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Resumen

Los modelos para predecir las cinéticas de pérdida de agua (ML) y ganancia de sólidos (SG) empleando redes neuronales artificiales (ANN) han demostrado tener mejor comportamiento que los demás modelos desarrollados debido a que correlacionan empíricamente gran cantidad de las variables con ML y SG. La principal ventaja de estos modelos es que son predictivos en vez de correlativos, además pueden implementarse fácilmente en una hoja de datos, y son muy útiles y prácticos para el diseño y control del proceso. El objetivo de este trabajo es emplear un modelo desarrollado con ANN para predecir resultados en procesos de deshidratación osmótica. Se hicieron predicciones de comportamiento con diferentes condiciones de proceso y se validaron con resultados experimentales presentados en la literatura. Se obtuvieron buenas predicciones de ML (MRE 19%) y un comportamiento variable para SG (MRE 62%).
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Abstract

Models for the prediction of water loss (ML) and solid gain (SG) in osmotic dehydration process based on artificial neural network (ANN) perform better as compared to other models developed for osmotic dehydration, because these models mathematically correlate a wide quantity of processing variables with ML and SG. The main advantage of these models is that they are predictive rather than correlative, also these models can be easily implemented in a spreadsheet, and they are very useful and practical for process design and control. The aim of this work is to use a developed model based on ANN to predict outcomes in osmotic dehydration processes. Predictions were made with different process conditions and were validate by using experimental data reported in literature. Good predictions of ML (MRE 19%) and variable behavior for SG (MRE: 62%) were obtained.
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Introducción

La deshidratación osmótica (OD), se usa como pre–tratamiento en procesos de secado de frutas tales como secado con aire, microondas o liofilización, para mejorar las propiedades nutricionales, sensoriales y funcionales de las frutas, reducir el daño térmico y minimizar los cambios de color y sabor. El proceso de OD consiste en sumergir la muestra en una solución acuosa concentrada de sacarosa u otros solutos como glucosa, miel o cloruro de sodio y, debido a la diferencia de concentraciones, parte del agua se elimina de la fruta, los solutos de la solución entran al material y se presenta un flujo pequeño de solutos desde la muestra hacia la solución (Sablani et al. 2003). Las principales dificultades para modelar las cinéticas de la OD son la existencia de estos flujos simultáneos y opuestos y la gran cantidad de factores que afectan la velocidad de difusión del agua y los solutos tales como la concentración y la temperatura de la solución osmótica, el tiempo de inmersión, el tamaño y la forma del producto a deshidratar, la relación másica solución: fruta, el nivel y tipo de agitación, la porosidad del material, el tipo de agente osmótico y la presión del proceso (Van Nieuwenhuijzen et al. 2001).

Debido a la complejidad de este proceso, se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar modelos para predecir las cinéticas de transferencia de masa en OD. Ochoa–Martínez & Ayala–Aponte (2005), presentan revisiones de los modelos fenomenológicos y empíricos más empleados. Sin embargo, ninguno incluye todas las variables involucradas en el proceso y su uso está limitado a las condiciones en las cuales el modelo se desarrolló por ser procesos correlativos en vez de predictivos. Debido a estas limitaciones, se recomienda el uso de redes neuronales artificiales (ANN) para modelar el proceso y aplicar estos modelos en forma práctica. Sin embargo, muy pocos trabajos se han reportado aplicando esta técnica a la OD.

Se han realizado pruebas en diversos alimentos para modelar y predecir las cinéticas de transferencia de masa durante la OD. El objetivo de este trabajo fue probar la eficiencia de las ANN en la modelación y predicción del comportamiento de un alimento "modelo" sometido a OD. Poligné et al. (2002), y Olmos et al. (2004); emplearon ANN para simular el proceso de deshidratación e impregnación de carne de cerdo. Debido a que la solución deshidratante estaba constituida por una mezcla de sal, glucosa, agua y saborizante, las variables de entrada consideradas fueron la temperatura, la concentración de azúcar y la concentración del saborizante. El objetivo de estos dos trabajos fue el de desarrollar un modelo usando ANN para predecir la pérdida de agua, las ganancias de sal, fenol y azúcar, el pH y la actividad del agua en la OD de carne de cerdo saborizada. Comparando la desviación estándar experimental con la desviación estándar de los valores predichos y evaluando los coeficientes de correlación, se concluyó que el modelo pudo simular el proceso en la mayoría de los casos.

Baruch et al. (2004), desarrollaron un modelo utilizando ANN para predecir la pérdida de agua en OD de cubos de manzanas, papas y batatas simultáneamente. En este trabajo se empleó un modelo de ANN recurrente (diferente al perceptron multicapa). Las variables de entrada fueron la temperatura, la concentración de la solución osmótica y la pérdida de agua de los productos estudiados. Se concluyó que el modelo tuvo buena capacidad de generalización.

Ochoa–Martínez & Ayala–Aponte (2007), desarrollaron un modelo para predecir simultáneamente las cinéticas de transferencia de masa (pérdida de agua y ganancia de sólidos) para deshidratación osmótica de cilindros de manzana en función de seis variables de proceso: temperatura y concentración de la solución osmótica, tiempo de inmersión, área superficial, relación másica solución: fruta y nivel de agitación. Posteriormente, Ochoa–Martínez et al. (2007), desarrollaron un modelo más general para predecir la pérdida de agua (ML) y la ganancia de sólidos (SG) en OD de varias frutas. Este modelo incluye como variables de entrada nueve de los principales factores que afectan la OD: temperatura y concentración de la solución osmótica, tiempo de inmersión, relación másica solución: fruta, nivel de agitación, área superficial y longitud característica de la muestra, y humedad inicial, concentración inicial de sólidos y porosidad del material. Estas tres últimas variables se consideraron para representar el tipo de fruta. Se concluyó que el modelo ajusta los datos en forma confiable y muestra las tendencias típicas en el comportamiento de las variables. Este modelo consiste en un sistema de ecuaciones fácilmente programable en una hoja de cálculo, lo que permite a los usuarios simular el proceso de OD de frutas (manzana, banano, mango, kiwi, papaya y piña) para un amplio rango de condiciones.

Lertworasirikul et al. (2010), modelaron la transferencia de masa en OD para cáscara de lima kaffir. Estos autores relacionaron la concentración de soluto, la temperatura de proceso y el tiempo de inmersión con la pérdida de agua y la ganancia de sólidos. Como en los casos anteriores la modelación con ANN resultó tener mejor generalización que los modelos de regresión múltiple. Prakas Maran et al. (2013), compararon las metodologías de superficie de respuesta y ANN en la predicción de pérdida de agua, pérdida de peso y ganancia de sólidos durante la deshidratación osmótica de papaya. Las variables de entrada fueron la temperatura y la concentración de la solución y la velocidad de agitación.

Otros autores han empleado ANN en DO para predecir parámetros de calidad. Chen et al. (2001), utilizaron ANN para desarrollar un modelo para predecir el tiempo de secado y el color, la textura y la relación de rehidratación, en un proceso combinado de deshidratación osmótica y secado con aire en arándanos. Las variables de entrada que utilizaron fueron la concentración y la temperatura de la solución osmótica y el tiempo de contacto. Zenoozian et al. (2009), relacionaron el contenido de humedad, la deformación y el cambio de color en un proceso de osmo–secado de ahuyama con las variables de entrada del proceso.

El objetivo de este trabajo es predecir la pérdida de agua (ML) y la ganancia de sólidos (SG) en el proceso de OD de frutas (manzana, banano, mango, kiwi, papaya y piña), para diferentes condiciones de proceso empleando el modelo de Ochoa–Martínez et al. (2007). Estos resultados se comparan con datos experimentales obtenidos de la literatura. Bajo la hipótesis de que el modelo permite predecir el comportamiento en un amplio rango de condiciones y de frutas, este trabajo tiene importancia en el contexto de aplicaciones industriales, ahorrando experimentos exploratorios de evaluación de condiciones.

Materiales y métodos

Redes neuronales artificiales

Las redes neuronales artificiales (ANN), son una herramienta potente para modelación de datos. Dentro de sus principales ventajas se incluyen la capacidad de modelación sin tener que hacer suposiciones acerca de la naturaleza de los mecanismos fenomenológicos que describen el proceso, la capacidad de aprender relaciones lineales y no lineales entre las variables desde un conjunto de ejemplos, la capacidad de modelar múltiples salidas simultáneamente y la aplicación del modelo a datos nuevos con precisión razonable.

Las técnicas de ANN se han aplicado frecuentemente en diversas áreas de la ciencia y la tecnología de alimentos. Algunas de estas aplicaciones son: cocción, procesamiento térmico, congelación, secado, extracción, procesos con alta presión, entre otros. Aunque como se presentó en la sección anterior no han sido ampliamente usadas en DO.

Las redes neuronales artificiales (ANN), son algoritmos de optimización que intentan modelar matemáticamente el proceso que aprenden (Sablani et al. 2003), utilizando una función matemática no lineal que transforma un grupo de variables de entrada en un conjunto de salida (Poligné et al. 2002). La red neuronal esta formada por células elementales o neuronas agrupadas en diferentes capas e interconectadas de acuerdo con una arquitectura dada. Cada neurona actúa como un elemento de proceso con conexiones de entrada y salida simple. Cada entrada a la neurona (xi) tiene asignado un "peso" (wi) que es un parámetro interno de la red. El sistema calcula primero la suma de los elementos de entrada ponderados por el peso y luego aplica una función para obtener el valor de salida (y) de acuerdo con la ecuación (1) (Poligné et al. 2002; Baroni et al. 2003).
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Donde wi es el "peso", xi es el valor de entrada a la neurona y bi (bias) es el término independiente. La función f a través de la cual se procesa la información es llamada función de activación o de transferencia (Baroni et al. 2003).

La estructura más usada es la red multicapa con alimentación hacia adelante (perceptron multicapa, MLP) que consiste en una capa de entrada, una o varias capas ocultas con una función de activación y una capa de salida (Poligné et al. 2002; Sablani et al. 2003; Rai et al. 2005). La red es no supervisada y se realiza ajuste de los errores hacia atrás.

Los coeficientes wi y bi asociados con la capa oculta se agrupan en las matrices W1 y B1 y en forma similar, los coeficientes asociados con la capa de salida se agrupan en las matrices W2 y B2. Por lo tanto, usando notación matricial, la salida para una red con una capa oculta se representa por la ecuación (2).
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Donde Y es la matriz de variables de salida, f1 y f2 son las funciones de activación en la capa oculta y en la capa de salida, respectivamente, y X es la matriz de variables de entrada (Hernández–Pérez et al. 2004).

Modelos

Los modelos desarrollados por Ochoa–Martínez et al. (2007), permiten evaluar la pérdida de agua (ML) y la ganancia de sólidos (SG) para un amplio rango de condiciones (Tabla 1) de temperatura (T, °C), concentración de la solución (C, °Brix), tiempo de inmersión (t, h), humedad inicial de la muestra (H, % w/w), contenido inicial de sólidos de la muestra (S, °Brix), porosidad (E), área superficial (A, cm2), longitud característica (l, cm), relación másica solución : fruta (R) y nivel de agitación (G). Para el nivel de agitación únicamente se consideró un valor de uno (1) para los procesos con agitación y un valor de cero (0) para los procesos sin agitación. En la Tabla 2 se presenta la arquitectura de las redes neuronales a partir de las cuales se obtuvieron los modelos para ML y SG. Todos los detalles de la construcción de los modelos se presentan en Ochoa–Martínez et al. (2007).
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Modelo para ML





Modelo para SG





Se emplearon los modelos desarrollados con redes neuronales en Ochoa–Martínez et al. (2007). Se compararon los resultados obtenidos con el modelo para distintas condiciones, con datos extraídos de la literatura (El–Aouar et al. 2003; Gaspareto et al. 2004; El–Aouar et al. 2006; Fernández et al. 2006). En la Tabla 3, se muestran las condiciones de proceso experimentales empleadas por estos autores (otras condiciones de temperatura y concentración se presentan en la Tabla 4).






Resultados y discusión

En la Figura 2, se presenta una selección de valores predichos por los modelos frente a los correspondientes valores experimentales de ML y SG. Las condiciones experimentales para estos valores se resumen en la Tabla 3. En la Tabla 4, se exponen los resultados de los restantes conjuntos de datos que no fueron graficados (las condiciones experimentales son las mismas que se presentaron en la Tabla 3, exceptuando la temperatura y la concentración).

En la Tabla 5, se presentan los valores de los errores medios absolutos (MAE) y relativos (MRE) y de las desviaciones estándar de los errores (STDA y STDR). Para el cálculo de los errores para SG se eliminaron los puntos correspondientes a la referencia (El–Aouar et al. 2003), debido a que éstos presentan un comportamiento atípico frente a otros datos experimentales similares.
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En términos generales, en la Figura 1 y en la Tabla 4; se puede observar que los modelos predicen relativamente bien el comportamiento de los datos experimentales, aunque la predicción de SG tiene mayor dificultad que la de ML (Tabla 5).




En la Tabla 5, se observa que los errores en la predicción de los datos nuevos estuvieron, en general, aceptables. El error absoluto de ML no se considera alto, si se tiene en cuenta que la pérdida de agua esperada en el proceso de OD es alta (>30%). En cuanto al error absoluto de SG si es alto, teniendo en cuenta que la ganancia de sólidos tiene valores típicos cercanos a 10%. En cuanto al MRE para SG, debe considerarse que debido a la magnitud de SG tan baja, un valor alto de MRE puede ser engañoso, aunque se espera que no pase aproximadamente del 30%.

La predicción de la ganancia de sólidos (SG), es más compleja que la de pérdida de agua (ML). Una de las causas puede ser la falta de estandarización de los métodos experimentales para determinar SG (por ejemplo, algunos autores lavan y secan la muestra justo después de retirarla de la solución osmótica, mientras que otros únicamente la secan). Otra causa, es la alta sensibilidad del valor de SG a condiciones del proceso que no se consideran en los modelos; un ejemplo de esto es la adición de aditivos (ácido láctico y ácido acético) que realizaron El–Aouar et al. (2003), y cuyos resultados se presentan en la Figura 1(d); estos valores de SG tan bajos (>3%) no son típicos para las condiciones experimentales que utilizaron estos autores como se observa en el trabajo de El–Aouar et al. (2006), quienes utilizaron condiciones similares (sin aditivos) y obtuvieron valores de SG cercanos a 14%, lo cual fue bien predicho por el modelo como se observa en la Figura 1(e) y en la Tabla 4.

