Tumaco, situado en el extremo suroccidental del Pacífico Colombiano, en límite al sur con Ecuador, al occidente con el Océano Pacífico y al oriente con el municipio de Barbacoas – Nariño, Colombia; tiene una extensión de 360.172 hectáreas (Alcaldía de Tumaco–Nariño, 2010). El Consejo Comunitario Bajo Mira y Frontera abarca todo el delta del Rio Mira, área fronteriza con Ecuador, y tiene una extensión aproximada de 46.481 ha. La zona de estudio se clasifica como bosque húmedo tropical, de acuerdo a la clasificación Holdridge, la temperatura promedio de 25.4 °C, precipitación promedio de 3000 mm año, humedad relativa del 88%, y brillo solar de 1062 horas sol año.

Caracterización agroecológica

El estudio de caracterización se basó en métodos mixtos, con base en análisis cualitativos tipo entrevista y grupo de discusión, con los cuales se obtuvo información sobre el manejo y diseño de agroecosistemas. El estudio estuvo acompañado de un análisis de la sostenibilidad, utilizando el método MESMIS (Marco para la Evaluación de Sistemas de Manejo Incorporando Indicadores de Sustentabilidad) para la tipificación de los sistemas de producción de acuerdo a datos de comercialización, diseños de los sistemas productivos, material genético, densidad de siembra. Además, se incorporaron métodos complementarios como la evaluación rápida de la biodiversidad (Instituto de investigaciones de sanidad vegetal — INISAV, Ciudad de la Habana, Cuba), medición de flujos y usos energéticos, y la aplicación del índice de Shannon, como indicador de diversidad.

Para la caracterización del contexto, se trabajó con unidades de análisis, definida como un conjunto de procesos y actividades en la dimensión del sistema productivo y de los entornos socio culturales (Espinosa y Ríos, 2015), que son una guía conceptual para la descripción de los componentes dimensionales de la sostenibilidad tales como: aspectos de la producción, calidad del suelo (salud del suelo), relaciones comerciales, capacidad organizacional o de la asociatividad, aspectos institucionales, entre otros.

Se caracterizaron dos sistemas de producción de cacao: 1), de forma tradicional o en sistemas complejos locales (que en adelante llamaremos SCL), dentro del concepto de integralidad de manejo del territorio: sistema asociado cacao/plátano/maderables/frutales, en suelos de colina, y 2) un sistemas de explotación comercial (que en adelante llamaremos SEC), con alta densidad de siembra, uso de químicos sintéticos para control de plagas y enfermedades, y para fertilización, patrones introducidos, material vegetal de variedades de cacao de alta producción, en zonas planas y aluviales con problemas frecuentes de inundaciones y predominan sistemas comerciales de tipo agroindustrial como la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.).

Estos dos sistemas estudiados, constituyen el 80% de la producción de cacao en el territorio de Tumaco y es donde las instituciones de cooperación tanto del gobierno nacional como internacional han realizado tareas para incentivar la producción en términos de volumen y no con énfasis en la calidad. Por oportunidades, nos referimos a la gran aceptación que, en los mercados diferenciales, tienen los cacaos finos y de aroma: valores agregados.

En la caracterización agroecológica participaron los grupos de comunidades de productores tanto del SCL como de las organizaciones de productores del SEC, que mediante discusiones grupales orientadas (guía de preguntas) y de ejercicios para el análisis de la biodiversidad en los dos sistemas (evaluación de la biodiversidad), se obtuvo información de la percepción de los productores sobre el manejo de cada uno de los sistemas y sus características.

De igual forma, se hizo partícipe de la caracterización a la institucionalidad que viene apoyando trabajos con las comunidades en los temas agrarios, tales como los Centros de Investigaciones CIAT y CORPOICA, gremios como FEDECACAO, FEDEPALMA, Consejo Nacional Cacaotero y otras instituciones de apoyo que mediante entrevistas personalizadas a sus representantes, aportaron sus conceptos y reflexiones sobre las ventajas y desventajas de los dos sistemas de estudio.

Resultados y discusión

Características de los sistemas de producción de cacao (Theobroma cacao L.)

De las características analizadas en los dos sistemas de producción (SCL y SEC), encontramos tres aspectos que son fundamentales de tener en cuenta, los cuales incorporan los principios fundantes de la agroecología (Funes, 2009):



	La biodiversidad incorporada, en el sistema SCL, es mayor que en el sistema SEC, producto de la distribución o diseño espacial de los cultivos existentes donde la densidad de plantas por hectárea de cacao (400 a 600 plantas), del primer sistema, permite mayor disponibilidad de alimentos por hectárea y de mano de obra para otras labores culturales que hacen parte de la lógica productiva de la región (como la caza, la pesca, la recolección de frutos del bosque).

	la variabilidad genética, del material productivo del sistema SCL es mayor que la disponibilidad genética del SEC. Mientras que en el SCL encontramos cacaos criollos, acriollados, trinitarios y forasteros (CIAT, 2011), en el sistema SEC, encontramos sólo una variedad (CCN51), que no es recomendada para mercados diferenciales de chocolates finos de aroma y sabor (PROEXPORT, 2012) y que además es importada del Ecuador, la cual se encuentra en densidades de siembra por encima del 85% por hectárea. Situación que ha sido estimulada por los técnicos de la región y apoyada por las empresas chocolateras nacionales. Este es un aspecto clave a analizar pues las condiciones agroecológicas del territorio por climas y suelos, permiten tener materiales genéticos de alto valor para mercados diferenciales como el del cacao fino y de aroma, a diferencia del modelo comercial que sólo le interesa el volumen más no la calidad organoléptica. (Tabla 1).

	La Eficiencia Energética, en los dos sistemas de producción de cacao en Tumaco, teniendo en cuenta que el concepto general de Eficiencia Energética está referido al balance entre la energía invertida (tanto antrópica – mano de obra, como física – insumos) y la energía producida (reflejada en la producción de alimentos/ha/año). Los otros datos adicionales en el cálculo de la eficiencia energética, tales como: intensidad de la fuerza de trabajo, rendimiento productivo, personas que se alimentan con la energía producida, entre otros, son indicadores energéticos que proporcionan un análisis integral del manejo de la finca en términos de la eficiencia de la producción alimentaria (Funes, 2009).




[bookmark: t1]


El parámetro de referencia para el análisis de la eficiencia energética fue basado en datos de FAO (2008), donde se menciona que una persona en Colombia, debe consumir 3728.47 megajoules/año, es decir, 2440 Kcal de alimentos por día.

De acuerdo con lo anterior, el balance de la Eficiencia Energética de los dos sistemas de producción de cacao, SCL y SEC, fue el siguiente:

Para el caso del sistema SCL, la inversión en energía es menor que la producida, es decir, que por cada 1 megajoule invertido se producen 23 megajoules (relación 1:23). Para la inversión de jornales por hectárea/año, en este sistema solo se emplean 13. El balance energético es altamente eficiente (Tabla 2).

Para el sistema SEC, la inversión en energía es proporcionalmente similar a la producida, es decir, que por cada 1 megajoule invertido se producen 1,3 megajuoles (relación 1:1). El otro elemento de análisis es la inversión en mano de obra que para este sistema es de 214 jornales/hectárea/año, es decir, se requieren 201 jornales más que en el sistema SCL. El balance energético es deficiente (Tabla 2).

Otro factor importante a analizar, que lo proporciona la inversión en energía, es la rentabilidad en términos económicos de los dos sistemas. En el sistema SEC se invierten más recursos económicos (insumos, mano de obra, asistencia técnica, entre otros) para obtener casi lo mismo equivalente a lo invertido económicamente, mientras que en el sistema SCL se gana menos por hectárea de cacao pero se compensa con el tiempo que queda para aumentar producción en otros renglones como pesca, caza y otras tareas (servicio de jornales a otras fincas) (Tabla 2).




Índice de Shannon para los sistemas de cacao SCL y SEC

El índice de Shannon, es una aplicación de la teoría de la información, donde se aplica la idea de que la mayor diversidad corresponde a la mayor incertidumbre en escoger aleatoriamente un individuo de una especie en particular (Gliessman, 2000).

Los valores de este índice tienden a ser mayores cuando la distribución de especies e individuos es más equitativa y para los ecosistemas naturales relativamente diversos pueden ser entre 0 y 3 (Gliessman, 2000). Para esta medición se incluye la producción total en cada producto agrícola o la total en cada sistema: diversidad de la producción.

La diversidad de la producción aplicando el índice de Shannon se calcula considerando la producción de cada renglón dividido entre el volumen de la producción total alcanzada. Diversidad de la Producción, DP= –Σ (pi/N) (ln pi/N), donde pi/N= volumen de la producción de un renglón en particular dividido entre el total de la producción.

Los valores de análisis del índice de Shannon están medidos en una escala de 0 a 3, donde 3 es la escala máxima de diversidad del sistema y 0 corresponde a un monocultivo.

El Índice de Shannon del sistema de cacao SCL es de = 2.27 (en una escala de 0 a 3), que es un resultado Alto de diversidad de la producción, comparado con el sistema SEC donde el índice de Shannon es de 1.46, que es un resultado Bajo (Figuras 1 y 2).
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Un aspecto importante la diversidad de la producción (índice de Shannon), tiene que ver con el aporte a la resiliencia de los ecosistemas mediante la presencia de más de una especie dentro de cada grupo funcional, esto es lo que han llamado algunos científicos como la redundancia funcional (Walker et al., 1999). Desde un punto de vista teórico, la presencia de múltiples especies, dominantes o subordinadas, dentro de cada grupo funcional incrementa la redundancia funcional y por tanto la capacidad de responder o adaptarse ante cambios ambientales (Walker et al., 1999; Hooper et al., 2005). A mayor número de especies funcionalmente similares (es decir, a mayor riqueza específica dentro de un grupo funcional), mayor es la probabilidad de que al menos una especie sobreviva ante posibles perturbaciones (Walker et al, 1999).

Si no hay redundancia funcional, entonces la pérdida de una sola especie puede resultar en la pérdida completa de un grupo funcional (Díaz et al., 2007), y por tanto, en la pérdida de los servicios que es capaz de proveer. Así, la presencia de especies dominantes y subordinadas dentro de un grupo funcional provee al ecosistema de resiliencia para responder y adaptarse frente a las perturbaciones.

Este es un principio básico y fundamental para tener presente a la hora de planear intervenciones en zonas de bosque húmedo tropical selvático como son los territorios de comunidades afrodescendientes del Pacífico Colombiano, donde el clima, los suelos, la fauna, y las estructuras biodiversas se articulan a una red compleja de sistemas adaptativos organizados y funcionales que al ser intervenidos de manera irracional, basadas en lógicas de alta presión al sistema como son los monocultivos, se desatan en procesos irreversibles como pérdida de la funcionalidad reflejada en ataques severos de problemas de plagas y enfermedades en los cultivos.

Uno de los aspectos que más sobresale en los pobladores del Pacífico Colombiano, es la diversidad de las actividades materiales: pesca, agricultura de diversos tipos, recolección de madera y productos silvestres, caza y minería, que se practican de forma diaria por los moradores de los ríos. La diversidad de actividades constituye un territorio y una cultura diferente. Los programas productivos impulsados por las agencias e instituciones de desarrollo destruyen estas formas de vida, reemplazándola por una lógica de la uniformidad donde la productividad se mide solamente en términos del rendimiento económico de uno o de dos productos.

La región de Tumaco – Nariño, Colombia, posee un completo "centro de diversidad genética de cacao" (CIAT, 2011), que representaría un potencial de variabilidad genética de cacaos regionales que podrían ser aprovechados de manera racional o productiva alternativa viendo el ambiente como una red compleja emergente – funcional, basados en criterios de conservación, multiplicación y de alto valor agregado para mercados diferenciales (sabor y aroma) y funcionales.

Conclusiones


	Los modelos diseñados agroecológicamente en las comunidades afrodescendientes del Pacifico Colombiano, demostraron tener una ventaja significativa, tanto en el aspecto ecológico como socio–cultural y en el manejo de la calidad del producto (procesos de beneficio en poscosecha y calidad organoléptica).
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Resumen

Se caracterizaron veinte variedades de musáceas de diferente composición genética del banco de germoplasma de Fedeplátano (AA, AAA, AAB, ABB, AAAA y AAAB). La caracterización incluyó propiedades físicas como peso, diámetro, longitud, materia seca y porcentaje de cáscara del fruto y propiedades funcionales de almidones (curvas de empastamiento). Las variedades Cachaco Pelipita, Fougamou, Kelong Mekintu y SH–3436–9 presentaron porcentajes de materia seca superiores al 35% lo cual indica que estas variedades serian de gran importancia para el sector de las frituras ya que al contener menos agua el proceso se agilizara incrementando el rendimiento y disminuyendo la absorción de aceite. Las variedades que presentaron mejores comportamientos frente a las propiedades de viscosidad máxima, breakdown, facilidad de cocción y consistencia fueron FHIA–23, Guineo Enano, Banano Gran Enano, Pompo Comino, lo cual indica que estas variedades tenían gran capacidad para resistir los procesos de retrogradación y la sinéresis.

Palabras clave: Propiedades físicas y funcionales, curvas de empastamiento, procesos de retrogradación, sinéresis.



Abstract

Twenty varieties of Musa the different genetic composition from Fedeplátano Germplasm Bank (AA, AAA, AAB, ABB, and AAAA AAAB) were characterized. Characterization includes physical properties such as weight, diameter, length, and dry matter percentage of fruit peel and functional properties of starches (pasting curves). The varieties Cachaco Pelipita, Fougamou, Kelong Mekintu and SH–3436–9 showed higher percentages of dry matter 35% indicating that these varieties would be of great importance for the sector fried and contain less water that the process be expedited increasing performance and decreasing absorption of oil. The varieties showed better behavior in relation to the properties of high viscosity, breakdown, ease of cooking and consistency were FHIA–23, Dwarf Banana, Banana Great Dwarf, Pompo Comino, indicating that these strains had great ability to withstand the retrogradation process and syneresis.

Keywords: Physical and functional properties, pasting curves, retrogradation process, syneresis.



Introducción

Las musáceas comestibles se clasifican en diferentes grupos genómicos: AA, AB, BB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, y ABBB (Bakry et al., 2008). La clasificación botánica actual, se ha basado en variaciones agromorfológicas que ayudan en la diferenciación de las variedades criollas de plátanos de postre (AA, AAA, AAB), plátanos de cocción (AAA, AAB, ABB) y bananos de cocción (AAB).

Los híbridos, son a menudo rechazados por los consumidores debido a algunos defectos visuales, sensoriales y de textura, así como bajo contenido de materia seca y la duración de vida en estado verde (Arvanitoyannis y Mavromatis, 2009).

Desde metodologías numerosas, se utilizan para describir los análisis proximales de los bananos de postre (Forster et al., 2002); de plátanos o de bananos de cocción y en diferentes etapas de maduración, sin ningún tipo de comparación entre los grupos o los modos de consumo.

La gran biodiversidad de plantas de musáceas se convierten en un potencial activo en cualquier programa que tiene como objetivo desarrollar frutas organolépticas y nutricionales de calidad, incluyendo macro constituyentes, su sabor y contenido de antioxidantes. La preocupación por desarrollar soluciones nuevas de acuerdo con lo que demandan los consumidores es una fuerza motriz para mejorar el conocimiento de la calidad potencial de las frutas y hortalizas y los mecanismos para su desarrollo, con la posibilidad de la utilización de estos cultivos en una amplia variedad de formas (fresco, moléculas bioactivas, productos procesados). Las opciones para los consumidores necesitan ser diversificadas y nuevos nichos de mercado se han encontrado, para permitir un mejor uso de la producción, además del alto nivel de variación morfológica asociada a su distribución geográfica llevó a la descripción de nueve sub–especies acuminata; siendo los clones más consumidos en el mundo los siguientes: Grupo AA, Sub–grupo AAA; Grupo AB; Grupo AAB; Grupo ABB; Grupo AAAA (Aurore et al., 2009).

El objetivo de este trabajo es el evaluar las características morfológicas y reológicas de almidones de musáceas provenientes del banco de germoplasma de Fedeplátano en el municipio de Chinchiná –Caldas, Colombia, para encontrar las variedades con mayor potencial agroindustrial.

Materiales y métodos

Los racimos fueron cosechados del banco de germoplasma de la colección colombiana de musáceas de la Federación Nacional de Plataneros (Fedeplátano), ubicado en la Hacienda Las Vegas, en el Municipio de Chinchiná, Departamento de Caldas – Colombia, a 05° 00’ N, 76°36’W y una altitud de 1310 m.s.n.m., la precipitación media anual es de 2510 mm bianual. La temperatura media anual es de 21°C con una variación estacional inferior a 2°C, pero importantes fluctuaciones diarias, alrededor de 17°C. Las temperaturas extremas medias anuales alcanzan 16,7 y 27,5°C. El brillo solar totaliza 1842 horas al año y la radiación solar 4.582 Wh/m2/día y en ambos casos; ocurren por debajo de la mitad del máximo posible indicando alta nubosidad en el área. La humedad relativa media anual es de 77% (Guzmán y Baldion, 2003).

La colección fue sembrada entre el 30 de septiembre y el 20 de octubre de 2008, cuenta con 146 variedades y 348 plantas, 2 o 3 plantas por variedad a una distancia de 2 metros lineales de forma aleatoria, en estado de maduración verde donde se seleccionaron 20 variedades. Posteriormente, los racimos fueron llevados a las instalaciones del laboratorio de Poscosecha de la Universidad del Quindío, donde se realizó la caracterización física de los frutos y la extracción de los almidones. Después de extraídos los almidones, se llevaron al Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT, Palmira–Valle, Colombia, para pruebas de RVA.

Análisis estadístico

Para el análisis de los resultados, se utilizó un diseño completamente al azar, con análisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%, con el fin de comparar las medias de las variables de respuesta entre las veinte variedades analizadas. Para el análisis estadístico se utilizó el software SPSS V20.0.

Caracterización física

Los racimos en laboratorio se pesan, se desmanan, marcando debidamente cada mano (gaja), marcando los dedos externos con la letra A, de izquierda a derecha iniciando desde el número 1. Los dedos internos, se marcan con la letra B y el número consecutivo. Posteriormente, se pesan el raquis y cada una de las manos en balanza digital (Versa Portion, Model: RLP–65) y finalmente, se procede a separar cada uno de los dedos.

Peso: El peso de cada una de las manos y dedos con y sin cascara fue tomado con la ayuda de la balanza digital de precisión (Versa Portion, Model: RLP–65).

Longitud: Se tomó por medio de una cinta métrica (con precisión ±1mm), midiendo la longitud del fruto con y sin cascara desde la punta del pedúnculo hasta el ápice pasando sobre toda la curvatura.

Diámetro Medio: Se tomó usando una cinta métrica (con precisión ±1mm) y midiendo el fruto con y sin cascara  por todo su centro; se usaron las formulas del perímetro de una circunferencia.





Dónde:

P=Perímetro (cm)

Dmedio=Diámetro medio (cm)

Densidad: Se realizó por medio del método de "volumen desplazado", sumergiendo los frutos con y sin cascara en un recipiente con agua, el agua desplazada posteriormente fue pesada en la balanza analítica.





Donde:

= densidad del plátano (g).

mp= masa del fruto o pulpa con y sin cascara (g).

mad= masa del agua desplazada por el fruto con cáscara o sin cáscara (g ó ml).

Materia seca: Se realizó una selección aleatoria de frutos de cada mano, posteriormente se pelaron y se cortaron en rodajas para secarse en el horno a 105°C durante un periodo de 48 h





Donde:

M.S: Materia seca (%)

Pms: Peso de la muestra seca (g)

Pmh: Peso de la muestra húmeda (g)


Porcentaje de cascara: Una vez pelados los frutos, se pesó la cascara y la pulpa, calculando la relación existente.

Fracción Comestible (Kg/planta de MS):

 se calculó como sigue:






Donde:

Pr: peso del racimo

Prq: peso del raquis

%pulpa: porcentaje de pulpa

%MS: porcentaje de materia seca (MS)


Extracción de almidón y determinación de las curvas de empastamiento de almidones

Los dedos caracterizados se cortaron en rodajas, licuados con agua destilada por 1 minuto a baja velocidad, el homogenizado se pasa a través de una malla de 100µm, con adición de agua destilada y se deja sedimentar. El sedimento correspondiente al almidón, se seca en un horno de convección a 40°C por 24h y se almacena a 12°C y 92% de humedad en bolsas de polietileno con cierre hermético (Lucas et al., 2013).

Las propiedades de las curvas de empastamiento de los almidones de las musáceas seleccionadas, se estudiaron utilizando un analizador rápido de viscosidad RVA–4 (Viscoamilograma RVA Rapid Visco Analyser, Newport Scientific Narabeen, NSW, Australia), con perfil definido de temperatura (50 hasta 90°C a 6°C/min., para mantener la temperatura durante 5 minutos y luego enfriar hasta 50°C a 6°C/min.). Se preparó una suspensión con una concentración del 7% en base seca.

Resultados y discusión

Caracterización Física

En la tabla 1, se muestra la clasificación genética y el tamaño de los racimos de las variedades seleccionadas, donde del total de variedades evaluadas los grupos genéticos con mayor participación son AAA, AAB y ABB cada uno con 5 variedades y/o clones, mientras los grupos AAAB y AA con dos variedades y el grupo AAAA con una sola variedad; observándose que las variedades con mayor peso fueron la variedad FHIA 23 (55,1Kg), seguida de la variedad SH–3436–9 (47Kg) y la variedad FHIA 25 (38Kg).

Es necesario resaltar que el desarrollo de las características de los racimos de las musáceas depende de factores genéticos, agroclimáticos, la edad del cultivo, entre otras; lo que demuestra que las características morfológicas dependen de la interacción genotipo x ambiente.

Al mismo tiempo, es importante observar que las variedades con mayor peso de racimo son las que tienen un numero de manos (gajas), dedos y mayor número de dedos promedio por mano (Tabla 1); es asi como la variedad FHIA 23, con un peso de racimo de 55,1kg, tiene un total de 13 manos, 230 dedos y un promedio de 16–23 dedos/mano, este mismo comportamiento se observa en los racimos de las variedades SH 3436–9 y FHIA 25.




En la tabla 2, se puede apreciar el grupo de bananos que presentó mayor peso promedio de dedo (variedades SH–3436–9 y FHIA–23), indicando la variabilidad en el tamaño de los dedos en un mismo racimo, donde generalmente los dedos mas grandes se encuentran en las primeras cuatro manos y/o gajas del racimo y a partir de la quinta mano el tamaño de los dedos comienza disminuir en todas las variedades.

La variedad de banano que menor peso presento fue el banano manzano con un peso promedio de 73,38±13,73g; para las variedades de consumo en cocción la que presento su mayor peso fue el Cachaco Pelipita con un peso de 206,91±43,29g, la variedad de cocción que presento menor peso fue la variedad Fougamou con 121,82±18,12g. Por los híbridos de cocción el FHIA–3 presente un peso promedio de 168,22±30,16g.




En el peso de la pulpa en los bananos de postre se encontró, que la variedad con mayor peso fue la FHIA 23 con un peso de 115,05±24g y la variedad con menor peso fue el banano Manzano con 45,4±9,58g. Para las variedades de cocción la que más peso de pulpa presento fue el Guineo Cachaco Enano con un valor de 119,4±16,13g, la variedad de cocción con menor peso fue Guineo Nakitengua con un valor de 68,73±13,39g y entre los híbridos de cocción la variedad FHIA–3 tuvo un peso promedio de 71,37±15,04g.

Con respecto a la longitud de la pulpa, la variedad que presentó mayores valores fueron los bananos de la variedad SH–3436–9 con 20,9±4,05cm. Con respecto a las variedades de cocción, la que presento mayor longitud promedio de pulpa fue el Guineo Cachaco Enano con un valor de 17,41±1,5cm.

Para las variedades de consumo en cocción, la que mayor diámetro presentó fue el Guineo Nakitengua con un valor 6,1±0,74cm con cascara y 3,23±0,18cm sin cascara, la variedad cocción que menor diámetro promedio presento fue el Fougamou con 4,12±0,16cm con cascara y 3,23±0,14cm sin cascara.

En Colombia para la transformación industrial en especial de chips, se recibe la materia prima sin cáscara, utilizando para ello las variedades más grandes, de mayor diámetro y menor porcentaje de cascara. Con respecto al diametro del fruto sin cáscara, el valor minimo exigido es de 3,5cm.

En la tabla 3, se observa el porcentaje de cáscara, materia seca y fracción comestible de cada uno de las variedades evaluadas, los bananos que presentaron mayor y menor porcentaje de cáscara fueron: Pisang Berlin con 57,37±4,36% y el Yangambi Km5 con 32,93±1,29%. Para Los bananos de cocción e híbridos, la variedad con mayor porcentaje de cáscara fue el hibrido FHIA–3 con 56,44±5,73%, la variedad que presento menor porcentaje de cáscara para estas variedades fue el Guineo Cachaco Enano con un valor de 35,67±4,20%, las demás variedades presentaron valores promedio entre 41,29±1,97% para el Pompo Comino y 52,69±5,57% para el Cachaco Pelipita.




Esta variable es significativamente importante debido a la aceptación de nuevas variedades en el mercado agroindustrial que demanda evitar el desecho de residuos y optimizar el rendimiento.

En adición a lo anterior, la Tabla 3, expone los bananos que presentaron mayor porcentaje de materia seca, la variedad SH–3436–9, Figue Famille–l38 y Pisang Berlin con 36,64±2,04%, 33,40±3,42% y 33,18±1,16%, respectivamente.

Es importante resaltar que las variedades con contenidos de materia seca mas bajos como los bananos de postre, tienen preferencia al consumo en fresco en estado maduro debido a que al contener mayor contenido de agua la pulpa es más suave y dulce; mientras las variedades con mayor contenido de materia seca tienen preferencias de consumo en estado verde como cocción en agua y en aceite (Castellanos y Lucas, 2011; Hoyos–Leyva et al., 2012).

Con respecto a las variedades de cocción e híbridos, se presentó que las variedades más representativas fueron el Kelong Mekintu y Cachaco Pelipita con valores de y 44,05±3,43% 39,5±2,16% de materia seca respectivamente y en cuento a fracción comestible presentaron valores de 3,43 y 4,48kg de materia seca, las variedades con menor porcentaje fueron el Guineo Cachaco Enano y el Guineo Nakitengua con valores de 20,33±0,70% y 25,84±1,28% de materia seca respectivamente.

Esta información resulta de gran importancia porque las variedades que presentan mayor porcentaje de materia seca, pueden ser de gran interés para la industria de las frituras. Igualmente, las variedades con cantidades considerables de fracción comestible, más rendimiento de harina se obtendrá (Castellanos y Lucas, 2011; Hoyos–Leyva et al., 2012).

Análisis de viscoamilograma (RVA) de almidones

En la tabla 4 y figura 1, se presentan las curvas de empastamiento de los almidones provenientes de los racimos de cada una de las variedades de musáceas estudiadas. En los plátanos de cocción, la temperatura de inicio de gelatinización varió entre 76,47°C y 69,58°C para las variedades Cachaco Pelipita y Saba 1 Bluggoe, respectivamente.


[bookmark: f1]


Las variedades para cocción, requieren mayor cantidad de energía para gelificarse, lo que concuerda con lo reportado por: Lucas et al., 2013; Álzate et al., 2013; indicando que estas variedades poseen mayor contenido de amilosa, haciendo que el agua tarde más tiempo en ser absorbida por el fruto.

La menor temperatura de gelatinización, la presento la variedad FHIA–23 con 69,13°C y la más alta, fue presentada por la variedad Cachaco Pelipita, con una temperatura de 76,47°C; coincidiendo que en ambos grupos de clasificación, las variedades que presentaron temperaturas de inicio de gelatinización mas bajas (FHIA–23 y Saba 1 Bluggoe) también se demoraron menos tiempo para alcanzarla, igual comportamiento presentaron las variedades con temperaturas de inicio de gelatinización altas (SH–3436–9, Cachaco Pelipita), quienes necesitaron de mayor tiempo (Tabla 4).




Las variedades que menor viscosidad desarrollaron, dentro del grupo de bananos de postre, fue la variedad Fougamou con 736,85cP y FHIA 2 con 819,33cP y las mayores viscosidades la presentaron las variedades FHIA 23 y SH–3436–9 con 1441,76cP y 1356,41cP, respectivamente. Lo anterior, coincide con lo reportado por: Lucas et al., 2013; Álzate et al., 2013, quienes confirman los grupos de platanos de cocción con necesidad de mas energía para poder gelatinizar y tardan mas tiempo para cocinarse y ablandarse; atribuyéndole este comportamiento al menor contenido de minerales como calcio y magnesio y al mayor contenido de amilosa. Al mismo tiempo se confirma lo reportado por Da mota et al., 2000 y Zhang et al., 2005, quienes reportan que dichos contrastes en el comportamiento en la gelatinización y cocción de los almidones, se debe a las diferencias entre variedades y grupos genéticos.

En la variable Breakdown o inestabilidad del gel, que evalua la estabilidad y resistencia de los geles al cizallamiento en procesos agroindustriales, representando la fragmentación del granulo de almidón y entre mas bajo sea el valor mas estables son los almidones a la fragmentación mecánica (Hoyos–Leyva et al., 2012; Lucas et al., 2013; Álzate et al., 2013).

La variable reorganización o setback, que define la reasociación de los polímeros de almidones solubles y los fragmentos granulares insolubles, durante la fase de enfriamiento, se asocia a la retrogradación (Hoyos–Leyva et al., 2012; Lucas et al., 2013; Álzate et al., 2013). La caída de viscosidad de algunos almidones se presenta por la relación amilosa/amilopectina, la cual imparte características definitivas en las propiedades funcionales de los almidones. La amilosa, se caracteriza porque favorece la retrogradación de sus pastas durante el enfriamiento, ocasionando el indeseable fenómeno de sinéresis, mientras que la amilopectina presenta pastas espesas que no se retrogradan fácilmente al enfriarse (Alvis et al., 2008).

El incremento gradual de la viscosidad durante el período de enfriamiento, se debe al restablecimiento de los puentes de hidrógeno entre las moléculas de amilosa y amilopectina, dando lugar a la consistencia tipo gel, por la pérdida de calor en el sistema y al proceso de retrogradación que se genera. Este incremento de la viscosidad, indica la tendencia de varios constituyentes presentes en la pasta caliente (gránulos hinchados, fragmentos de gránulos hinchados, moléculas de almidón coloidal y dispersas) para asociarse o retrogradar mientras la temperatura de la pasta disminuye (Lucas et al., 2013, Álzate et al., 2013; Hoyos–Leyva et al., 2012); encontrándose que las variedades consideradas bananos de postre, presentaron valores mas altos comparadas con los platanos de cocción, donde los clones SH–3436–9, Pisang Berlin y Guineo Cachao Enano, presentaron los valores mas altos con 1767cP, 1729cP y 1411cP.

En facilidad de cocción de las variedades para consumo en fresco (crudos), SH–3436–9 tuvo el menor tiempo con (3,24min) y el FHIA–23 tuvo el mayor tiempo con (8,32min), las demás variedades presentaron tiempos entre (4min) y (7,50 min). Esta diferencia de comportamiento en la facilidad de cocción, se puede atribuir a la presencia de gránulos de almidón que ocupan una mayor área superficial en la solución, mientras que los gránulos de almidón que ocupan menos área superficial en la solución, inciden directamente en un tiempo menor en relación a la facilidad de cocción de la pasta (Alvis et al., 2008; Hoyos–Leyva et al., 2012; Lucas et al., 2013; Álzate et al., 2013).

Conclusiones


	Las variedades FHIA–23, Gran Enano, FHIA–25 y Yangambi Km5, presentaron mayor peso en su racimo, considerándose variedades promisorias para el mercado agroindustrial.

	Las variedades Fougamou, FHIA–25, Pisang Berlin, Saba 1 Bluggoe, FHIA–3, Bluggoe y Kelong Mekintu presentaron porcentajes de cascara superiores al 50%, lo cual indica que son variedades que al procesarse generarían gran cantidad de desperdicios y bajo rendimiento.

	Las variedades Cachaco Pelipita, Fougamou, Kelong Mekintu y SH–3436–9, presentaron porcentajes de materia seca superiores al 35%, lo cual indica que estas variedades serian de gran importancia para el sector de las frituras.

	Las variedades que presentaron mejores comportamientos frente a las propiedades de viscosidad máxima, breakdown, facilidad de cocción y consistencia fueron FHIA–23, Guineo Enano, Banano Gran Enano, Pompo Comino, lo cual indica que estas variedades tendrían gran capacidad para resistir los procesos de retrogradación y la sinéresis.
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Resumen

La fritura es un proceso en el que se evidencia pérdida de humedad y ganancia de aceite en los productos. Cambios atribuidos a la temperatura del proceso y el tiempo de residencia del producto en aceite caliente. En este estudio se realizó la cinética de perdida de humedad y absorción de aceite durante la fritura por inmersión de arveja (Pisum sativum L.) variedad Sureña. Se evaluó tres temperaturas 160, 180 y 200 °C, y tiempos de entre 0 y 8 min; la relación producto/aceite se mantuvo contante 1:6 (p/v). La cinética de absorción de aceite se estudió con un modelo exponencial, mientras que la pérdida de humedad se estudió con el modelo de newton. Los modelos estudiados describen adecuadamente los dos fenómenos de transferencia de masa. Las constantes cinéticas calculadas a 160, 180 y 200 °C fueron: absorción de aceite (0.0084, 0.0088 y 0.0094 s-1) y pérdida de humedad (0.0125, 0.0144 y 0,0194 s-1) mientras que los valores de difusividad obtenidos fueron (0.1551 x 10-9, 0.1787 x 10-9 y 0.2371x 10-9 m2/s). Tanto la difusividad como los parámetros cinéticos presentan dependencia con la temperatura al evaluarlos, con la ecuación de Arrhenius se obtuvo la energía de activación 18.13 kJ/mol.

Palabras clave: Constantes cinéticas, difusividad, energía de activación, modelos matemáticos.



Abstract

Frying is a process in which moisture loss and gain of oil products is evidenced. Changes attributed to the process temperature and residence time of the product in hot oil. This study was conducted by, the kinetics of moisture loss and oil uptake during frying of pea (Pisum sativum L.) Southern variety. Was evaluated three temperatures, 160, 180 and 200 ° C, and three times from 0 to 8 min; the product / oil ratio remained constant 1: 6 (w / v). The oil absorption kinetics was studied using an exponential model, while moisture loss was studied using the model of newton. Studied models adequately describe both mass transfer phenomena. Kinetic constants calculated at 160, 180 and 200 ° C were: oil absorption (0.0084, 0.0088 and 0.0094 s-1) and moisture loss (0.0125, 0.0144 and 0.0194 s-1) while diffusivity values obtained were (0.1551 x 10-9, 0.1787 x 10-9 y 0.2371x 10-9 m2/s). Both diffusivity and kinetic parameters exhibit temperature dependence when being evaluated by the Arrhenius equation was obtained, the activation energy of 18.13 kJ/mol.

Keywords: Constants kinetics, diffusivity, activation energy, mathematical models.



Introducción

La arveja (Pisum sativum L.), es uno de los principales cultivos comestibles en el mundo (Amarakoon et al., 2012) ocupa el cuarto lugar en la producción mundial junto a la soja, maní y frijol (Villalobos et al., 2013) es fuente de proteína con aminoácidos esenciales, hidratos de carbono complejos, fibra dietética y microelementos (Szymanowska et al., 2009; Wang et al., 2011). La diversidad en Colombia es amplia, con un gran número de variedades que se han mejorado por rendimiento y por calidad del producto fresco o como materia prima para la agroindustria (Ligarreto y Ospina, 2009). Las variedades más cultivadas son: Santa Isabel, Piquinegra, Guatecana, Sindamanoy, San Isidro, y Obonuco Andina. No obstante, en 2012, se lanzó la variedad sureña afirmando superioridad comercial y productividad (Díaz et al., 2014).

Dentro de la transformación agroindustrial, la arveja en lata sometida a esterilización ha sido la principal estrategia para la generación de mayor valor agregado, limitando de alguna manera otras alternativas como lo puede ser la fritura; siendo la fritura uno de los procedimientos más populares para preparar alimentos (Alvis, Villada y Villada, 2008). La fritura se ha definido como la cocción en aceite o grasa caliente a temperaturas elevadas, donde el aceite actúa como transmisor del calor produciendo un calentamiento rápido y uniforme en el alimento (Kochhar & Gertz, 2004), durante el proceso se nota una clara pérdida de humedad, ganancia de aceite, desnaturalización de las proteínas, gelatinización de los almidones y cuantiosos cambios microestructurales en el interior del alimento (Alvis y Vélez, 2008). Cambios atribuidos a la humedad del alimento, la calidad del aceite, la temperatura del proceso y el tiempo de residencia del producto en el aceite caliente.

Actualmente, existen modelos empíricos para la predicción y la optimización, Banga, Balsa, Moles y Alonso (2003), quienes mencionan que el modelamiento matemático es una herramienta básica para el diseño y optimización de los procesos industriales, puesto que permite realizar la estimación de su desarrollo con anticipación, lo que conllevará a controlar la calidad y mejorar los procesos.

En este contexto, el objetivo de esta investigación fue realizar la cinética de absorción de aceite y pérdida de humedad durante la fritura de arveja (Pisum sativum L.) variedad Sureña, determinando parámetros como (K, Def y Ea).

Materiales y métodos

Localización. La investigación se realizó en los laboratorios de calidad y conservación de alimentos de la Facultad de Ingeniería Agroindustrial de la Universidad de Nariño sede Torobajo, Pasto (Nariño), localizada a 2527 m.s.n.m., temperatura promedio 14 °C y una humedad relativa de 70%.

Materia prima. Se utilizó semillas de arvejas (Pisum sativum L.) de la variedad Sureña (semilla verde, hilum negro, lisa), el material se recolectó al quinto mes de establecido el cultivo en la granja del Centro Internacional de Producción Limpia LOPE, Sena Regional Nariño, ubicado a 2650 m.s.n.m., temperatura promedio 13 °C y precipitación promedio anual de 700 mm, condiciones favorables para el cultivo. Posteriormente el material fue caracterizado a nivel químico proximal.

Proceso de fritura. Cada unidad experimental se constituyó por 100 g de arveja, el proceso se realizó en batch, se empleó una freidora de inmersión de capacidad 4 litros (Premier Ed–2891), con termóstato para controlar la temperatura; se empleó aceite 100 % vegetal industrial, cero colesterol con punto de humo de 230 °C, adicionalmente se adaptó al freidor una termocupla tipo K con bulbo de 3 mm para registro de la temperatura a lo largo del tiempo de fritura.

Las temperaturas a evaluar fueron: 160, 180 y 200 °C, por tiempos de entre 0 y 5 min la relación producto/aceite se mantuvo constante 1:6 (p/v).

Determinación contenido de aceite. Se procesó 2.00 ± 0.001 g de cada tratamiento, se utilizó el Extractor Soxhlet, empleando como solvente éter etílico al 99.8%, con reflujo de 8 horas, los ensayos se hicieron cinco veces. La recuperación del solvente se hizo empleando un evaporador rotatorio (Eyela oil bath osb–2000). Posteriormente, el extracto se secó por 30 minutos a 60 ± 2 °C, hasta eliminar el solvente residual, se enfrío y se pesó; la cantidad se expresó en base seca.

Determinación humedad. Se pesó 2.00 ± 0.001 g de cada tratamiento, aparte de ello se pesó una capsula de porcelana previamente seca al calor. Se calentó a 100 °C ± 0.1 en un horno eléctrico (Thermolab dies), por un tiempo de 24 horas hasta lograr un peso constante. Se enfrío en un desecador y se pesó, los resultados se expresaron en base seca.

Determinación constante de velocidad de absorción de aceite. Se determinaron mediante un modelo exponencial (ecuación 1) expuesto por Moyano y Pedreschi (2006).
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Dónde: C (t): contenido de aceite en el equilibrio a tiempo t, g de aceite/g de sólido seco; C∞: contenido de aceite en el equilibrio a tiempo infinito, g de aceite/g de solido seco; K: constante de velocidad de absorción de aceite, min-1; t: tiempo de adsorción de aceite, min. Los parámetros cinéticos C∞ y K se obtuvieron a partir de los datos experimentales mediante regresión no lineal.

Determinación constante de velocidad de pérdida de humedad. Se determino mediante el modelo de Newton (ecuación 2) expuesto por Da Rocha et al., (2012) y Montes et al., (2008).
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Dónde: MR: se describe en la (3); K: constante de velocidad de pérdida de agua, s-1; t: tiempo de pérdida de agua en la fritura, s. Los parámetros cinéticos K se obtuvieron a partir de los datos experimentales mediante regresión no lineal.
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Donde:: Contenido de agua al tiempo t (g de agua/g de sólido seco); : contenido de agua en el equilibrio (g de agua/g de solido seco) y : Contenido de agua (g de agua/g de sólido seco)

Estudio de la transferencia de agua como modelo difusivo. Se utilizó la metodología descrita por Melquíades et al., (2009) a partir de la segunda Ley de Fick, ecuación de difusión, con geometría de un cilindro (ecuación 4).
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Dónde: Def: coeficiente de difusión de agua en el grano; t: tiempo; mo: humedad inicial; ms: humedad en equilibrio y R: radio de la semilla equivalente.

En el mismo sentido, se determinó la energía de activación (Ea), de la operación de fritura por inmersión a partir del coeficiente de difusión que se ajusta a la ecuación de Arrhenius debido a su dependencia con la temperatura (Melquíades et al., 2009) ecuación 5.
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Dónde: D0: factor pre–exponencial; Ea: energía de activación (kJ/mol) y R: constante de los gases (8.314 J/ (g mol K).

Análisis de resultados. Todos los resultados se expresaron como media más o menos la desviación estándar. Los gráficos fueron realizados con ayuda del programa Sigma Plot 10 (SPSS, USA). La bondad de ajuste del modelo se evaluó con los parámetros R2 (coeficiente de determinación), % E (error porcentual promedio) ecuaciones 6 y RMSE (raíz cuadrada del error medio cuadrático) ecuación 7.
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Dónde: Ccal: valor calculado; Cexp: valor experimental; n: número de determinaciones. Según Brousse et al., (2012) un buen ajuste es indicado por valores pequeños de RMSE, R2 > 0.85 y E % < 10 %.

Resultados y discusión

Análisis proximal

En la Tabla 1, se expone la composición proximal de la arveja en esto fresco y bajo las diferentes condiciones de fritura por inmersión evaluadas. Conforme aumento la temperatura la proteína y ceniza aumentaron debido a la pérdida de humedad de las semillas, ocasionando una concentración de los solutos. Sin embargo, solo se alcanzó valores de proteína de entre 14 y 16 %, inferior a los valores de la arveja en estado seco 24% (INCAP, 2012), debido a que simultáneamente los espacios que deja el agua evaporada son ocupados por el aceite (Rodríguez, et al., 2013), ocasionando un aumento en el contenido graso de las semillas, lo cual modifica nuevamente la base de cálculo de los solutos, fenómeno similar reportaron Villamizar et al., (2011).
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Cinética de absorción de aceite

En la figura 1, se muestran los comportamientos cinéticos de la absorción de aceite a diferentes temperaturas conforme transcurre el tiempo. Evidenciando mayor velocidad de absorción al comienzo de la operación, para posteriormente disminuir lentamente hasta alcanzar un valor de equilibrio. Según Marín et al., (2006) y Villada, et al., (2009) este fenómeno se debe a que todos los espacios intercelulares o intracelulares quedan saturados con aceite conforme transcurre el tiempo.
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Respecto al efecto de la temperatura, se evidenciaron reducciones en la absorción de aceite conforme se incrementó. Siendo la fritura a 160 °C la que presentó el mayor valor de absorción 0.343 g de aceite / g solido seco, para disminuir en un 9.621 % a 180 °C y 18.367 % a 200 °C, concluyendo que a mayor temperatura menor es la absorción de aceite en el producto, Moyano y Pedreschi, (2006) reportan conclusión similar.

Cinética pérdida de humedad

En la figura 2, se presenta el comportamiento cinético de perdida de humedad en función del tiempo, para las temperaturas 160, 180 y 200 °C. A mayor temperatura mayor es la pérdida de humedad, la arveja frita a 200 °C llega a una humedad en equilibrio en 300 segundos mientras que a temperaturas de 160 °C se demora 420 segundos y para 180 °C un tiempo de 360 segundos, a medida que la temperatura de fritura se aumentó de 160 a 200 °C, el contenido de humedad de equilibrio disminuyó desde 0.0136 hasta 0.0103 g de agua / g solido seco.
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Las constantes cinéticas K para absorción de aceite y pérdida de humedad se indican en las tablas 2 y 3 respectivamente, donde las constantes aumentan a medida que aumenta la temperatura, datos similares fueron reportados por Troncoso y Predreschi (2009), y Moyano & Predreschi (2006), durante la fritura de papa pre–tratada, fritura de papa al vacío, y chips a base de harina de garbanzo. La bondad de ajuste permitió evaluar el modelo utilizado, modelo exponencial para absorción de aceite el cual fue bueno ya que se obtuvo errores desde 3.053 hasta 10.201 % lo cual es relativamente bajo, caso contrario para el modelo de newton utilizado en pérdida de humedad donde se obtuvo errores mayores desde 7.631 hasta 13.844 %.







En la tabla 4, se indican los valores de difusividad efectiva (Def) para cada temperatura, la cual evidencia la dependencia con la temperatura de fritura. Los valores encontrados de difusividad efectiva, se encuentran dentro del intervalo general de 10-9 y 10-11 para deshidratación de alimentos Sacilik y Elicin (2006). Al comparar los tratamientos, se evidencio valores de difusividad mayores a temperaturas más elevadas, debido a que la tasa de pérdida de humedad se incrementa a una mayor temperatura de fritura, ya que incrementa la tasa de evaporación Pedreschi et al., (2006), resultados similares se obtuvieron en papa, Troncoso y Pedreschi (2009).


[bookmark: t4]


Se determinó la energía de activación a partir de la pendiente de la gráfica de Arrhenius (figura 3). La energía de activación representa la energía requerida para iniciar la difusión de la humedad y el aceite durante la fritura según Montes, et al., (2008), en este estudio la energía de activación obtenida es de 18.613 kJ/mol, valores similares reporto Troncoso y Pedreschi (2009), el cual fue de 23.5 KJ/mol para la fritura de papa.
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Conclusiones


	El contenido de humedad y absorción de aceite durante la fritura, presenta dependencia con la temperatura, obteniéndose los valores más bajos a temperaturas más altas.

	El modelo exponencial utilizado para absorción de aceite, obtuvo un buen ajuste con un porcentaje de error promedio de 5.8%.
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Resumen

En suelos Andisoles y Vertisoles, bajo condiciones controladas, se evaluó el efecto de ácidos húmicos purificados en concentraciones de 0%, 2.5% y 5% (peso/peso) sobre la extracción secuencial de metales pesados después de incubación a 60 y 90 días. El fraccionamiento de los metales (Ni, Cu, Zn, Cd y Pb) en suelos contaminados y enmendados con ácidos húmicos se realizó mediante extracción secuencial de Tessier. La movilidad de los metales se redujo con la adición de dichos ácidos, con mayor retención de Ni, Cu, Zn y Cd en la matriz del suelo (fracción residual). El Pb en ambos suelos y el Zn en Vertisol experimentaron incremento significativo en su movilidad, mayor biodisponibilidad y potencial de afectación de diferentes componentes del medio–ambiente. El incremento del tiempo de incubación permitió la interacción de los metales con los componentes de los suelos, generando disminución de su movilidad por mecanismos como formación de complejos estables y/o incremento de la capacidad de intercambio catiónico (CIC) de los suelos. Los ácidos húmicos pueden ser utilizados, en general, como enmienda orgánica para la recuperación de suelos contaminados con metales pesados.

Palabras clave: Contaminación, factor de movilidad, fraccionamiento, leonardita.



Abstract

Purified Humic Acids were added to 0%, 2.5% and 5% (w / w), to two soils Andisol and Vertisol, contaminated individually with five heavy metals, followed by incubation at 60 and 90 days, with the aim of observe their mobility and their possible effect on the environment. Fractionation of metals (Ni, Cu, Zn, Cd and Pb) in contaminated soils amended with humic acids and was performed by sequential extraction of Tessier. The mobility of the metals are reduced by the addition of such acids, achieving greater retention of Ni, Cu, Zn and Cd in the soil matrix (residual fraction). The Pb in both soils, and Zn in the vertisol, showed significant increase in their mobility, greater bioavailability and affectation potential for different environmental components. Increased incubation time allowed for interaction of metals with the components of the soil, generating decreasing its mobility for mechanisms such stable complex formation and / or increased CIC of soils. The humic acids can be used, in general, as an organic amendment for the recovery of contaminated soils with heavy metals.

Keywords: Contamination, mobility factor, fractionation, leonardite.



Introducción

La contaminación de suelos por metales pesados afecta el medio ambiente y es un riesgo para la salud humana, por esta razón su identificación permite desarrollar políticas de control, recomendaciones para su gestión y/o para realizar programas de remediación (Xu et al., 2014; Yu et al., 2014). Tecnologías de remediación como la excavación, el tratamiento térmico y la electrorecuperación no son adecuadas para uso en campo debido a su alto costo, baja eficiencia y potencialidad de afectación al medio ambiente; por otra parte las tecnologías de fitorremediación presentan una baja tasa de remoción de estos metales. Como resultado de lo anterior, en los últimos años ha recibido especial atención el uso de enmiendas orgánicas e inorgánicas para la inmovilización de metales pesados en el suelo (Li y Xu, 2015; Fan et al., 2012). Estas enmiendas se basan en la adsorción, la formación de complejos estables, la precipitación de minerales y el intercambio iónico (Janoš et al., 2010).

Como enmienda orgánica, las sustancias húmicas son utilizadas para promover el crecimiento y nutrición de plantas, principalmente en suelos con bajo contenido de arcilla y materia orgánica y para promover la formación de macroagregados, aumentar la capacidad de intercambio catiónico y el contenido de carbono orgánico en el suelo (Clemente y Bernal, 2006). Los ácidos húmicos (AH) adsorben los metales en sus grupos funcionales, carboxílicos, hidroxílicos y fenólicos, y su movilidad depende de características como fuerza iónica, potencial redox, presencia de bases, grado de madurez, pH, estabilidad del complejo húmico – metal y de la interacción de este complejo con los constituyentes del suelo (Özkaraova y Bekbölet, 2010).

Esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto en la movilidad de los metales níquel (Ni), cobre (Cu), zinc (Zn), cadmio (Cd) y plomo (Pb) debido a la aplicación de ácidos húmicos (AH) en la extracción secuencial de metales pesados en dos tipos de suelos contaminados (Andisol y Vertisol) con propiedades contrastantes bajo condiciones controladas.

Materiales y métodos

La investigación se realizó en el Laboratorio de Edafología y Química Agrícola y en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada, España (37° 10' 41'' N, 3° 36' 3'' O) en muestras de suelos (0 – 20 cm de profundidad) provenientes de Colombia: Andisol Typic Melanudand (IGAC, 2009) (2° 37' 26'' N, 76° 34' 23'' O) y Vertisol Epiaquert ústico arcilloso fino isohipertérmico (3° 24' 35'' N, 76° 20' 52'' O) que fueron secadas al ambiente y tamizadas por malla No.10. Los ácidos húmicos (AH) fueron extraídos a partir de leonardita natural española localizada a 40° 35' 0'' N, 1° 01' 0'' O, según la metodología propuesta por Mosquera et al. (2007) utilizando soluciones extractoras de Na2B4O7 0,1 N pH 9.3, Na4P2O7 0.1 N pH 10.2 y NaOH 0.1 N pH 12.1. Los AH fueron separados de los fúlvicos mediante precipitación con H2SO4 hasta pH < 2, purificados con HCl–HF (1%), ultracentrifugados y diálizados en membrana de 12000 Da y finalmente liofilizados en equipo FLEXI–DRY–µP.

Caracterización de suelos y ácidos húmicos

La caracterización de los suelos se hizo por determinación de textura (Pipeta de Robinson), mineralogía de arcillas, pH (1:2.5), carbono orgánico por Walkley y Black (IGAC, 2006), bases intercambiables y Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC) (acetato de amonio 1N a pH 7) y contenidos de Ni, Cu, Zn, Cd y Pb. Las determinación realizadas en los AH fueron: pH (1:2.5) (USDA, 1999), Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC) y bases intercambiables (acetato de amonio 1N a pH = 7) determinadas por espectrofotometría de absorción atómica en equipo Varian Spectraa–220Z, carbono orgánico por Walkley and Black (IGAC, 2009) y composición química por espectrometría ICP_MS, espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier, FTIR, UV–Vis y espectrometría CPMAS 13C NMR, Py–GC/MS–THMA.

Contaminación de los suelos e incubación

Los metales fueron agregados a cada una de las muestras de suelo utilizando soluciones patrones hasta superar los umbrales andaluces propuestos para el nivel de intervención de suelos agrícolas (mg/kg): Ni (329 – 367), Cu (600 – 652), Zn (1178 – 1351), Cd (24 – 30), y Pb (631 – 688) (CMAJA, 1999). La incubación de las muestras de suelo contaminadas se hizo en un equipo GROW470/HR en condiciones de invernadero: 25°C, 60% de humedad ambiental, con simulación de ciclo diurno/nocturno de 12 horas (12/12), durante 60 y 90 días, manteniendo la humedad gravimétrica en 60%, con el fin promover el equilibrio entre las asociaciones de los metales y los constituyentes del suelo (Halim et al., 2003).

Extracción secuencial de metales

La extracción secuencial de los metales pesados se hizo en muestras de suelos contaminados con AH en proporción 1:2.5 y 1:5.0 (suelo:AH) y sin adición de AH. La cuantificación de metales de cada extracción se realizó en equipo ICP_MS NEXION 300D. Los factores de movilidad (FM) fueron determinados de acuerdo con Osakwe (2010), quien relaciona las concentraciones de metales en fracciones móviles (intercambiable y asociada a carbonatos) con la totalidad de las fracciones:

Diseño experimental y análisis de datos

Para evaluar el efecto de los ácidos húmicos en la extracción de los metales se utilizó un diseño completamente al azar con 60 tratamientos, correspondientes a dos suelos, cinco metales, tres concentraciones de AH [0%, 2.5% y 5% (peso/peso)] y dos tiempos de incubación (60 y 90 días) en tres repeticiones. Las unidades experimentales consistieron en tubos plásticos Eppendorf de 50 cm3. La normalidad de los datos obtenidos fue verificada mediante la prueba de Shapiro Wilk y la homocedasticidad por la prueba de Levene. Los datos fueron sometidos a Anova, comparación de medias de Tukey (P < 0.05) y correlaciones de Pearson (P < 0.01, 0.05). Se utilizó el software SPSS Versión 20.0 ®.

Resultados y discusión

Caracterización de suelos y ácidos húmicos

Los ácidos húmicos presentaron pH fuertemente ácido, una elevada CIC que se asocia a su alto nivel de CO y deficiencia de bases, excepto Na. El Andisol tiene un pH con acidez media, alto nivel de CO, elevada CIC, contenidos medios de Ca y Mg, alto nivel de K y normal en Na y arcillas, propiedades que contrastantes con las del Vertisol, que presenta arcillas tipo 2:1 (Tabla 1).






En los ácidos se encuentran compuesto de C (57.74%), O (36.81%), bajo contenido de N (1.44%) y S (0.01%) con predominio de compuestos aromáticos con estructuras altamente condensadas, cadenas laterales con bajo grado de oxidación, alta estabilidad y madurez reflejados en los valores de las relaciones C/O (2.10), C/H (1.20) y E4/E6 (4.88), índices OR (R1 = 0.69 y R2 = 0.57), factor de aromaticidad (72.27%) e índice de hidrofobicidad (3.22). La composición molecular corresponde a ácidos grasos (62.6%), compuestos aromáticos (23.7%), compuestos de N y S (11.6%) y compuestos terpénicos (2.1%) sin presencia de polisacáridos, por lo que se infiere su origen vegetal.

Efecto de la adición de ácidos húmicos en la extracción secuencial de metales

La evaluación del efecto de la adición de AH sobre la extracción secuencial de metales se efectuó mediante la comparación de cada uno de los tratamientos, con y sin aplicación de AH (Tablas 2 y 3) y para cada metal por separado, ya que las dosis de cada uno de ellos fueron diferentes.






Níquel. En el suelo Andisol, el efecto de la adición de AH en el factor de movilidad (FM) del Ni (Figura 1) sólo se reflejó en la reducción significativa (P < 0.05) para la dosis 5%, en el segundo periodo de incubación. En el Vertisol, en el primer periodo de incubación (P1 = 60 días) dicho efecto se presentó como reducción (P < 0.05) con el incremento de la dosis de AH, mientras que en el segundo periodo (P2 = 90 días) la reducción fue más alta (P < 0.05) para la dosis de AH de 2.5%. Cuando se compararon los tratamientos con AH en este suelo, se observó un efecto significativo de retención de Ni con la adición de esta enmienda a nivel de 5% en el periodo 1 (P < 0.05) y de 2.5% en el segundo periodo (P < 0.05), pero no entre ellos.
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La retención de Ni es afectada por el incremento significativo (P < 0.05) en la fracción residual (F5) (–0,744**) y, a su vez, se correlaciona positivamente con la fuerza de retención (n), (0,829**) y negativamente con la máxima capacidad de adsorción (K), (–0,829**), indicando de esta manera que este metal tiene gran afinidad por dicha fracción y que un posible incremento en su movilidad podría darse cuando éste se asocie con la fracción de carbonatos (F2), (0,748**). Dicho comportamiento fue similar al encontrado por Osakwe (2010), en suelos de Nigeria.

La reducción significativa del FM (mayor retención) de Ni por la adición de AH a ambos suelos puede ser debida, en general, al incremento de los sitios de intercambio (Janoš et al., 2010), lo cual se corrobora con las correlaciones negativas con CO y CIC (–0.724**) y se asocia principalmente a su adsorción a las cargas negativas superficiales de dichos ácidos, generadas por la 'desprotonación' progresiva y creciente de sus grupos carboxílicos e hidroxílicos, a valores de pH ácidos y alcalinos, respectivamente, lo cual se confirma con la correlación positiva con el pH y la máxima capacidad de adsorción (k) (0.724** y –0.724**, respectivamente). Durante la absorción, los H+ y otros cationes intercambiables, por ejemplo, las bases, con las cuales poseen correlaciones positivas, son intercambiados por dichos metales y por tanto son liberados hacia la solución del suelo (Havelcová et al., 2009, Zhou et al., 2005).

Cobre. En el suelo Andisol, en el primer periodo de incubación el efecto de la adición de AH en el FM de Cu se reflejó en una reducción significativa y constante del elemento en la medida que se incrementó la dosis aplicada; mientras que en el segundo periodo este mismo comportamiento sólo se observó para la dosis de 5%. Al comparar los tratamientos con AH en ambos periodos de incubación, se observa que existe un efecto de retención cuando aquellos se aplicaron en la dosis de 5%, no obstante las diferencias entre periodos de incubación no fueron significativas (P > 0.05).

En el suelo Vertisol, el efecto de las enmiendas se manifestó como un descenso significativo en el FM de Cu (P < 0.05) en ambos periodos de incubación, tanto en la dosis de 2.5% como de 5% de AH. La alta calidad de los AH y el incremento de las dosis implican una mayor presencia de grupos funcionales carboxílicos y fenólicos y en consecuencia, mayor retención del metal, principalmente en valores de pH cercanos a la neutralidad (Bravo et al., 2014; Pérez–Esteban et al., 2014).

La movilidad de Cu, al igual que la de Ni, depende de su concentración en la F2 (0.939**), y su retención puede depender de la F5 que posee una correlación altamente significativa con la fuerza de retención (n) (0.868**); este comportamiento también fue reportado por Nannoni et al. (2011), e indica que los AH inducen la retención de este metal en la matriz del suelo, disminuyendo significativamente su movilidad.

Zinc. En el suelo Andisol, el efecto de la adición de AH en el FM del Zn se manifestó como una reducción significativa de éste en la dosis de 5% (P < 0.05), durante el segundo periodo de incubación. En el suelo Vertisol, por el contrario, en el primer periodo de incubación dicho efecto se manifestó como un incremento significativo del FM (P < 0.05), con el valor más alto en la dosis de 2.5%. En el segundo periodo sólo se presentó un incremento significativo con la dosis de 2.5% (P < 0.05). La comparación de los tratamientos con AH en ambos periodos de incubación muestra un efecto de movilización cuando los AH se aplicaron a 2.5% (P < 0.05), aunque sin diferencias significativas entre ellos.

La correlación negativa con la F5 (–0.823**) indica inmovilización, principalmente en el Andisol, sin embargo esta fracción se correlaciona negativamente con n y k (–0.851**), lo que indica movilidad del metal. En el suelo Vertisol las correlaciones con F1 (0.763**), n y k (0.574**) indican un efecto negativo de los AH aplicados (movilización), comportamiento similar al encontrado por Pérez–Esteban et al. (2014) trabajando con compost vegetal de corteza de pino. Özkaraova y Bekbölet (2010), por otra parte, encontraron que la aplicación de AH en suelos de Turquía permite la liberación de zinc, aumentando su biodisponibilidad y movilidad en el suelo, debido a la disponibilidad de las moléculas de AH en la solución y a la formación de complejos con dicho metal, lo cual depende principalmente del pH de la solución y de las propiedades del suelo. Janoš et al. (2010) encontraron que el Zn posee gran afinidad con la fracción residual del suelo y presenta correlación negativa con CO y CIC, por lo que la adición de enmiendas orgánicas posiblemente impide la retención en dicha fracción o la movilizaría hacia otros componentes del suelo, incrementando significativamente su FM (correlación positiva con la fuerza de retención, n).

Cadmio. En el suelo Andisol, en ambos periodos de incubación la adición de AH en dosis de 5% ocasionó reducción significativa (P < 0.05) en el FM del Cd, no obstante entre periodos de incubación la diferencia no fue significativa. En el suelo Vertisol, durante el primer periodo se observó reducción significativa (P < 0.05) del FM con el incremento de la dosis de AH, pero en el segundo periodo la reducción sólo ocurrió con la dosis de 5% (P < 0.05), nuevamente no se presentaron diferencias entre periodos; comportamiento similar encontraron Janoš et al. (2010) en suelos de República Checa.

La reducción de la FM se debe a sus correlaciones negativas con F3 (–0.571**), F4 (–0.531**) y F5 (–0.929**), de las cuales las fracciones F3 y F5 son las que más contribuyen en la retención en ambos suelos, debido a la correlación positiva con la fuerza de retención n (0.734** y 0.757**, respectivamente) y negativa con K (–0.734** y –0.757**, respectivamente). Esta reducción de la FM puede ser debida a la formación de complejos superficiales binarios ≡S2OCd y ternarios ≡S2OCdL1 y ≡S2OCdL3 y de CdX2 a bajos valores de pH (Hizal y Apak, 2006).

La fracción F1, puede generar incremento en movilidad, lo cual se comprueba con la correlación positiva (0.737**) y a que ésta fracción es contraria a la fuerza de retención n (–0.778**) e incrementa con la máxima capacidad de adsorción K (0.778**), comportamiento similar al reportado por Kosolsaksakul et al. (2014).

Plomo. En el suelo Andisol, durante el primer periodo la adición de AH aumento el FM de este elemento (P < 0.05), mientras que durante el segundo periodo este aumento sólo ocurrió con la concentración de 5% (P < 0.05). La comparación de los tratamientos con AH en ambos periodos de incubación muestra un efecto de movilización del Pb con la adición de AH al 5% (P < 0.05), aunque éste no fue significativo. En el suelo Vertisol, el efecto de la adición de AH sobre FM de Pb en el primer periodo, fue similar al encontrado para el suelo Andisol en el mismo periodo; en el segundo periodo de incubación el mayor incremento del factor se presentó con la dosis de 2.5% (P < 0.05). En este suelo, en ambos periodos de incubación, la movilización de Pb fue significativa con la aplicación de AH a 2.5% (P < 0.05) después de 90 días de incubación.

El FM de Pb mostró correlación positiva con las fracciones F1, F2 y F3 (0.828**, 0.451** y 0.540**, respectivamente) e indica que los AH pueden promover la movilización del Pb al incrementar las fracciones fácilmente extraíbles (Clemente y Bernal, 2006), efecto que se confirma con las correlaciones negativas presentadas entre F1 y F3 con n (–0.375* y –0.365**, respectivamente) y con k (–0,375* y –0,365**, respectivamente); mientras que la retención está influenciada por la asociación con la F4 (–0.813**) ya que la materia orgánica retiene este metal en formas más estables que los minerales del suelo (Tai et al., 2013).

Conclusiones


	Los ácidos húmicos agregados a suelos contaminados (Andisol y Vertisol) con metales pesados modifican la asociación con los diferentes componentes edáficos, disminuyendo, en general, los factores de movilidad.

	El Pb en ambos suelos y el Zn en el suelo Vertisol, presentaron incrementos significativos en movilidad, por tanto tienen mayor biodisponibilidad y capacidad para migrar hacia la solución del suelo, afectando las propiedades a través del perfil de los diferentes componentes medioambientales.

	El Cd, presentó un mayor factor de movilidad, el cual disminuyó con la adición de los ácidos húmicos como consecuencia del incremento de los sitios de intercambio.

	El incremento del tiempo de incubación, permitió la interacción de los metales con los diferentes componentes de los suelos y la reducción de su movilidad por mecanismos como la formación de complejos estables y/o el incremento de la capacidad de intercambio catiónico en el suelo.
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Tree seedling growth promotion by dual inoculation with Rhizoglomus fasciculatum (Thaxt.) Sieverding, Silva & Oehl and Mortierella sp., rhizosphere fungi for reforestation purposes, to promote plant P uptake and growth at the nursery state
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Abstract

One of the most promising techniques to promote seedling growth of tree species at nursery is the use of rhizosphere microorganisms. This is particularly relevant in enhancing plant performance in reforestation of degraded lands. A series of experiments were conducted to evaluate the effectiveness of either individual inoculation with the arbuscular mycorrhizal fungus Rhizoglomus fasciculatum (Thaxt.) Sieverding, Silva & Oehl or dual inoculation with R. fasciculatum and the phosphate solubilizing fungus Mortierella sp., at two doses (50 and 100 kg of inoculum per m3 of substrate), on plant growth and phosphorus (P) uptake of Tecoma stans, Dodonaea viscosa, Fraxinus chinensis, and Lafoensia speciosa. These plant species are commonly used in Colombia in reforestation programs. The results indicated that treatments were effective to increase plant performance of the four plant species; however, the effect was significantly higher when both fungi R. fasciculatum and Mortierella sp. were concomitantly inoculated than when only the mycorrhizal fungus was applied. Overall, the dual inoculation at the dose of 50 kg m-3 had higher or similar effects than at 100 kg m-3. The results suggest that the dual inoculation was more effective in order to prevent plant P deficiency and stimulate plant growth.

Keywords: Andisol, forestry nursery, Mortierella, phosphorus, Rhizoglomus fasciculatum.



Resumen

Una de las técnicas más importantes para promover el crecimiento vegetal en el invernadero de especies forestales es el uso de microorganismos rizosféricos. Esto es particularmente relevante para mejorar el desarrollo vegetal en programas de reforestación de tierras degradadas. Una serie de experimentos se realizaron para evaluar la efectividad de inoculaciones individuales y combinadas con el hongo micorrícico arbuscular Rhizoglomus fasciculatum (Thaxt.) Sieverding, G.A. Silva & Oehl y el hongo solubilizador de fosforo (P) Mortierella sp., a dos dosis (50 y 100 kg de inóculo por m3 de sustrato) sobre el crecimiento y absorción de P de Tecoma stans, Dodonaea viscosa, Fraxinus chinensis y Lafoensia speciosa. Estas especies vegetales son comúnmente usadas en Colombia en programas de reforestación. Los resultados indican que los tratamientos fueron efectivos para incrementar el crecimiento y la absorción de P de las cuatro especies; sin embargo, el efecto fue significativamente mayor cuando ambos hongos R. fasciculatum y Mortierella sp., fueron conjuntamente inoculados que cuando se usó sólo R. fasciculatum. En general, la inoculación dual en una dosis de 50 kg m-3 tuvo efectos significativamente mayores o similares que la dosis de 100 kg m-3. Estos resultados sugieren que la doble inoculación fue más efectiva para prevenir la deficiencia de P y estimular el crecimiento vegetal.

Palabras clave: Andisol, fósforo, Mortierella, Rhizoglomus fasciculatum, vivero forestal



Introduction

Soil degradation is the result of soil mismanagement that reduces soil productivity and environmental services (Herrero et al., 2010). The most common factors causing land degradation and thus threatening ecosystem services in developing countries are soil erosion, deforestation, overgrazing, overtillage (Lal, 2009).

An alternative to improve soil quality of these degraded lands is the establishment of new forest plantations, agroforestry, and silvopastoral systems. This active restoration model accelerates the restablishment of ecosystem functioning through the activation of soil biogeochemical cycling of nutrients and carbon sequestration that improves soil quality (Restrepo, Flórez, León & Osorio, 2013).

However, a factor restricting the successful establishment of new plantations in degraded land is the lack of enough soil available phosphate (P). Plant species included in the active restoration model must overcome this P deficiency in order to achieve a satisfactory growth and development (Sousa Franco, Oliveira, & Castro, 2009).

An alternative consists of using arbuscular–mycorrhizal fungi and phosphate solubilizing microorganisms (Zangaro, Nisizaki, Domingos, & Nakano, 2003), as early as the nursery stage. This not only may favor the production of vigorous plants, but also provide root symbionts that represent a competitive advantage to plants to improve their establishment and survival in the degraded field (Salifu & Timmer, 2001).

Although there is a great potential for the effective use of these microorganisms, more studies are required to know the benefits of dual inoculations and different dose of inocula on plant performance at nursery, particularly in those plant species with high potential to be used in restoration of degraded land commonly with low soil fertility. Based on that, the current study was conducted to evaluate the P uptake and growth responses at nursery of four tree species commonly used in tropical highlands for reforestation of watersheds and restoration of degraded lands, to inoculation with fungi: i. individual inoculation with an arbuscular–mycorrhizal fungus (R. fasciculatum); and ii. Dual inoculation with this fungus and a phosphate solubilizing fungus Mortierella sp.

Material and methods

Study area

The study was conducted in a forest nursery (6°15'27''N, 75°30'07''W) located in Santa Elena (Medellin–Antioquia, Colombia) (altitude: 2468 m.a.s.l, mean temperature: 15°C and rainfall regime 1948 mm/year).

Growth substrate

The substrate consisted of a 4:1 volumetric mixture with a soil sample (A horizon, 0–25 cm) and sand. The soil sample was collected from an Andisol (Alic Melanudand) and then passed through a sieve (3 mm aperture size). Soil samples were analyzed in the Laboratory of Biogeochemistry of the Universidad Nacional de Colombia at Medellín – Antioquia, Colombia, with the following results: pH 5.3 (1:2 volumetric ratio), organic matter content 110 g kg-1 (Walkley–Black), P 2 mg kg-1 (Bray No.2); exchangeable Al, Ca, Mg, and K 0.3, 2.9, 0.9 and 0.2 cmolc kg-1 (ammonium acetate), respectively; total N 6 g kg-1 (Kjeldahl); Fe, Mn, Cu and Zn 160, 3, 1, and 6 mg kg-1 (Olsen–EDTA), respectively; B 0.5 mg kg-1 (hot water). The soil was disinfected with Basamid® [active ingredient: dazomet (tetrahydro–3,5–dimethyl–2H–1,3,5–thiadiazine–2–thione)] in order to eliminate plant pathogens at a rate of 200 g m-3. The substrate was covered with a plastic sheet for 10 days and then aerated for 5 days to eliminate any residue. After that, the substrate was amended with the fertilizer grade 10–30–10 at a rate of 3 kg m-3.

Treatments

The substrate received either: (i) arbuscular–mycorrhizal (M) inoculum alone that contained infective propagules of the fungus R. fasciculatum (300 spores per g, mycelia and colonized roots of Brachiaria decumbens grass) suspended in a soil: sand matrix (3:1), or (ii) dual inoculum (MF) composed by the same mycorrhizal inoculum and the P–solubilizing fungus Mortierella sp. (105 colony forming units per g of inoculum). Mortierella sp. was previously cultivated in Potato–Dextrose–Agar medium for 7 days at 28°C, and then suspended in distillated and sterile water. Both fungi were obtained from the collection of the Laboratory of Biogeochemistry at the Universidad Nacional de Colombia at Medellin. Both inocula (M and MF) were applied at two doses (50 or 100 kg m-3). An uninoculated treatment was included as control.

Plant material

Seeds of the plant species Tecoma stans (L.) Juss. Ex. Kunth, Dodonaea viscosa L. Jacq., Fraxinus chinensis Roxb, and Lafoensia speciosa (Kunth) D.C. were allowed to germinate in sterile sand for 7 days, and then two germinated seeds were separately transplanted in each plastic bag. Thirty days later one seedling was removed. Seedlings were grown at the nursery for 150 days, during this time the substrate was watered to maintain it at 50–60% of the maximum water holding capacity. Every 30 days plants were sprayed with the fertilizer Wuxal® (20–0–15) at a concentration of 1 g L-1.

Variables

At the end of the growth period the plant height and stem collar diameter were measured. Also, the shoot dry weight was measured after oven–drying the plant material at 60°C per 72 h. The shoot P content was measured using subsamples of plants, which were ashed in a muffle furnace at 500°C for 3 h and then dissolved first with 1 mL of 1 M HCl and 9 mL of distillated water. In this solution, the P concentration was measured by the molybdate–blue method. Mycorrhizal colonization was determined in fine–roots fragments after clearing with 10% KOH and staining with 0.015% fuchsine acid then, the extent of the mycorrhizal colonization was measured with the gridline intercept method. Also, the presence of the fungus Mortierella sp. in the fine roots was measured with the method developed by Osorio & Habte (2013).

Experimental design and data analysis

Each plant species was considered in an independent experiment with a completely randomized design. Treatments consisted of either individual inoculation with R. fasciculatum (M) or dual inoculation with R. fasciculatum and Mortierella sp. (MF), both inocula in two doses (50 and 100 kg m-3). An uninoculated treatment was included as control. Each treatment had 20 replicates. Data were subjected to analysis of variance and the multiple range test of Duncan for mean separation. Both tests were conducted with a significance level (P) < 0.05 with the software Statgraphics Centurion version XV.

Results and Discussion

As it has been stated (Schroth, & Krauss, 2006), the low soil P availability seems to be one of the most critical issues for land reclamation in the tropics; in order to manage this problem the coinoculation with mycorrhizal fungi and phosphate solubilizing microorganisms may help to reduce this limitation. In fact, our results showed clearly that there was a positive response in plant P uptake and growth of all four plant species to dual inoculation with the arbuscular mycorrhizal fungus R. fasciculatum and the phosphate solubilizing fungus Mortierella sp. The fungus Mortierella sp. can dissolve native or applied insoluble P compounds (e.g., rock phosphate), while the mycorrhizal fungus absorbs P more efficiently than the root does. This produces an additive effect of both microorganisms on plant performance (Osorio & Habte, 2015; Osorio, Habte, & León, 2015). In general, for most of the variables with the dual inoculation the lower dose (50 kg m-3) was the best treatment or at least similar to the higher dose. The results are presented separately by plant species.

Tecoma stans

With plants of T. stans the dual inoculation (MF) with 50 and 100 kg m-3 increased plant height respect to the uninoculated control (7.98 cm) by 108 and 116%, respectively. The individual inoculation also increased the plant height but in lesser proportion 16 and 37% for 50 and 100 kg m-3 doses, respectively (Figure 1A). The dual inoculation (MF) increased significantly the stem collar diameter by 34 and 40% regarding the control (3.2 mm) with the respective doses (i.e. 50 and 100 kg m-3) but there were not significant differences between these values (Figure 1B). The individual inoculation with the higher dose also increased significantly the stem collar diameter by 20%, but it did not happen with the lower dose. The shoot dry weight (SDW) of uninoculated plants had a mean value of 0.40 g/plant, the individual inoculation at 100 kg m-3 increased it by 119%, but it did not happen with the 50 kg m-3 dose (Figure 1C). On the other hand, the increase was even significantly higher with the dual inoculation, 318 and 333% with 50 and 100 kg m-3, respectively. The amount of shoot P was also increased respect to the control plants (0.83 mg P/plant) only with the dual inoculation (MF), 128% and 425% with 50 and 100 kg m-3, respectively (Figure 1D).




Dodonaea viscosa

The plant height of D. viscosa was increased by 105 and 87% with the dual inoculum (MF) with 50 and 100 kg m-3, respectively (Figure 2A). By contrast, there were not significant effects in plant height with the individual inoculation (Figure 2B). The stem collar diameter was only significantly increased with the dual inoculum with the dose of 50 kg m-3. The shoot dry weight increased over the control plants (0.54 g/plant) by 235 and 102% with the dual inoculum (50 and 100 kg m-3, respectively) (Figure 2C). The shoot P content also increased with the dual inoculation (50 kg MF m-3: 369%; 100 kg MF m-3: 223%) respect to the uninoculated control (0.72 mg P/ plant) (Figure 2D).




Fraxinus chinensis

F. chinensis inoculated plants, were significantly higher than the uninoculated plants (9.7 cm). With the individual inoculum, the mean increase was 17% (regardless the dose) and with the dual inoculation it was 37% (regardless the dose) (Figure 3A). The stem collar diameter was significantly increased with the higher dose of the individual inoculum by 39% and even more with the dual inoculum (65 and 62% for 50 and 100 kg m-3 doses, respectively) (Figure 3B). On the other hand, the shoot dry weight was only increased respective to control plants (0.39 g/plant) with the dual inoculum by 260 and 202% with 50 and 100 kg m-3, respectively (Figure 3C). The increase in shoot P content followed the same response pattern, uninoculated plants had a value of 0.83 mg P/ plant and with the dual inoculation the increases were 276 and 404%, respectively (Figure 3D).




Lafoensia speciosa

Uninoculated plants of L. speciosa exhibited a plant height of 4.4 cm, while the inoculated plants were significantly higher by 75%, regardless inoculum type and dose (Figure 4A). The stem collar diameter of uninoculated plants was 1.0 mm and those inoculated was increased by 94% (again regardless inoculum type and dose) (Figure 4B). On the other hand, the shoot dry weight of uninoculated plants was 0.036 g/plant and that of inoculated ones ranged between 0.103 and 0.308 g/plant without significant differences among them respect to inoculum type and dose (Figure 4C). Regarding the shoot P content, the uninoculated plants had a value of 0.065 mg/plant, with the higher dose of the individual inoculum and with both dose of the dual inoculum it was significantly higher and ranged between 0.58 and 0.84 mg P/plant (Figure 4D).