Conclusiones


	La modelación con redes neuronales artificiales tiene una creciente aceptación para la estimación y predicción de propiedades de alimentos y de parámetros relacionados con el proceso tales como la cinética de transferencia de masa en la OD. Estos modelos son predictivos y pueden implementarse fácilmente, por lo tanto son muy útiles en la práctica, para el diseño, control y optimización del proceso.

	Los modelos que se emplearon, predicen los valores de ML con un error cercano al valor del error esperado y los valores de SG con un error promedio mayor al error esperado debido, entre otras cosas, a la sensibilidad de esta variable a variables de entrada que no fueron consideradas en el modelo y a las diferencias de estandarización de los procedimientos experimentales para determinar SG. Para usar cualquiera de los modelos que se proponen deben tenerse en cuenta los rangos de condiciones para las cuales se desarrolló el modelo y los resultados deben analizarse y utilizarse en forma prudente teniendo en cuenta los errores previstos por el modelo debido a que no se incluyen todas las variables que afectan el proceso de OD.
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Resumen

Se desarrolló y optimizó un recubrimiento comestible a base de concentrado de proteínas de lactosuero y cera de abeja. Se utilizó un diseño experimental 32 que se evaluó por metodología de superficie de respuesta, la formulación óptima fue con una concentración de 15% de cera de abeja y 10% de proteína de suero, esta reduce en un 35,49% la pérdida de peso del fruto con respecto a la pérdida de peso de tratamientos testigo. El tratamiento optimo se caracterizó y evaluó sobre las propiedades fisicoquímicas de la uchuva (Physalis peruviana L.) en dos condiciones de almacenamiento: ambiente (17 ± 2 °C y HR: 69%) y refrigeración (4 ± 2 °C y HR: 66%). Los resultados para el día 15 de evaluación indicaron una disminución en el porcentaje de pérdida de peso, en almacenamiento ambiente y refrigeración (36,20% y 41,50% respectivamente). Los tratamientos testigo disminuyeron la acidez, en almacenamiento ambiente y refrigeración en un 3,88% y 4,92% respectivamente con respecto a tratamientos con recubrimiento. El pH no presenta cambios significativo con ningún tratamiento. El recubrimiento evito la reducción de los sólidos solubles en un 3,76% a condiciones del ambiente y en un 2,27% a condiciones de refrigeración. Para el índice de madurez no hubo cambios significativos, entre tratamientos testigo y recubiertos en ambas condiciones. La firmeza se mantuvo sin cambios significativos excepto el tratamiento ambiente sin recubrimiento, este presento una pérdida de firmeza del 12.04% con respecto al tratamiento ambiente con recubrimiento. El índice de respiración indicó un pico climatérico al día 8 para temperatura ambiente y día 10 para refrigeración. Para algunas propiedades el tratamiento de refrigeración sin recubrimiento y el tratamiento ambiente con recubrimiento no presentan cambios significativos por lo cual, la aplicación de recubrimiento puede ser una alternativa a la refrigeración.

Palabras clave: Ambiente, refrigeración, pérdida de peso, postcosecha.



Abstract

It was developed and optimized an edible coating based whey protein concentrate and beeswax. An experimental design 32 was used, this was evaluated by response surface methodology, it was obtained that the optimal formulation with a concentration of 15% beeswax and 10% whey protein, reduced by 35.49% weight loss of the fruit with respect to weight loss of control treatments. The optimal treatment was characterized and evaluated on the physicochemical properties of the gooseberry (Physalis peruviana L.) in two storage conditions: environment (17 ± 2 °C y HR: 69%) and cooling (4 ± 2 °C y HR: 66%). The results for the 15th day evaluation indicated a decrease in the percentage of weight loss, in storage environment and cooling (36.20% and 41.50% respectively). Control treatments decreased acidity in storage environment and cooling 3.88% and 4.92% respectively, compared to coating treatments. pH have not significantly change with any treatment. The coating prevent reduction of soluble solids 3.76% to environmental conditions and 2.27% to cooling conditions. For maturity index were not any significant changes between control treatments and coating treatments, in both conditions. The firmness remained without any significant changes except treatment environment uncoated, this presented a loss of firmness of 12.04% compared to the treatment environment coated. The respiration rate indicates a climacteric peak at day 8th for environment and at day 10th for cooling. For some properties, the cooling treatment uncoated and environment treatment coated have not any significant changes whereby the coating application can be an alternative to the cooling.

Keywords: Environment, cooling, weight loss, postharvest.

Introducción

La uchuva (Physalis peruviana L.), es un fruto originario muy posiblemente de los andes peruanos; después del banano, es el fruto que más se exporta en Colombia, su principal mercado es la Unión Europea; es necesario implementar tecnologías adecuadas y mejorar las operaciones de manejo postcosecha con el fin de obtener frutos de excelente calidad y garantizarla durante su comercialización, para evitar las altas pérdidas de producto (Galvis et al. 2005), teniendo en cuenta que el mercado actual está exigiendo la uchuva sin cáliz y sin cera natural, es importante considerar el uso de recubrimientos comestibles como una nueva tecnología basada en sistemas naturales de conservación, que ayudan a reducir las pérdidas de atributos de calidad. Los biopolímeros más utilizados en este tipo de envasado son ceras, derivados de la celulosa, almidón, gomas, alginatos, quitosano y proteínas (López–Mata et al. 2012; Elham Tavassoli–Kafrani et al. 2016).

El lactosuero es un subproducto de la industria quesera, que generalmente se desecha, contiene gran cantidad de nutrientes que se transforman en contaminantes cuando el líquido es arrojado al medioambiente sin ningún tipo de tratamiento (Gil, 2007). El componente más importante del suero de leche es la proteína, en la actualidad se investigan usos alternativos, como la elaboración de recubrimientos y películas comestibles (Jooyandeh, 2011), se ha estudiado la aplicación de recubrimientos comestibles elaborados con proteína de suero en manzana, papa (Le tien et al. 2001) y en tomate (Lycopersicon esculentum L Var. Coloso) (Galietta et al. 2005).

Los recubrimientos comestibles basados en proteínas de suero son excelentes barreras al O2, sus propiedades mecánicas mejoran considerablemente mediante la adición de un agente plastificante, como el glicerol, utilizado generalmente para mejorar la flexibilidad, igualmente se ha incluido la acción de los lípidos sobre el control de la permeabilidad al vapor de agua, obteniendo buenos resultados con cera de abeja (Chiumarelli & Hubinger, 2014).

La cera de abejas es una cera comercial que ha sido ampliamente utilizada como aditivo de calidad en la fabricación de cosméticos, en industria farmacéutica y alimentaria. Debido a su alta hidrofobicidad y excelente resistencia a la humedad, la cera de abejas es un candidato favorable para la preparación de películas y recubrimientos comestible con la combinación de polisacáridos o proteínas (Zhang et al. 2014) se reportan estudios de aplicación de cera de abeja en recubrimientos sobre ciruelas (Navarro–Tarazaga et al. 2013), fresas (Velickova et al. 2013) y chontaduro (Tosne et al. 2014).

El objetivo de esta investigación fue evaluar un recubrimiento comestible elaborado a base de concentrado de proteínas de lactosuero y cera de abeja, que permita conservar y/o prolongar la vida útil de frutos de uchuva (Physalis peruviana L.), manteniendo las propiedades fisicoquímicas en dos condiciones de almacenamiento: ambiente y refrigeración.

Materiales y métodos

La presente investigación se desarrolló en las instalaciones del laboratorio de investigación en conservación y calidad de alimentos de la Universidad de Nariño sede Pasto, Nariño – Colombia, ubicada a 2488 m.s.n.m.

Materiales e ingredientes

Ácido cítrico grado alimentario USP (Laboratorio BIOQUIGEN S.A – Bogotá – Colombia) Cera de abeja blanca grado alimentario (E901) (laboratorios San Jorge – Bogotá– Colombia), Glicerol grado alimentario USP (CIMPA S.A.S – Bogotá – Colombia), Tween 80 grado alimentario (CIMPA S.A.S – Bogotá – Colombia), Carboximetilcelulosa (CIMPA S.A.S – Bogotá – Colombia).

Obtención de concentrado de proteína de suero

Lactosuero dulce, se acidificó con una solución de ácido cítrico al 33% p/v hasta alcanzar un pH de 4,6 ± 0,2; se calentó hasta punto de ebullición, se enfrió en un baño de agua–hielo hasta temperatura ambiente y reposó por 12 horas, por filtración en lienzo se separaron los sólidos, se secaron en mufla a 50°C hasta tener una consistencia adecuada, estos fueron macerados y tamizados (malla Nº40). Posteriormente se realizó un análisis por el método Kjeldahl para determinar el contenido de proteína de los sólidos extraídos.

Formulación y preparación del recubrimiento comestible

Las proporciones estudiadas de concentrado de proteína de suero y cera de abeja se indican en el diseño experimental. Como plastificante se utilizó glicerol en concentración de 10% en base acuosa, emulsificante se utilizó Tween 80 en una concentración de 8% en base a la cera de la formulación, como estabilizante y espesante en la formulación se utilizó Carboximetilcelulosa (CMC) en una concentración del 0,5% en base acuosa.

Se prepararon diluciones de concentrado de proteína de suero según las cantidades establecidas en agua destilada, a temperatura de 80 ± 2 °C, en agitación constante a 800 rpm en una plancha de calentamiento y agitación digital IKA CMAG HS7 por 5 minutos. La eliminación de grumos se realizó con un homogenizador análogo D160 (velocidad 6); luego se adiciono las cantidades establecidas de cera de abeja y CMC, a una temperatura de 80°C hasta la fundición de la cera y formación de una capa lipídica en la parte superior. A la mezcla se agregó Tween 80, para emulsificar, finalmente se adiciono glicerol, y se mantuvo en agitación por 5 minutos a 800 rpm hasta lograr una dispersión homogénea; reposó hasta alcanzar temperatura ambiente y se almaceno en refrigeración hasta su aplicación.

Análisis de datos

Se utilizaron dos diseños experimentales. Para la optimización del recubrimiento se utilizó un diseño factorial 32, los factores de estudio fueron la concentración de proteína de suero y la concentración de cera de abeja, en la tabla 1 se indican los niveles, con mediciones por triplicado, para un total de 27 corridas experimentales, teniendo como variable de respuesta el porcentaje de pérdida de peso a los 15 días de evaluación, se analizó el diseño utilizando MSR para lograr obtener la formulación adecuada y evaluar la influencia de los factores sobre la variable respuesta, se utilizó el software Statgraphics Centurion XVI.II. ®.
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Para la evaluación del efecto del recubrimiento adecuado sobre cada una de las propiedades fisicoquímicas de la uchuva, se utilizó un diseño completamente al azar teniendo como factores dos diferentes condiciones de almacenamiento: ambiente y refrigeración, se analizó el diseño con una prueba de análisis de varianza ANOVA al 95% de confiabilidad por comparación de medias con una prueba de LSD de Fisher al día 15 de tratamiento utilizando el software Statgraphics Centurion XVI.II. ®.

Caracterización del recubrimiento obtenido

El tratamiento adecuado se caracterizó mediante la medición de las siguientes propiedades: Densidad (Picnómetro), viscosidad (Reómetro Brookfield DV3T ®), pH y porcentaje de humedad.

Evaluación del recubrimiento comestible sobre la uchuva

Materia prima

Se utilizó uchuva proveniente del corregimiento de la Laguna – municipio de San Juan de Pasto, Nariño–Colombia. Se lavaron, desinfectaron, seleccionaron y clasificaron en estado de madurez 4 según la norma técnica colombiana NTC 4580. Se aplicó el recubrimiento por medio de inmersión. Para cada tratamiento se tomó una muestra de 400g de uchuva.

Evaluación de las propiedades fisicoquímicas de la uchuva

El recubrimiento comestible considerado el adecuado, se evaluó con respecto a muestras testigo sobre las propiedades fisicoquímicas de la uchuva durante un periodo de 15 días en dos diferentes condiciones de almacenamiento: ambiente (17 ± 2 °C y HR: 69%) y refrigeración (4 ± 2 °C y HR: 66%) las propiedades que se evaluaron fueron: pH del zumo, acidez titulable, pérdida de peso (gravimetría), Índice de respiración (Medidor de CO2 Lutron GC 2028 en un recipiente de vidrio con volumen estándar herméticamente cerrado), firmeza (Texturómetro Lloyd LS1®.), sólidos solubles, índice de madurez (Relación sólidos solubles/acidez). Se realizaron cuatro tratamientos, los cuales se codificaron de la siguiente manera: testigo a temperatura ambiente (T0A), testigo en refrigeración (T0R), recubierto a temperatura ambiente (T1A) y recubierto en refrigeración (T1R).

Resultados y discusión

Obtención de un concentrado de proteína de suero

Se obtuvo un concentrado de proteína de suero al 37,52% en base seca.

Optimización del recubrimiento comestible

En la figura 1, se expone el efecto significativo de reducción de pérdida de peso por parte de la concentración de cera de abeja, es decir, la cera de abeja evita la transpiración del producto y por lo tanto la pérdida de peso del fruto y la interacción cera–proteína también contribuye a evitar la pérdida de peso. Sin embargo, la proteína por sí sola no tiene efecto significativo sobre la variable respuesta. Adicionalmente, este componente del recubrimiento brinda otras características. Según Bourtoom (2009), los recubrimientos a base de proteína son excelentes barreras contra gases y mejoran las propiedades mecánicas del recubrimiento. No obstante, no son buena barrera contra la pérdida de humedad, debido a esto fue necesario la adición de cera de abeja como compuesto lipídico que evita la perdida de agua en la fruta.
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La superficie de respuesta estimada para los dos factores en evaluación (Figura 2), son como sigue: la concentración de cera y concentrado de proteína. Ambas, indican el efecto que se presenta con respecto al porcentaje de pérdida de peso del fruto, el punto más bajo en la gráfica corresponde a un 15% de cera de abeja y un 10% de concentrado de proteína, es decir que estos valores son los adecuados para reducir la pérdida de peso en uchuva.
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En la tabla 2, se presentan los valores observados vs los valores ajustados del modelo. La ecuación del modelo ajustado que se obtuvo es:





Con un R2 equivalente a 77,4712%

Donde:

W: es el porcentaje de pérdida de peso

P: es la concentración de proteína

C: es la concentración de cera
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En adición a lo anterior, se obtuvo un recubrimiento de tipo compuesto. La formulación que se consideró como adecuada, es eficiente para reducir la pérdida de vapor de agua en uchuva al 35.49% con respecto a la pérdida de peso de las muestras testigo. Evitar que se pierda agua en el fruto de uchuva, es una característica muy importante para su conservación; se reduce la transpiración y las características fisicoquímicas y sensoriales deseadas, debido a que se mantienen más longevas.