The study of nutrient requirements in the nursery has had increasing interest, being the use of fertilizers the most traditional approach. In addition, from the integrated plant nutrient management perspective the use of biofertilizers has been receiving increasing attention (Pellegrino & Bedini, 2014; Aguirre–Medina, Culebro–Cifuentes, Cadena–Iñiguez, & Aguirre–Cadena, 2014). This is the result of the acknowledgement of the benefits and advantages of symbiotic association between plants and some soil microorganisms. This allowed their use in nursery and plantation practices, for instance, ectomycorrhizal fungi and conifers such those of genus Pinus (Castrillón, León, Osorio, & Carvajal, 2015) and other tropical plant species such as Quercus humboldtii (Fernández, Marchelli, & Fontenla, 2013).

Some nursery experiments with tropical tree species employed in restoration activities have been carried out evaluating their arbuscular mycorrhizal dependency. Most of their results have showed that when soil soluble P concentration is lower than 0.02 mg L-1, tree species respond significantly to mycorrhizal colonization, consequently, an enhancement on growth of the tree species is obtained. By the opposite, as soil soluble P increases up to 0.1–0.2 mg L-1, the dependency of plants on arbuscular mycorrhizal fungi for P uptake diminishes progressively, and tree growth is constrained. In assessing the biometric response at nursery of tree seedlings to inoculation with Glomus aggregatum, Sierra, Castro, & Osorio (2012), did not find increases in the shoot dry weight of Calophyllum brasiliense (mycorrhizal independent) in the inoculated seedlings. In contrast, Sierra, Castro, & Osorio (2015), significant increases in both leaf P content and shoot dry weight, at a 0.02 mg L-1 level in soil solution P, with the mycorrhizal inoculation of seedlings of Nageia rospigliosii, and Senna pistaciifolia Kunth. (Moderately dependent), respectively.

Other studies at nursery have allowed to determine the arbuscular mycorrhizal dependency category of tree species used in tropical forestry and agroforestry. In this way, several authors have reported a very high mycorrhizal dependency for Luehea grandiflora, Senna spectabilis, Tabebuia serratifolia, Sapindus saponaria (Siqueira & Saggin–Junior, 2001), Leucaena leucocephala (Habte & Manjunath, 1991), and Bidens sandvicens (Gemma, Koske, & Habte, 2002).

It has been demonstrated that plant species commonly used in forestry also responded positively to both ectomycorrhizal and endomycorrhizal fungi. This is the case of plants of the Acacia and Eucalyptus genera (Founoune, Duponnois, Ba, & El–Bouami, 2002; Yuan, Huang, Li, & Christie, 2004).

Among biofertilizers with potential use in forestry nursery and plantation are the mycorrhizal fungi and phosphate solubilizing microorganisms, such as those used in this research. Both, constitute an attractive alternative to promote plant performance not only at the nursery but also at plantations in the field (Zaidi et al., 2009). In fact, in most of the cases the level of soil fertility severely limits plant growth and development, particularly in degraded land areas and in abandoned agricultural fields. Under this stage, the use of mycorrhizal fungi at the nursery will provide competitive advantages for plant survival and performance in the field given the increased ability to uptake more nutrients and water that the non–mycorrhizal plants and to protect against root pathogens (Zangaro, Nisizaki, Domingos, & Nakano, 2003).

It is widely reported that P is one of the most limiting plant nutrients, particularly in highly weathered soils of the tropics and in volcanic ash soils, as that used in this study (Schroth & Krauss, 2006). Sepúlveda, Díez, Moreno, León, & Osorio (2014) found that Quercus humboldtii absorbed more P with mycorrhizal inoculation in a volcanic soil characterized by its high P sorption capacity. Comparable results have been found in similar soils with other tropical forestry plant species (Zangaro, Nisizaki, Domingos, & Nakano, 2003).

It is expected that the individual mycorrhizal inoculation at planting overcome the plant P deficiency. However, in some cases this was not enough because the soil P available level was too low (Habte, 2006). As alternative, the dual inoculation involving a fungus capable of dissolving insoluble P compounds may contribute to produce more soil available P and promote the mycorrhizal effects (Turner, Frossard, & Oberson, 2006). Osorio & Habte (2013) found a positive response of Leucaena leucocephala seedlings in a P–deficient Oxisol when Mortierella sp. and Glomus fistulosum were concomitantly inoculated; in this case, the oxalic acid produced by the former dissolved the rock phosphate applied and thus the mycorrhizal fungus had access to more P. Besides, Mortierella sp. is capable of desorbing fixed P from the surface of minerals (Osorio & Habte, 2014), which may also contribute to increase the benefits of the mycorrhizal association on plant P uptake.

Both tested fungi were established in the roots likely as endophytes; some species of Mortierella have been reported as root endophytes in healthy plant. Although they appeared to interact competitively for root colonization sites, the effect they had on plant P uptake and growth was significantly better if they were present together than if R. fasciculatum was present alone. This may be the result of complementary roles that these fungi have on soil P use (P availability and uptake) that can offset the space competition between both and finally produce benefits on host plants. Thus, Mortierella sp. increases soluble P via rock phosphate dissolution whereas R. fasciculatum absorbs efficiently the P released, which is then transferred to the root cells (Osorio & Habte, 2013). This fungal cooperation allows the host plant to capture more P, the most limiting nutrient in tropical soil systems, and consequently promote plant growth; this in turn will favor the allocation of more carbon for both fungal endophytes in the root system (Fellbaum et al., 2014).

It is worth to mention that uninoculated plants did not exhibit fungal colonization in their roots, while those that received the individual inoculum (M) developed typical mycorrhizal structures (internal mycelia, arbuscules, vesicles); the extent of this mycorrhizal colonization was variable and depended on the amount of inoculum applied and the plant species involved (10–65%) (Table 1). On the other hand, uninoculated plants and inoculated with the individual inoculum (R. fasciculatum) did not show colonization by Mortierella sp. in their roots; those that received dual inoculation had values of root colonization by Mortierella sp. that ranged between 87.5 and 100% (Table 1). Plant species differ in their ability to form the mycorrhizal association and in the extent to which the fungus colonize the root tissues. This is likely associated to the capacity of the root to release flavonoids that act as signals between plants and fungus (Scervino et al., 2005; Seddas et al., 2009). However, it is clear that the value of the mycorrhizal colonization is not an indicator of the plant mycorrhizal dependency and/or the effectiveness of the fungus to promote plant nutrient uptake and growth (Siqueira & Sagging–Junior, 2001). Since both fungi are root endophytes they can compete for root space, but in despite of this competition they can have additive effects when both are concomitantly inoculated (Osorio & Habte, 2013).


[bookmark: t1]


Conclusions


	The results showed here for these plant species demonstrate the significance of using dual inoculation as biofertilization to promote plant P uptake and growth at the nursery state and to presumably obtain a better plant development in field conditions. It is clear that the use of arbuscular mycorrhizal fungi can improve plant performance, but such effects can be consistently improved if the P solubilizing fungus can be co–inoculated.
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Resumen

Se diseñó un experimento de campo con el objetivo de investigar el efecto de diferentes niveles de exposición solar (Pleno sol, Sombra regulada y Sombra no regulada) sobre la anatomía foliar de árboles de café (Coffea arabica L., var. Caturra Rojo) en una localidad de la Sierra Maestra, en la provincia Granma, Cuba. Se realizaron estudios histológicos y morfológicos foliares que incluyeron el área foliar de hojas individuales, el grosor de la lámina foliar, de los parénquimas en empalizada y esponjoso, de las epidermis abaxial y adaxial, la densidad y las dimensiones de los estomas. Los resultados demuestran que bajo condiciones de pleno sol, el cafeto muestra características de aclimatación determinadas por una disminución en el área foliar, incremento del grosor histológico foliar, del parénquima de empalizada, de la epidermis abaxial, así como de la frecuencia estomática. En todos los niveles de exposición solar se observó en las células del haz envolvente gran cantidad de cloroplastos. El crecimiento de hojas individuales independientemente del nivel de exposición solar estuvo relacionado con las precipitaciones, siendo las hojas de plantas crecidas a pleno sol de menor área foliar. Las hojas emitidas durante los meses más calientes del año y durante la fase de fructificación fueron más pequeñas.

Palabras clave: Área foliar, histología foliar, frecuencia estomática, fotoasimilados, tasa de fotosíntesis potencial máxima.



Abstract

A field experiment was conducted in order to investigate the effect of different solar exposition levels (open sunlight, regulated shade, and no regulated shade) on leaves anatomy of coffee trees (Coffea Arabica L. Var. Caturra Rojo) at the Sierra Maestra– Granma, Cuba. Histological and morphological leaf studies were made related with leaf area, leaf, palisade and spongy parenchyma thickness, thickness of abaxial and adaxial epidermis, number and dimensions of stomata. In open sun light conditions, the coffee trees showed some adaptation features characterized by a slower leaf area, an increasing of leaf area, palisade parenchyma and the epidermis thickness and higher stomata frequency. In all three solar exposition levels a greater chloroplasts quantity around the bundle sheet cells were observed. The growing of individual leaves was related to the rain independently from the exposition levels to the sun. The leaves of coffee plants growing under an open sunlight exposition showed the lower leaf area. The leaves growing during the hotter months while fructifying showed the smallest size.

Keywords: Leaf histology, leaf area, stomatal frequency, photoassimilates, maximum potential rate of photosynthesis.



Introducción

La respuesta de los árboles de café a diferentes niveles de exposición solar es el objeto de estudio más ampliamente difundido en la caficultura moderna. Sin embargo, los resultados no son del todo consistentes y se convierten, en la mayoría de los casos, en conclusiones que dependen de aspectos característicos de la localidad o del agro–ecosistema objeto de estudio. El funcionamiento del agro–ecosistema cafetalero depende de factores tales como el tipo de suelo, la sombra utilizada y de las prácticas de manejo que se adopten, ya sea formando parte de un sistema agroforestal o a pleno sol (Velasco et al., 2001a; Da Matta y Rodríguez, 2007).

En Cuba, el café se desarrolla bajo la sombra que le proyectan otros árboles, al igual que en la mayoría de los países cafetaleros de América Latina (Cardona–Calle y Sadeghian, 2005); aunque se han desarrollado diversas investigaciones para estudiar su comportamiento a pleno sol ( Velasco et al., 2001b; DaMatta y Rodríguez, 2007; Morais et al., 2004; Sadeghian, 2011; y Pompelli et al., 2012), con resultados que demuestran patrones de adaptación y plasticidad del café a niveles contrastantes de radiación solar y en algunos casos, rendimientos agrícolas superiores a los obtenidos en Cuba con la aplicación de las Normas Técnicas vigentes para el cultivo; bajo cuyas condiciones el nivel de exposición a la radiación solar definido es del 70% de intensidad de la radiación solar. Los resultados en el ámbito mundial y dentro de Cuba, demuestran que el nivel óptimo de exposición solar depende de muchos elementos, entre ellos se encuentran los ecológicos, topográficos, biológicos y de manejo del cultivo, por lo que no existe un patrón fijo de exposición a la radiación solar que pueda, por sí solo, provocar cambios en el desarrollo y productividad del cultivo.

La morfología y anatomía foliar del cafeto en relación con el nivel de exposición solar al que se cultiva ha sido objeto de estudio de numerosos investigadores (Fonseca et al., 2000; Morais et al., 2004 y Pompelli et al., 2012). El número de estomas decreció linealmente con los niveles de luz en todos los cultivares, en 20 y 40% en las plantas cultivadas a 50 y 30% de luz solar total respectivamente, mientras que las dimensiones de los estomas (largo y ancho) no fueron significativamente afectados por los niveles de luz. El grosor del parénquima en empalizada y esponjoso aumentó con el incremento del nivel de radiación solar; las plantas cultivadas a 50 y 30 % de luz solar, mostraron reducción del grosor total de la hoja de 6,5 y 13% respectivamente.

De los resultados antes expuestos se infiere que el cafeto tiene la capacidad de aclimatarse a niveles contrastantes de luz. No obstante, las modificaciones estructurales de la hoja, inducidas por las altas radiaciones solares, no serían de relevancia fisiológica a menos que la tasa de fotosíntesis neta incremente conforme a estos cambios; una respuesta que no ocurre en plantas obligatorias de sombra.

Los resultados que aquí se muestran, forman parten de una serie de investigaciones realizadas en la región oriental de Cuba con el objetivo de estudiar los cambios fisiológicos y anatómicos en hojas de árboles de café cultivado a diferentes niveles de exposición solar en las condiciones de la Sierra Maestra, el mayor macizo montañoso de Cuba.

Materiales y métodos

Localidad

El estudio se realizó en la localidad de "Banco Abajo", la cual se encuentra ubicada a 20°, 4' N y los 76°, 47' W, a 450 m.s.n.m., sobre un suelo Fersialítico pardo rojizo con pendiente del 30%.

Diseño experimental

Se diseñó un experimento en bloques al azar con tres réplicas y tres niveles de exposición a la radiación solar: Pleno sol (PS), 70 % de la radiación solar (SR), según lo establecido en las Normas Técnicas para este cultivo, para lo cual se podaron los árboles de sombra de forma que interceptaran el 30% de la radiación solar, de acuerdo con mediciones realizadas con Piranómetros colocados en bases metálicas por encima del dosel de los cafetos, y sombra no regulada (SNR), en el que se dejaron los árboles de sombra a libre crecimiento sin regulaciones durante todo el ciclo de crecimiento del cultivo. La densidad de plantación establecida fue de 12500 plantas·ha-1 y las unidades experimentales tuvieron dimensiones 200 m2.

Las fertilizaciones y demás labores agro–técnicas se realizaron según lo establecido en las Normas Técnicas vigentes para el cultivo (MINAGRI, 1987).

Variables climatológicas

Las precipitaciones acumuladas en esta zona oscilan entre 1800 y 2200 mm anuales, con 1200 y 1400 en períodos lluviosos. La temperatura promedio anual es de 20–22 °C; las máximas absolutas se encuentran entre 32 y 34 °C, mientras que las mínimas oscilan entre 6 y 8 °C. La insolación media anual está en el rango de 2500 a 2700 horas luz y la radiación global anual de 15,5 MJ·m-2

Los árboles predominantes en el área experimental fueron Samanea saman Mer, Gliricidia sepium Jack e Inga vera W. La variedad de café utilizada fue "Caturra Rojo".

Radiación solar

La cantidad de energía radiante incidente por unidad de área se determinó con tres piranómetros, colocados simultáneamente en el centro de las parcelas siguiendo las curvas de nivel. Se dispuso el sensor del equipo sobre un soporte metálico por encima de la copa de los cafetos para impedir el efecto del autosombreo de los mismos. Durante dos años consecutivos se midió esta variable tres días por mes (una vez en cada réplica) durante 15 minutos (30 minutos durante las horas cercanas al mediodía).

Características anatómicas de las hojas

Fueron muestreadas 10 hojas de 5 plantas por tratamiento, durante la fase de crecimiento del fruto. Las variables densidad, dimensiones de los estomas y cortes histológicos se realizaron a partir de muestras de hojas recogidas del 3er al 4to par de hojas seleccionadas desde el ápice de las ramas plagiotrópicas centrales de la planta. La densidad estomática, grosor de la lámina foliar, las epidermis abaxial y adaxial, de los parénquimas en empalizada y esponjoso, la longitud y ancho de las células oclusivas se determinaron a partir de impresiones foliares con acetato de celulosa diluido en ácido acético, tomadas de la parte central de la lámina foliar. El grosor de la epidermis incluyó en ambos casos, adaxial y abaxial, la cutícula. El ancho de las células oclusivas se obtuvo a partir de mediciones en la parte central y transversal de las células oclusivas, seleccionando los estomas que se encontraban cerrados para evitar el efecto del estado de apertura o cierre en que se encontraban al momento del muestreo. Las medidas fueron obtenidas a partir de 10 campos de área conocida con el empleo de un microscopio óptico Karl Zeiss.

Para la realización de los cortes histológicos se utilizó como fijador una solución de formol– ácido acético–etanol (FAA) al 50%, siguiendo posteriormente el método de inclusión en parafina con deshidratación de tejidos con una serie creciente de alcohol butílico terciario, a través de cortes transversales de 7 µm de grosor de la lámina foliar, en un micrótomo de deslizamiento horizontal. Para la tinción de los tejidos se empleó azul de toluidina pH 4.0 (Benetti et al., 1992(

Área foliar

Se seleccionó una planta al azar en cada parcela y dos pares de hojas jóvenes emitidas mensualmente de las primeras ramas plagiotrópicas del tercio superior del dosel. Durante dos ciclos reproductivos del cafeto se siguió la dinámica del crecimiento foliar, en distintas épocas del año y fases fenológicas del cultivo. El área foliar se calculó indirectamente a partir de la longitud de cada una de las hojas.

Análisis estadístico

Para demostrar la hipótesis del efecto del nivel de exposición solar en el largo y ancho de las células oclusivas, el grosor de la epidermis abaxial y adaxial, así como de los parénquimas en empalizada y esponjoso, así como la densidad estomática se realizaron Análisis de Varianza multivariado (MANOVA) y univariado (ANOVA). Las diferencias estadísticas entre las medias se determinaron con la prueba de Tukey (p<0,05). La relación entre el área foliar y las precipitaciones se demostró a través de análisis de correlación para cada uno de los niveles de exposición solar. Todos los análisis se realizaron con el Software STATISTICA ®.

Resultados y Discusión

Durante el primer ciclo productivo, el mayor crecimiento foliar se manifestó en los cafetos expuestos a mayor sombra no regulada (SNR) durante la mayoría de los meses del año. Durante el segundo ciclo, el crecimiento fue similar en ambos niveles de exposición solar, excepto en los meses de enero, febrero y junio, momentos en los cuales los cafetos expuestos a SR desarrollaron hojas de mayor tamaño (Figura 1). Los cafetos expuestos a pleno sol desarrollaron hojas de menor tamaño en la mayoría del período evaluado para el primer ciclo, excepto en los meses de julio, septiembre, octubre y noviembre para el primer ciclo y en mayo del segundo, en el que las hojas expuestas al sol mostraron un crecimiento intermedio en comparación con las hojas expuestas a sombrío (Figura 1).




Morais et al. (2004), encontraron que cuando plántulas de cafeto se cultivan a pleno sol, las hojas disminuyen su crecimiento en un 27% en comparación con aquellas que se cultivan al 50% de exposición solar. En este sentido argumentan, que las alteraciones en el crecimiento encontradas en hojas de cafetos expuestos a diferentes niveles de exposición solar pueden atribuirse a variaciones en las concentraciones de los reguladores de crecimiento. Se ha demostrado que las auxinas son responsables de la distensión celular y que son capaces de migrar a los sitios menos iluminados de ambas caras de la lámina foliar. Al concentrarse en los sitios menos iluminados provocan mayor crecimiento celular. Como resultado las hojas más iluminadas concentran auxinas dentro del mesófilo a diferencia de lo que ocurre en las hojas sombreadas, cuyas auxinas se diluyen en toda la hoja, incluyendo el mesófilo y la epidermis. Esta diferencia en la distribución de las auxinas es, en gran medida, responsable de las diferencias estructurales, permitiendo la distensión de las células epidérmicas de las hojas sombreadas y de ahí su mayor crecimiento.

En cuanto a las variaciones estacionales, los coeficientes de correlación calculados entre el área foliar y las precipitaciones ocurridas en ambos ciclos, puede explicar la disminución del área foliar en los meses de noviembre a febrero, ya que en ambas etapas, se observan períodos de mínimo crecimiento durante los meses de menor precipitación, principalmente aquellos comprendidos entre diciembre–enero, julio–agosto, así como una disminución evidente en noviembre para ambos ciclos y diciembre, para el primero de los ciclos de desarrollo del cultivo de Café.

Las disminuciones en el área foliar durante los meses de junio–agosto pueden estar muy probablemente asociadas también con las altas temperaturas registradas durante esos meses, como resultado del efecto concomitante de las altas radiaciones solares. En este período los cafetos están sometidos a las altas temperaturas de verano, momento en el cual la hoja puede llegar a alcanzar temperaturas de 20 °C por encima de la temperatura del aire, por lo cual Rena y Maestri (1986), atribuyeron a este factor la disminución en el área foliar observada en cafetos en Brasil. Paralelamente, durante esta época se combinan las bajas precipitaciones, influyendo significativamente en el crecimiento de este cultivo.

No obstante, los argumentos que justifican el efecto negativo de las altas temperaturas sobre el crecimiento del cafeto son un tanto contradictorios. Al respecto se han observado valores de fotosíntesis neta de hasta de 11–12 µmol· m-2· s-1 de fijación de CO2; cuando la temperatura foliar registra valores entre 32–34°c. Bajo estas mismas condiciones la conductancia estomática foliar es superior a 25 µmol·m-2·s-1 (Carvalho et al., 2003 y Silva et al., 2004). Bajo condiciones controladas con suministro de CO2 y luz saturante, la tasa de fotosíntesis potencial máxima se alcanza a temperaturas de 35°C.

Barros et al. (1997), indicaron que en Viçosa, Brasil la disminución del área foliar unitaria se produce desde la mitad de enero hasta finales de marzo, tanto en cafetos regados como sin riego y no encontraron relación con el potencial hídrico. Otros autores afirman que si las temperaturas son adecuadas, el crecimiento foliar responde más a la distribución de las lluvias (Rena et al., 1994) citados por Barros et al. (1997).

Otro argumento válido para explicar la disminución del crecimiento foliar durante los meses de junio–julio podría ser que durante este período el cultivo se encuentra en la fase de fructificación, hecho que podría estar estrechamente relacionado con el limitado crecimiento mostrado a nivel de planta. Este resultado apoya la hipótesis de que la presencia de frutos, el principal sumidero del cultivo, compite con el crecimiento foliar al limitar la movilización de fotoasimilados hacia los tejidos vegetativos y reduce el crecimiento (Bakker, 1998); de lo cual se infiere que durante este período, las plantas invierten mayor cantidad de energía y fotoasimilados para suplir las demandas de los frutos en crecimiento.

Durante la fase de fructificación, se acelera la demanda de fotoasimilados y minerales de la planta, la cual se suple a través del transporte de nutrientes y fotoasimilados desde las hojas, provocando la caída de las mismas. Se infiere entonces, que las afectación en el crecimiento foliar del cafeto en las condiciones desfavorables, se manifiesta tanto por una excesiva abscisión foliar, como por su tamaño limitado.

Al analizar las variaciones en las características anatómicas foliares y en correspondencia con el análisis de varianza multivariado (MANOVA), las hojas de los cafetos expuestos a mayor intensidad de radiación solar muestran modificaciones significativas (λ de Wilk=0.84 P <0.001) de las dimensiones en la estructura anatómica foliar (Tabla 1). De manera general, las hojas desarrolladas a pleno sol son aproximadamente 2,5% más gruesas que las de SR y 5,4% que las de SNR, mientras que esta diferencia para el parénquima en empalizada es del orden del 12 y el 16,4%, respectivamente. Benetti et al. (1992), en Brasil, obtuvieron resultados equivalentes y demostraron que cuando el cafeto se cultiva a 50 y 30% de luz, las hojas presentan reducciones de 6,5 y 13% del espesor del mesofilo, respectivamente.

De todos los indicadores evaluados, al observar la significación estadística del ANOVA univariado (Tabla 1), el grosor del parénquima en empalizada fue el que mayor discriminación mostró entre tratamientos, indicando que esta variable fue la que más se modificó en función de los niveles de radiación solar.




Las observaciones microscópicas revelaron que las hojas de los cafetos crecidos a pleno sol muestran mayor longitud de las células del parénquima en empalizada, de la epidermis abaxial y del grosor de la lámina foliar (Figura 2), aunque estos incrementos no significaron la aparición de una segunda capa de células en el parénquima en empalizadas, como suele ocurrir en estos casos. Morais et al (2004), por su parte demostraron que las hojas de cafetos expuestos al sol desarrollan hojas con parénquimas en empalizada y esponjoso más gruesos. Las células del parénquima en empalizada de las hojas de sol fueron más alargadas que las de sombra.




En cuanto a las dimensiones de los estomas, solamente el ancho de las células estomáticas mostró diferencias estadísticamente significativas a favor de los cafetos expuestos a mayor iluminación.

Las variaciones observadas en dichas dimensiones en cada una de las condiciones de luz podrían en cada caso variar la absorción de la luz.

Los cloroplastos dentro de las células del parénquima de empalizada y lagunar en hojas expuestas y sombreadas se distribuyen en la periferia de las paredes de la célula (Figura 3).




En ambas figuras, (Figuras 2 y 3), se observan en aquella posición ligada al carácter de ser célula parenquimatosa con una gran vacuola que desplaza los cloroplastos a la periferia, lo cual es otra evidencia de los mecanismos que desarrolla la planta para maximizar la absorción de la radiación solar, indicando, y de acuerdo con Taiz & Zeiger (1998), que el reordenamiento de los cloroplastos dentro de la célula puede cambiar la cantidad de luz absorbida por la hoja, sobre todo si las condiciones de luz son limitadas.

De modo general, los estomas responden fuertemente a la demanda evaporativa de la atmósfera, lo cual causa reducción significativa de la conductancia estomática en la medida en que el aire se torne más seco (DaMatta y Rodríguez, 2007; Barros et al., 1997; Pinheiro et al., 2005; Tausend et al., 2000). En las horas del día cuando se registra alta temperatura del aire y la HR es mayor, como ocurre en las plantaciones arborizadas, puede observarse mayor apertura estomática, especialmente cuando el suministro o la disponibilidad de agua no es un factor limitante. En este sentido, los estomas de los árboles del café, pueden responder a las variaciones en relación a la demanda de evaporación en forma independiente del status hídrico foliar. De cualquier modo, la alta sensibilidad de los estomas del café a la H.R., y a la reducción de la disponibilidad hídrica en el suelo, pueden ocasionar una restricción significativa en la producción, especialmente en zonas con períodos de sequía prolongados y demanda de evaporación significativamente alta. Por lo tanto, en plantaciones de café ubicadas en regiones que poseen ese tipo de condiciones agroclimatológicas, el riego puede ser poco satisfactorio en ausencia de arborización. Además, una apropiada densidad de árboles por unidad de área, sembrados con el objeto de mejorar las condiciones agroclimatológicas, puede favorecer el intercambio gaseoso foliar y atenuar los efectos adversos de la demanda de evaporación de la atmósfera, ofreciendo como resultado un incremento en la eficiencia en el uso del agua de la plantación (Da Matta y Ramalho, 2006).

La mayor frecuencia estomática se registró en los cafetos expuestos a pleno sol y disminuyó significativamente en la medida que incrementó la sombra (Tabla 2). La existencia de una correlación negativa entre la frecuencia estomática y el área de la hoja significa que el incremento en la radiación solar, lejos de provocar aumento del número de estomas favorece mayor agrupamiento de los mismos, presumiblemente debido al menor tamaño de las hojas. Por último, la relación entre la frecuencia estomática y el grosor de la hoja demostró que las plantas de sol y SR presentan mayor proporción de estomas por área por cada µm de espesor de la hoja, lo cual presumiblemente le confiera mayor capacidad intercambio de CO2.


[bookmark: t2]


En las hojas de cafetos expuestos al sol, el parénquima en empalizada representa el 30% del grosor de la hoja, significativamente superior que las hojas de sombra (26,6 y 25,6 % respectivamente para SR y SNR). Contrariamente a lo que ocurre en el parénquima esponjoso en las hojas de sol, cuya proporción es de 50,9% del grosor de la hoja, significativamente inferior a los tratamientos de sombra (Tabla 2).

El análisis de regresión múltiple realizado entre el grosor de la hoja en función del resto de las características anatómicas demostró, a partir de la magnitud de los coeficientes Beta (Tabla 3), que es el grosor del parénquima esponjoso el que más contribuye al incremento del grosor de la hoja, seguido del parénquima en empalizada, la epidermis adaxial y abaxial respectivamente, mientras que la contribución de las epidermis no fueron significativas.
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Todos los cambios anatómicos observados en este estudio, como consecuencia del efecto de la radiación solar, se pueden considerar como mecanismos de aclimatación de la planta para evitar y/o disipar el exceso de energía radiante, acorde con lo planteado por Valladares y Pugnaire (1998), para el caso de las plantas de sol, mientras que las de sombra necesitan desarrollar mecanismos que le permitan absorber la pobre cantidad de luz disponible, de ahí el incremento en la superficie foliar.

Conclusiones


	El sistema foliar de los árboles de café expuestos a una radiación solar mayor, resultaron de menor tamaño, mayor grosor histológico del parénquima en empalizada y mayor frecuencia estomática.

	El crecimiento foliar de los árboles de café, independientemente del nivel de exposición solar, está estrechamente relacionado con las precipitaciones y la época fenológica del cultivo.
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Resumen

Actualmente, existe un interés por comprender los aspectos fisiológicos involucrados en la obtención de altas producciones en diferentes cultivos y su relación con la disponibilidad de nutrientes en el sustrato. Este conocimiento ayudará en las recomendaciones de dosis acertadas de nutrientes, evitando problemas asociados a desequilibrios tanto en el suelo como en el medio ambiente. Este trabajo evaluó algunas respuestas fisiológicas de Gerbera jamesonii frente al efecto de cuatro tratamientos de fertilización nitrogenada (75, 56, 94 y 112.5 mgN planta-1 día-1). Al mismo tiempo se buscó relacionar estas posibles respuestas con características de crecimiento. Las plantas se distribuyeron en un diseño completamente al azar con 3 repeticiones, a las cuales se les midieron las variables de intercambio de gases (asimilación de CO2, transpiración, conductancia estomática), potenciales hídricos foliares y rendimiento cuántico del fotosistema II. Estas variables se relacionaron con el crecimiento vegetativo (área foliar total) y las variables de calidad y producción de flores (longitud y diámetro de tallos florales, diámetro del capítulo floral y el número de flores mensuales). Los resultados muestran que el aumento en la dosis de N a nivel del sustrato trajo como consecuencia un aumento en la asimilación de CO2 (de 9.2 a 12.1 µmol m-2 s-1). Sin embargo, es posible reducir la dosis de fertilización de N en un 25% (56 mgN planta-1 día-1) sin afectar la producción mensual de flores ni la calidad de estas (no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05)).

Palabras clave: Asimilación de CO2, fluorescencia de clorofila a, intercambio de gases, producción de flores.



Abstract

There is a current interest in understanding the physiological aspects involved in gaining high crop yields, and their relationship with biomass production and substrate nutrient availability. This knowledge will allow the recommendation of accurate nutrient doses, avoiding problems associated to imbalances in both the soil and the environment. This study evaluated some physiological responses of Gerbera jamesonii (cultivar Cirilo®) under the effect of four nitrogen fertilization treatments (75, 56, 94 and 112.5 mgN plant-1 day-1). We also sought to relate these possible responses with growth characteristics. Plants were arranged in a completely randomized design with 3 replications to which gas exchange (CO2 assimilation, transpiration, and stomatal conductance), leaf water potential and quantum yield of photosystem II were measured. These variables were related to vegetative growth (total leaf area) and quality and flower production variables (floral stem length and diameter, flower head diameter and number of monthly flowers). The results show that increasing substrate N doses resulted in an increase in CO2 assimilation for this cultivar (from 9.2 to 12.1 mmol m-2s-1). However, it is possible to reduce N fertilization by 25% (56 mg N plant–1 day–1) without affecting monthly flower production and quality variables (no significant differences were found between treatments (P>0.05)).

Keywords: Chlorophyll a fluorescence, CO2 assimilation, flower production, gas exchange.



Introducción

El nitrógeno es el principal limitante de la productividad en las plantas, por ello en la producción agrícola, según el estado nutricional del suelo, se utilizan fertilizantes nitrogenados inorgánicos para compensar algunas deficiencias. Sin embargo, la aplicación de fertilizantes nitrogenados es en general ineficiente debido a que sólo una tercera parte del fertilizante aplicado es absorbido de forma eficiente por el cultivo (Shrawat et al., 2008). Esta eficiencia es expresada como: unidad de biomasa generada por unidad de nutriente aplicado. En el caso del nitrógeno, la eficiencia fisiológica va a depender de las características de la especie y de la disponibilidad de dicho nutriente (Shrawat et al., 2008). Dado que la maquinaria fotosintética requiere más de la mitad del nitrógeno foliar, la fotosíntesis será afectada por la disponibilidad de nitrógeno, independientemente de que la variación de nitrógeno foliar sea causada por la disponibilidad de este nutriente en el suelo, por la edad de la hoja o por incrementos en la radiación.

Los procesos primarios que determinan el crecimiento vegetal son los que involucran el intercambio de gases entre las hojas y el aire circundante, fotosíntesis, respiración y transpiración (Taiz y Zeiger, 2006). Estos procesos también influyen en la distribución de biomasa entre órganos y en el rendimiento del fruto (Peil y Galvez, 2012). El intercambio de gases se lleva a cabo a través de los estomas y responde a diversos factores ambientales, entre los que destacan la luz, concentración de CO2 y disponibilidad de nitrógeno (Schulze et al., 2005). Los asimilados, producidos por la fotosíntesis en los órganos fuente pueden ser almacenados o transportados, vía floema, a los diferentes órganos sumideros. Se considera que el suministro de nitrógeno a la planta traería consigo un aumento de su tasa fotosintética, incrementando el crecimiento de los cultivos dado que toda la materia seca producida por la planta depende totalmente de este proceso (Peil y Galvez, 2012).

Por ejemplo, en trigo (Triticum aestivum L.), girasol (Helianthus annuus L.) y maíz (Zea mays L.) se demostró que al aumentar el suministro de N se aumentó la asimilación de CO2 (Lindquist, 2001; Cechin y de Fátima, 2004). Aunque hasta ahora no se utilice la tasa fotosintética como indicador directo para incrementar el rendimiento de un cultivo dentro de un programa de mejoramiento genético, algunos cultivares de trigo seleccionados para alto rendimiento de grano presentan tasas altas de fotosíntesis como característica asociada. Lo mismo ocurre con genotipos de soya (Glycine max L.), frijol (Pisum sativum L.) y rosas, donde los mayores rendimientos mostraron también altas tasas de asimilación de CO2 (Gutiérrez et al., 2005; Plaut et al., 2006).

Específicamente en Gerbera jamesonii, este patrón descrito anteriormente: aumento de la producción del cultivo debido a un aumento en la fertilización nitrogenada parece no estar muy claro, ya que se ha encontrado que aunque se aumente la cantidad de N en un 30 o 40% esto no repercute en un aumento en la producción mensual de flores, sin importar la variedad o cultivar de G. jamesonii estudiado (Ortega et al. 2006; Şirin 2011). Zheng et al. (2005) concluyen que es posible reducir la fertilización nitrogenada hasta en un 50% en el cultivo de las gerberas, sin afectar el desarrollo de la planta ni el rendimiento floral de estas.

Actualmente existe un interés por comprender los aspectos fisiológicos involucrados en la obtención de altas producciones en diferentes cultivos y su relación con la disponibilidad de nutrientes en el sustrato. Este conocimiento ayudará en las recomendaciones de cantidades acertadas de nutrientes, evitando problemas asociados a desequilibrios tanto en el suelo como en el medio ambiente. Dado que existe poca información fisiológica que permita explicar las respuestas de G. jamesonii a cambios en el suministro de nitrógeno, lo cual es importante para comprender su relación con la producción de flores. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes tratamientos de fertilización nitrogenada, sobre las tasa de intercambios de gases y actividad fotoquímica, y su relación con la calidad y productividad del cultivo de G. jamesonii.

Materiales y métodos

El estudio se llevó a cabo en un invernadero ubicado en la Estación Experimental Santa Rosa, Instituto de Investigaciones Agropecuarias (IIAP), Universidad de Los Andes (ULA), Mérida, Venezuela, localizado geográficamente a 8°35'30'' N y 71°08'30'' O, a una elevación de 1920 msnm. El invernadero es tipo túnel, con un área de 162 m2 y altura máxima de cumbrera de 6 m. El microclima dentro del invernadero fue monitoreado constantemente cada 30 minutos con sensores de temperatura del aire y densidad de flujo fotónico fotosintético conectados a una microestación (Marca HOBO, Onset Inc., USA). Se registró una temperatura máxima promedio de 24.5°C a las 12:00 h, y una mínima de 12.5°C a las 6:00 h. Las máximas radiaciones promedio se registraron entre las 11:00 y las 13:00 h estando siempre alrededor de los 500 µmol m-2 s-1.

El experimento se hizo en plantas de 3 años de edad del cultivar Cirilo® (Florist) de la especie G. jamesonii, sembradas en bolsas de 30 cm de alto y en un sustrato compuesto en partes iguales por arena y compost de caballerías. Se colocaron 10 plantas m-2 en un diseño completamente al azar.

Tratamientos. Se evaluaron 4 tratamientos de fertilización nitrogenada (Tabla 1), teniendo como control (T0) la cantidad de nitrógeno usado para el cultivo de gerberas en la estación experimental IIAP – ULA (75 mgN planta-1 día-1; Jaimez et al., 2013), un tratamiento con una concentración 25% por debajo del control (T1), otro 25% por encima (T2) y uno último 50% por encima del control (T3). Las dosis se aplicaron 3 veces por semana, de igual modo cada tratamiento recibió la misma formulación de los macro y micro nutrientes: K2O= 48%; Ca= 0.05%; Mg=0.10%; S= 0.05%; Fe= 0.10%; Zn= 0.05%; Cu= 0.05%; B=0.02%; Mo= 0.0005%; Mn= 0.05% (obtenidos de 1.12 g día-1 del producto comercial soluble Grow More®) y la misma cantidad de agua (325 ml día-1, mediante sistema de riego por goteo). 
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Para tener certeza de que el estado hídrico o lumínico no estuviera determinando diferencias entre los tratamientos, mensualmente se midió el potencial hídrico foliar (Ψ) y la fluorescencia de clorofila a. Las mediciones del Ψ se llevaron a cabo a las 11:00 h simultáneamente con las mediciones de intercambio de gases, en una hoja de tres individuos distintos por tratamiento, utilizando una cámara de presión de Schölander (MS modelo 600, Cornwallis, Oregon, USA). La eficiencia fotosintética (Fv/Fm) fue medida con un fluorímetro portátil modelo PAM 2100 (Heinz Wals GmbH, Alemania), en una hoja por planta, de tres individuos diferentes, para cada uno de los tratamientos. Dichas mediciones se hicieron en hojas previamente cubiertas por dos horas, con el fin de garantizar que todos los centros de reacción del fotosistema II estuvieran abiertos.

Medición de intercambio de gases. Para las mediciones correspondientes al intercambio de gases (asimilación de CO2 (A), transpiración (E) y conductancia estomática (Gs)) se utilizó un analizador infrarrojo de gases portátil (ADC LC–4). Las mediciones se hicieron en 3 individuos, en hojas completamente expandidas (una hoja por cada planta). Estas variables se midieron mensualmente, a partir de los 15 días después del inicio de la primera fertilización, a la hora de máxima radiación (entre las 10:00 y las 12:00 h).

Determinación del área foliar total. El crecimiento vegetativo se determinó midiendo el área foliar total (AFT), la cual se obtuvo de la sumatoria del área foliar (AF) de cada planta de cada tratamiento. Dicha AF tuvo que ser estimada a partir de un ajuste matemático lineal. Esta estimación nos permite obtener las AFT sin eliminar hojas de las plantas (Gutierrez y Lavin, 2000), ya que para una óptima producción de flores las plantas de gerbera deben mantener entre 16 y 18 hojas, con lo cual se reducen tanto problemas fitosanitarios, como deformaciones en los pedúnculos e inflorescencias (Jaimez et al., 2013). Fue necesario usar un método no destructivo, realizando una relación entre los valores del AF (la cual fue medida con un medidor de área foliar LI–COR 3100) y el largo (L) y ancho máximo (Am) de 39 hojas de distintos tamaños. El resultado de ajustar un modelo de regresión lineal múltiple para describir la relación entre AF y dos variables independientes (L y Am), se muestra en la ecuación 1.
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Donde: AF: es el área foliar, Am: es el ancho máximo de la hoja y L: es el Largo de la hoja; R2= 0.85, (P<0.001)

Calidad y producción de flores. El efecto de la dosis de N en la calidad de la flor se determinó midiendo la longitud del tallo floral, el diámetro del tallo floral y el diámetro del capítulo floral. Para la medida del diámetro del capítulo se tomó la distancia entre los extremos de las lígulas; la medida del diámetro del tallo florar se tomó en su parte media, y la longitud de este se registró midiendo desde la base hasta la unión con el receptáculo (Ortega et al., 2006). Para la evaluación de la producción de flores se contaron el número promedio de flores mensuales por planta. Las flores listas para cosechar eran cortadas cuando la inflorescencia presentaba dos o tres filas de flores masculinas abiertas.

Análisis estadístico. Los datos obtenidos de las mediciones anteriores (estado hídrico, fotoquímica, intercambio de gases, área foliar total y calidad y producción de flores) presentaron una distribución no normal, por lo cual se usó estadística no paramétrica. Se realizó una prueba de Kruskal–Wallis para hacer comparaciones entre los distintos tratamientos para cada una de las variables medidas. También se hicieron Análisis de correlación de Spearman y análisis de regresiones para medir la relación y la asociación entre variables. Para estos análisis se utilizó el programa Statistix 8® con un nivel de significancia del 95% (P<0.05).

Resultados y Discusión

Los Ψ estuvieron alrededor de –0.5 MPa durante los 4 meses del experimento lo que demuestra que las plantas estuvieron bajo condiciones hídricas favorables durante todo el período de estudio. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).

Por otra parte, todos los tratamientos mostraron una alta eficiencia fotosintética (Fv/Fm) ya que en promedio los valores siempre estuvieron por encima o igual a 0.8. Típicamente el índice Fv/Fm se halla alrededor de 0.8 en plantas no estresadas, y para las gerberas se han reportado valores por encima de 0.81 (Jaimez et al., 2013). Cualquier proceso estresante como: exceso de luz, altas o bajas temperaturas, déficit o problemas ligados al metabolismo del de nitrógeno, se pueden reflejar en una disminución en este índice. No se encontraron diferencias significativas para esta variable entre los tratamientos (P>0.05), lo que permite afirmar que en ningún tratamiento las plantas presentaron daño en el aparato fotosintético.

Intercambio de gases. La tabla 2, resume los valores promedios mensuales de las mediciones de intercambio de gases. La tasa de E mostró un incremento significativo en el T3 con respecto al tratamiento control, encontrándose diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). Sin embargo, la eficiencia en el uso del agua (A/E) no es afectada debido a que la asimilación de CO2 también aumenta. Aunque la Gs no mostró ninguna diferencia estadísticamente significativa entre los tratamientos (P>0.05), los valores más altos para esta variable fueron encontrados en el T3 (tabla 2).
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La tasa de A, mostró diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.001; Tabla 2), el análisis de correlación de Spearman, mostró que hubo una tendencia hacia el aumento de A con el aumento de la dosis de N aplicada (r2= 0.86). Aumentar el suministro de nitrógeno implicó una mayor tasa de A (R2= 0.70), esta misma tendencia ha sido hallada en muchos cultivos Lindquist (2001), inclusive en plantaciones de girasol (Cechin y de Fátima, 2004). Los resultados de esta investigación muestran que una concentración de N por encima de los 112 mgN planta-1 día-1 resulta en mayores tasas de A. Estos resultados indican que una mayor dosis de N contribuye a mantener mayores tasas de asimilación de CO2 y a su vez determinan una mayor asignación de asimilados a reproducción en plantas que se encuentran en sus últimas etapas de producción (3 años).

Las tasas de A reportadas para G. jamesonii, son mayores que las encontradas en este trabajo, lo cual podría ser atribuido a las diferencias genotípicas existentes entre los distintos cultivares de esta especie o a prácticas agronómicas distintas (i.e. la cantidad de N suministrado al cultivo ó cantidad de radiación en el invernadero). Autores como Paradiso et al. (2003), y Zheng et al. (2005), reportan tasas que oscilan entre 12 – 15 µmol m-2 s-1 en condiciones de invernadero, a radiaciones alrededor de los 500 µmol m-2 s-1, pero en otros cultivares (Brittani®, Golden Serena® y Shogun®). Por otro lado, Jaimez et al. (2013), encontraron para el cultivar Cirilo® de un año de edad en el mismo invernadero, tasas de A promedio de 10 µmol m-2 s-1 a una dosis de 75 mgN planta-1 día-1, valor similar al encontrado en este trabajo usando similar dosis de N, lo que pareciera indicar que la tasa de asimilación no cambió con la edad de las plantas.

Área foliar, calidad y producción de flores. El suministro de nitrógeno en el cultivo de las gerberas no afectó el AFT (P>0.05) (Tabla 3), lo que coincidiría con los resultados hallados por Zheng et al. (2005). Sin embargo, otros autores han encontrado que incrementando el suministro de N aumenta el AFT. El análisis de correlación de Spearman en los resultados del presente estudio, demuestra que existe un incremento en el AFT a medida que aumenta la dosis de N (r2= 0.95).
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Lawlor (2002), explica que el suministro de N es crucial para el crecimiento de la hoja debido a la función de las proteínas en el crecimiento de las paredes celulares y el citoesqueleto y por lo tanto en la expansión de las células. Además, concluye que la producción en los cultivos es totalmente dependiente de la provisión de N en cantidades adecuadas en los tiempos correctos del desarrollo de este, y que la consecuencia de los eventos metabólicos basados en proteínas, es que la energía de la luz es utilizada en la reducción de CO2 y NO3 y en la síntesis de asimilados que se utilizaran para el crecimiento vegetativo y reproductivo con un consecuente aumento en la producción. Afirmación que se ve reflejada en la alta relación encontrada en este trabajo entre A, el N suministrado y AFT (R2= 0.84), donde altos valores del área foliar total dependerían del aporte de N, lo que produciría un incremento del área para la asimilación de CO2 por planta con lo que se esperaría un aumento en la producción de biomasa (vegetativa o reproductiva) por planta, Aguilar et al. (2005) encontraron que un mayor crecimiento del dosel vegetal proporciona una mayor intercepción de luz, lo cual incrementa la fotosíntesis y producción de biomasa como resultado de un mayor aprovechamiento de los recursos hídricos y nutrimentales. Ahora bien, con base a esto y a nuestros resultados podemos sugerir que con una mayor área foliar por planta, la producción superior de biomasa en plantas del T3 fue posible, debido a una mayor tasa de fijación de CO2 por unidad de área foliar (Righetti et al., 2007).

La Tabla 3, expone los valores promedio de los indicadores de calidad y producción de las flores para todos los meses de muestreo (exceptuando el primer mes, ya que se tomó como mes de adaptación de las plantas a los tratamientos de fertilización nitrogenada).

El promedio en el número de flores por mes (NpFM), el cual se toma como estimador del rendimiento del cultivo alcanzó su valor más alto (2.9 flores mes-1) en el T3, lo que estaría correlacionado con los valores más altos de A (r2= 0.73). También se obtuvo una alta relación entre la interacción de las variables A, AFT y NpFM en un modelo de regresión lineal múltiple (R2= 0.84). Tanto investigaciones de campo como de laboratorio muestran que el crecimiento de las plantas es muy sensible a la fertilización nitrogenada. La deficiencia de N reduce la producción de hojas y el área foliar total (Toth et al., 2002), lo que resulta en una reducción de la superficie para la intercepción de luz utilizada en la fotosíntesis y una reducción en la asignación de asimilados a órganos sumideros como las flores (Peil y Galvez, 2012). Esto podría indicar que la tendencia de aumento en NpFM en el tratamiento T3 fue debido a menores limitaciones de recursos, y que una gran parte de los fotoasimilados se destinó a esta estructura reproductiva (inflorescencia). El suministro de N no afectó la longitud del tallo floral, el diámetro del tallo floral ni el diámetro del capítulo floral (P>0.05).

Autores como Jaimez et al. (2013), para este mismo cultivar y suministrando 75 mgN planta-1 día-1, reportaron una producción mensual de 2 flores por planta. Autores como Ortega et al. (2006), y Şirin (2011), concluyeron que las variables de calidad de las flores en gerberas no se incrementan cuando se aumenta la dosis de N suministrada. Sin embargo, el hecho de que en este trabajo, bajo cualquiera de las dosis estudiadas, las flores tengan una longitud del tallo floral igual o superior a 40 cm y diámetro del capítulo floral mayor de 8 cm, indicaría que las inflorescencias están clasificadas en el mercado como de calidad 1 o de tipo exportación. Esto permitiría recomendar nuestro tratamiento con menor cantidad de N (T1= 56 mgN planta-1 día-1) ya que con este se mantiene la producción mensual de flores y no se ve afectada su calidad.

Lograr una agricultura sustentable plantea un dilema complejo en donde la meta de alcanzar altos beneficios económicos de los cultivos contrasta con la necesidad de reducir el deterioro ambiental generado en el proceso productivo. Sin embargo, en lo que respecta a la utilización de fertilizantes, un manejo racional y acertado de los nutrientes agregados permite lograr óptimos niveles de productividad y al mismo tiempo se minimiza el impacto sobre el ambiente.

Conclusiones


	Bajo las condiciones climáticas de este estudio, los resultados de este experimento muestran que un aumento del suministro de nitrógeno al cultivar Cirilo® de G. jamesonii determina una mayor tasa de asimilación de CO2 y en consecuencia podría repercutir en un aumento de la biomasa de la planta.

	Este estudio sugiere la viabilidad en términos de una reducción en un 25% de la dosis de nitrógeno en la solución fertilizante utilizada en los Andes venezolanos, para el cultivar Cirilo® de G. jamesonii, sin afectar el desarrollo de la planta y manteniendo los mismos estándares de producción y calidad del cultivo.
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Resumen

Se presenta una aplicación de visión por computadora diseñada para monitorear el desarrollo in vitro de protocormos de la orquídea Oncidium sphacelatum Lindl. A partir de fotografías digitales, el crecimiento y el desarrollo de los protocormos se evaluó mediante parámetros como su tamaño (área en pixeles), el cambio de etapa de desarrollo dentro del proceso de germinación (medido a través del factor de redondez) y el estado de salud (por tonalidad de color). Usando la plataforma Matlab R2012a, la programación desarrollada para analizar estos parámetros se compone de una etapa de segmentación para discernir los pixeles de interés (protocormos) del fondo, una de entrenamiento–aprendizaje para establecer criterios de segregación de los objetos de interés, y una última de clasificación del color. Las características obtenidas por el sistema proporcionan información útil para la evaluación del proceso de germinación de orquídeas en condiciones in vitro, con un ahorro significativo en el tiempo y esfuerzo dedicados por el operador humano.

Palabras clave: Clasificación de patrones, cambios morfológicos, clasificador de color LDA, conjunto de semilla, conservación de especies amenazadas.



Abstract

We report an application of computer vision designed to monitor the in vitro development of Oncidium sphacelatum Lindl., orchid protocorms. Growth and development of protocorms was evaluated in terms of size (measured through the area in pixels), changing in its shape within the germination process (measured by the roundness factor) and state of health (color tone), using digital photos. Programming the software Matlab R2012a, we developed a type of analysis, consists of a first stage as segmentation to discern the pixels of interest (protocorms), a second stage of training and learning to establish criteria for segregation of interest object and a final stage as classification. Programming is performed by R2012a Matlab platform. The characteristics obtained by our system provide useful information for evaluating the germination process of in vitro propagation by orchid grains, with significant savings in terms of hours/work of the human operator.

Keywords: Patterns classification, morphological changes, LDA color classifier, seed set, conservation of endangered species.



Introducción

Las semillas de las orquídeas se encuentran entre las más pequeñas del reino vegetal, básicamente consisten en un embrión y la testa, careciendo de una reserva de nutrientes (Arditti y Abdul–Ghani, 2000). Por ello, para su germinación requieren de una relación simbiótica obligada con hongos micorrízicos tipo Rhizoctonia (Hadley, 1997; Suárez et al., 2006; Valadares et al., 2013). En orquídeas el proceso de germinación empieza cuando la semilla se hidrata y toma un color verde, lo que origina un tejido indiferenciado denominado protocormo, del cual se origina la plántula después de pasar por cinco etapas de desarrollo (Seaton y Ramsay, 2005): (1) formación del protocormo, (2) aparición de los rizoides, (3) aparición del meristemo apical, (4) desarrollo de la primera hoja y (5) aparición de la primera raíz. A partir de la etapa 5 se considera ya formada la plántula (Zettler y McInnis, 1994).

La germinación in vitro de semillas de orquídeas es vista como una herramienta que ayuda en la conservación de especies amenazadas. De la misma manera, conocer el proceso de germinación es básico para mejorar los protocolos de propagación in vitro para estas especies. Sin embargo, monitorear el proceso de germinación in vitro de semillas de orquídeas, conlleva un cierto grado de dificultad debido al tamaño diminuto tanto de la semilla como de los protocormos, implicando además costos en término de horas laborales y el esfuerzo dedicado por quienes lo llevan a cabo. Además, factores como la etapa de desarrollo y el color de los protocormos son subjetivos y dependen del punto de vista de cada operador.

Actualmente existen herramientas de la informática capaces de capturar y procesar imágenes que analizan con exactitud la calidad y clasificación de semillas. Sin embargo, existe un creciente interés en desarrollar aún más estos métodos computarizados para reemplazar los métodos de inspección tradicionales (ISTA, 1999 y AOSA, 2000). A pesar de este amplio interés, el factor de discrecionalidad humana sigue siendo preponderante (Dell' Aquila, 2009) y por otro lado, debido a las diferencias en tamaño, forma y color de las semillas de especies diferentes, se necesita el desarrollo de un protocolo de análisis computacional para cada una de ellas.

Una alternativa capaz de hacer un mejor análisis visual de la calidad y clasificación de las semillas durante la germinación la representan los enfoques que emplean la visión computacional. Este enfoque busca patrones visuales que se puedan relacionar con los cambios biológicos de una manera precisa y objetiva. Por ejemplo, Urena et al. (2001); han utilizado técnicas de lógica fuzzy para evaluar la germinación; Ducournau et al. (2005), han empleado la visión artificial, asociándola a un sistema de temporización, para monitorear los procesos de germinación en semillas de Helianthus annuus L. (Girasol); comparado con los resultados obtenidos por un operador humano, evidenciando el gran potencial de esta herramienta para la evaluación de los procesos de germinación. También, con estas herramientas se han logrado caracterizar las etapas de germinación de la orquídea Chloraea crispa Lindl., para fines de estudios botánicos y descripción del proceso (Verdugo et al., 2007). Más recientemente, Dell' Aquila (2009), ha empleado el área y factor de redondez de la semilla para determinar etapas en la germinación de Lens culinaris Medik. (Lenteja). Además, para identificar con exactitud el comienzo de la germinación, Dell' Aquila (2009); analizó los cambios temporales en las componentes RGB del color, estableciendo patrones en el cambio de color determinantes para considerar en germinación la semillas. El protocolo resultante es muy efectivo en el caso de la lenteja analizada por este autor. Sin embargo, podemos decir que su uso está limitado a una región predeterminada de la imagen y la discrecionalidad del operador humano resulta determinante en la interpretación de los resultados finales.

Con el fin de incrementar la objetividad en el análisis visual de la germinación de semillas de orquídeas y disminuir los tiempos de operación así como el desgaste físico del operador, aquí se propone un protocolo de programación desarrollado para la medición del área, factor de redondez y la clasificación del color durante el desarrollo de protocormos de Oncidium spachelatum Lindl. (Orchidaceae) cultivados in vitro.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Las semillas de Oncidium sphacelatum Lindl., se obtuvieron de una cápsula dehiscente tomada de una planta cultivada en el Jardín Botanico "El Soconusco", ECOSUR unidad Tapachula. Las semillas fueron sembradas según los protocolos de Seaton y Ramsay (2005). Después de dos meses de siembra, se empezaron a tomar fotografías digitales para desarrollar el análisis. El material vegetal se mantuvo en condiciones ambientales controladas a 16 horas de iluminación por día y a una temperatura de 24°C ±2, durante toda la duración del experimento.

Adquisición imágenes computarizadas

Las imágenes de los protocormos en desarrollo fueron capturadas usando un estereoscopio VE–S5C Digital Stereo ZOOM Microscope VELAB™, equipado con una cámara digital de 1.3 MegaPixeles. Para probar el desempeño del protocolo de análisis de imágenes, se tomó una fotografía cada tercer día, un total de 7 imágenes digitales fueron ingresadas al sistema, por un total de 21 días de ensayo.

Protocolo de análisis de las imágenes

Se diseñó una secuencia de operaciones racionales (Figura 1) para llevar a cabo las operaciones de reconocimiento de los protocormos. Las partes de este protocolo se describen a continuación:
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Segmentación

En este bloque, la fotografía digital se dividió en subregiones, cada una correspondió a un protocormo presente en la toma fotográfica; cada subregión se etiquetó con un índice diferente. De esta forma se logró diferenciar los protocormos entre si y del fondo representado por el medio de cultivo. También, se revisaron los valores rojo (R), verde (G) y azul (B) de los protocormos versus el fondo de la imagen, para diferenciar el color típico de los primeros y del segundo. Como resultado, se obtuvo una imagen binaria a la cual se aplicaron operaciones de relleno de formas, eliminación de objetos con contacto sobre los bordes de la imagen, eliminación de áreas de tamaño pequeño (ruido), y finalmente, se etiquetaron las componentes de objetos conectadas.

Extracción de características

Las características o patrones que se extrajeron de cada objeto etiquetado (protocormo) fueron: el área (A), factor de redondez (FR) y las componentes a – b del espacio de color Lab.

Para A se usaron operaciones de conteo de pixeles sobre cada objeto etiquetado. Básicamente se usaron dos ciclos For anidados para recorrer toda la imagen junto con un acumulador para almacenar el número de pixeles de cada objeto. Esa operación determina indirectamente el área o tamaño de cada protocormo.

FR, se originó dividiendo el cuadrado del perímetro del protocormo por el área previamente obtenida multiplicada por 4π, obteniendo así el número de pixeles presentes en el contorno del objeto, según la ecuación empleada por Dell' Aquila (2006):





dónde: FR=Factor de redondez, p= perímetro, A= área del objeto.

Relativamente al color, la manera más común de representarlo es en el sistema RGB, sin embargo existen otras representaciones que pueden facilitar aún más el análisis al representar el color solo con 2 variables, así como lo hace el espacio de color Lab. La primera componente de este sistema contiene solo información de luminosidad, dejando toda la información del color en las otras 2 componentes a–b (Mathworks, 2014). Para extraer las componentes de cromaticidad a–b sobre los objetos etiquetados, se realizó el cambio del espacio de color RGB al espacio de color Lab en todos los pixeles, desechando la primera componente por tratarse de información acerca de su luminosidad.

Entrenamiento

El entrenamiento es la fase de aprendizaje que el programa debe de pasar antes de reconocer cada tono a través de características representativas seleccionadas previamente (grupo de entrenamiento). Así, el programa, a través de un criterio de clasificación aprendido, puede reconocer patrones y asociarlos a una determinada clase.

En el caso específico de los protocormos de orquídeas, los componentes de color a–b de cada pixel se agruparon en dos matrices de características, una etiquetada como "tonalidad–sana" y otra etiquetada como "tonalidad–oxidada", con el objetivo de reconocer protocormos viables y saludables. Se evaluó el desempeño de cinco clasificadores al entrenarlos y probarlos con las dos matrices. El primer clasificador evaluado, conocido como K–nn (K–nearest neighbors), realiza la asignación de clase basado en la clase del vecino (K=1) o vecinos (K>1) más cercanos del grupo de entrenamiento. Se realizó la medición de la distancia que existe entre cada uno de los patrones del conjunto de entrenamiento hacia la muestra a clasificar, etiquetándola con la misma clase del que tuvo la menor distancia (caso K=1 un solo vecino). Para valores de K mayores a uno, se asignó la clase que tenía la mayoría de los K vecinos cercanos. Se evaluaron en esta aplicación uno, tres y cinco vecinos (K=1, K=3 y K=5), tomando como muestras a clasificar el mismo grupo que se usó para el entrenamiento. También, se evaluó el clasificador LDA (Linear Discriminant Analysis), utilizando una función lineal y una cuadrática sobre los datos de entrenamiento. Con el fin de determinar el clasificador más eficiente se calculó el porcentaje de pixeles que fueron clasificados exitosamente y aquellos que no lo fueron tanto en las modalidades de K1, K3 y K5 para el clasificador Knn, como para el análisis lineal discriminante, utilizando una función lineal y una cuadrática. Para el clasificador LDA con función cuadrática, se estableció como frontera la siguiente ecuación para separar los 2 colores en las imágenes de prueba:





donde: K= –403.7486; L= [–0.8114;8.3282]; Q=[0.0238,–0.0246; –0.0246,–0.0089]

Calculado el desempeño de los clasificadores durante el entrenamiento, se decidió emplear el clasificador que presentó el mejor desempeño.

Clasificación

Para evaluar el estado de salud o vigor de los protocormos (objetos etiquetados), de cada pixel se tomaron los patrones de cromaticidad a–b extraídos en la sección de entrenamiento, se graficaron en el plano de color a–b, clasificando el pixel como "tonalidad–sana" si este caía del lado derecho de la función obtenida durante el entrenamiento, en caso contrario se identificó como "tonalidad–oxidada". De esta manera se obtuvo una estimación del estado de salud de cada protocormo.

Resultados y discusión

En la segmentación, las componentes roja y verde no presentaron diferencias marcadas entre protocormos y fondo (medio de cultivo). Al contrario, se observó que la gran mayoría de los pixeles correspondientes a los protocormos mostraban valores inferiores a 25 unidades de la componente azul, mientras que el fondo tenía valores superiores de la misma. Esta diferencia permitió establecer este umbral como primer criterio de segmentación, diferenciando entre medio de cultivo y protocormos, y así continuar con las otras operaciones de segmentación (Figuras 2 y 3).
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La Figura 4, ejemplifica como varían los parámetros A (área en pixeles) y FR (Factor de Redondez) de la imagen digital durante la germinación. El A, forzosamente indica el espacio bidimensional ocupado por el protocormo, y por ende puede asociarse al aumento o disminución de volumen (crecimiento). El FR puede asociarse al desarrollo de protocormo: en una forma perfectamente esférica el factor de redondez equivale a 1 y disminuye a medida que su forma geométrica se hace más irregular. Eso se debe a que durante las etapas de desarrollo del protocormo se pierde la forma esférica/ovoide al aparecer de hojas y raíces, dependiendo de la etapa de germinación en que se encuentre cada protocormo. Por lo tanto, el FR se puede asociar fácilmente al desarrollo de los protocormos durante la germinación y usar su valor para identificar las etapas de desarrollo descritas por Zettler y McInnis (1994).
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También, con el entrenamiento en función del color se pudo distinguir entre protocormos que presentaban un color brillante y fácilmente asociable a un buen estado de salud contra aquellos en que su tonalidad de verde fuese más oscura o al contrario muy pálida, y fácilmente asociable a protocormos con un mal estado de salud (Figura 5). Además de distinguir entre un protocormo con promedio de color aferente a la tonalidad–oxidado, se pudo distinguir al interior de cada protocormo el porcentaje de pixeles que tienen un tono de color verde opaco, café, poco saludable (Figura 6).
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El análisis de color para determinar el estado de salud de los protocormos, la comparación del desempeño de los calificadores evidenció que el clasificador LDA con función cuadrática es el más adecuado produciendo el menor error estadístico (Tabla 1). El clasificador LDA discrimina las dos clases de colores: tonalidad–sana y tonalidad–oxidada, en función de las componente a y b, al analizar una imagen del protocormo (Figura 7). Con este procedimiento se siguió el desarrollo de protocormos de O. sphacelatum durante 21 días, minimizando el esfuerzo en términos de horas de trabajo y desgaste físico. Esta metodología puede ser útil para identificar diferencias entre tratamiento o entre individuos, en términos de crecimiento, desarrollo y estado de oxidación o vitrificación de los protocormos.
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En la Tabla 2, se muestran los valores de A y FR para la imagen procesada de la Figura 6, así como los porcentajes para cada clase de tonalidad obtenida al aplicar el clasificador LDA con función cuadrática como criterio de segregación.
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Dando seguimiento temporal al crecimiento de cada protocormos y analizando la variación temporal de A y FR durante el desarrollo de los protocormos, permite evidenciar los cambios en la tasa de crecimiento de los mismos (Figuras 8 y 9).


[bookmark: f8]


[bookmark: f9]


En la aplicación de esta metodología se debe hacer una buena elección de los protocormos para evaluar su desarrollo. Eso se debe a las variaciones entre individuos en los tiempos de germinación de sus semillas y desarrollo de los protocormos resultantes. Por ejemplo, en las Figuras 8, el protocormo 1 presenta un valor de A (28,761 pixeles) superior con respecto a los demás (entre 15,000 y 16,000) desde la toma inicial, pues su tiempo de germinación fue más rápido; en la Figura 9, el protocormo 3, empieza con un valor del FR (0.81) superior que los demás, por cuestiones que no desarrollo rápidamente primordios foliares. No obstante, esta situación no representa una limitante: un conjunto de semilla tiene una cierta variabilidad genética a pesar que pertenezcan a la misma especie, lo cual produce comportamientos distintos de las semilla en relaciones a las mismas condiciones ambientales, influenciando así el crecimiento y el desarrollo de cada protocormo. Por lo tanto estadísticamente hay que considerar un adecuado número de repeticiones para extrapolar información congruente con la realidad. Además, FR es un parámetro cuyo empleo reduce el juicio subjetivo de un observador que trata de determinar la etapa de desarrollo de cada semilla. Por otro lado, el registro del crecimiento de los protocormos a través de A permite hacer una evaluación de la tasa de crecimiento de éstos sin recurrir a pruebas destructivas. Esto resulta ser una gran ventaja considerando que el número de protocormos suele ser reducido y se encuentran creciendo en condiciones asépticas; de otra manera, la toma de datos métricos implicaría extraer el protocormo del medio de cultivo.

Conclusiones


	El empleo del clasificador de color LDA (Linear Discriminant Analysis) de cada protocormo resultó ser un parámetro que permite determinar el estado de salud del mismo.

	La aplicación de la metodología aquí propuesta permitirá obtener datos objetivos, de forma rápida y fácil sobre la germinación en orquídeas, para mejorar el desempeño y disminuir los costos asociados con la mano de obra relativos al tiempo de análisis manual.
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Resumen

El desarrollo de sensores basados en nanoestructuras de polidiacétileno (PDA) se atribuye a sus propiedades cromáticas, actuando como transductor colorimétrico. Este material único permite un acercamiento de primer nivel de investigadores de ciencias básicas y aplicadas e ingeniería de biomiméticos cromáticos en el país, hacia la síntesis, características y propiedades de bloques nanométricos denominados liposomas para la construcción de sensores basados en polidiacétileno. En el presente estudio, se evaluó el periodo de fotopolimerización y el efecto de estímulos como temperatura, pH, interacción covalente y reconocimiento biomolecular sobre las propiedades cromáticas de los liposomas, su caracterización física se llevó a cabo mediante dispersión de luz dinámica, microscopía electrónica de barrido, y espectroscopia UV–Vis y Fluorescencia. Para efectos de comparación, el indicador denominado respuesta colorimétrica (RC%) se calculó a partir de los espectros de absorción UV–Vis. Una población dispersa de liposomas de tamaño nanométrico se utilizó para todos los experimentos. El valor de RC% más intenso (37,3%) se alcanzó cuando se adicionó una solución básica a los liposomas. En contraste, un RC% moderado de 14,0% y 12,0%, se obtuvo en los ensayos con liposomas funcionalizados con N–hidroxisuccinimida o Tripsina para reconocimiento de Albúmina de Suero Bovino (BSA). Los resultados muestran que los liposomas en solución son estables y facilitan el desarrollo de aplicaciones analíticas colorimétricas sencillas.

Palabras clave: Liposomas, polidiacétileno (PDA), fotopolimerización, respuesta colorimétrica.



Abstract

The development of Polydiacetylene (PDA) sensor due to their conjugation ability of biological or chemical recognition elements; which act as a colorimetric transducer. This particular material allows an approach to synthesis, characteristics and chromatic properties of nanometric blocks called liposomes for chromatic sensors based on PDA. In this research, were studied time of photopolymerization, and the effect of stimuli such as temperature, pH, covalent interaction and biomolecular recognition on chromatic properties of liposomes. Physical characterization of liposomes was performed by scattering light dynamic, scanning electronic microscopy, and UV –Vis and fluorescence spectroscopy. For comparison, the indicator called colorimetric response (CR %) was calculated from the UV –Vis spectra of absorption. A population of dispersed liposomes with nanosized was used for all experiments. The highest CR value was reached when a basic solution was added to the liposomes. In contrast, moderate CR % of 14.0% and 12.0%, was obtained in the trials with liposomes functionalized with N – hydroxysuccinimide or Trypsin for recognition of Bovine Serum Albumin (BSA). The results show that the liposomes are stable in solution and facilitate the development of simple colorimetric analytical applications.

Keywords: Liposomes, polydiacetylene, photopolymerization, colorimetric response.



Introducción

Los liposomas usados tradicionalmente para modelar la membrana celular, también son apreciados por sus características de nanomateriales, denominados nanoliposomas o vesículas submicrométricas de lípidos en doble capa, debido a la capacidad de encapsulación de la bicapa lipídica que es aplicada como vehículo de transporte y liberación de medicamentos o de agentes de contraste y se desempeñan como nanoreactores (Tavares et al, 2006). Las membranas biomiméticas lipídicas poseen dos regiones características a las cadenas hidrofóbicas y las cabezas hidrofílicas de los lípidos que la constituyen, permitiendo modificación de la composición y la configuración estructural o la conjugación funcional de la superficie del liposoma (Gómez y Fernández, 2005). Por consiguiente, se han estudiado liposomas compuestos de ciertos monómeros anfifílicos que se autoensamblan en la bicapa lipídica junto a lípidos naturales y al ser polimerizados incrementan la rigidez y estabilidad de la nanoestructura en estudios de modelamiento celular, como por ejemplo los monómeros de metacriloilos, vinilos o diacetilenos (Rotello & Thayumanavan, 2008; O'Brien, 1985). El Polidiacetileno (PDA) de cadena larga despliega propiedades cromáticas y fluorescentes excepcionales que promueven su uso como el elemento de transducción en sensores ópticos. La cadena polimérica de PDA formada durante el proceso de fotopolimerización se compone de dobles y triples enlaces alternados, que se comportan como cromóforos a 650 nm. Cuando el PDA se estimula por agentes externos que afectan la conjugación polimérica, la intensidad de la interacción causa un cambio en la disposición espacial de la cadena polimérica que induce el desplazamiento de la señal de absorción de luz a 540 nm y representa un cambio visual de azul a rojo ( Kim et al., 2012; Yuan, 2008). La posibilidad de modificar el Diacetileno (DA) monomérico con elementos de reconocimiento biológico y molecular incrementa el número de nanoestructuras de mezclas de diacetileno y lípidos disponibles para el análisis de interacciones químicas y biológicas. La propiedad de los liposomas para desempeñarse simultáneamente como el elemento sensor de la interacción física o química con el analito y como el elemento de transducción de la señal analítica debido a la transformación colorimétrica causada, promueve la explotación de sensores ópticos constituidos por liposomas para la detección de virus, toxinas, bacterias y analitos químicos de interés (Sun et al., 2010; Jaworski et al., 2011; Dogra et al., 2012; Lee et al., 2012). Entre las modificaciones superficiales de los liposomas de PDA/lípido para reconocimiento de analitos, se utilizan frecuentemente la inserción por afinidad química o inmovilización covalente. Por ejemplo, una reacción química de acoplamiento inmoviliza ligandos en el monómero DA que pueden ser agentes de reconocimiento químico o biológico, como aminoácidos, oximas y péptidos, que facilitan la determinación química de pH, fluorofosfatos de diisopropilo, y trinitrotolueno (Jaworski et al., 2011; De Oliveira et al., 2013). En cuanto a los receptores biológicos covalentemente inmovilizados en la membrana lipídica de los liposomas algunos como biotina, epitopes específicos, glicolípidos y lisina se han aprovechado para el reconocimiento de estreptavidina, anticuerpos, Escherichia coli y Salmonella, entre otros (Jaworski et al., 2011; Dogra et al., 2012; Lee et al., 2012 . La Albúmina Sérica Bovina (BSA), puede formar enlaces covalentes con el ligando éster de hidroxisuccinimida, al igual que sirve de substrato para la actividad proteolítica de la enzima tripsina modelable para diversos sistemas bioquímicos (Kim et al., 2010; Sun et al., 2010). Por lo tanto, se seleccionó como modelo para las interacciones con el ligando molecular y con el ligando biológico.

Las herramientas analíticas basadas en liposomas poliméricos cuantifican la conversión de los liposomas conjugados azules a rojos mediante el indicador, respuesta colorimétrica porcentaje (RC%) que ofrece la ventaja de una parametrización sencilla de la transición colorimétrica resultante de la interacción entre el analito con el PDA o el ligando del PDA modificado. El indicador estándar del cambio colorimétrico se define a través de la ecuación 1, reportada por Sun et al. (2010):





Donde PB0 = Aazul / (Aazul+ Aroja). PB0 y PBi corresponde a la relación de la máxima absorbancia entre la banda azul (Aazul, a 650 nm) y la banda roja (Aroja, a 540 nm) presentada por la muestra no perturbada (PB0) y por la muestra perturbada (PBi), respectivamente. Este estudio presenta un acercamiento a la síntesis, características y propiedades de los bloques nanométricos denominados liposomas para la construcción de sensores basados en polidiacteileno, distinguiendo quimiosensores de pH, afinidad molecular y reconocimiento biológico para la formación de primer nivel de investigadores de ciencias básicas y aplicadas e ingeniería de biomiméticos cromáticos en el país.

Materiales y métodos

Reactivos

El ácido 10, 12–pentacosadiinoico (APCD o DA, C25H41O2) se obtuvo de GFS chemicals. Dimiristoil– sn–glicero–3–fosfocolina (DMPC) se adquirió de Avanti Polar Lipids. N–hidroxisuccinimida (NHS), buffer de fosfato salino pH 7.4 (PBS), ácido clorhídrico, hidróxido de sodio, BSA, tripsina, fueron obtenidas de Sigma Aldrich. La membrana de diálisis de éster de celulosa de 300 KDa, se adquirió a Spectrum Laboratories.

Preparación de liposomas

Los liposomas se prepararon a partir de una mezcla de DA (80%) y DMPC (20%) obteniendo una concentración final de 1 mM, siguiendo el método de depósito de capa delgada combinado con tratamiento de ultrasonido e hidratación con PBS a 10 mM y pH 7.4 presentada por Jiang et al. (2015). Lo anterior se realizó disolviendo los cristales de DA y DMPC en diclorometano y luego se filtró y se llevó a roto evaporación bajo condiciones de vacío durante 30 minutos hasta la deposición de una capa delgada y uniforme; seguido se llevó la capa de hidratación en baño ultrasónico bajo un poder de sonicación de 110 W hasta disolución de la capa en el buffer de fosfato salino a 10mM y pH 7.4. La dispersión lechosa obtenida se llevó a homogenización por ultrasonido bajo las condiciones de 75°C, 25 % de amplitud de onda, ciclo de pulso de 1:5 s y una emisión energética de 3000 J; posteriormente se filtró usando una membrana de policarbonato de tamaño de poro 1 µm. La formación de nanoliposomas se promovió bajo refrigeración durante 8 horas. Previamente para cada ensayo, los liposomas se fotopolimerizaron en un contenedor de vidrio refrigerado mediante irradiación UV (λ=245 nm) emitida por una lámpara de mercurio de sonda Entela modelo PS1, durante 5 minutos. Los liposomas sin polimerización se funcionalizaron con N–hidroxisuccinimida (DA–NHS), reemplazando un 20% del monómero de DA por el monómero DA–NHS.

Caracterización de liposomas

Los liposomas se caracterizaron usando un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 25 y un fluorómetro Perkin Elmer LS 55. La apertura de ventana del espectro de absorción fue 1 nm y una velocidad de escaneo de 60 nm por minuto. Las condiciones del espectro de emisión fueron 4 nm, la longitud de onda de excitación fue de 440 nm y velocidad de escaneo 250 nm por minuto. Las imágenes de liposomas se tomaron en un microscopio electrónico de barrido FEI–Quanta 450 mediante depósito de la solución de liposomas tinturadas con óxido de osmio (0,5%) sobre una gradilla metálica. La distribución de tamaño de los liposomas se analizó por la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS) empleando el instrumento DynaPro– MSXTC adquirido a Wyatt Technology y el software DYNAMICS, la dilución adecuada de la suspensión obtenida se llevó a 37 °C para exploración de luz incidente a 90° y se registraron los datos cada 10s.

Comportamiento óptico a diferentes estímulos

El estudio del comportamiento de los liposomas incluyó el tiempo de polimerización y el efecto de temperatura, pH, interacción química y biológica. Para todos los ensayos se utilizaron 2.0 mL de una solución recién preparada de liposomas, contenidos en una celda de vidrio de 1.0 cm.

Tiempo de fotopolimerización a 254 nm. 2 mL de liposomas se polimerizaron durante 3 ,5 10, 20 y 30 minutos de exposición a luz UV. Inmediatamente el espectro de absorción se registró.

Efecto de temperatura. Los liposomas se polimerizaron 5 minutos y se introdujeron en un baño de agua termostatado a 55 °C, durante 10 minutos. El espectro de absorción se obtuvo antes y después del procedimiento. También se determinó la emisión fluorescente aplicando una longitud de onda de excitación de 440 nm en el rango de 500 a 700 nm (De Oliveira et al, 2013).

Efecto del pH. A 2 mL de liposomas polimerizados se les adicionó 120 µL de hidróxido de sodio 0,5 M o ácido clorhídrico 0,5 M, respectivamente para cada pH y dejados en reposo durante 10 min. El pH de las soluciones finales se determinó con un pHmetro y se registró el espectro de absorción (Charoenthai et al., 2011)

Efecto de la interacción química y biológica. La evaluación del efecto de interacción entre el DA–NHS y ligandos que contienen grupo amino accesible consistió en una reacción de 2 mL de liposomas que contienen DA–NHS, DA y DMPC con 220 µL de una solución de BSA a 1 µM. La determinación de la interacción biológica se basó en inmovilizar tripsina a 1 µM en la superficie de las liposomas sin polimerizar. La tripsina libre se removió mediante diálisis. 2 mL de la solución de liposomas con tripsina inmovilizada en la superficie se polimerizó por 5 minutos y se adicionaron 200 µL de Albumina Sérica Bovina a una concentración de 1 µM, como substrato biológico. Después de 10 minutos de reacción, se obtuvo el espectro de absorción.

Los liposomas expuestos a efecto de pH, interacción química y biológica fueron registrados fotográficamente, estas imágenes se analizaron por el valor RGB obtenido del software image J®.