El recubrimiento con la formulación considerada la adecuada, fue caracterizado fisicoquímicamente teniendo los siguientes resultados: densidad, 1.055 g/mL a 15°C; viscosidad de 624.1 cP; pH 6.61 y 81.92% de humedad.

Evaluación de pérdida de peso

El recubrimiento logró disminuir la pérdida de peso en un 36.20% para almacenamiento a temperatura ambiente y 41.50%, para almacenamiento en refrigeración con respecto a la pérdida de peso de las muestras testigo, para el último día de evaluación. Según los resultados obtenidos, la temperatura de almacenamiento no afecta la pérdida de peso, por el contrario el recubrimiento si afecta esta característica. Controlando la causa principal de deterioro, la cual no genera solo pérdidas cuantitativas de agua, sino también en apariencia (arrugamiento), textura y calidad nutricional, los resultados de la investigación se soportan en la anterior información ya que se obtuvo menores pérdidas de peso en las muestras con recubrimiento. Lanchero et al. (2007), reportan que la temperatura y la ventilación son determinantes en el proceso de respiración de la fruta, cuanto más alta sea la temperatura más rápido se producirá este proceso vital, lo cual es visible en los resultados obtenidos al tener una menor pérdida de peso en los tratamientos almacenados en refrigeración.





Porcentaje de Acidez titulable y pH

Se presentaron diferencias significativas entre algunos tratamientos, determinando que la temperatura afecta el porcentaje de acidez. A temperatura ambiente, se presentaba menor acidez. Sin embargo, entre T0R y T1A, no se presentan diferencias significativas, lo cual puede indicar que el recubrimiento mantiene la acidez del fruto de uchuva de la misma manera que un tratamiento en refrigeración sin recubrimiento. Muestras testigo disminuyeron la acidez tanto a temperatura ambiente como refrigeración en un 3.88% y 4.92% respectivamente, para el último día de evaluación. Para pH, no se obtienen diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, es decir ni el recubrimiento, ni la temperatura son factores que influyen en el pH del fruto de uchuva.





De igual manera, debido a que las temperaturas bajas retardan el proceso de maduración, se esperaría que los frutos refrigerados presenten menores valores de pH y mayores de acidez.

Contenido de sólidos solubles

Existen diferencias significativas entre los tratamientos de almacenamiento aplicados, siendo el mayor valor de solidos solubles para el tratamiento T0A y el menor para la muestra T1R, los resultados muestran una tendencia que logra mantener baja la concentración de solidos solubles con el recubrimiento, indicando un proceso más lento en la maduración del fruto de uchuva. La temperatura tiene un efecto significativo sobre los sólidos solubles al igual que el recubrimiento a temperatura ambiente. El recubrimiento logro mantener los sólidos solubles en un 3.76% a condiciones del ambiente y en un 2.27% a condiciones de refrigeración, para el día 15 de evaluación.

Según Duque et al. (2011), los frutos de uchuva, presentan niveles de humedad altos propios de los vegetales frescos y bajo contenido en sólidos solubles, los cuales se encuentran alrededor de 13,8 ± 0,8. En la presente investigación, se obtuvieron datos entre 12,5 y 15,5 °Brix, los cuales coinciden según el dato promedio reportado y que no se encuentran muy alejados del mínimo contenido recomendado en la NTC 4580, de 14.5 a 15.6 °Brix, correspondientes a estados de madurez de 4 a 6.





Índice de madurez

La gráfica de medias, muestra la diferencia significativa obtenida entre los tratamientos a temperatura ambiente y los tratamientos en refrigeración. Sin embargo, no se presenta diferencia significativa alguna entre el tratamiento T0R y T1A, por lo cual, permite deducir que el recubrimiento sin necesidad de refrigeración puede mantener el índice de madurez de la uchuva.

Los valores mínimos recomendados para el índice de madurez según la NTC 4580, están entre 7.1 y 9. Para estados de madurez de 4 a 6, se obtuvieron valores entre 6 y 10 aproximados a los requeridos por la Norma Técnica Colombiana, NTC 4580. Lanchero et al. (2007), señala que un fruto tropical como la uchuva, en su óptima madurez, muestra la mayor cantidad de carbohidratos y a su vez, presenta la menor concentración de acidez; esto coincide con los resultados obtenidos en la presente investigación, al tener con mayor índice de madurez, el tratamiento testigo almacenado a temperatura ambiente.





Firmeza

Únicamente el tratamiento testigo a temperatura ambiente (T0A), fue el que tuvo un cambio significativo en la firmeza, disminuyendo su valor en un 12.04% con respecto al tratamiento T1A. No obstante, los tratamientos de refrigeración tanto testigo como recubierto (T0R y T1R), como el testigo recubierto a temperatura ambiente (T1A), mantuvieron la firmeza del fruto de uchuva, sin presentar cambios significativos de apariencia, ni arrugamiento.

El grado de firmeza de una fruta cambia con el avance del proceso de maduración del fruto (Ciro & Ósorio, 2007). A medida que se va desarrollando la maduración, se reduce la dureza de los frutos debido a la formación de ácido péctico, ácido pectinico y pectinas, a partir de la protopectina que se encuentra en la laminilla media y en la pared primaria de las paredes celulares que producen gelificación (Lanchero et al. 2007); además la reducción en la firmeza del fruto se ve influenciada por la pérdida de agua, es por ello que en los tratamientos con recubrimiento, la firmeza tuvo menor variación. Lanchero et al. (2007), muestra valores de firmeza para la uchuva sin cáliz, que van desde 1.7 lb–f a 1.1 lb–f, que equivalen a 7.56 N a 4.89 N; estos valores corresponden a dos semanas de evaluación. Este rango de firmeza incluye a los evaluados en la presente investigación.





Índice de respiración

El índice de respiración de la uchuva, muestra que es un fruto que tiene un comportamiento climatérico, presentándose un alza de respiración para el día 8 de evaluación en las muestras almacenadas a temperatura ambiente y para el día 10 de evaluación en las muestras en refrigeración. La refrigeración hizo que retardara la aparición del climaterio, Ávila et al. (2006); indican que a mayor temperatura de almacenamiento, el climaterio aparece más rápido. Algunos autores reportan que el fruto es climatérico (Ávila et al. 2006; Novoa et al. 2006). Sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Galvis et al. (2005), se reportan patrones de comportamiento del fruto de uchuva que lo ubica como no climatérico y se clasifica además a la uchuva, como un fruto intermedio en el comportamiento.

Para los tratamientos con recubrimiento, se presenta un pequeño pico de alza en la respiración en los primeros días que puede deberse a la adaptación de la fruta al recubrimiento. Este pico se presenta tanto en refrigeración como ambiente. Por otra parte, para las muestras en refrigeración, los valores de respiración en el pico climatérico son menores a las muestras a temperatura ambiente. Lo cual indica que la temperatura disminuye la respiración del fruto de uchuva. Los valores alcanzados en los picos climatéricos de la muestra T1A y T0R, son muy similares, lo cual lleva a deducir que el recubrimiento actúa como una barrera eficiente frente a los gases para disminuir la tasa respiratoria del producto y por lo tanto, mejorar su conservación.

El patrón de comportamiento observado en los presentes resultados, demuestra que el recubrimiento elaborado funciona como una buena barrera ante los gases. Galietta et al. (2005), indica que los recubrimientos a base de proteína de suero plastificados con glicerol son buena barrera al CO2, O2 y C2H4.





Conclusiones


	El recubrimiento que presentó menor porcentaje de pérdida de peso (12.95%) fue el que contenía 10% de concentrado de proteína de suero, 15% de cera de abeja en solución acuosa, siendo esta formulación apropiada para conservar las propiedades fisicoquímicas de uchuvas. Adicionalmente, logra reducir en un 35.49%, la pérdida de peso con respecto a la muestra testigo (20.07%). El recubrimiento comestible desarrollado, es una alternativa viable técnicamente para la conservación de la uchuva evitando el deterioro acelerado de la fruta. El pH del fruto de uchuva, no presenta diferencia significativa alguna con respecto a los tratamientos evaluados y la firmeza, se mantiene sin cambios significativos excepto a temperatura ambiente y sin recubrimiento, donde se pierde un 12.04% con respecto al tratamiento ambiente con recubrimiento.
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Resumen

El principal objetivo de este trabajo fue el de desarrollar modelos matemáticos para predecir el comportamiento de los atributos de calidad en la fritura de rebanadas de papa criolla (Solanum phureja). Las condiciones de fritura utilizadas fueron: temperatura de 170 y 190 °C, tiempos de 1,5 y 3,5 minutos, con un espesor de rebanada 1,5 mm; tomando como variables de respuesta el color del producto final, la textura, el contenido de humedad y el porcentaje de grasa. Se utilizó un diseño experimental completamente al azar con un arreglo factorial 22 (temperatura y tiempos) con tres repeticiones por tratamiento. Se demostró que las variables: color, humedad y grasa, no presentaron problema alguno en los supuestos de normalidad y varianzas iguales, permitiendo de esta manera utilizar el ANOVA. Para el modelamiento matemático de la variable textura, fue necesario usar primero una transformación y después aplicar el ANOVA. El análisis exhibió tres modelos estadísticos significativos para las variables: humedad, porcentaje grasa y textura. Con respecto a color los factores controlables no presentaron significancia estadística alguna (p> 0,05). Los modelos matemáticos encontrados permiten predecir satisfactoriamente los comportamientos de las variables respuesta.

Palabras clave: Características sensoriales, control de calidad, modelos matemáticos, retrogradación de almidones.



Abstract

The main objective of this research was to developing mathematical models to predict the behavior of quality attributes in Creole fried slices of creole potato (Solanum phureja). Frying conditions used were: temperature 170 and 190 ° C, 1.5 times and 3.5 min with a slice thickness of 1.5 mm; taking as response variables the final product color, texture, moisture content and percentage fat. The experimental design used was completely randomized with a factorial arrangement 22 (temperature and time) with three replicates per treatment. It was shown that color, moisture and fat variables showed no problems in the assumptions of normality and equal variances allowing use ANOVA. For the mathematical modeling of the texture variable, was initially necessary to use a transformation unit and subsequently, to conduct an ANOVA. The analysis showed three significantly variables statistical models for moisture, fat percentage, and texture. With respect to color, the controllable factors were no performed any statistical significance (p> 0.05). In addition, a correlation coefficient of 35.91% was performed. The mathematical models satisfactorily allowed predict the behavior of the response variables.

Keywords: Quality control, mathematical models, sensory characteristics, starch retrogradation.



Introducción

La papa criolla (Solanum phureja Juz. & Bukasov), es un tubérculo que se encuentra en la parte oriental de los Andes, desde Bolivia hasta Colombia, a una altitud de 2000 – 3000 m.s.n.m., con una temperatura de 10 a 20 °C y una precipitación anual aproximada de 900 mm. Tiene tamaño pequeño, forma redonda u ovoide, matices amarillos o rojos, excelente calidad de sabor, color y valor alimenticio. Esta papa tiene un contenido alto de azúcares reductores y materia seca, los cuales evitan la absorción de niveles altos de aceite durante la fritura y determinan los índices de rendimiento industrial (Morales Castañeda et al. 2009). La gran expansión de la utilización de la fritura se debe principalmente a que los alimentos, tras este proceso, adquieren unas características únicas de aroma y textura que no es posible conseguir con otras técnicas de procesado de alimentos (Saguy & Dana, 2003; Rimac et al. 2004). A nivel mundial, el consumo de frituras es considerado de bajo valor nutrimental y de alto aporte calórico y por ello se ha incrementado el interés de la industria en diseñar nuevos productos con el fin de mejorar la calidad de los alimentos, reduciendo al mínimo la absorción de aceite y la formación de acrilamida (Arias et al. 2013).

La modelación matemática de procesos, constituye una herramienta básica en los nuevos sistemas de producción ya que permite estimar previamente cuál va a ser el desarrollo del proceso y, en consecuencia, la posterior optimización y control integral del mismo (Banga et al. 2003). Para entender los mecanismos implicados en el proceso, se han desarrollado modelos matemáticos, a partir de las primeras investigaciones que incluían color, humedad y transferencia de grasa en la fritura de los alimentos (Ateba & Mittal, 1994). Bouchon & Pyle (2005), utilizaron un modelo basado en las fuerzas capilares y las diferencias de presión, teniendo en cuenta la absorción de aceite durante el enfriamiento después de la fritura. En estudios más recientes, se ha desarrollado modelos de medio poroso, importante en cuanto a calidad de textura y acrilamida (Halder et al. 2007; Thussu & Datta, 2012; Warning et al. 2012).

En relación a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue el de desarrollar modelos matemáticos para predecir el comportamiento de los parámetros de calidad (textura, color, contenido de humedad y grasa), determinando las condiciones ideales del procesamiento a través de la fritura por inmersión a presión atmosférica de rebanadas de papa criolla.

Materiales y métodos

Condiciones de fritura

Las rebanadas fueron cortadas con un espesor de 1,5 mm, según lo reportado por (Díaz et al, 1999). Las temperaturas se determinaron en 170 y 190 °C (Kita et al. 2005). El tiempo establecido de fritura fue de 1,5 y 3,5 minutos. Se utilizó trioleína de palma en una relación másica de 1/60. Este tipo de aceite posee una alta resistencia a altas temperaturas, lo cual evita los efectos negativos que repercuten en la calidad final del producto freído.

El equipo de fritura estuvo conformado por una freidora marca Trisa (Modelo XJ–3K043®) con capacidad máxima de 2,5 litros de aceite; la cual posee una potencia de 1600 watts y un controlador de temperatura datalogger Omega (Modelo HH 309/309A®) con cuatro termocuplas tipo k, conectadas a un sistema de adquisición de datos y éste a su vez a una computadora.

Determinación de parámetros de calidad del chip

La humedad fue evaluada por método gravimétrico (A.O.A.C. 7.009/84,942.05/90 adaptado). Para la determinación del contenido de grasa, se empleó el método soxhlet (A.O.A.C. 920.39). El color de los chips se midió en un colorímetro Minolta (Modelo BC–10) con los valores de L*, a* y b*, según el sistema CIELAB, calculando el ΔE con respecto a un testigo de papas comerciales. La textura se analizó en un texturómetro (Modelo TA.XT plus) con una carga de 500N, un soporte móvil con apoyo en dos puntos y un punzón cilíndrico con base plana con un diámetro de 3 mm con el propósito de medir la fuerza de ruptura de los chips (dureza).

Análisis Estadístico

Los datos obtenidos se sometieron a un análisis de iteraciones entre los factores controlables (tiempo de fritura, temperatura del aceite) y las variables de calidad del chip (textura, color, humedad, grasa) y fue desarrollado bajo un diseño experimental 22 con 3 réplicas teniendo un α= 0.05, con nivel de confiabilidad del 95%, completamente al azar. Para poder aplicar esta técnica fue necesario validar los datos de las variables de respuesta mediante las pruebas de normalidad (Anderson–Darwin) y varianzas iguales (Levenne & Bartlett). Los resultados que no presentaron normalidad se les realizó una transformación (1/X) y finalmente se validó la hipótesis de normalidad y homocedasticidad. Consecutivamente se aplicó análisis de varianza (ANOVA) usando el procedimiento de modelo lineal general (GLM) por medio de la técnica de aproximación de mínimos cuadrados. Por último se desarrollaron graficas de superficie y se modelaron los comportamientos de las variables respuesta que presentaron normalidad. El software estadístico utilizado para realizar los análisis fue Minitab 16,0®.

Resultados y discusión

Variables de Calidad de la fritura

Confirmación de los supuestos de normalidad y varianzas iguales

En la tabla 1, se muestra la validación de la prueba de varianzas iguales (Levenne & Bartlett) y normalidad (Anderson–Darwing), para los parámetros de textura, humedad, grasa y color, utilizando como parámetro de decisión el valor p diseñado, donde un valor inferior a 0,05 hace referencia a la aceptación de la hipótesis alterna.
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Al realizar las pruebas comparativas entre las variables de respuesta: humedad, grasa y color (ΔE) no se aprecia diferencia significativa en los supuestos de normalidad y homocedasticidad, caso contrario se evidencia con respecto a la variable de respuesta textura, donde el estadístico diseñado bajo la prueba de Barlett, es de 0,02. No obstante, la prueba Levene es superior a 0,05 (0,27); además de presentar problemas de normalidad (0,02). Por lo cual, se deberá aplicar los datos de una transformación que elimine el problema de no normalidad y así poder modelar dicho fenómeno.

Humedad

Para el caso del contenido de humedad en los chips de papa criolla, la ecuación que caracteriza este sistema está dada en la ecuación (1), deducida por medio del ANOVA; donde tanto la temperatura como el tiempo, en función de iteración, tienen efectos significativos (P–value<0,05), con un coeficiente de correlación superior al 98% (Tabla 2).
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Donde °T= temperatura medida en °C, t= tiempo de fritura.

En la Figura 1, se expone la variación del contenido de humedad con respecto a la temperatura y el tiempo bajo una gráfica de superficies, para mezclas superiores a 170 ° C y 1.5 minutos de fritura, el valor promedio disminuye.
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Grasa

El modelo para la variación de la grasa absorbida en los chips, presenta un coeficiente de correlación general del 80,79% (Tabla 3). Esto se refleja en los factores significativos del modelo donde la iteración entre el tiempo y la temperatura no presenta significancia estadística. En el modelo, por consiguiente, la iteración tiene un valor p superior al 0,05 (P–valor =0,45). El modelo estadístico desarrollado por medio de mínimos cuadrados, se presenta en la ecuación (2). En la Tabla 3, se optó por depurar la iteración no significativa con el fin de estimar los coeficientes del modelo con un mejor ajuste.
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Donde °T= temperatura medida en °C, t= tiempo de fritura.

La iteración entre las variables de temperatura y tiempo sobre el comportamiento del contenido final de grasa (Figura 2), presenta una relación inversa al ser comparada con la Figura 1, esto puede obedecer posiblemente al reemplazo del agua por el aceite en el proceso de fritura.
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Color (Δ E)

Mediante el análisis de ANOVA presentado en la Tabla 4, se puede afirmar que los datos para la variable Color (Δ E), no presentan un buen ajuste (R2=35,91%). Esto adicionalmente, se ve reflejado por los valores p–valué para cada variable (temperatura, tiempo) incluyendo la iteración de las mismas (P–valué> 0,05). Debido a estos resultados la variable temperatura y tiempo no son significativos para la variable de respuesta color.
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Textura

La variable de respuesta textura con relación a la temperatura y al tiempo, presenta problemas de homocedasticidad y normalidad (Tabla 1). Por lo tanto, para realizar la iteración con respecto a las variables controlables, fue necesario transformar los datos para eliminar el problema de normalidad. La transformación usada fue 1/X, la cual permitía volver a los datos normales sin utilizar una expresión matemática muy compleja para explicar el fenómeno de la variación de la textura en los chips de papas criolla.

Los datos transformados aplicándoles la prueba de normalidad, exhiben un valor p de 0,14, bajo el estadístico de Anderson – Darling. La prueba de varianzas iguales, presenta un valor p de 0,25 para el estadístico de Bartlett y para el estadístico de Levene, el valor p es de 0,76. En adición a lo anterior, se permite afirmar que la transformación presentada, incrementa notablemente el ajuste de los datos, evitando problemas de normalidad y de heterocedasticidad. En la Tabla 5, se presenta el ANOVA realizado con los datos transformados en donde el modelo ajustado presenta un coeficiente de correlación del 97,75% y el coeficiente de correlación ajustados del 97,25%. La iteración temperatura con tiempo, presentó insignificancia estadística (p>0,05), por lo cual, se decidió depurar dicho factor y correr de nuevo el análisis con el fin de tener los coeficientes del modelo con los mejores ajustes.
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Para plantear la ecuación que modela la textura hay que tener presente la transformación realizada, la ecuación 3 presente esta modelación teniendo como parámetros de control la temperatura y el tiempo,
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Donde °T= temperatura medida en °C, t= tiempo de fritura.

En un producto frito, es ideal tener bajo contenido de humedad, esto proporciona estabilidad debido a que suspende o retarda las actividades metabólicas de los microorganismos causantes de la descomposición microbiana. Para los niveles de los factores estudiados sería recomendable ser implementado en los procesos industriales la combinación de 190 °C y 1,5 minutos en la búsqueda de un bajo contenido de humedad en los chips, pero este supuesto debe ser comparado financieramente con la combinación de 170 °C y 3,5 minutos. El contenido de aceite en los alimentos fritos se encuentra alrededor del 35% según estudios realizados en tortillas (Anderson, 1994). La mayor parte del aceite absorbido en los productos fritos se ubica en la región superficial del producto (Pedreschi, 2005; Bouchon et al. 2003), existiendo además evidencia de que el aceite es absorbido en mayor proporción luego de la fritura durante el período de enfriamiento Pedreschi et al. 2007; Aguilera & Hernández, 2000). Para los datos analizados del porcentaje de grasa presente en el chip y su gráfica de superficie (Figura 2), se recomienda usar la relación de 170 °C y un tiempo de freído de 1,5 minutos. El color es el principal atributo de calidad que tiene el consumidor a la hora de aceptar o rechazar un producto. Según estudios realizados por Duran et al. (2007). El cambio en el color de este tipo de productos se debe al contenido de azúcares reductores presente en las raíces y tubérculos; cuando el contenido de azucares es bajo, se obtendrán chips dorados de buena calidad. Sin embargo, un excesivo contenido de azúcares reductores en el producto, provocará una coloración marrón oscura en los chips, que los hará inaceptables tanto por su color como por su sabor (Altunakar, 2004). Así mismo, estos resultados se pueden atribuir a una caramelización y/o reacción tipo pardeamiento no enzimático entre los grupos aminos libres de aminoácidos, péptidos, proteínas y los grupos carbonilos de los azúcares u otros aldehídos o cetonas que dan lugar a una coloración oscura.

Usando la transformación, se pudo realizar el modelamiento de la textura de los chips, pero otros investigadores como Ross & Scanlon (2004); quines afirman que la textura no presenta significancia estadística alguna, posiblemente porque las temperaturas utilizadas tienen un margen de diferencia pequeña, caso contrario a los valores encontrados en esta investigación.

Conclusiones


	Los modelos matemáticos presentados, permiten predecir satisfactoriamente el comportamiento de las variables respuesta, por lo tanto, son adecuados para los propósitos de mejora y optimización de procesos. Para la variable respuesta textura, se le realizó una transformación para eliminar el problema de normalidad, con la cual se pudo plantear un modelo estadístico; dicho modelo presentó un coeficiente de correlación superior al 85%.

	La utilización de los modelos planteados en procesos industriales de fritura, permiten la implementación de prácticas organizacionales eficientes enfocadas al cuidado de la salud del consumidor final y al aumento de la rentabilidad de la empresa.
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Resumen

La deficiencia de hierro (Fe) ha sido reconocida como un problema de salud pública, debido a sus implicaciones económicas y en el bienestar de la población humana. Para países en desarrollo como Colombia, esta deficiencia afecta a gran parte de sus habitantes, especialmente a los niños y a las mujeres en estado de gestación. De allí la importancia de generar estrategias como la fortificación de alimentos con hierro, con el objetivo de mejorar los niveles de consumo en la población y contrarrestar las consecuencias que se generan con la carencia de este mineral, entre las que se incluyen fallas en el desarrollo mental y motor, y alteraciones del sistema inmune. Por lo anterior, en la presente revisión se plasman los principales conceptos sobre la fortificación de alimentos con hierro, incluyendo los factores que influyen en su aprovechamiento a nivel fisiológico, su importancia desde el punto de vista nutricional, las tecnologías aplicadas durante la fortificación de alimentos y las últimas tendencias de este tipo de productos, como la bio–fortificación y la nano–tecnología, con el fin de contribuir a los procesos de investigación y desarrollo de estrategias nutricionales cuyo eje central sea la prevención y el control de la deficiencia de hierro.

Palabras clave: alimentos funcionales, anemia, deficiencia, fortificación, nutrición, salud pública.



Abstract

Iron (Fe) deficiency has been recognized as a public health problem due to its health and economic implications. In developing countries like Colombia this deficiency still affects a large part of its population, especially children and pregnant women. Hence the importance of developing strategies such as food fortification with iron to improve the levels of consumption in the population and offset the consequences generated by the lack of this mineral, including mental and motor development, and immune system disorders. In this review, the main concepts of iron food fortification are developed, including the main factors which influence their physiological use, its importance from the nutritional point of view, the technologies used for food fortification and the latest trends in this type of products, such as biofortification and nanotechnology, all this in order to contribute to the research and development of nutritional strategies whose central point is iron deficiency as an strategy of prevention and control.

Keywords: anemia, deficiency, functional food, nutrition, public health



Introducción

El hierro es un mineral con gran importancia para el buen desarrollo del ser humano y el mantenimiento de su organismo (Nadadur, Srirama & Mudipalli, 2008), y a su vez, se utiliza como indicador para determinar el estado nutricional de las personas. Este mineral, hace parte de diversas enzimas y complejos moleculares que participan en los procesos metabólicos (Conrad & Umbreit, 2000). Sus principales funciones incluyen el transporte de oxígeno por medio de la hemoglobina (Hb) (Toxqui, De piero, Courtois, Bastida, Sánchez–Muniz y Vaquero, 2010) que se deriva en la producción de energía, su participación en la síntesis, degradación y almacenamiento de neurotransmisores (Suárez, Cimino & Bonilla, 1985), en la función eritropoyética y en la respuesta inmune de las células (Muñoz, García–Erce y Remacha, 2011).

Debido a la importancia del hierro en el organismo, la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2002, determinó los requerimientos diarios de este mineral para el cumplimiento de todos los procesos metabólicos en los que interviene, como se observa en la Tabla 1; lo anterior teniendo en cuenta la población de interés y su edad (FAO & WHO, 2002).
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De igual manera, a partir de los requerimientos de hierro que el organismo necesita, se han establecido los porcentajes de valor diario recomendado (VDR) para este mineral, que se utilizan como referencia para los procesos de desarrollo, producción y etiquetado de producto. Es importante resaltar, que dichos valores cambian según la norma consultada para cada país, como se observa en la Tabla 2; además en Argentina, Estados Unidos y Venezuela, se tienen los valores diarios recomendados diferenciados para cada población, mientras que en países como Brasil, Ecuador, El Salvador y México, la normativa presenta un valor general, que en la mayoria de los casos es tomado directamente del reportado como valor de referencia en el Codex Alimentarius (14 mg).




Los valores de referencia son proporcionados por la FAO/OMS y tienen como base la evaluación reciente de los datos científicos, que luego van encaminados a reflejar las recomendaciones de ingesta para la población general; sin embargo, el Codex también establece las directrices para determinar los VDR para subgrupos específicos y que inician con la revisión de valores o intervalos que hayan sido establecidos por organismos científicos competentes (Codex Alimentarius, 1993).

Los requerimientos y valores diarios recomendados de hierro son un buen punto de partida a la hora de caracterizar nutricionalmente una población, si se tiene en cuenta que la deficiencia de este mineral está considerada como una de las problemáticas nutricionales más comunes a nivel mundial, afectando aproximadamente al 30 % de la población (WHO, 2006). Esta situación es más predominante en los países en desarrollo (Boccio et al. 2004) y Colombia no es la excepción a este escenario, ya que según la última Encuesta Nacional de la Situación Nutricional (ENSIN) de 2010, en el país, la prevalencia de anemia por deficiencia del mineral está entre un 7,6 % y un 27 % (ICBF, 2011). Este tipo de deficiencia es multifactorial, ya que su desarrollo está condicionado a aspectos culturales, sociales y económicos, cuya consecuencia es la alteración de la calidad de vida de las personas por efectos a nivel inmunológico, físico y digestivo. Además, se ha establecido que las pérdidas causadas por deficiencia de micronutrientes como el hierro, representan en incapacidades y muertes, un costo del 5% del Producto Interno Bruto (PIB), mientras que la implementación de estrategias nutricionales adecuadas como la fortificación de alimentos, tiene un costo menor al 0,3 % del PIB.