Resultados y Discusión

Caracterización de liposomas

Los liposomas de DA: DMPC en una relación molar de 8:2 y de DA: DA–NHS: DMPC en una relación molar de 6:2:2, fueron obtenidos en base al auto–ensamblamiento de los lípidos naturales y sintéticos promovido por las fuerzas hidrófobas de afinidad en conjunto con interacciones de Van der Waals, fuerzas de hidratación e interacciones electrostáticas que poseen las cadenas hidrocarbonadas dispersas en el medio acuoso durante la preparación de los liposomas, como se presenta en la figura 1A. La interacción de la fase acuosa y lipídica permitió la organización de la doble capa lipídica que limita dos fases acuosas independientes semejantes a los sistemas intra y extracelular así como membranal, semejantes a los liposomas bilipídicos estudiados por Rotello & Thayumanavan (2008), y Oliver & Parikh (2010). En la figura 1B, se presenta la reacción de polimerización de los monómeros lipídicos de DA y DA–NHS activada por la irradiación con luz ultravioleta, la cual induce el proceso de topo–polimerización mediante la activación de radicales libres, a una velocidad de reacción de primer orden y mecanismo de adición 1,4 descrita por Pingshng et al. (2003) y Berrehar et al. (2004).




La solución de liposomas polimerizados a 1 mM, constituidos por una mezcla de DA y DMPC se caracterizó por espectroscopia de absorción como se muestra en la Figura 2. En el espectro de absorción molecular del PDA (trazo azul) se identifica la banda de absorción característica de la forma azul a 651 nm, que corresponde a la transición –*, resultante de la conjugación polimérica de la cadena ene – ino que contiene los electrones según lo afirma Yuan y Hanks (2008). Además de esta banda de excitación, se presenta un hombro a 593nm que corresponde a la absorción de vibración del PDA descrita por Kim et al. (2012). Cuando el espectro visible se compara con el espectro de los liposomas sin polimerización, estas bandas de absorción están ausentes (trazo verde). Los centros reactivos del triple enlace solamente rotan, mientras que el empaquetamiento espacial de la cadena polimérica se forma de una cadena alternada de dobles y triples enlaces ordenados, reportadas también por Reppy y Pinzola (2007). Las estructuras resultantes, tanto en el caso de los liposomas como de otros sistemas macromoleculares organizados de PDA acumulan estrés a lo largo de la cadena polimérica inferido por Filhol et al. (2009). Este estrés contribuye a cambios en la deslocalización de los orbitales , que hace a los liposomas sensibles a varias perturbaciones externas, que incluyen, temperatura, polaridad del solvente, pH, presión, interacciones químicas y biológicas.
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La Figura 3A, presenta la micrografía electrónica (SEM) de los liposomas con un tamaño promedio de 250 nm de radio. Para confirmar el tamaño de los liposomas la solución se evaluó mediante DLS (Figura 3B) con radio promedio de 211 nm para el 50 % de la masa de la muestra y de 324 nm para el 27%, que permitió establecer un promedio general de 258 ± 10 nm. El tamaño de la población de los liposomas apareció muy disperso, como se ha demostrado para este tipo de compuestos sintetizados por el método de ultrasonido como los liposomas obtenidos por Reppy y Pinzola (2007).y Kim et al. (2010).
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Comportamiento óptico a diferentes estímulos

La Figura 4A presenta los espectros UV–Vis de los liposomas en función del tiempo de polimerización. El comportamiento observado consistió en un incremento gradual de la intensidad de absorción a 651 nm con respecto al periodo de fotopolimerización. La mayor intensidad de absorción se obtuvo cuando los liposomas se expusieron a la luz UV por 20 minutos; sin embargo, la longitud de onda de la máxima absorción experimentó un cambio hipsocrómico de 651 a 644 durante irradiación prolongada, de 10 a 20 minutos. Este comportamiento indica la inducción de un fenómeno irreversible en la transición colorimétrica correspondiente al cambio de configuración de la longitud del enlace de la cadena conjugada del polidiacétileno. Lo anterior, limita la capacidad de transducción colorimétrica de los liposomas en las interacciones biológicas o químicas que incluyen comportamientos como baja sensibilidad o respuestas analíticas erróneas. Por lo tanto, se escogió 5 minutos como el tiempo de polimerización de los liposomas.
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En el caso de exposición de los liposomas a 30 minutos de irradiación, se observan dos bandas adicionales a 547 y 500 nm, mientras la intensidad máxima de la banda azul disminuyó un 55% y presentó un desplazamiento hacia 635 nm. Esta nueva fase de los liposomas, se designan como liposomas rojos debido al cambio colorimétrico característico que experimentan, reportadas por Sun et al. (2010). Aunque no está completamente entendido el fenómeno de transición colorimétrica, se conoce que cuando la cadena lateral del PDA interactúa con agentes físicos o químicos, se libera tensión de las cadenas laterales a la cadena conjugada polimérica. La transferencia de este efecto perturbador distorsiona parcialmente los orbitales * deslocalizados, afectando la extensión total de la conjugación que resulta en un nuevo arreglo espacial con acortamiento de la longitud de los enlaces descrito por Siano et al. (2011), y Bhushan et al. (2013). Se estima que en el proceso de sobreirradiación induce a la deslocalización y la relajación de los enlaces en la cadena conjugada, que conducen a la fase roja de los liposomas.

La Figura 4B, presenta el incremento gradual de la intensidad del color azul perceptible a simple vista como función del tiempo de polimerización. Aquí se observa un aparente aumento de la intensidad de la coloración preservando su tonalidad azul como las observadas por Mehravar y Sardari (2011).

La Figura 5, contiene los espectros UV–Vis de los liposomas sometidos a tratamiento térmico. En el espectro de los liposomas polimerizados de la Figura 5A (trazo azul), se muestra la banda de absorción de la fase azul característica a 646 nm. Sin embargo, cuando los liposomas se exponen a un incremento gradual de temperatura hasta 55°C, se obtiene el espectro denotado por la curva roja. En esta aparece una nueva banda de absorción a 547 nm, mientras que la intensidad de la banda a 646 nm disminuyó. Este comportamiento resulta de la reorganización espacial de la cadena polimérica en respuesta a la perturbación externa. Esta transición colorimétrica es perceptible visualmente como se muestra en la figura 5B. La curva a trazos representa el espectro de fluorescencia característico de liposomas de PDA resultante del cambio colorimétrico de azul a rojo, después de exponer la solución de liposomas a la temperatura de 55ºC. En este espectro se observó una banda de emisión a 560 nm que se superpone sobre una banda de menor intensidad a 610 nm como la observada por Bhushan et al. (2013). Se presume que la perturbación termocrómica reduce la longitud conjugada efectiva de la cadena polimérica y cambia la banda de absorción electrónica a longitudes de onda más cortas descritas por Yuan y Hanks (2008).
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El cambio óptico de los liposomas en respuesta a la adición de ácido, base, enlace covalente de una proteína (interacción receptor–ligando) y actividad enzimática fueron evaluados mediante la respuesta colorimétrica porcentual (RC%). En la Figura 6 se aprecia que la mayor respuesta colorimétrica se obtuvo en presencia de NaOH a pH 8.31, con un RC de 37,3%. Se interpreta como la interacción entre el hidrogenión del grupo carboxilo del PDA y el hidroxilo proveniente del hidróxido de sodio, mientras que la adición de ácido clorhídrico tuvo un efecto menor en la respuesta colorimétrica (29,9%), similar a los resultados obtenidos por Charoenthai et al. (2011).
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La inmovilización covalente del elemento de reconocimiento químico o biológico en la superficie del liposoma, facilita la interacción con una molécula reactiva o con el sustrato biológico y promueve una transformación colorimétrica. La reacción química entre la N–hidroxisuccinimida y el grupo amino del aminoácido lisina, proveniente de la albúmina sérica bovina (BSA) origina la transición colorimétrica, con un CR de 13,9%. Por otra parte, el reconocimiento biológico entre el receptor tripsina y el ligando BSA, ocasionó la transición colorimétrica con un CR de 12,0%.

La Figura 7, contiene las fotografías de las transiciones colorimétricas resultantes de aplicar las perturbaciones de pH, reconocimiento molecular y receptor ligando. De tal forma que encontramos cambios en la intensidad de la tonalidad azul alcanzando un cambio del azul a un tono morado que se hace más oscuro en medio básico (figura 7A), actividad tripsina: BSA (figura 7B) e interacción covalente del grupo hidroxisuccinimida: BSA (Figura 7C). Las fotografías muestran que los liposomas polimerizados sin y con funcionalización del receptor de BSA o con tripsina, posterior a la polimerización, corresponde al color azul característico. En adición a lo anterior, se presentan cambios de intensidad de color como el púrpura, posiblemente como consecuencia de la clase de interacción de los grupos laterales de la cadena conjugada del PDA con el estímulo presentado en el medio que rodea los liposomas. Así, la intensidad de color perceptible visualmente analizado con el parámetro valor RGB (azul, verde, rojo por sus siglas en inglés) se presenta en la Tabla 1. Los liposomas expuestos a cambio de pH, interacción receptor–ligando e interacción molecular (actividad enzimática) presentaron una reducción del valor RGB, siendo mayor la reducción para el sistema enzima: sustrato seguido del sistema liposoma de APCD–NHS: BSA e interacción de grupos hidroxilos o protones con la cabeza polar del PDA. Lo anterior indica que el análisis de RGB de los diferentes ensayos de los liposomas presentó cambios en las intensidades de color del rojo, verde y azul registrados mediante el análisis de la imagen.
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Conclusión


	Los factores como tiempo de polimerización, temperatura y pH afectan las propiedades cromáticas de las vesículas. Este polímero expone las interacciones moleculares de carácter químico y biológico desarrolladas en la superficie de la nanoestructura mediante el %RC. Por lo tanto, las vesículas de diacetileno, pueden ser usadas como plataformas de especificidad de analitos de interés por inmovilización de receptores químicos y biológicos en la superficie. Las propiedades de emisión del polidiacétileno pueden ser una alternativa explorable como señal de detección para el diseño de herramientas analíticas portables y de uso sencillo.
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Resumen

Se determinó la variabilidad genética de 96 accesiones de palma de aceite (E. guineensis Jacq.) procedentes de Camerún y Zaire con 20 marcadores microsatélites. 59 alelos fueron detectados con un promedio de 2.95, tres loci fueron polimórficos con un PIC (Índice de Información Polimórfica) promedio de 0.58. Se encontró una alta diversidad genética, con una heterocigocidad total de 0.46, y un alto porcentaje de loci polimórficos del 90%. El valor de FST encontrado fue de 0.14, lo cual sugiere que en las poblaciones de Camerún y Zaire existe una moderada estructura poblacional. La heterocigocidad observada (Ho=0.67) fue mayor que la heterocigocidad esperada (He=0.42), evidenciando una baja presencia de homocigotos. Los parámetros de diferenciación poblacional como el FIS y el FIT confirmaron un alto número de heterocigotos con respecto a lo esperado bajo las condiciones de equilibrio Hardy–Weinberg. Los microsatélites permitieron discriminar los genotipos según el lugar de procedencia. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las colecciones de Camerún y Zaire pueden ser consideradas como una sola población, con moderada estructuración poblacional a pesar del constante flujo génico existente. Estos resultados podrían ser utilizados en futuros programas de conservación, selección y mejoramiento genético de la especie.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura poblacional, conservación, heterocigocidad esperada y observada.



Abstract

The genetic variability of 96 accessions of oil palm (E. guineensis Jacq.) from Cameroon and Zaire with 20 microsatellite markers was determined. 59 alleles were detected with an average of 2.95, three loci were polymorphic with a PIC (Polymorphic Information Index) average 0.58. High genetic diversity, with a total heterozygosity of 0.46, and a high percentage of polymorphic loci of 90% was found. FST value was of 0.14, suggesting that in the populations of Cameroon and Zaire there is a moderate population structure. The observed heterozygosity (Ho = 0.67) was higher than expected heterozygosity (He = 0.42), demonstrating a low presence of homozygous. The parameters of population differentiation as the FIS and FIT confirmed a high number of heterozygotes with respect to expected under the conditions of Hardy–Weinberg equilibrium. Microsatellite allowed discriminating genotypes according to the origin place. The results obtained show that the collections of Cameroon and Zaire may be considered as a single population, with moderate population structure despite of the constant existent gene flow. These results could be used in future conservation programs, selection and genetic improvement of the species.

Keywords: Genetic diversity, population structure, conservation, the observed and expected heterozygosity.



Introducción

La palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.), es una planta perenne tropical originaria en las Costas del Golfo de Guinea en el África Occidental y Central (Corley y Tinker, 2003). La palma de aceite es importante por la variedad de productos que genera, los cuales se utilizan en la alimentación y la industria. Tanto el aceite de pulpa como el de almendra se emplean para producir margarina, manteca, aceite de mesa y de cocina y jabones.

La utilidad de los marcadores moleculares en palma radica en la posibilidad de brindar apoyo a los programas de fitomejoramiento, mediante el reconocimiento y posterior selección de materiales élite en estado de pre vivero o vivero, acelerando así el mejoramiento convencional (Rocha, 2004). La variabilidad genética detectada por los marcadores moleculares a través de diferentes técnicas de biología molecular tiene su utilidad práctica al permitir la diferenciación entre un gran número de individuos al proporcionar información sobre las relaciones genéticas entre los diferentes organismos. Han demostrado ser una valiosa herramienta en la caracterización y evaluación de la diversidad genética entre y dentro de especies y poblaciones; poseen alto polimorfismo, frecuencia abundante en el genoma, comportamiento selectivamente neutral, fácil acceso y alta reproducibilidad No son afectados por el ambiente y no varían con la edad de la planta, además tienen la ventaja que la información genética es igual en todas las células somáticas.

Las secuencias sencillas repetidas ("SSR, Simple Sequence Repeats") posteriormente, denominadas microsatélites, constituyen la clase más polimórfica de marcadores moleculares hoy disponible. Son ampliamente utilizados debido a que presenFtan elevado contenido de información polimórfica, por su alta abundancia en el genoma, alta variabilidad debida a su elevado número de alelos por locus, por su forma de herencia codominante y no son afectados por el ambiente (Kalia et al., 2011).

Representan una herramienta poderosa para la identificación de genotipos élites que puedan ser incluidos en programas de mejoramiento (Hayati et al., 2004). Los microsatélites han sido utilizados ampliamente para la caracterización molecular de colecciones genéticas del género Elaeis (Arias et al., 2010; Billotte et al., 2001, 2005; Cochard et al., 2009; Singh et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad genética de 96 accesiones de palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.) de las colecciones de Zaire y Camerún de Unipalma S.A., empleando 20 marcadores microsatélites.

Materiales y Métodos

Material Vegetal

Se evaluaron 96 accesiones de Palma, de las cuales 48 fueron de la Colección Zaire (actualmente conocido como Congo) y 48 de la Colección Camerún del Banco de Germoplasma de Unipalma S.A, localizado en la vereda Veracruz, Municipio de Cumaral (Departamento del Meta), situado a 4°13'33'' N; 73°14'50'' O , con una altitud de 452 m.s.n.m.

Análisis Molecular

De cada planta se obtuvo de tres a cuatro foliolos, en buen estado fitosanitario, se almacenaron en sílica gel y fueron transportadas al Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad de los Llanos. Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo de Dellaporta modificado previamente. El ADN genómico total se visualizó en geles de agarosa al 0.8% teñidos con Bromuro de etidio y visualizados con luz UV. La concentración de ADN de cada muestra se determinó por espectrofotómetro NanoDrop ND–1000. El ADN cuantificado se diluyó en agua destilada estéril en un volumen de 100 µl a 10 ng/µl y se almacenó a –20°C.

Se utilizaron 20 marcadores microsatélites los cuales han sido evaluados en estudios realizados por Billotte et al. (2001; 2005) y por Singh et al. (2008) y han sido útiles en la determinación de la diversidad genética en palma (Tabla 1).




La reacción de amplificación se preparó en un volumen final de 25 µl. La mezcla de reacción incluyó Buffer 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, Taq Polimerasa 1U, cebador 2 µM y ADN genómico 10ng.

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador (PxE 0,5 Thermal Cycler de Thermo Electron Corporation). La desnaturalización inicial fue de 94°C durante 2 minutos, seguidos por 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 1 minuto, hibridación de 45 – 55 °C por un minuto (dependiendo del primer), una extensión a 72 °C por 2 minutos y la extensión final a 72 °C durante 5 minutos.

El producto amplificado se visualizó mediante electroforesis en gel de agarosa Metaphor al 4%, a 100 voltios durante una hora, y posteriormente se fotografió.

Análisis estadístico

La información de los patrones de bandas obtenidos se registró en una matriz numérica en donde se asignó un consecutivo para cada uno de los alelos encontrados por locus y a cada individuo se le asignó un máximo de dos valores por locus, dependiendo de su genotipo (homocigoto – heterocigoto). Para la selección de bandas polimórficas se consideró como locus polimórfico aquel en el cual la frecuencia del alelo más común fue menor al 95%. A partir de esta matriz y usando los programas NTSYS– PC (Numerical Taxonomy System for Personal Computer), TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) y Arlequin versión 3.11 se realizaron los análisis estadísticos.

El dendrograma fue construido a partir de la matriz de similaridad agrupando los datos con el método UPGMA (Unweighted Pair–Group Method Arithmetic Average), con el programa TREE de NTSYS–PC (versión 2.02®). Se calculó el coeficiente de correlación cofenética, que es una medida entre los valores de similitud del dendrograma y los de la matriz original de similaridad, mediante el programa COPH y MXCOMP del paquete NTSYS–PC. Se realizó un análisis de correspondencia múltiple (ACM) para asociar columnas y filas de la matriz binaria determinando el nivel de asociación o determinar proximidad.

Para estimar la diversidad genética se utilizaron los parámetros de heterocigocidad promedio esperada (He) y el porcentaje de loci polimórficos (P), los cuales se estimarán sobre todos los loci y el promedio de los mismos de acuerdo con la fórmula no sesgada de Nei:






Donde H: Probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan diferente alelo. H es el valor con que se representa la diversidad de la población.


f (i): Frecuencia del alelo i en la población.

Σ f(i) 2: Probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan el alelo i.

Finalmente, se calculó el contenido de información del polimorfismo (PIC) para los 20 loci analizados y se determinó posteriormente, la correspondiente estructura poblacional.

Resultados y Discusión

Caracterización molecular

Se obtuvo un total de 54 alelos, que fluctuaron entre 2 a 4 por locus y un promedio de 2.70 alelos/locus. Resultados similares fueron obtenidos por Singh et al. (2008) con microsatélites en el género Elaeis con un promedio de alelos de 2.56; Zaki et al. (2010), con 14 marcadores microsatélites en cuatro poblaciones de E. oleífera de diferentes países obtuvieron un valor de 2.66.

El porcentaje de loci polimórficos para Camerún fue del 100% frente a un 95% de Zaire. Con relación a las frecuencias alélicas, en un total de 59 alelos se obtuvieron valores de 0.05 (mEgCIR0018 y mEgCIR0465) a 0.98 (mEgCIR009 y mEgCIR0018) (Tabla 2). Para el alelo más frecuente Fr (A2) de cada marcador fue observada una variación de 0.010 (mEgCIR0018) a 0.875 (mEgCIR0254) y menos frecuente Fr (A5) de cada marcador tuvo una variación de 0.2343 (mEgCIR0067) a 0.6615 (sEg00127).

Cuando un alelo alcanza la frecuencia 1, se dice que se fija a la población y cuando alcanza la frecuencia 0 se ha perdido. Las frecuencias alélicas no varían más allá de los límites de 0 y 1, tarde o temprano, todas las familias deberán llegar a esos límites. Dado que la frecuencia alélica llega a 0 o 1 no puede cambiar su linaje, a no ser de sufrir mutación o migración.




Diversidad genética

La heterocigocidad observada (Ho) de las poblaciones evaluadas presentó valores entre 0.0 (mEgCIR0009) y 1.0 (mEgCIR0008, mEgCIR0018, mEgCIR0046, mEgCIR0219, mEgCIR0465, sEg00067 y sEg000126) tanto para Zaire como para Camerún, con un promedio de 0,67 (Tabla 3). La heterocigocidad esperada (He), que es la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto para un loci, fue menor que la observada. Por tanto, se evidenció la baja presencia de homocigotos. En general, los valores de Ho fueron mayores que los de He en los loci evaluados donde los marcadores mEgCIR0008, mEgCIR0018, mEgCIR0046, mEgCIR0219, mEgCIR0465, sEg00067 y sEg000126, fueron los que presentaron elevada cantidad de heterocigotos.




La heterocigocidad puede ser considerada como un indicativo de la existencia de variabilidad genética para especies alógamas como la palma. Los altos porcentajes de loci polimórficos, con una media de 90%, pueden ser atribuidos a la baja homocigocidad encontrada en diferentes genotipos.

La diversidad genética total (Ht) alcanzó una media de 0,46, lo que indica una alta diversidad genética del material evaluado similar a lo observado por (Allou et al., 2008), con cuatro loci microsatélites.

Contenido de Información Polimórfica (PIC)

El contenido de información polimórfica (PIC) se refiere a una medida del grado de información que brinda un determinado marcador genético, la cual depende del número de alelos para ese locus y de sus frecuencias relativas. Según Ott (1992), un locus es polimórfico cuando Ho fue superior a 0.1 y altamente polimórfico si Ho fue superior a 0.7.

De los 20 marcadores evaluados, los marcadores mEgCIR0009 y sEg00125 no fueron considerados polimórficos, 17 fueron considerados polimórficos y el marcador mEgCIR0067 resultó altamente polimórfico, presentando cinco alelos (Tabla 4).
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Singh et al. (2008), utilizando diez marcadores microsatélites en palma de aceite, obtuvo valores de PIC entre 0,19 y 0,84. Así, el número de loci polimórficos es directamente proporcional al grado de heterocigocidad.

Diferenciación de poblaciones

El valor de FST detectado fue de 0,11 (Tabla 5), lo cual indica que existe una moderada diferenciación genética de las colecciones. El grado de diferenciación indica que el 11% de la variación se debe a diferencias entre poblaciones.
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Montoya et al. (2005), reportaron un FST de 0,084 entre genotipos procedentes de Angola. Hayati et al. (2004) reportaron un FST de 0,301 entre las poblaciones de la Costa Oeste y Centro de África. En tanto que para la zona que abarcaba los países de República Democrática del Congo, Tanzania y Angola reportaron un FST= 0,073 (diferenciación genética moderada). Maizura et al. (2001), reportaron un FST= 0,175 en amplio rango de poblaciones africanas.

Las poblaciones naturales de organismos muestran casi siempre diferencias de frecuencias génicas y genotípicas en el espacio geográfico. Si esas diferencias llegan al extremo de ser significativas y las subpoblaciones no intercambian genes (en forma de migrantes o granos de polen que fecunden a individuos de otras subpoblaciones), entonces cada una de ellas puede evolucionar independientemente y con el tiempo dar lugar a nuevas especies. Evaluar la existencia de estructura genética poblacional es importante debido a que las poblaciones que presenten estructuración, pueden diversificar y diferenciarse genéticamente.

En el caso de las colecciones en la zona geográfica de procedencia, se encontró una moderada diferenciación genética, lo cual indica que posiblemente existe un grado de flujo génico entre las colecciones y por lo tanto, no existirían barreras ni marcada diferencia entre las colecciones. Lo anterior posiblemente se deba al transporte de materiales asociados con actividades humanas, polinización cruzada natural, o por eventos de migración de cepas o semillas por corrientes de agua, aves y otros animales.

El valor promedio del índice FIS obtenido fue de –0,53; comprendido en un rango de –0,01732 (sEg00125) y –1,0 (mEgCIR0046 y sEg00067), donde 18 marcadores de los 20 evaluados fueron negativos (Tabla 5). Este valor negativo confirmó un alto número de heterocigotos con respecto a lo esperado bajo las condiciones de equilibrio Hardy–Weinberg. Los 20 marcadores microsatélites se encontraron en equilibrio HW, a excepción del microsatélite mEgCIR0009, esto significa que la composición genética de una población natural permanece en equilibrio mientras no actúen la selección natural, la mutación o la deriva genética.

El exceso de heterocigotos encontrado en las dos colecciones puede ser explicado por una inmigración importante conducente a la heterogamia, selección a favor de individuos heterocigotos (selección sobredominante), la naturaleza alógama de la especie, el estado silvestre de los genotipos analizados, entre otros factores. Lo anterior se ve reflejado en el elevado valor de heterocigocidad encontrado en la población total (0.5), así como el grado de loci polimórficos (90%), lo cual es de suma importancia para explotar el potencial genético de la especie, mejorar la base genética del cultivo, diseñar germoplasma y la identificación de genotipos élites, los cuales podrían ser utilizados como parentales en el mejoramiento genético de la palma.

El valor de FIT fue de –0,35, lo cual refuerza el valor de FIS, por lo tanto, se detectó un marcado aumento del número de heterocigotos respecto a lo esperado en equilibrio de Hardy–Weinberg.

Dendrograma

A un nivel de similaridad del 80%, las colecciones de Camerún y Zaire, se diferenciaron en base a su procedencia geográfica (Figura 1). Se detectó una correlación cofenética elevada (r = 1.00), lo cual indica que el dendrograma representa fielmente los valores de la matriz de similitud. A un índice de similitud entre 92 y 98%, existe una alta concentración de genotipos, sugiriendo una alta similitud entre ellos, esto posiblemente se deba al constante flujo génico entre las colecciones en estudio.




El genotipo 5404 de Camerún presentó el menor valor de similaridad (86,5%) con respecto a los demás genotipos evaluados, posiblemente por características propias de esta especie tales como: tipo de material, origen de la progenie y tal vez características morfológicas.

Cochard et al. (2009), en un estudio de diversidad genética con 17 marcadores SSR, observaron una clara separación del grupo con origen Deli de aquellos procedentes de Costa de Marfil, como lo es el material La Mé y el de materiales provenientes de África Central.

Análisis de correspondencia múltiple (ACM)

Los resultados confirman que existe una alta relación entre las zonas geográficas de procedencia de los materiales, además, muestra una alta variación de los materiales en las colecciones evaluadas y con identidad genética por lo cual forman grupos homogéneos (Figura 2). Se observa una clara distribución de las plantas entre las colecciones, agrupándose de acuerdo a su procedencia.
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Conclusión


	La elevada variabilidad genética obtenida en los materiales de palma silvestres evaluados, puede ser utilizada en procesos de selección de parentales y recombinación genética con fines de obtener genotipos élites con características agronómicas deseadas, adaptación a diferentes zonas agroecológicas, incrementos en la producción de aceite, alto rendimiento y resistencia a enfermedades y plagas limitantes del cultivo.
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Resumo

A etnobotânica, aborda a forma como diferentes grupos humanos interagem com a vegetação. O objetivo deste trabalho foi de realizar um estudo da comunidade tradicional e a relação de uso das espécies vegetais no Assentamento Pedra Suadas, Cachoeira Grande, Maranhão, Brasil. A metodologia empregada foi à aplicação de questionários semiestruturados. As mulheres representaram 58% do público identificado como detentora do conhecimento sobre uso das plantas no assentamento. A principal atividade desempenhada entre os entrevistados foi agricultor (a), com 64% do total da ocupação descrita. Foram registradas 81 espécies, as quais foram identificadas 42 famílias botânicas, sendo uma não foi identificada. Lamiaceae é a família maior representada com 10 espécies (12,35%), seguida de Fabaceae 6 (7,41%), Rubiaceae com 5 (6,18%), Apocynaceae e Anacardiaceae, ambas com 4 (4,94%), Arecaceae, Amaranthaceae, Malvaceae, Euphorbiaceae e Bignoniaceae 3 (3,70%) cada, e outras 32 famílias com 37 espécies (45,68%). Dentre as espécies relatadas 55,6% tiveram o uso descrito como exclusivamente medicinal e 43,2% de uso múltiplo. Entre as doenças apontadas pelos entrevistados as do aparelho digestivo são as mais citadas com tratamento com uso de plantas, associadas ao saber local, representando 18,6%. A forma de manipulação das medicinais mais utilizadas entre os entrevistados foi na forma de chá (56,9%). O registro dos conhecimentos locais quanto aos usos das plantas nativas da região permitirá o resgate e difusão desse conhecimento.

Palavra–chave: Conservação, extrativismo, plantas medicinais, saber local.



Abstract

The ethnobotany looks at how different human groups interact with the vegetation. The aim of the job was to conduct a study of traditional community and the relationship of use of plant species in Settlement Pedra Suada, Cachoeira Grande, Maranhão, Brazil. The methodology used was the application of semi–structured questionnaires. Women accounted for 58% of the public identified as having knowledge about use of plants in the settlement. The main activity carried out among respondents was farmer (a), with 64% of the total described occupation. 81 species were recorded, which were identified 42 plant families and one has not been identified. Lamiaceae family is the most represented species, 10 (12,35%), followed by Fabaceae 6 (7,41%), Rubiaceae 5 (6, 18 %), Apocynaceae, Anacardiaceae 4 (4,94%), Arecaceae, Amaranthaceae, Malvaceae, Euphorbiaceae and Bignoniaceae 3 (3,7%), and another 32 families with 37 species (45,68%). Among the species reported 55,6% had the use described as exclusively medical and 43,2% for multiple use. Among the diseases mentioned by the respondents of the digestive tract are the most cited with treatment using plants, associated with local knowledge, representing 18,6%. The form of manipulation of medicinal most used among respondents was in the form of tea (56,9%). The record local knowledge about the uses of native plants in the region will allow the rescue and dissemination of that knowledge.

Keywords: Conservation, extraction, medicinal plants, local knowledge.



Introdução

O uso das espécies vegetais com fins de tratamento e cura de doenças e sintomas se perpetuaram na história da civilização humana e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte da população mundial como eficaz fonte terapêutica (Madaleno, 2010).

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 80% da população mundial fazem uso de medicamentos derivados de plantas medicinais. No Brasil pesquisas demonstram que mais de 90% da população já fez uso de alguma planta medicinal (ABIFISA, 2014).

A etnobotânica aborda a forma como diferentes grupos humanos interagem com a vegetação. Deste modo, interessam–nos tanto as questões relativas ao uso e manejo dos recursos vegetais, quanto sua percepção e classificação pelas populações locais.

No estado do Maranhão, Nordeste do Brasil, estudos etnobotânicos são quase que exclusivos a conhecimentos associados às etnias indígenas ou quilombolas, além de, serem feitos poucos estudos desse gênero, sem abordagens desse estudo em comunidades tradicionais agrícolas. Dentre os estudos realizados em território maranhense, destacam–se Balée (1989), e Berg (1991); em abordagens gerais, Montelos & Pinheiro (2007), em estudos localizados em uma área de quilombo e Madaleno (2011), em estudo dentro da área de São Luís, capital do Maranhão.

O trabalho proposto tem grande relevância, já que este está investigando aspectos etnobotânicos na área de transição entre os biomas amazônicos e cerrados, com enfoque principal na conservação da natureza e na procura por conhecimentos populares no uso das espécies vegetais. A biodiversidade da flora brasileira faz com que ela se torne de interesse para pesquisadores e empresas, sejam brasileiras e de outros países. Portanto, o objetivo deste trabalho de pesquisa foi de realizar um estudo da comunidade tradicional e a relação de uso das espécies vegetais no Assentamento Pedra Suadas, Cachoeira Grande, Maranhão, Brasil.

Material e métodos

Descrição da área de estudo

O Projeto de Assentamento Pedra Suada foi criado em 27 de novembro de 2009, com áreas de 21.774,5876 ha, localiza–se entre os limites territoriais do município de Cachoeira Grande, Maranhão, Brasil (Figura 1). Composto por 29 povoados, onde reside no total de 504 famílias, em uma área com capacidade para 507 famílias, com área média de 42,88 ha.família-1 (Brasil, 2010).
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De acordo com a descrição do uso da terra realizado no período de 2005 a 2006, da área total do assentamento, 17.228,1437 hectares (ha) correspondem à mata e capoeiras, 2.174,4588 ha de preservação permanente, 1.108,4532 ha de extração vegetal, 258,4395 ha com culturas temporárias, 326,9104 hectares de culturas permanentes e 648,1820 hectares com áreas inapropriadas (estradas, povoados, infraestrutura) (Brasil, 2010).

Com isso esta área tem um enorme potencial de uso da vegetação pelas comunidades tradicionais com tempo de morada em torno de 70 a 80 anos com histórico de uso do babaçu (Attalea speciosa Mart. ex. Spreng), jaborandi (Pilocarpus jaborandi Holmes.), juçara (Euterpe oleracea Mart.), buriti (Mauritia flexuosa L.), pequi (Caryocar brasiliensis Cambess.), mirim (Humiria balsamifera (Aubl.) A.St.–Hil.) e andiroba (Carapa guianensis Aubl.), embora a fonte principal de renda seja a agricultura de subsistência, com pluricultivo de milho, arroz, feijão, mandioca e verduras (INCRA, 2006).

Faz parte da Formação Geológica Itapecuru, constituída por arenito fino, geralmente com estratificação horizontal e ocasionalmente cruzada, com abundante silificação na parte superior (INCRA, 2006).

O clima da microrregião é tropical megatérmico, muito quente, com temperatura média de 27°C, com regime pluviométrico com duas estações bem definidas, chuvosa de janeiro a julho e de estiagem de agosto a dezembro. A precipitação varia de 1100 a 1800 mm anuais, mas cerca de 80% se concentra entre janeiro a maio. Essa distribuição irregular condiciona a ocorrência de deficiência hídrica nos meses de julho, agosto e setembro. A umidade relativa é de 75% (INCRA, 2006).

Na microrregião a cobertura vegetal caracteriza–se pela predominância de mata de restinga, floresta perenifólia com babaçu, capoeira, campos naturais e mangue no litoral (INCRA, 2006).

Procedimento metodológico

Para este trabalho foram aplicados questionários semiestruturados, com base no modelo proposto por Monteles e Pinheiro (2007), com adaptações. O grupo escolhido para as entrevistas foram selecionado por meio de amostra não probabilística de seleção racional (Almeida & Albuquerque, 2002; Albuquerque & Lucena, 2004), na qual um grupo específico é selecionado. Dentro do grupo a ser pesquisado uma ampliação da amostra foi feita utilizando–se o método "bola de neve", em que um informante indica uma ou mais pessoas que ele acredita ser dotada de experiência no assunto abordado (Albuquerque & Lucena, 2004).

Na estrutura do questionário foram abordados temas como: distribuição por gênero e faixa etária, ocupação, mão–de–obra nas lavouras, problemas e limitações para o trabalho, atividades agrícolas, sazonalidade da produção agrícola e extrativista e listagem das espécies botânicas de uso (Rocha, 2005).

As espécies foram separadas por hábito: árvore (ARV), arbusto (ARB), erva (ERVA) palmeira (PALM), liana (LIA); categoria de uso: madeira de alto valor comercial (MVC), madeira para construção rural de baixo valor comercial (MCR), madeira para lenha (ML), alimentação humana (H), alimentação animal (A), alimentação da fauna silvestre (F), medicinal (M), condimento (C), artesanato (AR), ornamental (O); partes usadas: casca (CAS), flor (FLO), fruto (FRU), látex (LAT), planta inteira (PLT), raiz (RAI), semente (SEM), seiva (S), palmito (PAL), cipó (C), tronco (TR); modo de preparo: banho (BAN), chá de infusão (CHA), garrafada (GAR), in natura (NAT), lambedor (LAM), sumo (SUM); extração de exsudato (EE) e uso medicinal: afecções orgânicas e estado de saúde: d.a.d = doenças associadas ao aparelho digestivo; d.a.c = doenças associadas ao aparelho circulatório; d.a.g = doenças associadas ao aparelho genitourinário; d.a.r = doenças associadas ao aparelho respiratório; d.s.teg = doenças do sistema tegumentar; d.a.a = doenças do aparelho auditivo; d.al=doenças da alma; d.i.p = doenças infecciosas e parasitárias; d.s.o = doenças do sistema osteomuscular; d.s.n = doenças do sistema nervoso; d.s = doenças associadas ao sangue e órgãos hematopoiéticos; grav. = gravidez; d.a.i = doenças associadas ao aparelho intestinal; INFL = inflamação; INCH = inchaço.

A identificação das espécies em campo foi realizada com auxílio de um mateiro, que contribuiu com a indicação do nome popular; em seguida, ocorria a coleta de material reprodutivo, para posterior determinação do nome científico. A herborização, montagem de exsicatas e identificação do material botânico foi realizadas no Herbário Rosa Mochel do Núcleo da Universidade Estadual do Maranhão em São Luís – MA, de acordo com as técnicas usuais. O sistema de classificação adotado para as famílias e espécies será o Grupo Filogenético das Angiospermas III (Angiosperm Phylogeny Group–APG III) (APG III, 2009). As informações obtidas foram tabuladas através do software Microsoft Office Excel 2010.

Resultados e discussão

Caracterização do grupo familiar

O público do estudo foi 19 famílias, abrangendo um total de 85 pessoas, sendo 42% do sexo masculino e 58% do sexo feminino, esta predominância das mulheres também foi encontrada no trabalho de Ferreira (2014), em um levantamento etnobotânico na região de Minas Gerias, assim como, a maior presença deste público se tem pelo fato das mesmas permanecerem em casa desenvolvendo as atividades domésticas, bem como nas lavouras e cultivos de plantas medicinais.

Entre os entrevistados a atividade com maior número de integrantes foi descrita como agricultor, seguido de estudantes, conforme demonstrado na Figura 2. Um dos possíveis fatores deste maior numera de agricultores é devido à grande distância do assentamento dos centros empregadoras sendo essas a única alternativa para a obtenção de renda e alimentação das famílias. O nível de escolaridade do público amostrado pode ser um determinante para a reduzida lista de atividades desenvolvidas. A escolaridade registrada entre os entrevistados 62% tem apenas o ensino fundamental, 18% ensino médio e 20% não sabiam até onde frequentaram ou não informaram.
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Segundo os entrevistados 89% descrevem a mão–de–obra familiar sendo uma limitação para ampliação das áreas de trabalho, enquanto 11% relataram que a mão–de–obra familiar é suficiente para o desenvolvimento das atividades.

As famílias que descreveram limitação do número da mão–de–obra familiar para ampliação das áreas de trabalho, 68% utilizavam uso esporádico da estratégia de troca de diaristas com os amigos para auxiliar na implantação de roçados, enquanto 21% relatam utilizar trabalhadores pagos na forma de diárias.

Os produtos de áreas de roçados, no sistema de roça itinerante ou roça–no–toco (corte e queima), mais cultivados são mandioca, milho, arroz, abobora, feijão, maxixe, quiabo, melancia, melão e inhame que são plantadas no início do período chuvoso (mês de janeiro) e com colheita durante os meses de março e abril, exceto a mandioca que só terá colheita após um ano e seis meses da data de plantio.

Já os produtos do extrativismo local, como o bacuri, buriti, caju, juçara, mangaba, mirim, murici, piqui e tucum são ofertados exatamente durante os meses de início dos cultivos das agroalimentares (janeiro e fevereiro), e no período de estiagem onde a atividade agrícola restringisse a colheita da mandioca e preparo da farinha (setembro a dezembro), compondo assim uma importante fonte de alimento e renda nesses meses.

O consorcio entre o consumo dos produtos produzidos dentro do roçado e os coletados por extrativismos, compõem a forma de sobrevivência dos entrevistados.