Entre las causas que pueden ocasionar una deficiencia de hierro, se pueden señalar la insuficiente ingesta del mineral debido a la baja bio–disponibilidad del hierro no hemítico presente en las dietas basadas en hortalizas; frutos secos y cereales, y a la baja ingesta de carne, fuente de hierro hemático o hémico (Gaitán et al. 2006). Por otro lado, la deficiencia de hierro también se presenta, por la baja absorción de este mineral, debido a las interacciones entre diversos componentes de la dieta que se convierten en factores sinérgicos e inhibidores de su absorción (Gaitán et al. 2006), de allí, la importancia de reconocer los mecanismos y las sustancias responsables de dicho comportamiento.

Por lo anterior, la obtención de alimentos fortificados, es decir productos con adición de micronutrientes, se presenta como una estrategia que busca contrarrestar la deficiencia de micronutrientes como el hierro en la población y a su vez, como uno de los métodos utilizados para la elaboración de productos funcionales, encaminados hacia la obtención de alimentos con alto valor agregado, teniendo en cuenta la creciente preocupación de la población por estilos de vida más saludables. Asi, la presente revisión, busca establecer las principales características de los procesos de fortificación de alimentos, especialmente con hierro, teniendo en cuenta los factores que influyen en el aprovechamiento de este mineral a nivel fisiológico, su importancia desde el punto de vista nutricional y las directrices que rigen dicho proceso. De igual manera, se abordan las metodologías y tendencias de mercado frente a este tipo de productos, presentando un acercamiento a las nuevas corrientes que tratan la fortificación de alimentos e incluyen la bio–fortificación y la nano–tecnología, todo esto con el fin de contribuir al acercamiento y entendimiento de la deficiencia de hierro como un problema de salud pública, que requiere especial atención y para el que la fortificación de alimentos, representa una de las mejores estrategias para su prevencion y control.

Bio–disponibilidad y absorción del hierro

La absorción del hierro no hemático en el tracto digestivo se da mediante diferentes mecanismos (Gaitán et al. 2006): a) por solubilización y reducción en el medio gástrico, b) por absorción en el duodeno proximal y c) por mecanismos de reducción del hierro férrico a ferroso en el borde cepillo del enterocito y co–transporte de hierro ferroso y H+ a través del transportador de metales divalentes (DMT1). Según las necesidades corporales del nutriente, éste se almacena en la proteína citoplasmática ferritina y se utiliza en los procesos metabólicos celulares o se transporta hacia la sangre (Miret, Simpson & Mckie, 2003).

En cuanto al hierro hemítico, se conoce que es solubilizado en el tracto gastrointestinal sin ser modificado, se transporta en compañía del anillo de protoporfirina hacia el duodeno (Forrellat Barrios et al. 2000), de allí que su absorción sea mayor al hierro no hemítico, ya que es la estructura hemo la que permite su entrada directa en las células de la mucosa del intestino en forma de complejo hierro–porfirina.

Por otro lado, se ha estudiado el efecto del índice de masa corporal de las mujeres sobre la absorción de hierro y aunque los resultados aún no permiten establecer una relación entre estos, se observó que las mujeres obesas presentaron una menor absorción de este mineral que aquellas con sobrepeso o peso normal, comportamiento atribuido a las inflamaciones subclínicas derivadas de la obesidad (Mujica–Coopman et al. 2015).

En cuanto a la bio–disponibilidad del hierro, es decir la porción de este mineral que el organismo absorbe y utiliza para las funciones corporales (Hurrel & Egli, 2010), se ha establecido que depende de las cantidades ingeridas, de la combinación de alimentos en una comida (ya que a un pH básico existe la tendencia de formar precipitados con componentes de la dieta) y por factores intraluminales; lo que disminuye su solubilidad y por lo tanto su absorción (Gaitán et al. 2006). A su vez, factores como el estado nutricional del hierro y algunos eventos que requieran modificar la movilización del mineral entre los tejidos o la absorción del mismo, como la eritropoyésis aumentada, la hipoxia y las infecciones, afectan también su bio–disponibilidad, incrementando su absorción durante la deficiencia del metal, las anemias hemolíticas y por la hipoxia, mientras que disminuye durante los procesos infecciosos o inflamatorios (Gaitán et al. 2006).

Antagonistas de la bio–disponibilidad del hierro

Como se mencionó anteriormente, existen varios factores que influyen en la absorción del hierro en el organismo. Entre los principales inhibidores de la bio–disponibilidad de este mineral, se encuentran los fitatos, compuestos presentes en las dietas basadas en frutas y vegetales (Hurrel, 1997), los cuales generan una inhibición entre un 51 y un 82 %. De igual manera se ha encontrado que los polifenoles presentes en el té negro y en el vino actúan como inhibidores de la absorción del hierro (Binaghi et al. 2011), ya que contribuyen a la formación de complejos insolubles que no son absorbidos por el organismo (Allen & Ahluwalia, 1997).

La presencia de calcio también influye negativamente en la absorción del hierro hemático y no hemático (Hurrell & Egli, 2010), aunque esta última afirmación está siendo estudiada, debido a los resultados contradictorios que han arrojado recientes investigaciones (Miranda et al. 2014).

Finalmente, algunos minerales también están siendo clasificados como antagonistas de la absorción del hierro, debido a diversos estudios in vivo e in vitro que han dado como resultado, la disminución de la absorción, debido a la interacción con otros minerales como cobre y zinc, y a la inhibición competitiva con el manganeso (Arredondo, Martínez & Nuñez, 2006; Olivares et al. 2007).

Sinergistas de la bio–disponibilidad del hierro

La presencia de vitamina C o ácido ascórbico, aumenta la bio–disponiblidad del hierro no hemítico (Gaitán et al. 2006). Este efecto se atribuye a su capacidad de reducir el ion férrico a su forma ferrosa (soluble), a su acción para formar quelatos solubles y absorbibles a pH alcalino (duodeno) y a su capacidad antioxidante (Trinidad et al. 2014).

La vitamina A también es reconocida por incrementar la bio–disponibilidad del hierro no hemítico al formar complejos solubles con iones férricos, además, se ha establecido que la concentración de esta vitamina es uno de los nutrientes responsables de modular el metabolismo del hierro y por ende su homeostasis (Gaitán et al. 2006).

Deficiencia de hierro

Como se mencionó anteriormente, la deficiencia de hierro se presenta porque la mayor parte del mineral se encuentra en forma férrica (no hemático), el cual es difícil de absorber y poco bio–disponible, comportamiento inverso al hierro hemático de origen animal, que presenta una bio–disponibilidad de 2 a 3 veces mayor que la del hierro no hemático (Alcaraz et al. 2006). Sin embargo, la escasez de proteína animal en la dieta actual, hace que la deficiencia de hierro sea responsable del 15 % de los casos de anemia en la población mundial, presentándose prevalencia del 10 % y 50 %, en países desarrollados y en desarrollo respectivamente, siendo los niños, los adolescentes y las mujeres, los más afectados (WHO, 2008).

De manera general, se establece que la deficiencia de hierro se debe a múltiples factores, tales como un inadecuado consumo, una baja absorción, un aumento de la demanda o una excesiva pérdida del mineral (Denic & Agarwal, 2007) y se caracteriza por una disminución de los depósitos de hierro, con baja concentración sérica y baja saturación de transferrina, lo que implica cambios en los niveles de la concentración de hemoglobina (De Paz & Fernández Navarro, 2005).

Enfermedades asociadas a la deficiencia

La anemia es una enfermedad que ha sido considerada como un problema de salud pública, debido a que afecta a un cuarto de la población mundial, principalmente a niños en edad preescolar (47,4 %), seguido de mujeres gestantes (41,8 %) y mujeres en edad fértil (30,2 %), siendo esta enfermedad un problema de salud severo característico de la población infantil en países Latinoamericanos como Brasil, Perú y Bolivia, y de las mujeres en período de gestación y en edad reproductiva en Perú (WHO, 2008). Esta enfermedad se caracteriza por la disminución de la concentración de hemoglobina (proteína que se encuentra dentro de los glóbulos rojos) en el organismo, y cuya función es el transporte de oxígeno a través de todos los tejidos del cuerpo humano. Su principal causa es la deficiencia de hierro, elemento fundamental, sin el cual no se puede obtener la movilización de dicha proteína (Moreira & López San Román, 2009).

Las manifestaciones de la deficiencia de hierro incluyen las causadas por una disfunción de las enzimas dependientes de este mineral, y de aquellas propias de la anemia, e incluyen alteraciones de la capacidad de trabajo físico y de la actividad motora espontánea, alteraciones de la inmunidad celular debido al papel de este mineral en diversas enzimas como la mielo–peroxidasa, la cual es requerida para la producción de radicales hidroxilo por los neutrófilos en respuesta a la presencia de bacterias (Soyano & Gómez, 1999). Otras implicaciones incluyen la alteración de la termogénesis, alteraciones funcionales e histológicas del tubo digestivo, falla en la movilización de la vitamina A hepática, menor transferencia de hierro al feto, disminución de la velocidad de crecimiento, mayor riesgo de parto prematuro y de morbilidad perinatal, y alteraciones conductuales (Allen, 2000). Todas las consecuencias derivadas de la deficiencia de hierro, principalmente del padecimiento de la anemia, generan un impacto importante en el desarrollo del individuo desde la edad temprana, que a su vez se traduce en efectos a nivel social y económicos, ya que a esta enfermedad se asocian los costos generados al estado por su tratamiento (costos directos) y costos indirectos por la reducción en la productividad y rendimiento actual y futuro de la población (Action Against Hunger, 2013).

Fortificación de alimentos

La adición o fortificación con micronutrientes de los alimentos que hacen parte de la canasta básica familiar, es una de las estrategias más empleadas para prevenir y corregir las deficiencias y enfermedades descritas anteriormente, gracias a que estos alimentos logran llegar a gran parte de una determinada población. Fue así como surgió en Suiza y Estados Unidos la fortificación de sal con yodo en 1920 (Burgi, Supersaxo & Selz, 1990), y se fue expandiendo a nivel mundial como una buena opción para controlar la deficiencia de este mineral, al igual que las fortificaciones de cereales realizadas en 1940 con tiamina, riboflavina y niacina (WHO, 2006), la fortificación de azúcar con vitamina A en algunos países de Centro y Sur América (Asamblea Legislativa de la República el Salvador, 1994; Ministerio de Salud, 1998) y la fortificación de harina de trigo con vitaminas y minerales (incluyendo el hierro) en América Latina y el Caribe (Muzzo, 2004).

Al hablar de fortificación, se debe tener en cuenta que existen diferentes tipos (Tabla 3). Dentro de las fortificaciones obligatorias, se encuentran aquellas establecidas por mandatos gubernamentales, encaminadas a tratar problemas nutricionales identificados en la población y que incluyen las adiciones de micronutrientes en harina, azúcar y sal, mencionadas anteriormente. Ejemplo de ello, es la fortificación con hierro de maicena y harina decretada en Venezuela a partir 1993, que se tradujo en una reducción de la deficiencia de hierro del 37 % al 15 % en 1994 (Layrisse et al. 1996). Situación similar a la presentada en Chile después de decretar la adición de ácido fólico en la harina de trigo, que contribuyó a la disminución del 40 % en las tasas de defecto del tubo neural (Hertrampf & Cortés, 2004), y la fortificación de azúcar con vitamina A en Nicaragua a partir del 2000, que generó un aumento en la concentración plasmática de retinol de 0,97 a 1,17 mol.L-1 en tan solo un año (Ribaya et al. 2004).
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En cuanto a la fortificación voluntaria, es decir, aquella realizada por los productores de manera autónoma, se ha establecido, que en Colombia, las principales matrices utilizadas son los cereales para el desayuno, las pastas, y las bebidas, mientras que los nutrientes más adicionados son las vitaminas A, C y B1, y los minerales hierro, zinc y calcio. A nivel mundial, compañias como General Mills, Gerber Products, Kraft Foods, Unilever y The Procter and Gamble Co., poseen diversas patentes para desarrollos en alimentos fortificados, que incluyen técnicas y premezclas. De igual manera, la FAO, ha identificado los cereales, las frutas y los productos lácteos como los vehículos más utilizados en los procesos de fortificación (Tabla 4).
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Fortificar alimentos con nutrientes es un asunto de gran importancia, su propósito va dirigido a beneficiar la salud de las personas, por ello debe hacerse de manera responsable y con conocimientos científicos y técnicos del tema, además, debe tener en cuenta los siguientes aspectos (Latham, 2002):


	La carencia (o riesgo) del micronutriente en la población debe estar demostrada en gran parte de la población.

	El alimento o matriz a fortificar debe ser de alto consumo en la población para la cual está dirigida la fortificación.

	Si se fortifica, la declaración de salud de un alimento funcional debe estar aceptada en la normativa existente, o se debe contar con los estudios científicos requeridos que demuestren que dicho nutriente genera cierto beneficio o disminución de riesgo de enfermedad.

	La interacción entre la matriz alimentaria y el nutriente que se va adicionar, no debe disminuir su absorción y bio–disponibilidad; o generar cambios organolépticos indeseados en el producto final.

	Se debe evaluar la factibilidad técnica para que a nivel industrial se pueda realizar la adición del nutriente, teniendo en cuenta costos operacionales.

	Tener en cuenta los valores diarios recomendados que se debe adicionar del nutriente, según la población a quien va dirigido el alimento.