Composição florística e uso pela comunidade

Foram registradas 81 espécies, as quais foram identificadas 42 famílias botânicas, sendo uma não foi identificada. Lamiaceae é a família maior representada com 10 espécies (12,35%), seguida de Fabaceae 6 (7,41%), Rubiaceae com 5 (6,18%), Apocynaceae e Anacardiaceae, ambas com 4 (4,94%), Arecaceae, Amaranthaceae, Malvaceae, Euphorbiaceae e Bignoniaceae 3 (3,70%) cada, e outras 32 famílias com 37 espécies (45,68%). Quanto ao hábito de crescimento das plantas as ervas compõem as espécies mais bem representadas com 33 espécies (40,7%), seguidas de 32 espécies arbóreas (39,5%), 10 arbustivas (12,3%), quatro palmeiras (4,9%) e duas lianas (2,6%). Por ser uma região predominância de mata secundaria a expressividade e representatividade das famílias encontradas, assim como seus habito de crescimento é característico em quase todo o território do Lençóis/Munim com apontado pelo trabalho de Rocha (2005).

Os dados referentes aos recursos vegetais encontrados e utilizados no Assentamento Pedra Suada estão sistematizados na Tabela 1. Durante a coleta de informações etnobotânicas foi adotada a etnotaxonomia local, obedecendo–se a pronúncia utilizada pelos informantes para designar cada espécie vegetal citada. Após esta etapa, no momento da tabulação dos dados foram feitas as alterações para aproximar aos termos já reconhecidos na literatura.

Dentre as espécies relatadas pelos informantes com uso exclusivamente medicinal 45 espécies (55,6%), múltiplo uso 35 espécies (43,2%) e uso exclusivo de madeira com alto valor comercial foram encontradas apenas uma espécie (1,2%).

A espécie descrita exclusivamente como madeira de alto valor comercial, utilizada principalmente como parte da estrutura das construções de residências, casa de forno de farinha, construção de instrumentos como prensas para a casa de farinha, confecção de portas, janelas e telhados, reconhecida localmente por "Cascudinha" (Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex. Steudel). Existem no assentamento outras plantas que fornecem madeira de alto valor comercial. Entretanto estas não servem exclusivamente para fornecimento de madeira; são utilizadas também como medicamento, segundo as famílias, suas cascas ajudam a combater diversas doenças. O exemplo das espécies citadas tem–se barriguda (Ceiba speciosa (A.St.–Hil.) Ravenna.), Guanandi (Symphonia globulifera L.), Maçaranduba (Manilkara huberi (Ducke) A. Chev.), Pau D'arco Roxo (Tabebuia acrophylla (Urb.) Britton.), Pau D'arco Casca de Burro (Tabebuia angustata Britton.), Pau Pombo (Tapirira guianensis Aubl.), Janaúba (Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood.), Jatobá da Mata (Hymenaea courbaril L.) e a exótica Eucalipto (Eucalyptus acaciiformis H.Deane & Maiden.). Sousa et al. (2012), relatam a predominância da utilização da madeira para construções (rurais e domésticas) por populações tradicionais, tais produtos são sem dúvida, essenciais na manutenção cultural do saber adquirido com pais e avós.

As espécies de Múltiplos Usos podem ser elementos importantes para a composição de sistemas agroflorestais na região. Entre essas, Aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All.), Mastruz (Chenopodium ambrosioides L.), Piqui (Caryocar brasiliensis Cambess.), Pitombeira (Talisia esculenta (St. Hill) Radik.), Tucum (Astrocaryum vulgare Mart.), Abóbora (Cucurbita moschata Duch.), Sete Sangria (Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr.), Urucum (Bixa orellana L.), Milho (Zea mays Starch), Gengibre (Zingiber officinale Roscoe), Cipó Cururu (Anisolobus cururu (Mart.) Müll.), Carambola (Averrhoa carambola L.), Café (Coffea arabica L.), Cajui (Anacardium sp.), Buritirama (Mauritia sp.), Bacuri (Platonia insignis Mart.), Alfavaca (Ocimum basilicum L.) e Acerola (Malphigia glabra L.). Albuquerque et al. (2006) propôs a hipótese da sazonalidade climática, onde explica o fato das espécies apresentarem múltiplos usos, isto devido a redução dos recursos disponíveis em períodos de estiagem.

Foram encontrados para uso exclusivamente medicinal das espécies encontradas, dessas estão Abranda–Fogo (Clidemia hirta Baill.), Açoita Cavalo (Luehea divaricata Mart.), Amapá (Parahancornia amapa (Huber) Ducke), Amesca (Protium heptaphyllum March.), Anador (Justicia pectoralis Jacq.), Boldo (Plectranthus barbatus Andr.) e Cidreira (Melissa officinalis L.) entres outras que estão apresentadas na Tabela 1. A categoria de uso medicinal também foi mais representativa nos estudos realizados por Cunha & Bortolotto (2011), Andrade et al, (2013) e Ferreira et al, (2014).




Dentre as principais doenças controladas pelo uso das espécies vegetais indicadas pelos entrevistados estão às associadas ao aparelho digestivo (18,6%), os demais usos estão demonstrados na figura 3. Resultados similares foram encontrados por Oliveira et al. (2010) em seu estudo de plantas medicinais utilizadas em comunidades rurais de Oeiras, no semiárido piauiense, Cunha & Bortolotto (2011), em um levantamento etnobotânica de plantas medicinais no assentamento Monjolinho, no município de Anastácio no Mato Grosso do Sul, Andrade et al. (2013), em um levantamento etnobotânico de plantas medicinais agora no município de Poço de José de Moura em Pernambuco e Ferreira et al, (2014) em um Levantamento etnobotânico de plantas medicinais na comunidade quilombola Carreiros, no município de Mercês em Minas Gerais.
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Em relação às partes utilizadas das plantas para os fins medicinais constatou–se que a parte da planta mais utilizada são as folhas (34,5%), o mesmo resultado foi encontrado por Silva et al. (2010), Cunha & Bortolotto (2011), Freitas et al. (2011), seguida das cascas (25,3%), raízes (16,1%), frutos (10,3%), sementes (9,2%) e Látex (4,6%).

Em relação ao modo de preparo destacam–se os chás (56,9%), consumo in natura (11,8%), garrafadas (9,8%), sumos (7,8%), extração de exsudados (4,9%), pó (3,9%), lambedor (2,9%) e banho (2,0%). As mesmas formas de preparo também foram encontradas nos trabalhos de Oliveira et al. (2010) e Andrade et al. (2013), também foram encontrados uma expressividade de 32,2% e 57,5%, respectivamente, na forma de preparo a partir dos chás para o consumo dos preparados.

Em relação à forma que adquiriram esses conhecimentos os entrevistados relatam que foram herdadas a partir da convivência desde pequenos com os ensinamentos dos antepassados e pela própria vivência. Amorozo (2007) afirma que este é um tipo de aprendizado que começa cedo, quando as crianças acompanham os adultos e tomam parte na tarefa cotidiana e uma vez aprendida, dificilmente se esquece ou deixa de exercer.

Conclusões


	A riqueza do saber local entre os povoados que fazem parte do PA Pedra Suada deve ser registrado e distribuído tanto dentro do assentamento quanto para outras comunidades. A compreensão das relações entre o ser humano e natureza permitirão um planejamento de estratégias de trabalho com foco na produção e conservação dos recursos naturais para gerações futuras.

	As mulheres representaram 58% do público identificado como detentora do conhecimento sobre uso das plantas no assentamento. A principal atividade desempenhada entre os entrevistados foi agricultor (a), com 64% do total da ocupação descrita. Foram registradas 81 espécies, as quais foram identificadas 42 famílias botânicas, sendo uma não foi identificada. Lamiaceae é a família maior representada com 10 espécies (12,35%), seguida de Fabaceae 6 (7,41%), Rubiaceae com 5 (6,18%), Apocynaceae e Anacardiaceae, ambas com 4 (4,94%), Arecaceae, Amaranthaceae, Malvaceae, Euphorbiaceae e Bignoniaceae 3 (3,70%) cada, e outras 32 famílias com 37 espécies (45,68%). Entre as doenças apontadas pelos entrevistados as do aparelho digestivo são as mais citadas com tratamento com uso de plantas, associadas ao saber local, representando 18,6%. A forma de manipulação das medicinais mais utilizadas entre os entrevistados foi na forma de chá (56,9%).

	O registro destas informações tem importância na conservação do conhecimento local adquiridos com a própria vivencia pelos moradores e/ou herdados de seus parentes. São necessárias medidas para que esta informação não fique apenas guardada em meios acadêmicos e sim distribuída de forma fácil às comunidades para divulgação destes conhecimentos.
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Resumen

Los marcadores moleculares han mostrado su gran utilidad en la caracterización de los animales domésticos, por ello, el objetivo de este trabajo fue caracterizar genéticamente al cerdo criollo de Ecuador mediante el uso de microsatélites. Se recolectaron muestras de pelo de 15 animales. Se utilizó un panel de 25 microsatélites, la amplificación de los mismos se realizó mediante la reacción en cadena de la polimerasa y los fragmentos amplificados, separados por electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon el número medio de alelos por locus (MNA), las frecuencias alélicas, las heterocigosidades esperada (He) y observada (Ho), el contenido de información polimórfica (PIC), así como el equilibrio Hardy–Weinberg (EHW) y el FIS por marcador. El número medio de alelos encontrado por locus ha sido de 6.2 y el porcentaje de individuos heterocigotos se comportó por encima de del 60%. De la totalidad de los loci estudiados el 68 % mostró un PIC elevado. Estos resultados muestran que el cerdo Criollo ecuatoriano posee una elevada diversidad genética, información esencial para optimizar las estrategias nacionales de conservación y mejora de este genotipo en el Ecuador.

Palabras clave: Diversidad genética, frecuencias alélicas, heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada, contenido de información polimórfica.



Abstract

The molecular markers have shown their great utility in the characterization of the domestic animals, hence, the objective of this work was to characterize, genetically, the Creole pig of Ecuador by means of microsatellites. Samples of hair of 15 animals were gathered. A panel of 25 microsatellites, the amplification of the same was carried out by means of the reaction in chain of the polymerase and the amplified fragments, separated by electrophoresis in gels of polyacrylamide. In addition, were calculated the half number of alleles by locus (MNA), the allelic frequencies, the expected (He) and the observed (Ho) heterozygosity , the content of polymorphic information (PIC), as well as the balance Hardy–Weinberg (EHW) and the FIS for marker. The half number of alleles found by locus has been of 6.2 and the percentage of individual heterozygote behaved above of 60%. Of the entirety of the studied loci the 68% showed a high PIC. These results show that the Ecuadorian Creole pig possesses a high genetic diversity, essential information to optimize the national strategies of conservation and it improvement of this genotype in Ecuador.

Keywords: Genetic diversity, allelic frequencies, expected heterozygosity, observed heterozygosity, content of polymorphic information.



Introducción

Los cerdos criollos han desarrollado un papel socioeconómico muy importante, principalmente en el medio rural. El conocimiento científico con respecto a estos animales es bajo; sin embargo, se deben hacer esfuerzos que permitan conservar este valioso recurso genético. Las características de rusticidad y probable resistencia a enfermedades, su diversidad en la alimentación y su poca exigencia en el manejo lo hacen una alternativa en los sistemas de producción sustentable. El manejo efectivo de los recursos genéticos animales requiere conocimiento comprensivo de las características de raza, incluso los datos en el tamaño de la población y estructura, distribución geográfica, el ambiente de la producción, y la diversidad genética dentro y entre razas (FAO, 2012).

Entre todos los tipos de marcadores moleculares, los microsatélite son los más usados para estudios de la diversidad genética y estructura de la población de ganado (Jordana et al., 2003; Yang et al., 2003; Martínez et al., 2006; Peter et al., 2007).

Por tal razón la utilización de marcadores microsatélites constituye la herramienta fundamental de este trabajo, con el objetivo de conocer la diversidad genética de las poblaciones del cerdo criollo de Ecuador, debido a que es una especie poco conocida, analizada y valorada, además de desplazada en el territorio nacional ecuatoriano.

Materiales y métodos

Muestreo y extracción de ADN

La investigación se realizó en las provincias Los Ríos, Cotopaxi y Pichincha, Ecuador. Se recolectaron muestras de pelo de 15 animales de cerdo Criollo de Ecuador y se sometieron a los análisis respectivos.

Al igual que en otros estudios de diversidad genética de razas criollas latinoamericanas (Oslinger et al., 2006), se trabajó con un tamaño de muestra que pudiera considerarse pequeño debido a dificultades en la obtención de las muestras por el reducido número de animales, reflejo del estado de peligro de extinción en que se encuentra la raza y la localización de las poblaciones en zonas de difícil acceso en la costa y en la sierra Ecuatoriana.

Las muestras de pelo fueron recogidas en sobres de papel identificados con los datos de cada animal y mantenidas a temperatura ambiente hasta su envío al laboratorio.

Los trabajos de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Genética Molecular Aplicada de la empresa Animal Breeding Consulting S.L. (ABC) de la Universidad de Córdoba, España.

El ADN se extrajo de muestras de pelo conforme a los lineamientos del siguiente método:

Material Empleado (TE: Tris–HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH=8; Tampón K: 0,372 g de KCl, 0,051g de MgCl2, 1 ml de Tris–HCl 1 M (pH=8,5), 0,5 ml de Tween 20 y 98 ml de H2O); Se añadieron 100 ug/ml de Proteinasa K justo en el momento en que se va a utilizar; Muestra de pelo con raíz.

Método (Se lavaron de 3 a 5 pelos con raíz de cada animal con agua bidestilada y después con etanol 100%; hasta secarse; se cortaron las raíces de los pelos con unas tijeras esterilizadas con alcohol e introducirlos en microtubos; posteriormente se añadieron 100 µl de tampón K; se incubó a 56 °C durante 45 minutos; se elevó la temperatura a 95 °C y se incubó nuevamente durante 10 minutos y finalmente se conservó el ADN extraído a –20 °C hasta su uso).

Microsatélites caracterizados

Se analizaron mediante PCR 25 microsatélites (Tabla 1), 19 de ellos recomendados por el comité de expertos de la FAO/ISAG (Food and Agriculture Organization of the United Nations/International Society of Animal Genetics) para estudios de diversidad genética en la especie porcina (FAO, 2012) y otros con probada utilidad en estudios de diversidad genética al estudiar poblaciones de cerdos de Cuba, España y la India (Martínez et al., 2006 y Kumar et al., 2013). Los fragmentos obtenidos mediante la PCR fueron sometido a una electroforesis en gel de poliacrilamida en un secuenciador automático ABI Prism 377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El análisis de los fragmentos y el genotipado se realizó mediante los programas informáticos Genescan Analysis® 3.1.2 y Genotyper® 2.5, respectivamente.




Análisis de la diversidad genética intraracial

El cálculo del número medio de alelos por locus (MNA), las frecuencias alélicas, las heterocigosis esperada (He) y observada (Ho) y el contenido de información polimórfica (PIC) con el software microsatellite toolkit ®.

Los valores de FIS (coeficiente de consanguinidad) con un intervalo de confianza del 95% se calcularon con el programa informático GENETIX v. 4.05 (Belkhir et al., 2004).

Para determinar el equilibrio Hardy–Weinberg (EHW) por marcador se desarolló un test exacto de Fisher, usando el método en cadena de Monte Carlo–Markov (Guo y Thompson, 1992), los cálculos se realizaron mediante el software Genepop versión 3.4®.

Resultados y discusión

Las frecuencias alélicas, expresadas en porcentajes de los 25 microsatélites en la población de cerdos criollos de Ecuador se muestra en la Tabla 2, resultando polimórficos todos los marcadores estudiados, con valores por locus que oscilan entre un mínimo de 2 alelos (SW951) y 14 (S0005). Se observa en general una moderada diversidad alélica.




La Tabla 3, recoge los valores de heterocigosidad esperada y Heterocigosidad observada Contenido de Información Polimórfica y los valores de probabilidad obtenidos en la prueba de equilibrio Hardy–Weinberg (P–value), por marcador analizado. Los valores de heterocigosidad esperada (He) por marcador analizado, varían entre un mínimo de 0.131 para el marcador S0226 y un máximo de 0,917 para (CGA y SW911). Por su parte la heterocigosidad observada (Ho) se comportó con valores entre 0,133 para el marcador S0226 y 0,867 para el S0068. Los marcadores S0178, CGA, SW911, S0227, S0355, S0386, SW240 y S0068 muestran mayor polimorfismo, con valores de heterocigosidad observada superiores al 70%.


[bookmark: t3]


Por los valores Contenido de Información Polimórfica obtenidos, todos los microsatélites son medianamente o muy informativos exceptuando cuatro microsatélites (S0215, S0225, S0226 y S0857) que son poco informativos en esta población.

Uno de los primeros pasos en el estudio de la estructura de una población es la detección de desviaciones de las proporciones de Hardy–Weinberg, reveladoras de la ocurrencia de procesos de selección, migración, apareamientos no aleatorios, etc. Los valores de probabilidad obtenidos en la prueba de equilibrio Hardy–Weinberg para todas las combinaciones locus/población, revelan que para 6 marcadores (S0005, S0101, S0178, S0226, SW24 y SW632) el P–value es inferior a 0.05, indicando que estos microsatélites se encuentran desequilibrados en esta población.

En la Tabla 4, se recogen los valores del número medio de alelos y la heterocigosidad media esperada (He) y heterocigosidad media por recuento directo (Ho) en esta población. El número medio de alelos fue de (6.2) y el porcentaje de individuos heterocigotos osciló entre 60.1% para la heterocigosidad media observada y 65.8% para la heterocigosidad media esperada.


[bookmark: t4]


El valor de FIS (0,089) no es significativo, lo que es indicativo de que la población no muestra una desviación significativa del HWE.

Este estudio definió la estructura genética del cerdo criollo ecuatoriano analizando 25 marcadores microsatélite. El conocimiento de la variabilidad genética servirá para la implementación de programas de conservación y posterior mejora de la raza.

La posibilidad de utilizar un importante número de microsatélites recomendados por la FAO para este tipo de estudios (FAO, 2012), permite plantear que los resultados encontrados en las poblaciones aquí estudiadas son fiables y consistentes para el cerdo Criollo de Ecuador.

El número medio de alelos por población, y la heterocigosidad observada y esperada, son los parámetros más usados en la evaluación de la diversidad intrarracial (FAO, 2012).

Toro et al. (2008), propuso una alternativa basada en la idea de que entre más mayor sea el número de alelos, mayor será la diversidad potencial de una raza.

Los cerdos criollos ecuatorianos exhibieron niveles altos de diversidad genética, con un número medio de alelos (6,12), superior a los reportados por Kim et al. (2005) en cerdos nativos de Korea (3,44), igualmente supera a los valores encontrados por Rodrigáñez et al. (2008) en las razas ibéricas Guadyerbas (4,5) y Torbiscal (3,7), Pardo et al. (2014) en el cerdo doméstico de Momil, Córdoba, Colombia (5.2). Muy próximos a los referidos por Meléndez et al. (2014) en una población de cerdos en Cereté, Colombia (6,7).

La heterocigosidad media observada (0,601) en cerdos criollos ecuatorianos supera a los descritos por Oslinger et al. (2006), en cerdos criollos colombianos (0.201); Rodrigáñez et al. (2008) en la razas porcinas autóctonas españolas Guadyerbas (0,439) y Torbiscal (0,579); Swart et al. (2010), en cerdos de Namibia (0,531) y por Pardo et al. (2014) y Meléndez et al. (2014) en poblaciones de cerdos en Momil y Cereté, Colombia (0,522 y 0,547), respectivamente.

A su vez están dentro del rango de diversidad porcina informada en anteriores estudios por: Yang et al. (2003), en razas de China; Martínez et al. (2006), en el cerdo Criollo Cubano; en el cerdo pelón mexicano; Wang et al. (2011), en razas de China y Kumar et al. (2013), en razas de la India.

Basados en los análisis de cerdos criollos mexicano y brasileños Sollero et al. (2009), sugieren que valores altos de heterocigosidad pudieran ser explicados por la baja presión de selección a que han estado sometidas estas poblaciones locales y la falta de programas de cruzamientos, lo que también ocurre con el cerdo criollo ecuatoriano.

Los valores de las heterocigosidades y del PIC para los 25 marcadores tienen comportamientos bastante similares, coincidiendo con Vaiman et al. (1994), quienes plantearon la existencia de una relación directa entre el PIC y la Heterocigosidad, en el sentido de que cuando aumenta uno también lo hace el otro y que al encontrarse cercanos, indican a priori que se realizó un adecuado muestreo y confirman la calidad de los marcadores seleccionados para el estudio de la diversidad genética de esta raza.

De los 25 microsatélites analizados, 17 presentaron un PIC superior a 0.5%, lo que permite optimizar esta batería para futuros estudios dentro de los programas de conservación de las poblaciones de cerdos criollos de Ecuador. El hecho de que la población evaluada no mostrara una desviación significativa del HWE basados en el valor que toma el FIS, es indicativo de una adecuada proporción de individuos heterocigotos y de un bajo nivel de endogamia.

Contrario al resultado obtenido en este trabajo, autores como Kim et al. (2005), al estudiar la estructura genética de razas porcinas de Korea y China encontraron varios casos donde se relaciona la desviación del equilibrio HW con los valores positivos tomados por el FIS, indicativo de un déficit de heterocigosis en esas poblaciones.

Conclusiones


	La caracterización genética del cerdo Criollo ecuatoriano reveló que la raza posee una elevada diversidad genética, medida a partir del promedio de alelos y los valores de heterocigosidad encontrados. Estos resultados constituyen una importante contribución para la implementación de programas nacionales de conservación y mejora de este genotipo en el Ecuador.
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Resumen

La presente investigación se realizó en la Granja Santa Inés, perteneciente a la Universidad Técnica de Machala, utilizando para ello 160 pollos acriollados (Gallus gallus domesticus) mejorados, los mismos que se alojaron tratando de cumplir las mejores condiciones de manejo y sanidad, sin embargo para provocar desafíos no se administró vacunas, ni antibiótico en la granja. El objetivo fue determinar la eficacia del vinagre e infusión de oreganón Plectranthus amboinicus en la crianza de pollos acriollados. La investigación duró 42 días, se distribuyeron 16 grupos al azar de 10 pollos cada uno, considerando 4 tratamientos (T1= vinagre, T2= vinagre + infusión de oreganón, T3= infusión de oreganón, T4= testigo) con 4 repeticiones cada uno. Se administró balanceado libre de antibióticos, se tomaron datos de consumo de alimento y de agua tratada diariamente, los pesos de las aves semanalmente; las muestras de heces se colectaron al inicio, mitad y final de la investigación. Como conclusión, las variables de campo no obtuvieron diferencias estadísticamente significativas en los tratamientos, pero sí en la parte microbiológica, el T1, T2 y T3 mostraron eficiencias de disminución al compararlos con el T4, aunque el T3 al final de la investigación se diferenció del T1, T2, T4. Asumiendo que la infusión de oreganón Plectranthus amboinicus, induce a una reducción en la cantidad de UFC tanto en la Flora total y Coliformes.

Palabras clave: Análisis bacteriológico de las heces, antimicrobianos, control bacteriano, conversión alimenticia, parámetros de productividad.



Abstract

This research was conducted at the Farm Santa Inés, belonging to the Technical University of Machala, using 160 bred broilers (Gallus gallus domesticus ), stayed the same as trying to meet the highest standards of management and health, however to cause challenges no vaccines or antibiotic treatment within the farm. The aim was to determine the efficacy of vinegar and infusion of oreganón Plectranthus amboinicus in acriollados bred broilers. The research lasted 42 days, 16 were randomized groups of 10 chickens each, considering 4 treatments (T1 = vinegar, T2 = vinegar + oreganón infusion, T3 = oreganón infusion, T4 = control) with 4 replicates each. Balanced administered free of antibiotics, food consumption data and daily treated water were performed, the weights of the birds weekly; stool samples were collected at the start, middle and end of the assay. In conclusion, the field variables did not obtain statistically significant differences in treatment, but in the Microbiology, the T1, T2 and T3 showed efficiencies decrease when compared to T4, but T3 at the end of the research differed from the T1, T2, and T4. Assuming oreganón Plectranthus amboinicus infusion induces a reduction in the number of CFU in both Total Flora and coliforms.

Keywords: Antimicrobial, bacteriological analysis of feces, bacterial control, feed conversion, productivity parameters.



Introducción

El empleo de antimicrobianos añadidos a los piensos y al agua en las labores agropecuarias para promover el crecimiento y aumentar la eficiencia alimentaria, es una práctica común no exenta de riesgos debido a que la exposición prolongada a bajas dosis de antimicrobianos puede dar origen a la aparición de resistencia al agente (Stephan y Rusch, 1997; Martel et al., 2000) y el problema se agrava aún más, si se considera que cada vez son menos las barreras para la transferencia de genes de resistencia entre microorganismos patógenos (Heisig et al., 1995; Molbak et al., 1999).

La tendencia en el siglo XXI, es obtener productos cárnicos seguros, aptos para el consumo humano, inocuos, que respeten el bienestar animal y, sobre todo, amigables con la naturaleza. Por ello, la limitación creciente en el uso de antibióticos en la producción animal impulsa la investigación para ampliar el conocimiento sobre la posibilidad de emplear aditivos de naturaleza orgánica que contribuyan a mejorar los parámetros de producción y disminuir la carga bacteriana del tracto intestinal en pollos.

Una alternativa al uso de fármacos para controlar patógenos es el empleo de sustancias orgánicas como ácido acético (Gonzáles et al., 2013; Camino et al., 2004; Jiménez et al., 2008), ácido láctico (Ojeda y Vásquez, 2008), ácido cítrico (Ortiz, D., Ruíz, j., y Pereira, R., 2012), entre otros; o bien hojas secas o frescas o extractos crudos de plantas como el oreganón Plectranthus amboinicus (Ayala, L., et al., 2006; Carro, M. y Ranilla, M., 2002; González, Y., y Jiménez, A., 2011), hierba Luisa (Silva, F. et al., 2014; Lambrecht, et al., 2013), anís y otras (Rodrigues, et al., 2011).

El Oreganón Plectranthus amboinicus, es una planta herbácea perenne, robusta, de hojas carnosas y muy olorosas, cuyo aroma se asemeja mucho al del orégano común. Esta planta tiene muchos otros nombres comunes en diversos países (orégano francés, menta mexicana, orégano indio, orégano brujo, etc.). Es una planta herbácea, perenne, ramosa, fragante, de tallos angulosos y frágiles, pertenecientes al orden Lamiales, familia Lamiaceae; originarios de las regiones tropicales de Asia Oriental y el Sureste de África. Presenta un crecimiento de tipo semi–erecto pudiendo alcanzar hasta 1m de altura; las hojas carnosas, tomentosas en ambas caras, anchamente ovada, de base sub corazonada, de 4 a 12 cm de longitud, con peciolos gruesos de 1.5 a 4.5 cm, con sabor y aroma parecidos al del orégano del mediterráneo; sus flores con estambres dinamos, declinados, filamentosos a veces unidos debajo, son bilabiales de color violáceo, se encuentran agrupadas en verticilos que forman espigas terminales a lo largo de 10 a 20 cm con brácteas de 3 a 4 mm de longitud y corolas de color azul pálido, lila o rosado. Esta planta se cultiva desde hace muchos años en países como India, Francia, España, Cuba, México, Honduras, Ecuador, etc. y se le han atribuido propiedades medicinales (Quevedo Guerrero, J., 2014). En inglés se le conoce también por varios nombres: spanish thyme, cuban orégano, indian borage, mexican mint, etc. Es una planta notable por su gran utilidad, ya que se le emplea como hierba culinaria para sazonar diversos platillos, hierba medicinal, planta de ornato e incluso es útil por su valor alimenticio. Su cultivo es fácil, así como también su reproducción por medio de esquejes que arraigan con rapidez. Como planta medicinal goza de alta estimación, pues es reconocida por su utilidad en casos de tos crónica, bronquitis, asma y otras afecciones respiratorias, artritis reumatoide, epilepsia, convulsiones, hipo, dolor de estómago, de oídos, cólicos, fiebre, flatulencia, cálculos renales y biliares, contra diversas infecciones causadas por hongos y bacterias, diarrea, parásitos intestinales, etc.; protege el hígado y riñones, es antiinflamatoria y sedante (ayuda a tranquilizar los nervios y favorece el sueño). Se le emplea ampliamente en la medicina tradicional de muchos países tropicales, y actualmente es objeto de diversos estudios científicos por sus promisorias cualidades medicinales (Telma, 2013).

Teniendo en cuenta los beneficios demostrados del vinagre y del orégano para el control microbiológico y los resultados a nivel de los índices productivos (Ayala, L. et al., 2006; Jiménez et al., 2008; González y Jiménez, 2011; Betancourt, 2012; Gonzales et al., 2013) y dado que el Plectranthus amboinicus es una planta hasta ahora poco empleada para estos fines, pero que comparte con el orégano algunas propiedades (Telma, 2013); en este trabajo, se evalúa el efecto independiente y combinado del vinagre y del oreganón en parámetros de productividad y para el control bacteriano en pollos "acriollados" alimentados con la misma dieta sin suministro de antibióticos.

Materiales y métodos

Para realizar el presente trabajo, se adoptaron todas las normas de bioseguridad posibles para poder brindar a las aves un ambiente de bienestar total. El galpón fue desinfectado con yodo y aplicación de cal viva antes del ingreso de las aves. No se administró vacuna, ni droga alguna a las aves. Durante las dos primeras semanas se colocó sobre la yacija una capa de cartón–periódico. Después y hasta la finalización de la investigación se utilizó viruta de madera como cama. El ensayo duró 42 días, durante los cuales fueron evaluadas 160 aves, divididas en 4 grupos correspondientes a cada tratamiento ensayado. Cada grupo, a su vez, fue dividido en 4 subgrupos a fin de contar con sendas réplicas; de tal manera que el modelo experimental estuvo constituido por tres tratamientos y un control. Tanto el control como cada tratamiento estuvieron conformados por 4 grupos de 10 pollos por grupo (cuatro réplicas) aplicándose el tratamiento a 40 pollos, respectivamente.

El primer tratamiento (T1), consistió en añadir vinagre (ácido acético al 5%) al agua de los bebederos a razón de 1ml/l. Para el segundo al tratamiento (T2) por cada litro de agua, se añadió 1 ml de vinagre + 1 ml de infusión de Plectranthus amboinicus al 10% por cada litro de agua. La infusión de Oreganón fue obtenida colocando 10 gramos de hojas frescas en 90 ml de agua de grifo que se encontraba a punto de ebullición e inmediatamente se apagó la hornilla y se permitió que la infusión reposara a temperatura ambiente durante toda la noche, al día siguiente la infusión fue filtrada para retirar los restos de hojas y, de allí empleada como solución madre para ser añadida a los bebederos en las cantidades requeridas. Para el tercer tratamiento (T3) se añadió 1 ml/l de agua de la infusión de Plectranthus amboinicus. Para el grupo control (T4) no se le añadió ningún aditivo al agua.

Durante todo el estudio, fueron registradas las siguientes variables: peso del ave, consumo de alimento y conversión alimenticia. Para determinar el peso de los pollos y del alimento, se empleó una balanza electrónica con capacidad máxima de 5 Kg, con un margen de error de ±1 g. Como alimento durante todo el tiempo de crianza, fue empleado un concentrado balanceado libre de antibióticos (21% de proteína y, 2950 Kcal/kg de EM).

Para el análisis bacteriológico de las heces (Flora total y Coliformes), se tomaron muestras al azar en cada jaula al inicio, a la mitad y al final del levante. Posteriormente, se determinó el recuento de bacterias, que consistió en tomar 1g de heces obtenidas a partir de las deposiciones de las aves que fueron aisladas y colocadas sobre una baldosa estéril. Cada muestra fue suspendida en 9 ml de Pectone Water" para obtener una dilución 1/10", a partir de la cual se hicieron diluciones seriadas hasta llegar a una dilución de 1/1000000. Cada dilución fue sembrada en placas de Petri con agar para recuento bacteriano (Plate count agar) y Agar Macconkey para determinar Flora total y Coliformes, respectivamente, a fin de establecer la menor dilución a la cual era posible hacer el recuento.

Análisis estadísticos

Los análisis estadísticos se realizaron según (Sokal y Rohlf 1995). Para establecer si existían diferencias estadísticas significativas entre tratamientos, se empleó el análisis de Varianza paramétrico (ANOVA), previa comprobación de los supuestos de Normalidad y Homocedasticidad. Todos los análisis se realizaron empleando el programa estadístico Statgraphics Centurión XV.I. ®.

Resultados y discusión

Ganancia de peso, consumo de alimento y conversión alimenticia.

En la Tabla 1, se indican los promedios de los parámetros productivos para cada tratamiento al cabo de seis semanas. El peso mayor correspondió al Tratamiento 3 (T3) con 1367 gramos promedio, mientras que el menor peso correspondió a T0 con 1285.05 gramos. El mayor consumo de alimento fue registrado en los pollos pertenecientes a T3 (infusión de Plectranthus amboinicus) con un promedio de 25955.3 g, seguido del T1, con un consumo total de 25168.3 g. La mayor conversión correspondió a T2 (vinagre + infusión de Plectranthus amboinicus) con un índice de 1.87 y la menor a T4 (control) con un índice de 1.95. Sin embargo, el análisis de Varianza no demostró diferencias estadísticas significativas (P>0.05) entre tratamiento para ninguno de los parámetros productivos (Tablas 1, 2, 3 y 4).
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En un trabajo similar, realizado por González y Jiménez (2011), empleando O. vulgare (orégano) en lugar de Oreganón (Plectranthus amboinicus) para evaluar el efecto de la adición de hojas frescas de orégano en la ganancia de peso, eficiencia y conversión alimenticia en pollos (línea Cobb), tampoco fueron observadas diferencias estadísticamente significativas (p>0.05) para la ganancia de peso. Los datos de consumo de alimento acumulado y conversión alimenticia de nuestro estudio difieren de los obtenidos por Ayala, et al. (2006), en pollos híbridos comerciales cubanos EB–34, en los cuales se observó que el orégano si influenciaba el consumo e índice de conversión.

La forma de administración de la planta que en el caso reportado por González y Jiménez (2011) fue hojas frescas mientras que, en el reporte de Ayala, et al. (2006), se expone la evidencia de que fueron proporcionadas hojas secas mezcladas con el alimento balanceado. En esta investigación, se empleó la infusión de oreganón. En consecuencia de lo anterior, las discrepancias entre los reportes señalados y los resultados aquí expuestos, podrían ser atribuidas no solo a la forma de administración del aditivo, sino también a la especie de planta empleada. Por otro lado, debido a que en este trabajo fueron usados como organismos experimentales pollos acriollados, mientras que en los trabajos publicados por González y Jiménez (2011), y por Ayala, et al. (2006), se trabajó con la variedad COBB–500 y el híbrido comercial cubano EB–34, respectivamente, tampoco puede ser descartada la posibilidad de que pudiera existir un efecto dependiente de las línea de pollos empleadas.

Los análisis estadísticos de los parámetros productivos en el grupo de pollos correspondientes a los tratamientos T1 (vinagre) y T2 (vinagre + infusión de Oreganón) revelaron que no existen diferencias estadísticas significativas respecto al control (T4). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Gonzáles et al. (2013) quienes tampoco hallaron diferencias entre el grupo control y el grupo tratado con vinagre para peso y consumo de alimento, aunque si en la conversión alimenticia.

Mortalidad

La mortalidad observada durante el ensayo fue accidental y no pudo ser atribuida a ninguno de los efectos de los tratamientos ya que estuvo limitada a un ave del grupo T1 y otra del T2 que fallecieron producto de haberse enredado en la malla metálica que separaba los grupos.

Análisis Microbiológico

La mayor cantidad de UFC se observó en el grupo control (T4) y la menor en el grupo T3 (Tabla 5, Figura 1). El análisis de Varianza factorial para determinar el efecto del tratamiento y del tiempo, demostró que ambos factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la Flora Total (Tabla 6) con un 95,0% de nivel de confianza de tal forma que las heces de los pollos tratados con vinagre (T1) y con la mezcla Vinagre–Infusión de Oreganón (T2) no difirieron estadísticamente en la cantidad de UFC mientras que las de los pollos tratados sólo con la infusión Oreganón si difieren respecto a T1 y T2 (P<0,05).
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La reducción observada en el recuento total de bacterias, respecto al grupo control (T4), en los pollos a los cuales les fue adicionado vinagre al agua de los bebederos (T1), puede ser explicada con base en las propiedades bacteriostáticas del vinagre debido a la reducción del pH en el agua lo cual limitaría el crecimiento bacteriano tal como ha sido indicado por Camino et al. (2004), para el control la colibacilosis y por Rezende et al. (2008). para el control de Salmonella enteritidis y S. typhimurium sp., en pollos de engorde. En tal sentido, Camino et al. (2004), demostraron que el empleo del ácido acético como aditivo en el agua, influye en los parámetros productivos y atribuyeron esta influencia al efecto acidificante del vinagre para controlar la carga bacteriana en cerdos.

Betancourt L. (2012), mediante el estudio anatómico del intestino de pollos demostró un menor daño de las vellosidades y criptas intestinales en los animales a los que le fue administrado Aceites Esenciales de Orégano y asoció este efecto con el contenido de carvacrol y timol del orégano que posee principios bactericidas. También se ha reportado que el orégano permite controlar la infestación de Eimerias (coccidias) en aves (Barragán J., 2006). Los datos de Colimetría aquí presentados al término de la investigación indican que, si bien fueron detectadas diferencia estadísticas (Tabla 8) entre los tratamientos T1 (vinagre) y T2 (vinagre+infusión de Plectranthus amboinicus), en comparación con el grupo control (T4) que presentó los mayores recuentos entre los grupos ensayados (Tabla 7, Figura 2), el menor recuento bacteriano correspondió al tratamiento T3 (Infusión de Oreganón) con 9625000 UFC (p<0,05).
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Por lo tanto, es posible deducir que el tratamiento con Oreganón (T3) favorece la disminución del contenido de bacterias en las heces de los pollos respecto al grupo control (T4), el Vinagre (T1) también posee un efecto que contribuye con la disminución del contenido bacteriano aunque menor al del Oreganón. Cuando se mezclaron Vinagre y Oreganón el efecto fue similar al del vinagre evidenciándose que no parece existir un efecto sinérgico entre esos dos tratamientos lo cual va en sustento de la eficacia de uso de ácidos orgánicos para el control bacteriano como lo señalan Gonzáles, et al., (2013) y, Jiménez (2008).

Conclusiones


	A la luz de los resultados obtenidos en esta investigación, se evidenció un efecto significativo de la infusión de oreganón y del vinagre, asociados a la disminución del recuento de bacterias en heces de pollos.

	La eficiencia bacteriostática del Oreganón fue mayor a la del vinagre o la mezcla de ambos (vinagre y oreganón).
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Resumen

El tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.) en el Ecuador, presenta una severa reducción en el rendimiento y producción, atribuida mayormente al ataque de la enfermedad antracnosis (Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds). Con base a esta problemática, se ha optado por evaluar estratégicamente genotipos mejorados de tomate de árbol provenientes de la cruza [(S. unilobum x S. betaceum) x S. betaceum] x S. betaceum, con algún grado de resistencia a la antracnosis para generar una alternativa de manejo sostenible al ataque de esta enfermedad, la cual presenta una respuesta altamente detrimental en los cultivares comerciales tradicionalmente sembrados en la zona de estudio (Pelileo– Provincia del Tungurahua, Ecuador). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos analizados tanto en variables de color de fruto y pulpa, así como en la variable cuantitativa de rendimiento, destacándose dos grupos (G1 y G5) por su bajo umbral de incidencia a la antracnosis; aunque en las variables productivas presentaron un menor avance. Un índice de selección basado en z–scores, permitió identificar individuos superiores en relación al grado de resistencia a la enfermedad y calidad del fruto. Los componentes genéticos de las variables fenotípicas evaluadas, demostraron que gran parte de la variabilidad genética observada se debe a los genotipos y muy poco a la variabilidad ambiental.

Palabras clave: Componente genético, fitomejoramiento para resistencia a enfermedades, modelo linear mixto, progenie.



Abstract

The tree tomato (Solanum betaceum Cav.) in Ecuador, performs a severe reduction in yield and production of tree tomato and it is mostly attributed to the attack of anthracnose disease (Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds). We assessed an improved tree tomato genotypes, derived from the crossing [(S. betaceum unilobum x) x S. betaceum] x S. betaceum, showing some degree of resistance to generate an alternative of sustainable management to this disease on a site with a high degree of infection in commercial ecotypes (Pelileo– Province of Tungurahua, Ecuador). Significantly differences among the analyzed groups were found in fruit and flesh color, as well as in quantitative variables such as yield. Two groups (G1 and G5) were noted for their low incidence of anthracnose, although they showed less progress in terms of productive variables. A selection index based on z–scores, allowed identifying superior individuals in terms of resistance to the disease and fruit quality. The genetic component of phenotypic variables showed that most of the observed variability is due to the genotypes and not to the environmental variability.

Keywords: Genetic component, linear mixed model, plant breeding for disease resistance, progeny.



Introducción

El tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.), es un frutal andino ampliamente cultivado en las regiones de clima frío moderado y subtropicales de Colombia, Ecuador y Perú. Particularmente en el Ecuador, la producción de tomate de árbol está confinada a pequeños y medianos productores de la Sierra y ha presentado grandes limitantes para expansión del cultivo y la exportación de la fruta como son: la falta de calidad y por la susceptibilidad a insectos plaga y enfermedades (Meza & Manzano, 2009; Carrillo et al., 2015).

Antracnosis ocasionada por el hongo Colletotrichum acutatum (Wharton & Diéguez, 2004; Falconí et al., 2013) es uno de los mayores limitantes del cultivo. Los síntomas ocasionados por esta enfermedad producen una disminución de la vida productiva de los árboles y en la mayoría de casos las pérdidas superan el 50% (Lobo, 2006; Alarcón y Chavarriaga, 2007). En Ecuador, investigaciones de antracnosis determinaron que tanto los cultivares comerciales anaranjados como morados son susceptibles al patógeno, y pueden alcanzar pérdidas entre el 60 y 100% de la producción, verificándose la poca resistencia genética a esta enfermedad en los cultivares más frecuentes como el 'Gigante Anaranjado', 'Anaranjado Puntón', 'Morado Gigante' y 'Redondo Anaranjado' (Falconí et al., 2013).

Factores ambientales como la lluvia y el viento, diseminan esta enfermedad en todo el cultivo (Peres et al. 2005). Estudios epidemiológicos señalan que el patógeno a más de atacar los frutos en cualquier edad o estado fenológico, también ataca hojas, ramas y el conjunto de órganos de la inflorescencia (Alarcón y Chavarriaga, 2007). Progresivamente, los frutos muestran pequeñas lesiones de apariencia aceitosa que se van convirtiendo a pardas o negras. En el centro de la lesión se va formando un polvillo de color rosado claro, que corresponde a la esporulación del hongo, y finalmente el fruto se seca hasta quedar momificado.

Las medidas de control para la enfermedad incluyen el manejo de la arquitectura del árbol, podas de follaje, remoción de frutos enfermos y el control químico del patógeno. El uso de fungicidas como benzimidazoles, han generado cada vez más tolerancia del patógeno, y en muchos casos se han vuelto prácticamente ineficientes. La demanda de alternativas de manejo de la enfermedad ha creado la necesidad de ampliar la base genética del tomate de árbol, mediante la hibridación interespecífica, a través de planes de mejoramiento que representen una solución y que haga posible el desarrollo productivo de este frutal (Acosta et al., 2011). Así mismo, en estudios realizados por el Programa Nacional de Fruticultura del INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias) en Ecuador, se han evaluado segregantes de cruzamientos interespecíficos entre el cultivar comercial S. betaceum por la especie silvestre S. unilobum, obteniéndose distintos niveles de resistencia, pero de deficiente calidad del fruto en cuanto a tamaño, color y sabor de pulpa, por lo que se han realizado retrocruzamientos hacia S. betaceum para recuperar dichas características. Posteriormente, se han seleccionado segregantes en función de la resistencia a la enfermedad, desempeño agronómico y calidad del fruto. De este modo, esta investigación tiene como objetivo evaluar segregantes de retrocruzas de (S. betaceum x S. unilobum) hacia S. betaceum (Figura 1), para identificar individuos con características de calidad de fruto y resistencia a antracnosis.
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Materiales y métodos

Ubicación Geográfica. El trabajo de campo se llevó a cabo en la localidad de Sigualó Alto (Cantón Pelileo, Provincia de Tungurahua, Ecuador: 01°19' 57'' S; 78° 27' 49'' W), localizada a 2400 m.s.n.m., la precipitación anual de la zona es de 556 mm al año, la temperatura máxima es de 27.40°C, temperatura mínima de 3.90°C, y temperatura media de 15.30°C. La humedad relativa promedio durante el estudio fue de 78.11%. Este sitio presenta una fuerte incidencia de la enfermedad en los cultivares 'Gigante Anaranjado' y 'Puntón Anaranjado' de tomate de árbol que se cultivan con alta presencia de inóculo circulante.

Material biológico. Cinco grupos de segregantes (retrocruza con S. betaceum) más un control susceptible se utilizaron el estudio (Figura 1). Para todas las plantas evaluadas se utilizó tabaquillo (Nicotiana glauca) y palo blanco (Solanum auriculatum) como portainjertos debido a su tolerancia a nematodos (en particular Meloidogyne incognita) y hongos (Fusarium solani). Los segregantes evaluados provienen de cruzas interespecíficas y retrocruzas [[(S. unilobum x S. betaceum) x S. betaceum] x S. betaceum] mismos que fueron agrupados en función de características físicas del fruto como el color de cáscara, pulpa y mucílago, presencia y color de vetas en la cáscara, así como la forma del fruto considerando los descriptores morfológicos del fruto publicados por Bioversity International (2013) (Tabla 1). Adicionalmente se utilizó el cultivar 'Gigante Anaranjado' (S. betaceum) como testigo experimental por su susceptibilidad a antracnosis. Inicialmente se plantaron 120 plantas de cada grupo (720 plantas), con una sobrevivencia final total de 267 plantas (Tabla 1).




Manejo del cultivo. El experimento se llevó a cabo en junio de 2012. La distancia de plantación utilizada fue de 1.5 m entre plantas x 2 m entre hileras. Todas los segregantes y el grupo testigo se distribuyeron en cinco bloques. Inicialmente 24 plantas de cada grupo fueron asignadas para cada bloque. Las evaluaciones se realizaron cuando las plantas alcanzaron el estado adulto. En el proceso de crecimiento muchas plantas se perdieron por diferentes causas no atribuidas a la enfermedad en estudio. Las plantas que presentaron una mayor respuesta detrimental, fueron reemplazadas posteriormente para llenar los espacios vacíos con segregantes del mismo grupo. El área del ensayo ocupó una superficie de 850 m2. La cosecha de frutos se realizó en forma manual cuando los frutos presentaron el 75% del color característico a la madurez.

Inóculo de Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds. El sitio escogido para implementar el estudio es una zona de alta incidencia de antracnosis, el patógeno se aisló de frutos afectados en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA). El inóculo del hongo se preparó raspando con una espátula las conidias producidas en las colonias de crecimiento y colocando agua destilada. La suspensión de conidias se ajustó a 1.20 x 106 conidias/ml de agua, utilizando la cámara de Neubauer. Esta solución conidial del patógeno se aplicó en campo con el uso de una bomba de mochila (julio de 2013). Posteriormente a la inoculación se cubrieron los frutos con fundas plásticas por 15 días. Cabe recalcar que en los lotes colindantes en estado productivo se presentaba una severa incidencia de la enfermedad. Así mismo, en el agua de riego, frecuentemente había presencia frutos contaminados viajando a los distintos lotes.

Variables dependientes evaluadas

Porcentaje de frutos infectados con antracnosis. Se contabilizó el número de frutos que presentaron síntomas, así como el número de frutos sanos y se calculó el porcentaje de incidencia de la enfermedad. El conteo de frutos se realizó cada 15 días durante tres meses.

Severidad de antracnosis. Se evaluó como porcentaje de tejido afectado por el patógeno calificando visualmente el área afectada que presentaron los frutos de cada una de las plantas, considerando a un fruto sano como 0% y a uno momificado como 100% (Moral et al., 2008). Esta variable se registró en diez frutos enfermos (cosechados o caídos) por planta.

Rendimiento por árbol. En cada grupo de plantas se registró el peso total de los frutos (sanos y enfermos) cosechados por planta, expresado en gramos. Para la evaluación se utilizó una balanza tipo reloj Camry.

Color de la cáscara de los frutos. Se registró en base a la escala establecida por Biodiversity International (2013), donde los colores posibles para esta variable fueron rojo, anaranjado y amarillo.

Color de mucílago de las semillas. Se registró en base a la escala establecida por Biodiversity International (2013), donde los colores posibles para esta variable fueron anaranjado, rojo y morado.

Sólidos Solubles. Para la determinación de esta variable se utilizó el jugo de frutos de tomate de árbol en madurez de consumo. Con el uso de un refractómetro manual DY – T20 se registró los grados Brix presentes en un fruto/planta en todos los grupos. Esta evaluación se realizó una sola vez con frutos de las primeras cosechas.

Acidez titulable. Se utilizó 30 g de pulpa de fruta licuada y se aforó a un volumen de 200 ml con agua destilada. Se tomó una alicuota de 20 ml para realizar una titulación con hidroxido de sodio 0.1 N hasta que en medidor de pH marque el 8.2 (viraje del indicador de la fenolftaleína) y se expresó el resultado de acuerdo al ácido predominante en la muestra.

Análisis Estadístico. El análisis de la información se realizó en dos etapas: 1) El contraste entre las medias de los genotipos segregantes se determinó en base a contrastes pares generados entre ellos. Estas diferencias se realizaron utilizando la prueba de Holm para la serie de pruebas sin necesidad de combinar en una única varianza y la correspondiente corrección por la inflación del error de significación. La falta de homogeneidad dentro de los grupos de segregantes fue verificada tanto gráficamente así como a través de la prueba de Bartlett con una significación estadística del 5%. 2) Por otro lado, para el análisis de la información genética se utilizó un modelo lineal mixto separadamente por grupo de segregantes. De esta manera el único efecto ambiental debido a los bloques donde estuvieron cada grupo segregantes constituyó el único efecto aleatorio. La estimación de componentes de varianza se basó en el Método Máxima Verosimilitud Restringida (REML). El modelo estadístico para la evaluación fue el siguiente: . Donde Gi representa el efecto del bloque i. De esta manera, la covariación entre dos medidas del mismo bloque ; por lo es la varianza dentro de sujetos debido efectos netos del genotipo. La proporción que representa respecto de la variabilidad total () es la estimación proporcional de este componente (Componente genético) que se estimó, dado que se pretende hacer selección dentro de los segregantes. La estimación de los efectos fijos y aleatorios se realizó en el paquete estadístico R v.2.1.5., a través del paquete lme4 ®.

Selección de segregantes. Se realizó selección directa con base a los promedios alcanzados por cada uno de los segregantes. Para escoger los mejores individuos a ser reproducidos, se realizó un promedio ponderado de z–scores () para estimar un índice de selección dónde, la resistencia a la antracnosis recibió una ponderación de 0.50, los sólidos solubles de 0.05, total de frutos una ponderación de 0.25 y 0.20 para peso promedio de frutos. Finalmente, se estimó un promedio de z score de los individuos para cada genotipo.

Resultados y discusión

Porcentaje de frutos con antracnosis

En el período evaluado (agosto–octubre 2013) se encontró un promedio de 15.89% de frutos con síntomas típicos de la enfermedad en las plantas testigo de tomate de árbol ('Gigante anaranjado'). El 60% de plantas del cultivar comercial presentaron frutos enfermos, y el 15% de éstas tuvieron el 100% de incidencia (Figura 2 A).
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El grupo G1 constituido por 13 plantas, presentó un mínimo de ningún fruto enfermo y un máximo de 8.70%; de las cuales 11 plantas (84%) exhibieron porcentajes de infección de hasta 2.90%. La mayoría de plantas de este grupo muestran una infección comprendida entre 0 y 3%, solamente tres datos (puntos dispersos) se encuentran alejados de la respuesta general del genotipo (Figura 2 A). El grupo G2 conformado por 52 plantas, presentó un mínimo de ningún fruto enfermo y un máximo de 75%; de las cuales 45 plantas (87%) exhibieron porcentajes de infección < 15%. En el grupo G3 constituido por 73 plantas, presentó un mínimo de ningún fruto enfermo y un máximo de 33.33%; de las cuales 57 plantas (79%) mostraron porcentajes de infección < 5.56%. El grupo G4 conformado por 90 plantas, exhibió un mínimo de ningún fruto enfermo y un máximo de 54.55%; de las cuales 71 plantas (79%) exhibieron porcentajes de infección de hasta 9.09%. El grupo G5 constituido por 27 plantas, presentó un mínimo de ningún fruto enfermos y un máximo de 22.22%; de las cuales 25 plantas (92%) manifestaron porcentajes de infección comprendidos entre 0 y 5.56%. La mayoría de plantas de este grupo muestran una infección comprendida mayormente entre 0 y 3%. (Figura 2 y Tabla 2).
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Severidad de antracnosis

La resistencia a antracnosis es un caracter que alcanza valores moderados de herencia en poblaciones provenientes de cruzamientos de padres resistentes (Stommel, 2001; Syukur et al., 2013). En el período de evaluación, se encontró que el testigo (G0) y los grupos segregantes G2 y G4, mostraron ser los grupos más afectados por la enfermedad con medias de 20.17, 15.83 y 11.86%, respectivamente (Figura 2 B). De acuerdo al análisis de varianza, las plantas de los grupos G1, G3 y G5 presentaron diferencias estadísticas, observándose menor severidad de antracnosis respecto de los grupos antes mencionados, siendo G5 el grupo con menor severidad menor al 1%. En las condiciones agroclimáticas en las que se desarrolló la presente investigación, la mayoría de plantas de los grupos evaluados presentaron una severidad promedio de 7.66%. En adición a lo anterior, cabe destacar que todas las plantas testigo fueron infectadas en mayor grado, a diferencia del material mejorado que expone intragrupalmente plantas libres de antracnosis.

Color del fruto (Cáscara)

El grupo testigo (G0) es el único que presentó 100% de frutos con cáscara de color anaranjado. Las plantas de los grupos G1 y G3 manifiestan homogeneidad respecto a este carácter con el 100% de frutos con cáscara de color amarillo. En los grupos G2, G4 y G5 se observa una segregación de este carácter, ya que los frutos de las diferentes plantas exhibieron colores distintos. El grupo G2, presentó 49 plantas (94%) con frutos de color anaranjado y 3 plantas (6%) fueron de color rojo. El grupo G4, presentó 75 plantas (83%) con frutos de color anaranjado, 9 plantas (10%) fueron de color rojo y 6 plantas (7%) de color amarillo. El grupo G5, presentó 26 plantas (96%) con frutos de color anaranjado y 1 planta (4%) fue de color amarillo. En función de lo anterior, en los grupos de segregantes G2, G4 y G5 habría que hacer selección para eliminar caracteres indeseables para el mercado, o a su vez intentar motivar la aceptación de otras coloraciones para la comercialización de esta fruta.

Esta característica ha demostrado ser altamente heredable en estudios realizados en varios frutales (Brown et al., 2009; Zaouay & Mars, 2014) ya que está controlado principalmente por pocos genes de carácter dominante.

Color del mucílago

Las plantas que conforman los grupos G0 (testigo) y G2 se destacan por presentar un 100% de coloración anaranjada. El grupo G1 exhibió 12 plantas (92%) con frutos de color de mucílago anaranjado y 1 planta (8%) con mucílago de color rojo. El grupo G5 presenta 25 plantas (92%) con frutos de color de mucílago anaranjado, una planta (4%) fue de color morado y una planta (4%) exhibió un color rojo. El genotipo G3 presentó un 66% de frutos con mucílago de color rojo, 12% de color anaranjado y 22% morado. En los segregantes G4, se presentaron un 52% de frutos con mucílago color rojo, 37% color anaranjado y un 11% morado. A pesar de que los grupos presentan alta variabilidad, y que el mercado de consumo en fresco en general acepta coloración anaranjada para el consumo, los grupos G3 y G4 se caracterizan por tener mucílago rojo y cualidad antioxidante.

El color rojo en el mucílago está relacionado con las cantidad de antocianinas, Dossett et al. (2008), reportaron valores moderados de heredabilidad de este compuesto. Sin embargo de acuerdo a nuestros resultados, el color anaranjado fue predominante en los segregantes evaluados.

Peso promedio de frutos

El grupo G2 presentó mayor peso promedio con 106.30 g por fruto (Tabla 3); en el mismo rango estuvieron el genotipo testigo G0 con 103.80 g, G4 con 98.78 g y G1 que compartió un segundo rango de clasificación junto con G3 y G5 que obtuvieron valores de 93.30, 82.75 y 72.67 g respectivamente. En el presente estudio, se observó que los segregantes que presentaron mucílago amarillo (grupo G2) mostraron el mayor peso promedio por fruto.




Los grupos G3 y G5 son los que presentaron menor peso promedio junto con G1; sin embargo, mostraron mayor resistencia a antracnosis, lo que podría inferir que tienen caracteres heredados de la accesión silvestre (S. unilobum), la misma que ha presentado resultados de resistencia a esta enfermedad (Rueda et al. 2005). Además Acosta et al. (2011), mencionan que frutos que presentan menor tamaño están relacionados con las especies silvestres de tomate de árbol.

Los grupos estudiados presentaron una media cercana a de 93 g, valor igual al reportado por Acosta et al. (2011), quienes evaluaron 24 accesiones de tomate de árbol, que en su mayoría (58,33%) eran de origen ecuatoriano. Sin embargo, el rango de variación entre accesiones en nuestro estudio fue menor, ya que el peso promedio mínimo y máximo registrado fue de 72.67 y 106.30 g respectivamente, mientras que en el estudio de Acosta et al. (2011), se reportaron valores entre 30.50 y 154.20 g, siendo un caracter de alta heredabilidad (0.96).

En el rendimiento de los grupos, el testigo G0 obtuvo un rendimiento de 3340 g/árbol, compartiendo rango con G1, G2 y G4, mientras que G3 y G5 presentaron menores rendimientos.

Grados brix y acidez titulable

Los grupos G2, G4 y G5 presentan diferencias estadísticas frente al grupo testigo (G0), en las variables de sólidos solubles (°brix) y acidez, destacándose G2 con 11.02 °brix y acidez de 1.66% (Tabla 3). En segregantes africanos de tomate de árbol estudiados por Mwithiga et al. (2007) se obtuvo un máximo de 10.90 °brix, resultado similar obtenido por Belén et al. (2004), quienes evaluaron segregantes venezolanos, reportando un porcentaje de grados brix de 10% y acidez de 1.35%. En estudios realizados en otros frutales, Ohtsuka et al. (2004) mencionan que existe un alto efecto genético aditivo en lo relacionado al contenido de azúcares. Sin embargo, la heredabilidad puede variar dependiendo del tipo de azúcar presente en el fruto (Viera et al., 2013).

Componente genético

El componente genético (Tabla 4), para la variable sólidos solubles (grados brix), el grupo testigo (G0) tuvo un 59% de componente genético mientras que la diferencia fue debido a factores ambientales. En los grupos G1 y G5 estos valores fueron de 71 y 76%, mientras que en el grupo G4 toda la variabilidad se debió a la variación dentro de individuos. Ciertamente la variabilidad interna aún es muy fuerte respecto de la variabilidad ambiental, lo que demuestra que hay opciones para el establecimiento de un programa de mejoramiento genético vegetal.
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Los grupos analizados presentan diferencias en los z–scores promedios (Tabla 5). Aunque la selección es individual, los individuos que estuvieron sobre una desviación estándar sobre el promedio de la población fueron seleccionados. Así mismo, los valores de las ponderaciones para las cuatro variables involucradas en el análisis, consideró la resistencia a la antracnosis como el principal componente con un 50% del peso, la segunda variable en importancia fue el total de frutos por árbol con un 25% y el peso de los frutos con 20%. La intencionalidad de este índice es aportar información relevante respecto a la resistencia genética, pero además, propender por el mantenimiento de las características comerciales.
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Conclusiones


	Los grupos G1 y G5, presentaron bajos niveles de infección por antracnosis, comparados con la variedad susceptible 'Gigante Anaranjado' (G0), por lo cual los segregantes dentro de estos grupos son considerados como promisorios para continuar con el proceso de mejoramiento de este frutal.

	Los análisis de los componentes genéticos, demuestran que en la mayoría de las variables analizadas los componentes genéticos son altos, siendo la variabilidad interna de los genotipos la que tiene supremacía respecto de la variabilidad ambiental.
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Abstract

The Pouteria sapota, also popularly known as sapote or mamey sapote, is a fruit tree of sapotaceae family originally from the tropical region of Central America with a great importance due to the almost complete utilization of the tree (fruit, seeds and wood) by industries. Thus, the study of its features becomes indispensable for selecting the most promising genotypes to increase the profitability of its production. In this study, it was used a dataset of 63 sapote trees placed in the botanical garden of Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE), located in Turrialba, Costa Rica. 17 quantitative characteristics were measured from trees, in order to evaluate the yield potential through the application of two multivariate statistical techniques: factor analysis (FA) and cluster analysis (CA). Firstly, the FA was performed and the 17 initial characteristics were reduced to four common factors that might describe particular characteristics like "fruit", "seed", "wood" and "leaf". Thereafter, a CA was performed, with scores of FA, which allows the formation of five groups of trees with different traits. This methodology revealed the most promising trees in the economic point of view for every industry that uses the tree as raw material.

Keywords: Plant genetic resources, cluster analysis, factor analysis, multivariate analysis



Resumen

La especie Pouteria sapota, también conocida como zapote o zapote mamey es un árbol frutal que pertenece a la familia sapotaceae, originaria de la región tropical de América Central, de gran importancia debido al amplio uso del árbol (fruta, semilla y madera) para la industria. Debido a esto, el estudio de sus características se hace indispensable para seleccionar genotipos promisorios para incrementar la rentabilidad de su producción. En este estudio fue utilizada una base de datos consistente en registros de 63 árboles de zapote, plantados en el jardín botánico del Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE), localizado en Turrialba, Costa Rica. 17 características cuantitativas fueron medidas a los árboles, con el objetivo de evaluar el rendimiento potencial por medio de la aplicación de dos técnicas estadísticas multivariadas: análisis factorial (AF) y análisis de conglomerados (AC). Inicialmente fue realizado el AF y 17 características iniciales fueron reducidas a cuatro factores comunes que pueden describir las características particulares como: "fruta", "semilla", "árbol" and "hoja". Posteriormente fue aplicado el AC con los escores del AF, permitiendo la formación de cinco grupos de árboles con diferentes características. Esta metodología mostró ser prometedora para la selección de árboles con mejores características, con fines económicos para la industria.

Palabras clave: Análisis de conglomerados, análisis factorial, análisis multivariado, recursos fitogenéticos.



Introduction

The sapote [Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore&Stearn], is a fruit tree of the sapotaceae family native to Central America, and wild populations of these trees are found from southern Mexico to Costa Rica and possibly in Northern South America. Besides being a fruitful open–pollinated species, it has an important economic effect due to the almost complete utilization of the tree (fruit, seeds and wood) by industries. For instance, fruits can be consumed in their natural state and its pulp can be used in the manufacture of jellies, ice cream and juice. Solís–Fuentes et al. (2015) reported a study showing that seeds can be used as constituents in mixtures with other natural fats, such as cocoa butter or mango seed fat. Seeds are also used as fuel and their oil can be used by cosmetic companies and also as a medicine to prevent baldness or reduce muscle pain (Alia–Tejacal et al., 2007). Dermal infections are also controlled by the application of wood latex (Mutchnick & McCarthy, 1997).

This species grows in heavy clay soil (Puerto Rico), sandy clays (Guatemala) and even in sandy soils (Florida, USA), reaching 20 to 25m in average. The leaves are ovate or lanceolate and are concentrated at the top of the branches. The flowers are small and grow along leafless branches, each of them consists of five true and five false stamens, the pistil has only one stigma and the ovary has five carpels. The fruit contains one or more seeds and has a variety of forms that can weigh about 3 kg in some genotypes. The flesh varies in texture (red, orange or grey) and it is aromatic, sweet and soft when ripe (Bermejo et al., 1994).

Due to the great utility of products taken from the sapote tree, several studies have emerged in the literature in different areas. Recently, Torres–Rodríguez et al. (2011), presented the antioxidant effects to promote health, based on phenolic composition of sapote fruit, which showed no significant changes with the fruit ripening. Haro et al. (2015), showed great industrial potential to use sapote pulp for soda production since it has a high concentration of sugar, high yield and sustainable with low contamination. Moo–Huchin et al. (2013) reported that the chemical composition of crude oil from the sapote seed might be an important source of vegetable oil for industrial uses.

Studies on genetic diversity include the characterization of germplasm collections, an activity that consists in registering the qualitative and quantitative characteristics that are inheritable. As Querol (1988), the characterization is the use of data to describe and thus differentiate these improvements of a given specie. The systematic characterization allows knowing the variation within the collections and selects the best genotypes to grow them. An important statement is that the covariance of those characteristics must be studied in a multivariate approach as the identification of the best genotypes comes along by the consideration of all important variables in study simultaneously (Pinto et al., 2015). Another interesting point is that certain multivariate techniques, such as the factor analysis, reduce the dimensionality of a given problem, simplifying it. Some applications using different types of crops with multivariate techniques are already available in many works, such as in Nakamura et al. (2013) who study coffee genotypes, Righetto et al. (2014), that present a multivariate application with cacao, Vargas et al. (2015), who perform a study with tomato genotypes, among others.

Hence, the main propose of this study was to provide an efficient technique to select most promising genotypes of Pouteria sapota, classifying them into groups according to their particular genetic traits, i.e., indicate to industries that use sapote as raw material, the best genotypes according to their activities combining two different multivariate techniques: factor analysis (FA) and cluster analysis (CA). These important techniques will be explained with more details in the next section.

Material and methods

The dataset in study is located in the Cabiria 6 Botanic Garden of the Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE), based in Costa Rica (north latitude 9° 53', west longitude 83° 39' and 602 meters above sea level).

CATIE sapotaceae collection plants were introduced to the CATIE genbank between 1977 and 1983, from seeds collected from Mexico to Panama, planted at a distance of 8 × 6.5 m. During November 1994 to January 1995, the collections were visited, at the same time it was noted the condition of each tree. If a plant was abundant fruits or flowers in large quantity, no matter the size, it was tagged and was part of the study. The point of harvest for the characterization of the fruits was determined when these were orange inside. After harvested the fruits wrapped in newspaper, and were stored in the laboratory, until they reached the appropriate point of maturity to be evaluated.

The following variables were measured: FW: Fruit weight (g); FL: Fruit length (mm); FD: Fruit diameter (mm); PuT: Pulp thickness (mm); PeT: Peel thickness (mm); PW: Peel weight (g); PP: Pulp performance (%); NS: Number of seeds; SL: Seed length (mm); SD: Seed diameter (mm); SW: Seed weight (g); LL: Leaf length (cm); LW: Leaf width (cm); TH: Tree height (m); TTD: Tree trunk diameter (cm); e, TD: Treetop diameter (m).

Due to the high number of variables, as in Righetto et al. (2014), we applied the factor analysis (FA), a multivariate statistical technique whose main objective is to describe the covariance relationships among the dataset variables in terms of a few unobservable variables, which are called common factors (Johnson and Wichern, 2007). The orthogonal factor model is given by





Where: X is a vector of random variables, with µ mean and covariance matrix ; is the loading matrix Σ;Λ in which the higher the loading is, higher is the relationship between a given variable with a given factor. F is the factor vector; and, ∈ is the vector of random errors.

In order to reduce the dimensionality of the variables, we used the following criterion: we retain the first m components account for a percentage of total variation greater than 70%. This threshold is advised by Mardia et al. (1992), and respected by many authors as, e.g., Surita et al. (2007), Khayatnezhad et al. (2011) and Mollasadeghi et al. (2011). The main objective here is that all retained factors have practical meanings and, once they are obtained, we can name them following it. It is not uncommon to find the necessity of a rotation on the original axis (factors) in order to find a proper interpretation of the factors and, thus, a rotation method should be applied in this cases.

Once factors and scores were obtained, we applied the cluster analysis (CA) using the generalized euclidean distance, given by





and Ward's minimum variance method, in order to obtain homogeneous groups of genotypes and so point those with the best agronomic and economic characteristics. This method was chosen since it uses a huge statistical plea based in the analysis of variance (Nakamura et al., 2013) to group similar objects: firstly we calculate the proximity matrix, given by P=0.5D, where D is the distance matrix; then we just need to calculate the proximity value of a cluster RS with any group T by:





Where: nt, ns, n and n(rs) corresponds to the number of individuals from groups T, R, S and RS, respectively, Prt and P(rs) and are the proximity values of group R with T, group S with T and group R with S, respectively. After all clusters are formed, we can display a dendrogram (Johnson and Wichern, 2007). Examples of applications using this method can be obtained in Badu–Apraku et al. (2011), Kholghi et al. (2011), Lajús et al. (2013), among others.

Results and discussion

Table 1, shows some descriptive statistics: mean, standard deviation, coefficient of variation (CV %), skewness and kurtosis, of each variable in the dataset. As we can see, none of the variables present a high standard deviation when compared with its mean. In addition, only the variable number of seeds presents high skewness (1.30), i.e., there is an accumulation of observations in the right of its distribution, and only the variable leaf width presents high kurtosis (3.08), indicating a high number of observations around its mode. Although these values indicate a non–Gaussian distribution that is not an issue for some statistical analysis, like FA (Johnson & Wichern, 2007) since the Gaussian assumption does not interfere in the analysis process.
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Once we obtained the descriptive statistics, we calculated the Kaiser–Meyer–Olkin (KMO) rate, which is a measure that evaluates if the FA is reliable in the dataset in study. In our dataset, the KMO value was 0.70, thus we performed the FA.

The FA was performed over the correlation matrix and we could observe that the cumulative percentage of variation explained using only four common factors was 72.33% (eigenvalues: 6.12, 2.50, 1.77 and 1.17, for first, second, third and fourth factors, respectively) and then this m number of factors was chosen using the threshold proposed by Mardia et al. (1992). Table 2, displays the rotated loading matrix using the Varimax criterion.
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We can see from Table 2 that variables in study were well distributed over the four factors retained. Hence, highlighted loadings contributed to naming each of the factors: Factor 1: most important variables are FW, FD, PuT and PP, and thus we named this factor as "Fruit"; Factor 2: most important variables are FL, PW, SL, SD and SW, and thus we named this factor as "Seed"; Factor 3: most important variables are PeT, LL, TH, TTD and TD, and thus we named this factor as "Wood"; and Factor 4: most important variables are NS, LL and LW, and thus we named this factor as "Leaf".

As the scores were obtained, we performed a CA through the Ward's minimum variance method (Figure 1). According to Figure 1, five different clusters composed of similar genotypes were obtained, and their principal characteristics are: Group 1: large fruits – Trees: 1, 3, 6, 7, 8, 13, 20, 22, 24, 37, 46, 47, 54, 55, 57 and 62; Group 2: small fruits and large trees – Trees: 10, 25, 26, 34 and 35; Group 3: small leaf – Trees: 2, 9, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 29, 30, 39, 40, 42, 44, 50, 52, 53, 56, 59, 60 and 61; Group 4: small trees and large leafs – Trees: 4, 5, 23, 41, 43, 48, 58 and 63; and Group 5: large seeds – Trees: 11, 18, 21, 27, 28, 31, 32, 33, 36, 38, 45, 49 and 51.




Based on groups formed through the cluster analysis, whose averages and standard deviations of the variables in the respective groups are displayed in Table 3, it is possible to indicate promising groups of genotypes according to the necessity of different types of industries since the applied methodology was able to group homogeneous genotypes in each cluster (standard deviations are not numerically high when compared to its means in Table 3). For instance, we can say that food industries should consider genotypes from Groups 1 and/or 5, since those trees produced, respectively, large fruits and large seeds when compared to the other groups and hence should be used on the manufacture of jellies, ice cream, juice and chocolate. Moreover, cosmetic companies should also choose Group 5, since the seed oil is the raw material in this type of industry. Finally, Group 2 may be the choice of carpentry companies, since that tree in this group were the largest ones.
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It is also noteworthy that, although this methodology was applied in the selection of promising genotypes of sapote trees, it can also be applied on other crops. Therefore, it is a powerful biometric tool for agroindustry that use any fruit as a raw material.

Conclusions


	The factor analysis was a powerful tool used in this work, since it performed really well the reduction of the original number of variables in the dataset (from 17 quantitative characteristics to only four common factors) since it did not lose a lot of the original information (72.33% of the original variance was explained by this few factors).

	The cluster analysis returned five homogeneous clusters and thus, it was possible to decide which genotypes are better for each kind of industry that uses sapote as a raw material.
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Tabla 6. Analisis de Varianza para establecer diferencias significativas en la
Flora total de las heces de los pollos entre tratamiento en la semana seis.
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Figura 1. Cinética absorcién de aceite
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Tabla 8. Analisis de Varianza para establecer diferencias significativas en el
contenido de coliformes totales en las heces de los pollos entre tratamien-
o en la semana seis.
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Tabla 1. Intensidad de color expresada como RGB por exposicion de los
liposomas a diferentes perturbaciones.

Intensidad de color
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Control 203
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Afinidad Molecular  Tripsina inmovilizada 161

Interaccién Tripsina:BSA 145
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Tabla 4. Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) estimado para los 20
marcadores microsatélites.

Locus SSR PIC
‘mEZCIR0008 039
mEZCIR0009 003
mEZCIR0018 032
mEZCIR0046 038
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mEZCIR0230 037
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mEZCIR0465 038

<Eg00065 037

SEg00067 038

SEg00125 005

SEg00126 048

SEg00127 048

SEg00140 053
mEZCIR0802 035
mEZCIR1730 037
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mEZCIR354 045

Promedio 037






OEBPS/Images/v65n3a08f6.jpg
Figura 6
tono oxidado






OEBPS/Images/v65n3a07t3.jpg
Tabla 3. Promedios mensusles + error estindar de ls medis de lss varis-
bles: Longitud el calo floral (LTF), diémetro deltallo floral (OTF) ciametro
del capiculo flors! (DCF), nimero promedio de flores mensusles por planta
(NpFM) y el res folar total (AFT)

Trata-
sientos. LTF DTF DCF it AFT
(mgN P .
Py e (em) (em) (cm?)
dia)
o:  07:  104x 208 91928
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Valores en la misma columna con igual letra, no difieren significativamente
(Contraste a posteriori aplicando el método de Dunn, P<0.05)

Tratamientos (T0, T1, T2, T3) de fertiizacién nitrogenada equivalentes a 75,
56,94 1125 mgN planta-1 dia-1, respectivamente.
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Figura 4. Cinética del crecimientoy del desarrollo del protocormo, en escala
temporal (T). Medicién del A (area en pixeles) que corresponde al recimien.
0 (aumento de volumen) y FR (factor e redondez) que corresponde al de-
sarrollo (diferenciacion de érganos); T0) A<27077, FR=0.7843; T1) A=33159
FR=0.6875; T2) A=49740, FR=0.451; T3) A=70261. FR=0.2580.
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Figura 1. A) Ensamblamiento de lipidos biomimétcos para formacién de iposomas y B) formacidn del Polidiscéleno.
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‘Tabla 1. Influencia de los niveles e exposicién a la radiacidn solar sobre sigunas variables anatémices cusntikativas medidas en hojes de café.

Grosor (m)
Lol Largodel Ancho del
e Epidermis énquimaen  Parénquima  Epidermis  cstoma (um)  estom (um)
dwial ‘empalinds__ lagunar baial
Pienosol B2a 7 183e EQ e 3 T62e
s s1en 75 161 32 N 28 1556
e sosb 7 1535 23 ass 270 1566
3 005 oz 000001 052 005 o o0
es oss 012 03 o076 on o020 on

‘Medin conlexas guses n a2 calumnas o Gferen pars P05 gin I prusba de Tukey.
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‘Tabla 1. Origen y descriptores de los segregantes de tomate de &rbol utikzados en el estudio.

Origen Caracteristicast Grupo  Namero

Color de chscara: nararjodo.
Color de s pulpa: Anaranjodo.
S betaceum (Culivar Gigonce) Colorde muclago: Anaranjado
Form de frute: Ovode
Veta encizcara: Ausere

Testigo &

Colorde ciscara: Amarlo

Color de la puipo: Anararjodo.

Colorde mucago: Anaranjado
Forma de fruto: Eipico
Veta en ciscara: Ausente

1

Colorde céscara: Anaranjado - Amarilo
Colo de s pup: Anaranjado.
Colorde muclago: Anaranjado 6 2
Form de fruts: Ovode
~ Veta e cizcara: Ausene

s s -~ Color de chscara: Amrilo
Color de la puipa: Anaranjado.

5. uniobum x5 betaceum) x5

betacaum)] x5 bataceum Color de muclago: Rojo
Forma de fruco: o

7

Color de ciscars: Anaranjado - Amarilo
| Color de a pulpa: Anaranjodo.
Color de muclago: Rojo ) %
Forma de frute: Redondeado

Color de ciscara: Anranjdo - Amaril
Colo de a pupa: Anaranjado.
Colorde muciago: Anaranjado. s z
Forma de fruto: Ovoide elongado
Vet en chzcara: Morado

Total 267

“El agrupsmiento de los maceriales s realzé en funcién de los descriptores del Boversiy International 2013)
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Tabla 2. Peso, longitud y diémetro medio de los frutos con y sin cascara de los musécess evaluades.

Pesofutocon  Pesofrutosin  Longitud fruto  Longitud fruto Didmetro frut Dmetro frute

Varteasd Coscaralgn cascara(g)  con coscora(cm) sincascara cm)  con cascora (am) " €25€2r%
BanmoGranErane MM 150592280 802981341 w0220 sz sz 3052019
BonanoMonsano  ANS 73381373 asans9se 608137 aso021 283020

Guneo CochacoEnano  ABS 1943521885 1194081613 1741150 47020 3man
Covacopeiprs  ABS 2069124329 96942177 15932206 so3:036 3612032
PompoComino A8 1E3NSTE 1069113439 16305278 481039 361030

FHA2s. Meramsaist sz 19992183 16792145 3922016 278010

Fougamu A mmserz so0ss 16972148 1adss34 412:016 3232014
KeongMekinos M8 15137 m23sest RERS 16334202 4101026 3ps016

Prang et Mmoot esszon 21165226 192200 35014 2572038

Lacoton M ometeen  mems 20501159 18988143 37017 2952015

Blugsoe Am te0senz  7osmiE 18152213 14150166 952035 330038

a2 s rmmsee  7eoni0ss 19438134 16612130 su020 3332016
SebalBuggoe  ABB  1saso217 7satsinie 1482210 1483492 asn03s 3461039

VoogamnkS  AM 20143 s7m91R e 16020122 390:014 32018

A3 M tesazs0ts maTase 2820203 1agseres assi03e 33n028

su3u30 A smez i P 2050105 439030 333026
GuncoNsktengos  AAA 127862410 687321339 16152223 1392173 610070 323:018
SeredowCovendish  AM 7142200 1001721283 97 1878182 4120033 san01
Fpuefamiles MBS 1237133 60274 260192 1as00.2 3872014 293012

A2 MM 205543047 1150502400 Ba0s316 2056236 42023 3301006
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Tabla 4. Anslisis de Varianza para Alimento Acumulado (g) - Suma de Cua-

drados Tipo ll
Suma de Cuadrado  Razén  Valor
Fuente Cuadrados ©'Medio -F -p
Efectos principales
Afratamienco  833237E6 3 27774666 141 02878
Residuos 236286E7 12 1.96905E6

Total (Corregido) 319616715
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‘Tabla 2. Nimero de alelos (A), Frecuencias Alélicas (Fr) para las colecciones de Zaire y Camerdn.