Fortificación de alimentos con hierro

La fortificación de alimentos con hierro, surge como una estrategia nutricional que busca solucionar los problemas generados por la deficiencia de este mineral. En Colombia dicha fortificación es una de las más comunes, en gran parte, debido a los resultados obtenidos en la Encuesta Nacional de la Situación Nutricional en Colombia de los años 2005 y 2010, en las que se evidencia la deficiencia de hierro como uno de los indicadores con mayor prevalencia en la población del país, generando la necesidad de proveer mecanismos para evitar y disminuir la anemia, enfermedad asociada a esta deficiencia. En Colombia, gracias al Decreto 1994 de 1996, la fortificación de harina de trigo con hierro es una medida obligatoria en el territorio nacional, para todos los productores y comercializadores, ya sea para la venta directa al consumidor o para la fabricación de productos de panadería, pastelería, galletería entre otros (Ministerio de Salud, 1996). Esta situación es similar a lo ocurrido en otros 30 países de América Latina y el Caribe incluyendo Bolivia, Argentina, Brasil, Chile y Costa Rica, donde esta fortificación es obligatoria por declaración gubernamental (Muzzo, 2004).

Diferentes estudios han demostrado que el consumo de alimentos enriquecidos con hierro mejora la concentración de hemoglobina y ferritina en sangre. Este es el caso de un estudio realizado en Pontal, Brasil, con 50 niños entre 12 y 72 meses de edad con el fin de evaluar el consumo de un jugo de naranja fortificado con hierro, en el que se determinó la hemoglobina antes y después del estudio, cuya duración fue de 4 meses durante los cuales, de lunes a viernes, se suministró a cada niño dos porciones de 200 ml de jugo de naranja fortificado con 20 mg de sulfato ferroso (heptahidratado). Los resultados mostraron un incremento de la Hb de 10,45 mg.dl-1 a 11,60 mg.dl-1, y una disminución de la anemia (hemoglobina menor a 11,0 mg.dl-1) del 60 % al 20 % (Nogueira de Almeida et al. 2003). En Teresina, Brasil, se suministró un snack rico en proteína, vitaminas y hierro, a niños con anemia entre 32 y 72 meses de edad, el cual generó una reducción del 61,5 % al 11,5 % de prevalencia de la enfermedad (Moreira Araújo, Araújo & Areas, 2008).

En Vietnam se estableció que el consumo de salsa de pescado fortificado con etilendiaminotetraacetato ferrosódico (NaFeEDTA), puede mejorar el estado nutricional de hierro, incremetando los valores de ferritina de 13.6 mg.L–1 a 30.9 mg. ml –1 y minimizando la deficiencia en las mujeres anémicas de esta población (Thuy et al. 2003), mientras que en la India, un estudio llevado a cabo durante dos años, donde se le brindó a la población curry fortificado con hierro, mostró una reducción de la anemia por deficiencia de hierro del 22 % al 5 % en la población femenina y un aumento de los niveles de ferritina en la población masculina (Ballot et al. 1989).

De igual manera, se ha demostrado que la fortificación con hierro de bebidas como la avena (Trinidad et al. 2014) y las fórmulas para bebes (Maldonado Lozano et al. 2007) ofrecen un mecanismo para aumentar los niveles del mineral en niños y así minimizar la presencia de anemia.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que el hierro también hace parte de los procesos de investigación que se llevan a cabo en bio–fortificación, y surge como una metodología para lograr la incorporación de nutrientes en alimentos vegetales durante su producción primaria, gracias a la importancia de los productos agrícolas en la canasta familiar, nuevamente como alternativa para dar solución a las deficiencias nutricionales de la población. Por ejemplo, se han realizado investigaciones que evalúan la posibilidad de incrementar la concentración de hierro en el arroz, a través de su adición en los suelos de cultivo del cereal, con el fin de aumentar la absorción desde las raíces de la planta, gracias a los mecanismos de reducción y solubilización que han surgido como respuesta evolutiva de los cultivos (Bashir et al. 2013). De igual manera, se ha utilizado la manipulación genética, para mejorar el almacenamiento del hierro en los granos de arroz, logrando la expresión de la ferritina, proteína encargada de dicho proceso (Masuda et al. 2012).

Compuestos de hierro utilizados para la fortificación de alimentos

Compuestos de alta solubilidad como el sulfato ferroso aportan hierro de alta bio–disponibilidad para ser adicionado, pero poseen la desventaja de permitir que el hierro libre iónico interactué con los componentes del alimento, produciendo cambios en las propiedades sensoriales del mismo, además este metal ayuda a la oxidación de los ácidos grasos insaturados y al enranciamiento de los lípidos ya que actúa como catalizador (Boccio & Bressan Monteiro, 2004). El proceso de oxidación afecta las vitaminas y las enzimas, disminuyendo el valor nutricional del alimento (Hurrel, 1997), sin embargo, estudios recientes están encaminados a la utilización de compuestos que ayuden a evitar la oxidación producida por el hierro orgánico empleado para la fortificación, es así como se ha establecido que el uso de palmitato ascorbilo, podría generar estabilidad oxidativa en productos de panificación, mientras que el ácido cítrico actúa como sustancia pro–oxidante (Alemán et al. 2014).

Otros compuestos como el fumarato ferroso y succinato ferroso, son de solubilidad media y presentan buena bio–disponiblidad. Sin embargo, poseen la restricción de ser utilizados en alimentos líquidos, ya que se precipitan en medios acuosos y la fracción del hierro interactúa con el alimento. Finalmente, compuestos como el orto–fosfato–férrico y el hierro elemental son de baja solubilidad y por lo tanto no producen cambios significativos en el alimento, pero presentan la desventaja de una reducida absorción y a su vez una baja bio–disponibilidad (Boccio & Bressan Monteiro, 2004).

La utilización de compuestos de hierro protegidos, surgen como una estrategia para fortificar los alimentos debido a la necesidad de la industria, por elementos con alta bio–disponibilidad y que no interactúen con el alimento. Uno de estos es el sulfato ferroso estabilizado o micro encapsulado, en el cual, la sal se encuentra protegida por una membrana de almidón/maltodextrina/goma arábiga (Gupta et al. 2015) o por fosfolípidos (Boccio et al. 1997), evitando la interacción del metal con el alimento. Sin embargo, es importante tener en cuenta, que los altos costos de procesamiento (micro encapsulación) se desplazan al producto final, lo que restringe su utilización. Otro ejemplo de un compuesto protegido es el hierro aminoquelado, que presentó mayor efectividad que el sulfato ferroso, y que corresponde a un estudio clínico en niños preescolares con deficiencia de hierro (sin anemia), llevado a cabo en la ciudad de Medellín Colombia, y que tenia como objetivo determinar la eficacia de la fortificación de leche con los dos compuestos. Se concluyó que aunque ambos compuestos aumentaron los niveles de ferritina en el organismo, el grupo de niños que consumió hierro amino–quelado logró un aumento mayor que los que consumieron sulfato ferroso (Rojas et al. 2013).

Finalmente, compuestos estabilizados como el EDTA–Fe, presentan una elevada bio–disponiblidad en presencia de inhibidores y son estables en los procesos industriales; no obstante, generan cambios de color en las matrices alimentarias en las que se adicionan (Boccio & Bressan Monteiro, 2004).

Métodos y técnicas aplicados a la fortificación de alimentos

Las metedologías que se utilizan para realizar los procesos de fortificación de alimentos, incluyen diversas técnicas que se aplican desde la producción primaria hasta el procesamiento, siendo la incorporación a granel, la más utilizada. Esta, consiste en la adición directa de los nutrientes en el producto durante su proceso, cuya cantidad dependerá del aporte establecido y de la fase de inclusión, ya que se deben tener en cuenta todos los factores de industrialización responsabes de las pérdidas de los nutrientes incorporados, y que requieren tratamientos térmicos como la pasteurización y diversas operaciones mecánicas (Cortés, Chiralt & Puente, 2005).

La impregnación al vacío, es un método relativamente nuevo, que busca reemplazar el gas ocluido en la microestructura celular de los alimentos, por solutos contenidos en un líquido de impregnación, mediante la acción capilar y de los gradientes de presión aplicados en el sistema (Ostos et al. 2012). Dicha metodología ha permitido obtener fresa fortificada con vitamina E (Restrepo, Cortés & Rojano, 2010) y mango adicionado con calcio (Ostos et al. 2012).

Por otro lado, la utilización de la ingeniería genética para la fortificación de alimentos, constituye una de las tecnologías con mayor controversia, debido a la importancia actual de los alimentos genéticamente modificados (GM), aún asi, se han desarrollado productos como el "Golden rice" o arroz dorado, que ha sido manipulado para producir beta–caroteno, al realizar una modificación del ADN utilizando información de la planta Narcissus pseudonarcissus (Beyer et al. 2002), o papas genéticamente modificadas para alterar su composición nutricional (Prescha et al. 2003). Otros métodos aplicados en la fortificación de alimentos, se llevan a cabo en los procesos de producción primaria, realizando modificaciones en las técnicas de cultivo y en la cría de animales, con el fin de generar cambios en la composición de los alimentos; ejemplos de esto, es el desarrollo de huevos fortificados con omega 3 y de leche con ácido linoleico (Cortés et al. 2005). Tanto la modificación genética como la fortificación por fertilización, hacen parte de lo que hoy se conoce como bio–fortificación, y que corresponde al mejoramiento agronómico del contenido de micronutrientes en los alimentos de origen vegetal de primera necesidad y que ha permitido desarrollar productos como cebollas fortificadas con zinc (Almendros et al. 2015), al igual que zanahorias y brócoli adicionados con selenio (Banuelos et al. 2015), todo esto, enfocado a las necesidades nutricionales de la población.

Las metodologías presentadas anteriormente, y que se resumen en la Tabla 5, permiten establecer los diferentes enfoques que ha tenido la investigación en torno a la fortificación de alimentos, y que incluyen desde procesos simples que han tenido su origen desde hace varios años, como la adición directa en el alimento, hasta métodos más complejos que aún se encuentran en estudio como la manipulación genética y el uso de la nano–tecnología para el desarrollo de compuestos dirigidos a mejorar las caracteristicas nutricionales de los alimentos.
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La nanotecnología, es el término que define las áreas de la ciencia y la ingeniería en la que los fenómenos ocurren en escalas nanométricas y se utilizan para llevar a cabo procesos de diseño, caracterización y producción de materiales, estructuras y sistemas a niveles atómicos y moleculares (Scenihr, 2006). En cuanto a la fortificación de alimentos se refiere, las investigaciones y aplicaciones en nanotecnología apuntan al mejoramiento de la bio–disponibilidad de los nutrientes y por tanto al aumento de los beneficios nutricionales para las personas. En esta vía, se están desarrollando nano–partículas para la fortificación, que pueden ser adicionadas en los alimentos, y cuyo fin es controlar la liberación del micronutriente una vez ingerido en el alimento (Joye, Davidov–Pardo & McClements, 2014). Otra aplicación busca la generación de nano–emulsiones para encapsular y proteger los micronutrientes, evitando la interacción con las matrices alimentarias y por tanto la oxidación, solubilización y generación de malos sabores y olores en los alimentos (Fathi, Mozafari & Mohebbi, 2012).

Normativa para la fortificación de alimentos

Los alimentos fortificados fueron el punto de partida para el nacimiento de los alimentos funcionales y surgieron en Japón en 1984 con la búsqueda de una definición para los alimentos adicionados con constituyentes especiales, que presentaban efectos fisiológicos beneficiosos en quién los consume (Bigliardi & Galati, 2013). Así, la normativa que rige los procesos de fortificación de alimentos, incluyendo la fortificación de alimentos con hierro, está directamente relacionada con las directrices establecidas para el desarrollo, la producción y venta de alimentos funcionales a nivel mundial, que en muchos casos se relaciona a su vez con los requisitos para etiquetado nutricional.

Panorama internacional

En 1997, el Codex Alimentarius estableció "Las directrices para el uso de declaraciones nutricionales y saludables en el etiquetado", y que incluyen la declaración de propiedades nutricionales y las relativas al contenido de nutrientes, donde se establece la declaración de "Alto contenido" para vitaminas y minerales cuando en el producto se adiciona más del 30% del VDR por porción (Codex Alimentarius, 1997). Situación similar a la presentada en la Union Europea, donde se estableció que la declaración nutricional de vitaminas y minerales se debe realizar de acuerdo al aporte mínímo por porción. Aun así, en este territorio se ha creado una comisión de acción concertada sobre bromatología funcional (Functional Food Science in Europe– FUFOSE), con el fin de desarrollar y establecer las bases científicas sobre las evidencias que deben soportar el desarrollo de productos alimenticios que puedan tener un efecto beneficioso sobre una función fisiológica del organismo, mejorar el estado de salud de una persona o disminuir el riesgo de enfermedad. Por otro lado, es importante mencionar, que Japón, es el país que más ha profundizado en la normatividad para este tipo de productos, desarrollando un marco legal bajo el sello FOSHU (Foods for Specified Health Use), para el cual, se debe comprobar científicamente que el alimento, más no sus componentes aislados, ejercen un efecto saludable sobre el organismo cuando se consume como parte de una dieta normal (Moreno, 2012).

En Estados Unidos, la regulación de los alimentos funcionales, se encuentra relacionada directamente con las declaraciones permitidas en el etiquetado nutricional, y que incluyen las relacionadas con el contenido de nutriente, con la salud y las declaraciones de estructura/función, necesitando las dos últimas, la evaluación de la FDA antes de su uso en el etiquetado de los productos.

La situación en América Latina no difiere mucho de la presentada anteriormente, donde la normativa de los alimentos funcionales se aborda desde las declaraciones permitidas en los alimentos. Sin embargo, es importante destacar, la declaración aprobada en Chile, que permite establecer en el etiquetado de los alimentos que "Una ingesta adecuada de hierro es el principal factor de prevención de anemia nutricional por déficit de hierro", solo si el producto es una alta fuente de hierro y si el compuesto utilizado para la fortificación es de aceptable bio–disponibilidad como el sulfato ferroso, las formas protegidas, los aminoquelados, el NaEDTA o los microencapsulados (Ministerio de Salud, 2009).

Situación en Colombia

En Colombia la adición o fortificación de nutrientes, incluyendo el hierro, es regulado por medio de la Resolución 333 de 2011 del Ministerio de Salud y Protección Social, por la cual establece el "Reglamento técnico sobre los requisitos de rotulado o etiquetado nutricional que deben cumplir los alimentos" y donde se incluyen los valores diarios recomendados de los nutrientes, que constituyen el punto de partida para las fortificaciones alimentarias. A lo largo de la norma, se hace referencia a los diferentes tipos de declaraciones nutricionales asociadas al contenido de nutrientes en el alimento, y que inlcuyen:


	La declaración de las propiedades relacionadas con el contenido de nutriente, en la cual se describe el nivel de un determinado nutriente en un alimento, por ejemplo "Buena fuente de hierro" o "Alto contenido de fibra y bajo en grasa".