Comerin i
Lo, AR R R R RS A RGN FA) R R A
megRo00s. 2 — o o 3 0w o  o0s0

mEgCIR0009. 2 e® o - 2 om0

mEgCROS. 2 e - 0w 3 o o oss
megCIRO04s. 2 o os0 : . 2 o o0

megCRo0S7 FRT S e 0w 2 0% os -
megCRO219 4 o o® oo oos 2 o o - :
mEgCIR0230 2 oss oss - 2 o o

megcR0zs: 2 0w ow 2 w2 o

megCROs6S. 3 om0 o 2 0 050

a£500066 2 o om0 - 2 ass ok

a£500087 2 o om - 2 o 0w

segoo12s 2 om  om PR 5

sego0126 s om0 om  os - 4 om0 om0 -
aEg0127 s o o o o 4 o a0 oo 0z
sEg0ora0 3 o om os 3 o am o

meEgCR0802 2 om0y - 2 om 0w

meEgCRI730 2 os  om 2 s 0w

megaRa2e2 s om  o®  on om0 3 om0 ost
megcRa383 3 om o o ' '

Py 4 o0 o om  om 3 o o o

Touat 5 60 68 4 10 09 48 e» 78 3% 16 0m

Promedo

02 o o2 om o005 24 om o o o oo
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Figura 2. Dispersién de grupos tomate de rbol A) Porcentaje de inciden-
cia de antracnosis (ndmero de frutos infectados). B) Porcentaje de severi-
dad (tamaio de la lesién en el fruto) en Pelileo Provincia de Tungurahua,

Ecuador.
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Tabla 2. Impresién de resultados de la aplicacién, relativamente al area (A)
en pixeles (crecimiento), factor de redondez (FR, asociado al desarrollo) y al
estado de salud asociado a la tonalidad de color verde, de 5 protocormos

empleados en el experimento.

Pt Pz b3 pod P
ey R e R TR
m omm oem oms omse amn
idatant gysars sau7 soos s soe:
“onalidad-oxidads” 454685 237553 o.0a48 265831 17.9537

%)

A= éreaen pixeles

FR= faccor de redondez
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Tabla 2. Analisis de Varianza para establecer diferencias significativas en la
tasa de Conversién entre Tratamientos a la semana seis.

e made q Cpdde mn vy

Totol (Corregido) 02326 15
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso para extraer las caracteristicas y

dlasificar el color de una imagen de prueba.
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Tabla 4. Nimero de animales analizados(N), nimero medio de alelos
(MNA), Heterocigosided media esperada (He) y Heterocigosidad media ob-
servada (Ho) con sus correspondientes desviaciones esténdar; F, con un
intervalo de confianza del 95% calculado con 1000 permutaciones.

MNA L He o Ho r

Poblacion N MNA (Y - %

Cerdo 0.089
Criolode 15 612 291 066 0046 0601 0025 (0.033-
Ecuador 0.128)
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1. Microsatélies uriizados en a caracterizacién molecular de las colecciones de paima de Zaire y Camerin.

Locus SR Motivo 573 Forward primer 55 Reverse primer
megCIRO00s" oane CGGARAGAGGGARGATG ACCTIGATGATIGATGTGA
megCIRa00s: o0 CAGTCTTTAAGTACGGCTATGAT  GAATITITAGTTCAACCAGGTAGA
megcroors: (oans cmaTTTaTTSCTTACE TrCTATTITATTTTCTTCCT
megciooss: (cans AGCCTTAGTATITTGTTGAT caraaAmTGTCCTTTTGE
megCIRO07+ (o7 TACACAACCCATGCACAT AMMAACATCCAGAAATAMAA
megCiRo219" a7 TITGCTCGGCGRATACAT creacrescarermrT
megciRoz30r TRGAGLEAS cecrsececceTTTTe AGCGTATATGTGATICTAA
megciozses oane cermsTacrTienc GCTGTGCACTAGGTTTC
megciRodss: (ccom TeccccacaacCeaTe GGCAGGAGAGGCAGEATTC
sEgooase e TIGCTCAACTGACTRATGC ACATICCAGATCCCAGCARG
<Eg00067" eTas GTCAGCCCGTAGAAGATIGC CTTTCGRATAGCCARAACGA
segoorzsees (ccon TACCCTTTICCETCCCTCCATA CATCATCTCCGTIGECAGTATY
segoorzes «ccar CCSTCTEmMGCCTAME TeTIGTCCCACTECCTETT
segoo127 man CraTTCCTeATCGTCTC CTCGAAGETEATCGTCTCTC
segooraoe o0 AAGTGAGACGGTGGATITGS. GTCcAGTIGTECTCGCATT
megCIRO8021+ (o2 crcamssceTATCCTITA TACGTGCAGTGGGTICTTTC
mEgCRIT0M (emnens AATTTCARATACAGCATAGE CATAGTAAGTITTGGATGATIATTA
megcRa82 (o0 GTAACAGEATCCACACTAAC ‘GEAGGACAGGAGTAATGAGT
megcRasse o7 CTTGACAATACCCTGAGTAGTAG. GCTGTGCCTATCGGACTT
megCRaSIS oans GecTATCCCCTGAACTATCT TGCACATACCAGCAACAGAG

Biotce et oL (2001). ++ Biloce ¢ L (2005). +++Singh et oL (2008).
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Tabla 1. Andlisis quimico proximal arveja (Pisum sativum L) (g/100g).

Arveja sometida a fritura

Componente  Arvejs ___TRITTRAT
W mc o
broeina 7992077 14773102 15512140 16242177

Humedad 6355290 1.36+008 1082002 103£005
Grasa 057£004 339118 3092123 278:149

Ceniza 1100071 1.99£010 2092009 219+021

Valores promedio (n=3) £ desviacién estandar
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Tabla 2. Efecto de los niveles de radiacién solar sobre la frecuencia esto-
mética y algunas relaciones existentes entre las caracteristicas anatdmicas

folres
Relacion . : Relacion
Nivelesde  empatiza. "R  procuncia  Frecstom.s
exposicién  da/Grosor  “POMO%0/  estomatica  Grosor dela
ol delahoin  Cosorde (ol hoja
(%) (est./pm)
hsol 290 s09n 20268 330
s 66 s4a 160b 208
SR 2sen sza 1ee 278
es 009 012 076 0027
» o000s 005 ooz ooois

Medias con letras iguales en las columnas no difieren para P<0,05 segin
la prueba de Tukey.
E.5: Error estandar de la media

P: Probabilidad de error
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Tabla 3. Materia secay Fraccién comesuble en Kg de las musiceas evaluadas

Fraccién Comestible (K de

Formas de Consumo. Variedad 5 Materia Seca b o e Cascora
Bonano Gran Enane 279295 589 15275

Banan Manzano 0852146 350 335339

SH-3a369 3664200 o0 52018t

Bonano FHA2S. 261409 sa8 w5791

T Vagombikms 2408102 53 23120
(AKAA) Covendiny P2 261 752 aasese
ot Seredow Covendish w2102 505 se200
Figue fomile-38 B0 22 a4

Prsng Berin 3me16 B 57372436

FA2 stosetse s a2

Lacaton 279263 496 w5116

Guineo Cochaco Enanc 20334070 196 35672420

Cachaco Peipia 30502216 a8 2601557

Fougams (prang awak) EEAR 389 ses0s264

R Guineo Nakiengua 28128 an as21s
coccin, N plonainy Blugsoe 7140 300 5066£396
#nce BRodoS RRL: Kelong Mekincs 05137 sa ss0s264
Pompo Camino 81098 416 20197

Seba 1 Buggor 3303081 07 6273

) s 238 seaasss
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Figura 3. Principais doencas apontadas pelos entrevistados tratadas pelos uso
de plantas medicinais, Assentamento Pedra Suada, Cachoeira Grande-MA.
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Figura 6. Efecto de los factores de perturbacién en la respuesta colorimétrica.
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Table 3. Mean and standard deviation (in parentheses) of each variable
under study for each of the five groups identified

Variable  Group1 Group2 Group3 Group4 GroupS

49107 33866 29829 27220 46145

B 87.9)  (3991)  (9470)  (7327)  (11369)
=1 10312 10448 8836 8505 11457
(1117)  (1001) (1289  (1036) (1332
& 9417 7672 7876 7613 8448
(568) (356 (895  (560)  (949)
i 3154 2436 2617 2141 2723
@1 (138 @36 @2) @15
P 198 242 183 1,80 1,95
©52) (013 (036 (019  (040)
o 62,01 5670 42,96 3655 6272
(1505 (636) (1245  (836)  (1608)
6B 7929 7070 7335 7060 7492
@64 (19 (513  (339) (363
i 117 1,28 1,16 193 135
©14  ©1) ©18) (024 (026
5 6204 6786 5826 s660 7012
@5 @9 @0 (602 (604
& 3313 316 32247 3126 3552
@53) (18 @) B3 4
& 3940 4238 3310 4248 5082
(653 (784 (609  (1042)  (550)
ik 2803 3504 2101 2476 2557
(650 (480 @479 (9 (813
o 882 10,16 695 285 815
M7 023 048 302 (169
o 831 7.42 645 525 631
(195) (98 (8N (115 (138
5 2766 319 2422 2165 2440
(469 (384 @90  @498)  (408)
F 731 816 592 480 580
13 03 ©8) (109 (117)

FW: Fruit weight; FL: Fruit lengeh; FD: Fruit diameter; PuT: Pulp chickness;
PeT: Peel thickness; PW: Peel weight; PP: Pulp performance; NS: Number
of seeds; SL: Seed length; SD: Seed diameter; SW: Seed weight; LL: Leaf
lengeh; LW: Leaf width; TH: Tree height; TTD: Tree trunk diameter; e, TD:
Treetop diameter
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Tabla 1. Caracterizacién de suelos y dcidos himicos (AH) utiizedos en el ensayo.

Adsorbente o £ ac & g e 3 a T x
] s was aem s T Cl ~ - ™
Andiol 53 9% s 53 15 005 0% s a0 w0
Verusol 215 on a0 nis es 025 o ma  mw om0
pHicvaor delpH dezuek: O corbona orgénica 4 CIC: apocidad de ntercombiocatnico (emalcig Co oo (cmal/g: Mg magneso (emaldhgl Novzodio
{amokikg). Ar Arcla (K : Limo (W Ax Avena (%) ba: por debajo del limke de deteccion: na: no apha.
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Tabla 2. Tasas promedio + el error estindar de la media de las variables
del intercambio de gases: Transpiracién (E), conductancia estomética (Gs)
y asimilacién de CO, (A) obtenidos durante los 4 meses de muestreos.

Tratamiento

e £ <m.§..“:| m: G (msrv:’ol m: A (p:\‘o’I m?
dia”)
T0(75) 215040 183.1411.9° 102202
T (56) 23:0.1% 189.6+16.0° 92203
T2(04) 2240.1% 1923213.1° 11.550.2%
T3(1125) 261022 197.1:206° 12,1203

Valores en la misma columna con distinta letra, difieren significativamente
(contraste a posteriori aplicando el método de Dunn, P<0.05). Tratamien-
tos (T0, T1, T2, T3) de fertiizacion nitrogenada equivalentes a 75, 56, 94 y
1125 mgN planta " dia", respectivamente.
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Tabla 2. Frecuencios alélicas de 25 microsacélites en el cerdo Criollo de Ecuador de la provincia de Pastaza.

Locusialelo Frec Locusraelo frec Locusialelo Frec Locusiatelo Frec
ED ET EZ )
1 357 1 ey 1 7000 1 1000
2 74 2 000 2 1000 2 1000
3 1071 3 prey 3 2000 3 267
s 734 . ey Swo3s N an
5 1071 swon 1 67 s 3000
£ 357 ' ey 2 1000
7 07 2 6667 3 e soiss
8 136 3 1667 s 1000 1 667
s 07 s am s 3000 2 1667
0 74 swex2 5 67 3 2067
" 74 v 67 7 an N 3000
2 357 2 a sos s 2000
soass 3 86 1 33
' 9333 . 3000 2 2000 0026
2 33 s 2000 3 1667 1 667
3 3 s 33 s 33 2 1667
7 1000 5 53 3 1667
soose 5 a3
v 23 sozz7 soz6 661
2 2000 1 000 1 3929 1 667
3 3 2 am 2 1420 2 nx
s 2667 3 m 3 157 3 nn
s 3 s m s 1420 N 2000
B 1000 s 714 s 53
7 33 s0090 s 39 i 557
s 1000 1 33 7 724 7 657
2 53 s 107 s 67
swas 3 53 sz s a3
v am i w000 1 nn
2 m 5 1000 2 657 so005
3 3 3 1000 1 667
s 7 swost s 667 2 1000
s 667 1 020 s 1667 3 .
6 5000 2 107 B 1667 4 33
7 1000 7 3000 s 33
8 687 swaz swr2 6 2000
H 1000 1 1667 1 53 7 33
2 33 2 5000 » 33
so0z 3 000 3 nn s o7
1 3 I an 0 3
2 1000 sosss swes7 " 1667
3 e 1 357 1 an 2 nn
s o7 2 714 2 3667 1 am
s am 3 20 5 1667 " am
6 am N 107 s 1667
7 67 s s000 s 2000
s 23 s 714 s 687
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Tabla 5. Promedio de z-scores registrados por los grupos segregantes de
tomate de arbol evaluados. (Ponderaciones: Resistencia ala antracnosis.
50%, S6lidos solubles 5%, Total frutos 25% y peso de frutos 20).

Grupo

o
G
=
=

G4 0.081
a5 0.009
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‘Tabla 3. Parbmetros cinéicos y bondad de sjuste del modelo newson.

Temperstura®C  * (g de agualgsolido seco) Kis x10° " L
RMSE (107 B
160 o013 1252010 o978 so1ss 13844
190 ao0s 1482008 0960 0629 10152
20 o003 1942015 o977 00004 7631

“Valore promed (1<) = desviscin estndar; K- constantes cntuces de adsorcin de ogus  absorcén de e coefcient de determinacin. RMSE
s gorcsosoalic g aerst wong syt
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Figura 1. Diversidad de la produccion/hectarea en el sistema SCL.

Nota: Cultivos tradicionalmente sembrados en el sistema SCL, en el area
de estudio. Cacao, Theobroma cacao L. platano, Musa x paradisiaca L. papa-
¥a. Carica papaya L citricos, Citrus sp.; chontaduro, Bactris gasipaes Kunt
aguacate, Persea americana Mill.: mamoncillo, Melicoccus bijugatus Jac
pote, Pouteria sapota Jacq,) H.E.Moore & Stearn.; guanabana, Annona mu-
ricata L; pepa de pan, Artocarpus altlis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg
coco, Cocos nucifera L.; yuca, Manihot esculenta Crantz.
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Figura 8. Cinética del crecimiento en termino nimero de pixeles (A) por
cada protocorma (P), durance el periodo experimental.
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Tabla 7. Crecimiento de la Colimetria en el levante de polios acriollados “Gaflus gallus domesticus” tipo mejorados, en el dia 0.

Promedios de los parémetros productives (Dia 42, “semana 67
Tratamiento 0ia0 Semana0 i sig" Dia 21 Semana 3 Dia 42 5emana 6 Nivsig
T 1840000 ¢ 184000- - 125000 2 776960° g 27625000 £9101600" 0
2 1862500 £ 1840000 - 8650000 £ 776960 . 296250001 9101600° .
3 19725002 184000 n 4700000 £ 776960 . 9825000 £ 9101600+ .
2 1992500+ 184000" - 10775000 £ 76960 - 2750000 3101600 -

URC: Unidades formadorez de colonas. Tratamentoz: 1 Vinagre, 2 Vinagre + Oregande 3 oregandiny 4 Tezego. N Sig= Nivel de 2gnifcance exadioce; ot

o significativo (p-0.05) (5-0.05)

p0.01)

(pe0.001),
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Tabla 4. Porcentaje del componente fenotipico que corresponde al com-
ponente genético de las variables evaluadas en la seleccion de materiales
promisorios de tomate de arbol en Pelileo-Tungurahua,

Componente genético (%)

S Diametro de
et d®  pesofruto  Gradosbrix  Acides titulable
G0 st8 1000 505 1000
= 93.1 1000 710 1000
= 909 755 728 958
= 012 611 907 1000
[ 921 910 1000 992

Gs 97.4 629 762 931
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Table 1. Descriptive analysis of the dataset in study
Variable  Mean 3:’.‘:3;: CV(%)  Skewness Kurtosis
W 380.81 12825 33.68 046 042
AL 08.38 16.04 16.31 019 008
) 8336 1016 12,19 014 083
puT 27.00 476 17.63 027 093
peT 193 041 2127 001 038
ow 52.38 1674 31.96 051 o
o 7462 488 653 041 om
NS 131 031 2388 130 142
s 6222 7.8 1.5 019 032
D 3217 208 2.8 055 155
w 4028 0.8 23.03 021 051
w 2532 7.05 27.83 063 039
w 830 1.99 2398 102 308
™ 6582 1.96 2873 062 0.44
™ 25.41 470 18.50 029 1.41
™ 628 1.46 2319 018 016

FW: Fruit weight (g); FL: Fruit length (mm; F
eT: Peel thickness (mm)

Pulp thickness (mm)
performance (%); NS: Number of seeds; SL: Seed length (mm); SD: Seed dia-
meter (mm); SW: Seed weight (g) LL: Leaf length (cm); LW: Leaf width (cm);
TH: Tree height (m); TTD: Tree trunk diameter (cm); e, TD: Treetop diameter
(m) / CV(%): Coefficient of Variation

ruit diameter (mm); PuT:
PW: Peel weight (g); PP: Pulp
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AF=-69.8366 + (7.91732 * Am) + (4.77352 * L) [1]
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Figura 4. Efecto del tempo de Polimerizacién. A) Espectro de absorcion de.
liposomas compuestas de PCDA/DMPC respecto al tiempo de polimeriza-
cién y B) fotografia de liposomas liquidas en fase azul.
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Figura 7. Clasificador LDA con funcion cuadratica
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Tabla 5. Valores de F,, F,, y F,, obtenidos para cada uno de los veinte.
marcadores microsatélites y el valor de probabilidad obtenido en la

prueba de equilibro Hardy-Weinberg (P-value).

Locus SSR F, Povalue F, F,
mEZCIR000 09600 1,000 0000a 0959
mEZCIR0009 056667 0008 00141 0662
mEZCIR0018 08862 1,000 0464a 0010
mEZCIR0046 -1,0000 1,000 00000 1,000
mEZCIR0067 -0,6820 1,000 05190 0188
mEZCIR0219 08234 1,000 00159 0794
mEZCIR0230 05985 1,000 01700 0327
mEZCIR0254 01288 0946 01410 0030
mEZCIR0465 09794 1,000 00000 0979
SEg00066 08876 1,000 00067 0875
SEg00067 -1,0000 1,000 00000 1,000
SEg00125 00173 100 00082 0026
SEg00126 07475 1,000 00047 0739
SEg00127 03404 1,000 01713 01m
SEg00140 01985 0998 01718 0,007
mEZCIR0802 05055 1,000 00411 0444
mEZCIR1730 06502 1,000 00578 0563
mEZCIR3282 05176 1,000 00485 -04u
mEZCIR3363 03131 0993 04147 0233
mEZCIR3546 0,0307 0362 00708 0,099
Promedio 05300 0920 01100 0350
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Table 1. Root colonization by the fungi . fasciculatum and Mortierella sp.
in four forestry plant species s a function of the inoculum type (M or MF)
and two doses (50 and 100 kg m ). Means followed by the same lower-case
letter are not significantly different according to the Duncan multple range
tests (P<0.05) (vertical comparisons).

T.stans  D.viscosa  F.chinensis L. speciosa

Root colonization by R. fasciculatum (%)

Control 04 0c 04 0c
Ms0 652 1920 2ab 12
M100 436 10be 22 02
MFs0 426 234 13c 106
MF100 ¢ 1580 15abc 412
Root colonization by Mortierella sp.
Control ob b ob b
Ms0 ob b ob b
M100 ob b ob b
=) 100a 8752 9752 100a
MF100 1002 952 9752 100a
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Tabla 2. Relacién entre la inversién y la produccién energética de los sistemas complejos locales de cacao (SCL)y los Sissemas de Explotacién Comercial de cacao

SEC) e Tumaco, Norito, Colombia.

Pk de b s SesdiadosSemascl | e Rl i st
LYy —— Som g de e G N de e
(Hores/Halafio) e deobra jornales) decbra

[reSv—— [rO——
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™ s ™ otk
i [ [
[ —— wn s oot
[e——— o103 e s s
Pt s v con g
s 2110 o an ™
[ —
e s 1565 oo sasr ™
[ ——— som o e no

“Cacao: produccién promecto hecires en SCL: 400 Kg/Ha, en SEC: 700 Kg/Ha
NG e geiseen it vl
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Tabla 1. Evaluacion del desempefio del clasificador K-nn, con tres modali-
dades de K, y del clasificador LDA, en sus dos modalidades con diferentes
funciones.

Clasificador Error (%)
K=1 13553
K-nn k=3 0.5999
K=s 0548
Funcién lineal 0.8591

LDA
Funcién cuadratica 05034
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Tabla 5. Flora total registrada como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en laz heces de pollos acriollados para el inicio de la experiencia y ol cabo de 3y

5 semana: e levante

Flore Total UFC™
Tootamicato  Dia0Semana0 Niv. g Din21 Semana 3 N Sig.® Din 425emanas Ni.sig
1 2087500 2337200 - 10600000 ¢ 1292000° - 27825000 £ 9101600° -
2 2005000 2337200 o ss62500: 1202900 - 29625000 £ 9101600 -
3 21500002 2337200 - 5400000 £ 1292600° - 9825000 £ 9101600 -
0 2087500 2337200 o 11575000 1292900¢ - 82750000 19101600 -

(PO0SES (P20.05) SHPDOTE.

P<0.001).

s Tatamientor: 1 Viagr, 2\inegre + regant, 3 oregantn y  Tessgo. TN, i e e gifcancis eacias s v Sgnfcatvo
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Tabla 2. Porcentaje de frutos con antracnosis y severidad en frutos afec-
tados con antracnosis en 5 grupos de tomate de arbol y el testigo (G0) en
Pelileo-Tungurahua.

Grupo  Promedio Frutos con antracnosis (%) Severidad (%)
G0 15.89° 2047
61 140 3700
G2 671 1583
Ge 583 11.86%
@3 343 607
G5 1500 085

Entre valores marcados con la misma letra en cada columna, no hay di-
ferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de contrastes.
multiples de Holm.
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Figura 2. Cinética de pérdida de humedad
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Figura 2. Representacién de datos de la Colimetria del 0, 21 y 42 dias, en el
levante de polos acriollados “Gallus gallus domestcus” tipo mejorados.
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Figura 1. Resultados del RVA de los almidones de las 20 variedades de mu-
saceas evaluadas
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Figura 1. Esquema de proceso de firomejoramiento realizado por el Pro-
grama de Fruticultura del INIAP en el cultivo de tomate de arbol
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Figura 3. Segmentacién de la imag
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Figura 5. Grupo de entrenamiento: a) Pixeles con “tonalidad-sana’; b)
Pixeles con "tonalidad-oxidada
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‘Tabla 3. Heterocigocidad observada (o), heserocigocidad esperada (He) y hecerocigocided total (He) para las colecciones evaluadas.

Camerin Zaiee
Locus 558 TotHet
o e o e
“mEgCRO08 o0 st 00 o5 oSt
mEgCR0003 o000 002 000 o004 003
megCRO01E 100 002 100 053 039
megCRO04s 190 o3t 100 st 050
mEgCRO067 083 o3t 083 03 o7
megCRO219 190 050 100 o3t 036
megCR0230 o050 050 050 03 048
megcROzs4 044 005 ot o3 o2
mEgCRO46S, 100 o2 100 ost ost
2500065 0ss o5t 088 050 050
55300067 190 st 100 031 050
seqo0125 006 00t 005 006 005
sego0126 100 038 100 o7 ose
20127 o3 o8t o3 ot 052
2500140 o3 o8t o os8 o6t
megCRO802 079 040 079 049 045
megCRIZ0 oss 047 o8 050 050
megcRIR2 o7 086 oas 00 os0
megCR383 05 053 000 000 036
megCRIss 045 036 045 03 049
Promedo 0ss st 085 %0 046
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Tabla 3. Anélisis de Varianza para establecer diferencias significativas en el
peso final de los pollos entre Tratamientos a la semana seis.

)
Total (Corregido) 1537460 15
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Figura 2. Espectro UV-Vis de Liposomas de PDA/DMPC.
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Fonte: Associacio Agroecolégica Tijupa.

Figura 1. Assentamento Pedra Suada, Cachoeira Grande-MA.
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1. Clasificacién genética y variables fisicas de las muséceas evaluadas.

Voicdad  Genotpo  Cisfcacéngenétka  Subgrpo  Pesoracimo(k) No.manos No-frutes  No.FrotesiMano
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Figure 3. Shoot hefght,sem colla dlameter,shoot dry weght (SDW) and shoos P concent f Fraxinus chinensis plans a5 8 functon of ndvidua noculaion
it R fazcculcum (M) and ol inocuiacon with R fozicuaco + Morcieres . (MF) n o doses (50 and 100 kg ) Th bar represent the standord eror
Columns with the same lower-case letier are not significanty different according 8o the multple range test of Duncén (PE0.05).
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Tabla 2. Parémetros cinéticos y bondad de ajuste del modelo exponencial.

Temperatura °C €. de acitelgsolido seco s x100 ® T =
) ) sa0z08 &) =) o
w0 oz 202077 036 000007 2083
20 o281 9401081 0950 ooorss a2

Valorespromedio (15) = desviacin esindr; K consantes e de adsorcon de sgusy sbiorcin de scere; s confence d daterminaciin. SE:
ot e i, e s s g
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Tabla 3. Estadigrafos del analisis de regresion muiltiple entre el grosor de la
hoja y el resto de las variables anatomicas. F=848,0; p<0,01; r*=0,92.

Variables in-

Coeficiente  Cosficien- _ Ermor
geeendient = Beta teb estandar

intercepto

mereepro : w7 e o»
el N " 02 ass <om
Epdermis 510 os oo 6w <om
(gt 038 097 0,02 229 <001
en empaliada

il 06 01 aas <omn

© tde Student
p: probabilidad de error
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Figura 2. Percentagem de ocupagio da méo de obra do publico alvo no

Assentamento Pedra Suada, Cachoeira Grande-MA.
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Figura 2. Diversidad de la produccion/hectarea en el sistema SEC.

Nota: Cultivos tradicionalmente sembrados en el sistema SEC, en el drea de
estudio. Cacao, Theobroma cacao L plétano, Musa x paradisiaca L.; papaya,
Carica papaya hontaduro, Bactris gasipaes Kunth.
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Propiedades reoldgicas de los aimidones de las 20 variedades de muséceas evaluadas.
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Figura 7. Transicién colorimétrica de los liposomas por: A) efecto de pH;
B) reconocimiento biolégico de BSA y €) por interaccién receptor-ligando.
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‘Tabla 1. Promedios de los Parémetros Productivos obtenidos con ls utlizacién de vinagre ¢ ifusién de oregandn en el levante de pollos acriollados upo mejo-
rador

Promedios de

5 parémetros productives (Dia 42, “semana 67

Tratamiento__Con ALAG.'(®) Niv.sig” Pesotg) Niv.ig” Conv? Niv.sig
T 163z ra06n - Tas0ar - T0z012% -
2 29382142080 o 12957 110340 - 1872012 o
3 2505532 14208 - 136701 1024+ - 1912012 -
s 2783 14206 o 12851 210340 o 19520120 o

“Con, ALAC: Conzuma de smento scumuado. T
coto (3-0.051* (5-0.05) 4 (p<OOT)

miencos T Vinagr, 2 Vinagre + Oreganén, 3 oregandny STestgo. N S Nivel desgrifconcisescadisics;
(p<0.001).ConAL: Conversién slmensca.
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Tabla 3. Microsatélites analizados, nimero de alelos detectados, Heteroci-
gosidades esperada insesgada (He)y observada (Ho), Contenido de Infor-
macion Polimériica (PIC) y valores de probabilidad obtenidos en la prucba
de equillbrio Hardy-Weinberg (P-value).
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Figure 1. Shoos high. stem collar diameer,shoot dry welgh (SDW) and shoos P conten ofTecoma stansplans a5 uncion of indnd
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foscicalotum (W) an dal inoculon wh . fscculatum + Morcerella5p. MF) n two doses (S0 and 100 kg m). Tre bars represent the standard eror.Columns.
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Figura 2. Histograma de componente azul de todos los pixeles de la ima-
gen: pixeles con menos de 25 unidades de azul pertenecen al érea de los
protocormos, por arriba de 25 unidades pertenecen al fondo (medio de
cultivo).
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Figure 1.Dendragrom obtained from the Word's herarchical mechod using scoresfrom the previous applied foctr ansyss.
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Figura 9. Cinética del desarrollo en termino factor de redondez (FR) por

cada protocorma (P), durance el periodo experimental.





OEBPS/Images/v65n3a04t2.jpg
B e S A S S

Wew o ) B B B " o
3 6200 = 8260 209

' 236 58 18238 wm 257

" 2059 28320 19752 st 10
22t 2200 T4 =] 750

2 207 209 156465 7767 23908

17430 frees 18749 4548 1936

e 968 rm 30s a3tbe

' 78220 8370 s 16896 15310

128 20 9% 207sene as7e

¢ i EE 22 FIE™ o
) 366 1909 20 26435 7050

2774 16480 estan 2ur59 s250e

078 8830 198775 271 12958 052

' 06310 2769 19108 v 965 sete

= 2678 ey e ausam 190160 e
E3 w0340 1979 w3618 2028 130775 =D

scasuan 2 226 1288 2637 s 1ses7ab s

Scosman 73 14165 185300 1020 7881 asse

E3 095 B ) 33abc 10 7095

scoasuan ' 126t 7050 590 288 096 50

scosman 126 ase Py s 203 oo

L E3 127 7340 Erey Srabe Tas B
scoaswan £ 1357 sz pevey 2306 168 X

scrsman 1074 azm 37100 020 230 750

ES Tor34c osse 0 Eary 750 T3

scoaswuan ' 13353 o085 om e 216360 200

- Scrsman 7884ca 14605 oy 26703 200160 33
E3 Torseo. = ) o 19723 =3

scoasman 2 1093600 o3 o sesme 19888 1705

scosman ssssa ey &0rs 00 15583 1630

TorTratmienta Priodo 1:ncubacidn 60 o Periodo 2 Incubacién o 0 die;FI:Facain osccads o metalesntercambioies 2 roceén de mecaes saocis
o carbonsto; 5 Froccin de metales es0cados  Suidos; FsFrocin de metaes ociados  materts organcs 5. Fraceon reiduslde mecales; F:fctor
e movidads SC. Suslo contaminade i s de Ab; SC12 AN suelo ontaminade con diciin de 2. 5% de bedos himicos SC+SHAH: soel contaminads.
<o adiciinde 5% de Scdos himicor,

s s o bt i g B S





OEBPS/Images/v65n3a04f1.jpg
Figura 1. Factores de movilidad por metal y tratamiento con acido himico
para cada suelo contaminado.

FM: factor de moviidad; SC: Suelo contaminado sin adicion de AH:
5C+2.5%AH: suelo contaminado con adicién de 2,5% de acidos humicos:
SC+5%AH: suelo contaminado con adicién de 5% de acidos humicos; P1y
P2: Periodos de incubacién a los 60 y 90 dias, respectivamente.

* Letras diferentes en columnas indican diferencia significativa (P < 0.05).
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Tabla 1. Caracteristicas principales de los sistemas de produccion de ca-
cao Sistemas Complejos Locales (SCL) y Sistemas de Explotacion Comercial
(SEQ), en el municipio de Tumaco - Colombia

sistema scL

sistema SEC

Sistemas  altamente  biodiversos:
mltiples cultivos de cacao/hects-
rea, asociadas con aguacate, pepa
de pan, achiote, sandia, tomate,
frjol. platano, coco o yuca en un
mismo predio, sin incluir todavia las
plantas medicinales y la utiizacién
de arboles para distintos fines (cons-
truccion de canoas, madera para vi-
viendas, entre otros).

La densidad de siembra es de 600 a
700 érboles/hectirea

La produccién promedio/hectérea
es de 4002 500 Kilos

£l material genético de estos siste-
mas esta basado en cacaos acriolla-
dos de a region y trinitarios

La comercilizacion del cacao la

realizan articulada con procesos or-

ganizacionales e intermediarios de
la zona

La disposicion de la mano de obra es

de medio dia para las labores cultu-

rales del cultivo y el resto de tiempo

Ia utilizan para otras labores cultura-
les como la pescay caza

Sistemas simples con tres cultivos
asociados al cacao: plétano, fruta-
lesy palma de aceite 0 maderables.
Muchos de estos sistemas de cacao
fueron incorporados en reemplazo
de cultivos intensivos de palma de
aceite que fueron marginados por
ataques de enfermedades.

La densidad de siembra es de 1000
21100 arboles/hectarea

La produccion promedio/hectarea
es de 4002 500 Kilos

€l material genético es basado en
clones de alta produccién como el
CCNS1, importados de Ecuador.

La comercializacion del caczo la

realizan articulada con procesos

organizacionales e intermediarios
delazona

La mano de otra dispuesta es s6lo

para el cultivo del cacao y no exis-

ten otras alternativas diferentes ala
agricultura
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Tabla 4. Valores de difusividad efectiva a diferentes temperaturas.

Temperatura (*C) *Def (m/s) x 107
160 0.155+0.0121
180 0.179.£0.0159
200 0.237£0.0253

*Valores promedio (n=5) £ desviacién estandar
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Figura 3. Grafico de Arrhenius, y = - 2238.8 - 12841 Ri= 0.948.
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Figura 5. Efecto de incremento de la temperatura. A) Espectro UV-\
‘Aspecto visual de los liposomas.
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Tabla 1. Tratamientos de fertilizacion nitrogenada utilizados en las plantas
de Gerbera durante los 4 meses del experimento.

mgN planta’

Tratamientos e mgN 1" kgN ha' afio”
T 75 300 170
Ll 56 25 8775
n e 375 14625
= 125 50 1755

El control (T0) es la cantidad de nitrégeno usada para el cultivo de gerbe-
ras en la estacién experimental (IAP - ULA); tratamiento 25% por debajo
del control (T1); tratamiento 25% por encima del control (T2); tratamiento
50% por encima del control (T3).
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Table 2. Varimax rotated factor matrix for variables in study

Variable  Factor1  Factor2  Factor3  Factord
W 081 052 020 001
[y 035 072 030 004
Y 0s8 026 016 001
pur 082 019 028 022
per 007 04s 054 008
oW 050 07 036 010
3 0s2 009 004 005
NS 031 005 038 066
st on 075 031 012
By 006 068 005 06
W 006 078 009 048
w 003 008 07 056
w 001 013 o 084
™ 031 003 059 006

™ 016 014 076 001
™ 020 010 0s0 004

FW: Fruic weight; FL: Fruit length; FD: Fruit diameter; PuT: Pulp thickness;
PeT: Peel thickness; PW: Peel weight; PP: Pulp performance; NS: Number
of seeds; SL: Seed length; SD: Seed diameter; SW: Seed weight; LL: Leaf
length; LW: Leaf width; TH: Tree height; TTD: Tree trunk diameter; e, TD:
Treetop diameter
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Tabla 1. Microsacélices recomendados por la FAQ para estudios de biodiversidad en ganado porcino. Cro.: Cromosoma, Fluor.: Aluorocromo.

Mo, Cro. Fuor. Cebadores (375"} Directo Reverso.

3 » e GAACTTTCACATCCCTARGGTCGT ATAGACATIATGTCCGTTGCTGAT
61 5 s GCTTGGATGGACCATGTG CATATITTICTGCATAACTIGAACCT
so0az 3 e (GAAGCCCARAGAGACAACTGC GTTCTTTACCCACTOAGCGA
so005 B e TCCTTCCCTCCTGRTAACTA GEACTICCTGATICTGGGTA
so026 ® Hex AACETTCCCTTCCCARTEAC CACAGACTGETTTITACTCC
soo68 " e CCTTCAACCTITGAGCAAGAAC AGTGGTCTCTCTCCCTTTGET
0050 P CCAAGACTGLCTIGTAGGTGAATA| GCTATCAAGTATIGTACCATIAGG
son0n 7 Hex GAATGCAMGAGTTCAGTGTAGG GTCTCCCTCACACTACCGCAG
soiss [ TeTICTCTGTITCTCCTCTGTTTG. ARAGTGGARAGAGTCAATGGCTAT
sn7s s e TAGCCTGGGAACCTCCACACGETG GGCACCAGGARTCTGCARTCCAGT
soats 5 Hex TAGGCTCAGACCCTGETGEAT TGGGAGGCTGAAGGATIGGGT
soz1e x e GTCTAGGCTGGCGTIGT CCCTGAMCCTARAGCAMG.
sozzs s Hex GCTARTGCCAGAGAAATGCAGA CAGGTGGAMAGAATGGARTGAR
s 2 oM GCACTTTTAACTTTCATGATACTCE GGTTAAACTITINCCCCARTACA
o227 s Hex GATCCATITATARTTITAGEACAAAGT GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGE
o228 s e ‘GGCATAGGCTGGCAGCARCA AGCCCACCTCATCTIATCTACACT
soass [ TCTGGCTCCTACACTCCTICTTGATS TTGGGTGGGTGCTGAMMAATAGGA
sose6 " Ter TeCTGGETCTTATITICTA TITTTATCTCCAACAGTAT
swizz B Hex TIGTCTITITATITIGCTTTIGG CAAMARAGGCAARAGATIGACA
swas ” e CITTGGGTGRAGTTGTEE ATCARATGCTGEAAGCG
s 2 e AGAAATTAGTGCCTCANATTGE AACCATTAAGTCCCTAGCARA
swez 7 e TGGGTTGARAGATITCCCAA GGAGTCAGTACTITGGCTTGA
w2 W e ATcAGAACAGTGCGCCGT TTTGAMATGGGGTGTTTCC
swest 18 Hex TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC GATCCTCCTCCAMATCCCAT
swort B e CTCAGTICITIGGGACTGAACE CATCTGTGRAMAARAAGCC
swess 15 enam TCTGGAGETAGEATAAGTGCC GTGEAGTACACATGEAGGS
swost 0 em TITCACAACTCTGGCACCAG GATCGTGCCCAMTGGAC