	La declaración de propiedades comparativas, en la cual se confronta los niveles de nutrientes y/o valor energético de dos o más alimentos, por ejemplo "Reducido en", "Fortificado con hierro".



Por otro lado, en el artículo 19 del capítulo V, la Resolución establece los términos o descriptores permitidos para las declaraciones de propiedades comparativas y que incluye en el numeral 19.3, las especificaciones para la declaración de "enriquecido/fortificado/adicionado", cuando al alimento se le ha adicionado por lo menos un 10 % y no más del 100 % del valor de referencia para las vitaminas, minerales, proteína y fibra, teniendo en cuenta que el término "enriquecido/adicionado/fortificado", debe aparecer en la etiqueta seguido de la preposición "con" y del nutriente (s) que ha sido añadido (Ministerio de la Protección Social, 2011).

Finalmente, se debe tener presente la clasificación establecida en la Resolución 719 del 11 de marzo de 2015 del Ministerio de Salud y Protección Social, para los productos fortificados y/o adicionados, como alimentos de alto riesgo en salud pública, especialmente para trámites y solicitud de notificación, permiso o registro sanitario ante el INVIMA (Ministerio de Salud y Protección Social, 2015).

Tendencias del mercado de los productos fortificados con hierro

Como se mencionó anteriormente, los alimentos fortificados fueron el punto de partida para el nacimiento de los alimentos funcionales (Bigliardi & Galati, 2013), razón por la cual, las tendencias actuales de la fortificación de alimentos, estan unidas a los nuevos desarrollos de alimentos funcionales. Particularmente, en la última decada, los requerimientos del consumidor han cambiado, debido a un mejor entendimiento de la relación que existe entre alimentación y salud, por esto, los alimentos se buscan para satisfacer el hambre y proveer los nutrientes necesarios, al igual que como parte fundamental para prevenir las enfermedades asociadas con la alimentación y mejorar la calidad de vida. Lo anterior, se ve reflejado en las estadísticas del mercado de los alimentos funcionales establecidas por Euromonitor, que alcanzaron para el 2011 los 691 billones de dólares y cuya proyección para finales del 2015 se espera sea de 862 billones de dólares (Tabla 6). De igual manera, se estableció un incremento en la venta de alimentos fortificados que pasó de 169,4 billones de dólares en 2007 a 230 billones en 2011 (Fresno, 2012), reflejando la importancia de este tipo de alimentos en las preferencias del consumidor.




El incremento en las ventas de alimentos fortificados y funcionales, son una oportunidad de mercado que invita a los productores a llevar a cabo metodologías de innovación y desarrollo en productos, procesos y materias primas, con el fin de satisfacer las crecientes demandas que existen en este mercado, y que se ven reflejadas en el aumento de las publicaciones llevadas a cabo en los últimos años, como muestran los resultados arrojados por el portal Scopus, el cual se presenta en la Figura 1, al realizar la búsqueda de "Food fortification" .
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Por otro lado, al realizar la búsqueda de "Iron fortification" se observa una reducción de las publicaciones en los últimos 5 años como se observa en la Figura 2. Sin embargo, en el mismo portal, se evidencia un incremento en las publicaciones encaminadas hacia la biodisponibilidad de este mineral (Figura 3), donde se presentan las publicaciones correspondientes a la búsqueda de "Iron Bioavailability".
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Dentro de dichas investigaciones, se encuentran resultados acerca de la evaluación de sinérgia entre las proteínas y la absorción del hierro, que han permitido establecer que proteínas de origen animal y productos generados durante su digestión no aumentan la absorción del hierro hemítico (Pizarro et al. 2016), situación similar a la observada con las protínas de origen vegetal que a excepción de la proteína de soya (que actúo como antagonista), no afectaron la absorción de este tipo de hierro (Weinborn et al. 2015). De igual manera, otro estudio evidenció a nivel in–vitro, que productos comerciales fortificados con hierro, presentaron mayor biodisponibilidad que las tabletas de sulfato de hierro, utilizadas tradicionalmente para tratar pacientes con anemia por deficiencia de este mineral (Christides et al. 2015). Por otro lado, algunos estudios encontrados en el portal Scopus, se refieren a la evaluación de nuevos compuestos para fortificar alimentos con hierro, dentro de los cuales se puede destacar que el sulfato de hierro estabilizado con maltodextrina y ácido cítrico permite desarrollar fórmulas lácteas para niños con alta biodisponibilidad (Pizarro et al. 2015); mientras que proteínas a partir de salvado de arroz desengrasado pueden incrementar la biodisponibilidad del hierro y ser utilizadas para el desarrollo de alimentos fortificados con este mineral (Foong, Imam & Ismail, 2015).

Los resultados anteriores, permiten establecer que el hierro como compuesto para fotificar, aún es de gran importancia en el mundo, y su principal interés en la actualidad radica en establecer y mejorar los métodos a través de los cuales nuestro organismo aprovecha biológicamente este compuesto, con el fin de mejorar e inclementar la efectividad de los procesos de fortificación de alimentos.

Por lo anterior, se presenta la fortificación de alimentos con hierro, como la estrategia de intervención nutricional más efectiva para contrarrestar la deficiencia de este mineral y todas las consecuencias que este padecimiento trae consigo, incluyendo enfermedades como la anemia y transtornos en el desarrollo y mantenimiento del organismo. Sin embargo, a la hora de realizar esta fortificación se deben tener en cuenta diversos factores para lograr que la intervención sea exitosa, como las características de la población objetivo, el tipo de matriz alimentaria y sus componentes, el compuesto químico a utilizar y la normativa nacional que rige dicho proceso. De allí, la importancia de las investigaciones que buscan generar nuevos productos y materias primas que permitan mejorar e incrementar la eficacia de los planes de intervención basados en la fortificación de alimentos. Por otro lado, es importante, plantear la necesidad que presentan algunos países como El Salvador y Ecuador, por establecer nuevos valores diarios recomendados (VDR) de hierro, según su población, y de esta manera contribuir al planteamiento de progrmas de intervención nutricional más específicos y efectivos.

De igual manera, se debe resaltar la importancia de los procesos tecnológicos a la hora de generar nuevos productos fortificados, si bien existen metodologías utilizadas de manera segura como la adición a granel o la impregnación al vacío, en la actualidad surgen también técnicas de manipulación genética o que involucran la nanotecnología en este campo, que deben ser investigadas a fondo, con el fin de evaluar los efectos a mediano y largo plazo que pueden generar este tipo de productos, no solo en la salud humana si no también en la dinámica de la producción agroindustrial a nivel mundial.
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Resumen

El presente estudio, evaluó el efecto de la bioestimulación en la biorremediación de un suelo contaminado con alquitrán generado durante la producción de carbón vegetal artesanal. Se empleó suelo contaminado con alquitrán (∼12,000 mg TPH/kps) proveniente del área de estudio y se montaron ocho (8) mesocosmos (n=2), simulando condiciones de biolabranza bajo un entorno controlado en laboratorio por un periodo de 60 días. Se evaluaron dos tratamientos: fertilizante inorgánico compuesto (FIC) y urea más K2HPO4 (U), además de dos controles: atenuación natural y abiótico. Adicionalmente, se realizó el seguimiento del proceso de biorremediación a través de la medición de variables fisicoquímicas (Temperatura, pH, porcentaje de humedad, carbono orgánico, nutrientes e hidrocarburos totales de petróleo–TPHs) y microbiológicas (Recuento en placa de microorganismos heterótrofos y de degradadores de alquitrán). El mayor porcentaje de remoción de TPHs, se obtuvo en el tratamiento con FIC (28%), seguido del tratamiento con U (24%) y por último, el control de Atenuación Natural (6%). Se concluyó, que la adición de nutrientes estimuló la densidad de microorganismos heterótrofos y degradadores, lo cual optimizó el proceso de biodegradación de suelos contaminados con alquitrán, evidenciado por una disminución significativa en la concentración de TPHs en los tratamientos al final del estudio.

Palabras clave: Alquitrán, biolabranza, Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPHs), recuperación de suelos, tratamientos biológicos.



Abstract

In this research, the effect of biostimulation on the bioremediation of a soil contaminated with tar generated during the production of artisanal charcoal was evaluated. Eight (8) laboratory mesocosm (n=2) containing tar–contaminated soil (12,000 mgTPH/kgps) taken from an artisanal charcoal factory were evaluated during 60 days under two land farming treatments and two control systems: addition of inorganic compound fertilizer (FIC), addition of urea plus K2HPO4 (U), abiotic control and natural attenuation. In addition, the performance of the bioremediation treatments was evaluated through monitoring of physiochemical (temperature, pH, moisture content, organic carbon, nutrients and total petroleum hydrocarbons–TPHs) and microbiological parameters (heterotrophic plate count microorganisms and degraders of tar). The highest removal percentage of TPH was obtained through FIC treatment (28%), followed by treatment with U (24%) and natural attenuation (6%). It was concluded that the addition of nutrients stimulated a growth in the density of heterotrophic microorganisms and degraders, which optimized the biodegradation process of the soil contaminated with tar, as evidenced by a significant decrease in the concentration of TPH for the treatments at the end of the study.

Keywords: Biological treatments, landfarming, Soil remediation, Tar, Total Petroleum Hydrocarbons (TPHs).



Introducción

En Colombia, la extracción, producción y utilización de leña y carbón vegetal se ha mantenido vigente e incluso, se ha incrementado, a nivel doméstico, industrial y comercial. No obstante, en años recientes se ha promovido la valorización y aprovechamiento de residuos de madera (p.e., fábricas de muebles, material de embalaje, entre otros), que, de otra forma, terminarían dispuestos de una forma inadecuada.

En Soacha, Cundinamarca – Colombia, se lleva a cabo la mayoría de producción de carbón vegetal de forma artesanal, empleando hornos de parvas o de tierra (hornos rústicos), con quemas a cielo abierto y emisiones no controladas, con las resultantes afectaciones de salud tanto a sus trabajadores como a las comunidades aledañas. En esta, como en varias zonas del mundo la fabricación artesanal de carbón a partir de madera emplea una baja tecnología en el proceso y no incorpora protocolos adecuados para el manejo y disposición de los residuos y subproductos (contaminantes) generados.

Algunos de los contaminantes generados durante la producción de carbón vegetal artesanal son de gran interés ambiental: aldehídos, el ácido acético, los ácidos carboxílicos y los alquitranes. Estos últimos son particularmente abundantes y contienen entre otros: hidrocarburos totales de petróleo (TPHs), hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPAs), compuestos fenólicos y bases nitrogenadas aromáticas, sustancias que dadas sus características eco–toxicológicas (mutagénicas, teratogénicas y carcinogénicas) representan un alto riesgo ambiental (Cerqueira et al.  2014). Adicionalmente, muchas de las sustancias contenidas en los TPHs, y en particular los HPAs, son clasificadas como peligrosas y persistentes por la EPA (Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos).

Durante los últimos años ha sido objeto de intensa investigación la evaluación de tratamientos biológicos enfocados a recuperar suelos contaminados con TPHs y HPAs provenientes de distintas actividades (Suja et al.  2014; Vallejo et al.  2005). La biorremediación se considera una alternativa económica, relativamente sencilla, ambientalmente amigable y aplicable a grandes áreas que permite, bajo condiciones ambientales y edáficas ideales, la mineralización completa de contaminantes a compuestos menos tóxicos o inocuos, como: CO2 y H2O (Cunningham & Philp, 2000).

Los suelos contaminados con TPHs generalmente presentan un exceso de carbono proveniente del contaminante, mientras que elementos como el nitrógeno y el fósforo se encuentran en bajas concentraciones para mantener un balance de nutrientes (C: N: P) limitando el proceso de biodegradación (Vallejo et al.  2005; Gómez, 2009; Arrieta, 2011; García et al.  2011; Arrieta et al.  2012).

La remoción eficiente de TPHs en suelos contaminados con hidrocarburos mediante bioestimulación con base en la adición de FIC, SIS, urea y residuos orgánicos, ha sido reportada por distintos autores (García et al.  2011; Ikhajiagbe et al.  2011; Agamuthu et al.  2013).

El objetivo del presente estudio, consistió en evaluar la eficiencia de la bioestimulación en la remoción de TPHs presentes en un suelo contaminado con alquitrán, proveniente de una fábrica artesanal de carbón vegetal, comparando la adición de dos fuentes de nutrientes: un FIC y CO(NH2)2 más K2HPO4 (U).

Materiales y métodos

Suelo

El suelo utilizado fue tomado de una de las carboneras más representativas del sector productivo artesanal en el municipio de Soacha, Cundinamarca– Colombia (4° 33' 38,61'' N; 74° 12' 46,98'' W). Las muestras se tomaron a una profundidad de 15 cm, provenientes de dos laderas de las carboneras cercanas a los hornos de producción. Para lo cual, se delimitaron 4 cuadrantes representativos (2 × 2 m) y a partir de ellos se tomaron 4 muestras compuestas aleatorias (∼500 g), cada una, constituidas de 15 submuestras de suelo. Las muestras se recolectaron haciendo uso de barrenos rectos (1m de largo y un diámetro de 1''), y fueron empleadas para la estandarización de pruebas fisicoquímicas y microbiológicas, así como para la realización de la caracterización inicial del suelo (Tabla 1).
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Los análisis iniciales indicaron una concentración de TPHs <10,000 mg.kg-1 (Tabla 1); dicha concentración se considera que no proporciona el carbono necesario para mantener un crecimiento y actividad óptimo de los microorganismos degradadores (EPA, 2004), por lo que se decidió incrementarla artificialmente para los ensayos. De otro lado, la mayoría de propiedades fisicoquímicas y microbiológicas se encontraron dentro de los rangos adecuados para implementar estrategias de biorremediación, excepto por el pH y la humedad que debieron ser ajustados previo al inicio de los experimentos para llevarlos a rangos considerados como adecuados (6,0 – 8,0 para pH y 10 – 30% de humedad) para este tipo de tratamientos (EPA, 2004).

Contaminación del suelo y montaje de los tratamientos

La contaminación del suelo se hizo adicionando alquitrán líquido obtenido del proceso de fabricación. Se requirieron de tres adiciones de alquitrán, seguido de una etapa de intemperización y homogenización por una semana a través de volteos manuales para alcanzar una concentración final de ∼12,000 mg TPH/kgps. La mezcla suelo–alquitrán se distribuyó en 8 mesocosmos (n=2) (cajas de aluminio con una dimensión de 30 X 40 X 15 cm) hasta alcanzar una altura de ∼10 cm. Cada mesocosmo se llenó con ∼25,92 kg de la mezcla suelo–alquitrán y se ubicó en una terraza tipo invernadero perteneciente a la facultad de Ingeniería ambiental de la Universidad Central en Bogotá.

Con base en las concentraciones de N y P presentes en el suelo original (Tabla 1) se ajustó la relación de nutrientes: C: N: P (100:10:1), reportada como eficiente en numerosos estudios de biorremediación de hidrocarburos (Vallejo et al.  2005; Gómez et al.  2009; García et al.  2011; Acuña et al.  2012). Los dos tratamientos de bioestimulación con diferentes tipos de fertilizantes y los dos controles se describen a continuación:

Tratamiento 1: FIC (NPK) marca ABONAGRO® en una relación: 100:10:1: Para la adición de los nutrientes se tuvo en cuenta la cantidad de TPHs presente en el alquitrán (12,000 mg.Kg-1ps TPHs), así como la cantidad inicial de nutrientes presentes en el suelo de estudio (Ntotal: Nitratos + Amonio= 74,30 y 19,64 mg.Kg-1, respectivamente y P Soluble= 6,72 mg.Kg-1) (Tabla 1). De acuerdo a lo anterior, se disolvieron ∼192 g de FIC (que contenía 15 g N.100 g-1 fertilizante) por cada mesocosmo.

Tratamiento 2: CO (NH2)2 y K2HPO4 (U): Se adicionaron 20,79 g de K2HPO4 y 79,22 g de CO (NH2)2 (Proporción 100:10:1) por cada mesocosmo.

Control de atenuación natural: sin adición de fertilizante, ni volteo periódico ni adición de agua.

Control abiótico: adición de HCl 2M y formaldehido (CH2O) para inhibir el crecimiento microbiano.

Los tratamientos de bioestimulación fueron aireados (2 veces por semana) utilizando palas de jardinería con el objetivo de suministrar el oxígeno necesario para los microorganismos degradadores y favorecer la degradación de los TPHs, bien sea a través del volteo periódico o del arado. Así mismo, se mantuvo una proporción de humedad adecuada y constante durante el proceso, mediante la adición de agua una vez por semana, intentando mantener la capacidad de campo de los mesocosmos, evitando la sobresaturación de agua.

Métodos fisicoquímicos y análisis del contaminante

Para el monitoreo de la biorremediación se evaluaron las siguientes propiedades fisicoquímicas: pH, humedad y carbono orgánico total. Adicionalmente, se determinó nitratos, amonio y fósforo empleando un espectrofotómetro de HACH (DR– 2700). Finalmente, para el análisis de TPHs, se utilizó el método de extracción por agitación mecánica y determinación gravimétrica, modificado por Vallejo et al.  (2005), empleando como solventes una mezcla en proporción 1:1 diclorometano–acetona.

Métodos microbiológicos

Para el recuento de microorganismos heterótrofos se empleó el método de recuento en placa en medio agar nutritivo. Posteriormente, las cajas fueron incubadas a una temperatura de 23°C durante 4 días. Para el recuento de microorganismos degradadores se implementaron dos métodos:

(A) Siembra en placa. De cada una de las diluciones se tomó 0,1 ml para inocular las cajas (10-2 – 10-6), quienes contenían un medio mínimo de sales solidificado, descrito por Fernández et al.  2006. Adicionalmente, se agregó como fuente de carbono alquitrán, haciendo uso de un sensidisco impregnado con dicho contaminante. Las cajas se incubaron a una temperatura de 23°C durante 7 días antes de realizar el conteo (Fernández et al.  2006).

(B) Técnica de número más probable (NMP). Se utilizó el método de NMP en placas de 96 pozos, empleando como medio de cultivo Bushnell–Haas. Se utilizaron 20µl de cada dilución (10-2 – 10-6), y como única fuente de carbono se adicionó diésel (5µl) (Brown & Braddock, 1990; Wrenn & Venosa, 1996). Las placas se incubaron por 15 días a 20°C y se adicionó como indicador una sal de tetrazolio de nueva generación (XTT– 2mM) durante 18 h (Vallejo et al.  2010). Posteriormente, se observó el cambio de coloración en los pozos (naranja). Los resultados fueron introducidos en el programa Most Probable Number Calculator Version 4.04 y expresados como NMP/gps.

Análisis estadístico

Se realizó un test de Shapiro Wilk para determinar si los datos seguían una distribución normal. De las variables evaluadas, que no siguieron una distribución normal (p>0.05) se normalizaron con logaritmo en base 10. Posteriormente, se utilizó un análisis de varianzas (p<0,05) para comparar las medias de cada una de las variables analizadas y se realizó un análisis de comparaciones múltiples–TUKEY para identificar diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, por medio del paquete estadístico SPSS v.s 19®. Finalmente, se realizó un análisis de correlación entre las variables medidas, las cuales fueron determinadas por medio de correlaciones de Pearson.

Resultados y discusión

Análisis de pH

Al inicio del estudio, el pH del suelo presentó un valor de 6,26 ± 0,19 considerado como neutro. Sin embargo, después de la adición del alquitrán y los nutrientes, se observó una disminución significativa en sus valores (p<0,05) (Tabla 1, Figura 1). Lo anterior, podría indicar una baja capacidad tampón de los suelos, la cual es dependiente de la cantidad de materia orgánica y las arcillas, quienes reducen los cambios en el pH como consecuencia de la fertilización.
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Por lo tanto, fue necesaria la adición de cal apagada en polvo (Ca(OH)2: 95%) para alcanzar valores cercanos a la neutralidad. Lo anterior fue realizado debido a que estudios previos han demostrado que el crecimiento de muchos microorganismos degradadores es máximo en un intervalo de pH entre 6.0 – 8.0, con un óptimo de 7.0; valores menores o iguales a 4.0 pueden inhibir el crecimiento y actividad de los microorganismos degradadores de TPHs, disminuyendo así, las tasas de biodegradación (Mathew et al.  2006; Vallejo et al.  2005). Después de la corrección del pH en los tratamientos con nutrientes, se evidenció una tendencia de incremento de dicha variable, con un aumento significativo después de la quinta semana (p<0,05), con respecto a los controles (Figura 1).

Se ha reportado que la aplicación de fertilizantes amoniacales y la urea, aunque son considerados uno de los mejores fertilizantes a emplear en estudios de biorremediación, dado su alto aporte de N, podrían afectar el pH del suelo induciendo a su acidificación. Lo anterior, podría ser consecuencia de la nitrificación bacteriana, así como a la pérdida o limitación de cationes básicos (p.e., Ca2+, Mg2 y K+) en el suelo (Okolo et al.  2005; Osuji & Opiah, 2007). Otros autores han asociado este comportamiento a una activación del metabolismo microbiano en presencia de un exceso de carbono (alta concentración de TPHs). Los procesos metabólicos microbianos generan CO2 y ácidos orgánicos acidificantes, quienes se comportan como ácidos libres en el suelo (García et al.  2011; Vallejo et al.  2005).

Humedad

En la primera semana de estudio, los mayores porcentajes de humedad lo presentaron el control abiótico (15,7 ± 0,5%) y los tratamientos con FIC y U (15,5 ± 0,48 y 14,5 ± 1,2%, respectivamente) (Figura 2). Por otra parte, el control de atenuación natural evidenció una disminución significativa en los valores de esta variable a partir de la semana 5, alcanzando un valor de 2,2 ± 0,40%, al final del estudio; lo cual coincidió con una disminución en la densidad de microorganismos degradadores a partir del día 45. Lo anterior fue soportado por la correlación positiva (datos no mostrados) que se presentó para estas dos variables. Esto demuestra la importancia de las adiciones periódicas de agua para un mantenimiento óptimo de humedad, así como la influencia de esta variable en el crecimiento tanto de los microorganismos heterótrofos y degradadores.
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Para el caso de los tratamientos con FIC y U, estos presentaron un promedio de 15,5 y 14,4%, respectivamente. Estos valores se encontraron dentro del rango considerado como óptimo para llevar acabo procesos de biorremediación con bioestimulación y biolabranza.

Evaluación de los nutrientes (Nitratos, Fósforo y Amonio)

Nitratos y Amonio. Para el día 60, se logró observar que la concentración más alta de nitratos la presentó el tratamiento U, mostrando diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) con el FIC y los controles (Figura 3). Lo anterior podría deberse a que este fertilizante, se caracteriza por tener una mayor concentración de nitrógeno (N) por unidad de producto (46% de N) y más alta solubilidad en el suelo en comparación con otros fertilizantes. Así mismo, el aumento significativo en los valores de nitratos en dicho tratamiento pudo ser el resultado del proceso de nitrificación, llevado a cabo por los microorganismos a partir de la urea presente en el fertilizante al utilizar el amonio como donador de electrones en presencia de oxígeno como aceptor de electrones.
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Por su parte, el tratamiento con FIC, presentó una baja concentración de nitratos (N–NO3-), lo cual podria ser atribuido a que el amonio es la fuente principal de nitrógeno en este fertilizante, y el resto se encuentra en forma nítrica. Adicionalmente, es importante resaltar que el FIC, es un fertilizante nitrogenado de lenta liberación, por lo cual genera un aporte de nutrientes al suelo, en este caso de nitratos de forma tardía y durante un periodo más largo, en comparación con otros fertilizantes (Vallejo et al.  2005). Este tipo de fertilizantes ha demostrado una mayor eficiencia en el uso de los nutrientes en comparación con fertilizantes solubles como las sales inorgánicas, ya que su disponibilidad se extiende durante largos periodos de tiempo (Garcia et al.  2011). Debido al aporte continuo de nutrientes por este tipo de fertilizantes, se podría favorecer el crecimiento y actividad de los microorganismos degradadores; sin embargo, resulta indispensable contemplar un periodo superior (> 60 días) de seguimiento de la biorremediación para validar esta hipótesis.

En cuanto al contenido de amonio se evidencio que aunque fue mayor en el FIC, este no presentó diferencias significativas (p>0,05) con U (Figura 4). Por lo tanto, los dos tratamientos de bioestimulación generaron el mismo aporte de dicho nutriente.
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Fósforo. El contenido de fósforo en el día 0 fue significativamente más bajo (p<0,05) en ambos controles, en comparación con los tratamientos (Figura 5). Lo anterior es debido a la ausencia de fertilizantes en los controles que proveen una fuente de P para los microorganismos. Adicionalmente, se observó una diferencia significativa entre en los dos tratamientos evaluados, siendo mayor en el FIC en comparación con la U al final del estudio.


Tabla 2
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El comportamiento del P presentado en el tratamiento con FIC se asemeja a lo reportado por García et al (2011), quien al inicio del estudio alcanzó un valor de 107,5±10,6 mg P/kgps después de adicionar FIC (N: P: K, 28:12:7), y al finalizar mostró un aumento significativo en su concentración (112,9±21,6 mg P.kg-1ps) (Figura 5).

En general, el comportamiento de los nutrientes (Nitratos, Fosforo y Amonio) fue similar para los tratamientos con FIC y U, presentando un aumento significativo hasta el día 60, momento en el cual termina la etapa experimental.

Evaluación microbiológica (heterótrofos totales y degradadores)

Después de realizar la contaminación del suelo con alquitrán, se presentó una disminución significativa de la población de microorganismos heterótrofos totales (datos no mostrados). Lo anterior, puede haber sido debido a que el alquitrán aporta una gran variedad de hidrocarburos de alto peso molecular que son tóxicos para los microorganismos edáficos. Se evidenció claramente que independiente del tratamiento de bioestimulación, ambos incrementaron la población de microorganismos heterótrofos y degradadores en comparación con el control de atenuación natural donde la densidad de microorganismos permaneció constante en el tiempo (Figura 6). Lo anterior, ha sido bien documentado por diversos autores quienes demuestran la importancia y necesidad de la adición de nutrientes en estudios de biorremediación de suelos contaminados con TPHs o HPAs (Cerqueira et al.  2014; Andreolli et al.  2015; Vallejo et al.  2015).
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Densidad de Microorganismos Degradadores

Independiente del método utilizado, el comportamiento de los degradadores fue el mismo, siendo mayores los recuentos en los tratamientos con bioestimulación en comparación con el control de atenuación natural (datos no mostrados). Por este motivo, se muestra a continuación únicamente el seguimiento con la técnica del NMP (Figura 7).
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Se pudo observar que durante el estudio los tratamientos con FIC y U mostraron un aumento significativo (p<0,05) en la densidad de microorganismos degradadores en el tiempo, en comparación con el control de atenuación natural (Figura 7). Lo anterior permite concluir que las condiciones de pH, humedad y suministro de oxígeno en los tratamientos fueron ideales para el crecimiento y posiblemente para la actividad de los microorganismos degradadores. Adicionalmente, esto demuestra que ambos tipos de fertilizantes en la relación empleada (100:10:1) aportaron las condiciones nutricionales óptimas para la población de microorganismos degradadores. No obstante, el presente estudio difiere a lo reportado por otros autores quienes han encontrado diferencias significativas en la densidad de microorganismos degradadores como respuesta a distintos tipos de fertilizantes en estudios de biorremediación en suelos contaminados con TPHs (García et al.  2011).

Por el contrario, los microorganismos degradadores presentes en el control de atenuación natural mostraron una reducción significativa en su densidad hacia el final del estudio, lo cual podría asociarse a un desbalance en los nutrientes por el exceso de carbono y por la disminución del porcentaje de humedad y pH al inicio del estudio, que afectan el crecimiento de los microorganismos.

Biodegradación de TPHs y porcentajes de remoción

La concentración inicial de TPHs en el suelo después de haber realizado la contaminación con alquitrán y posteriormente una homogenización se encontró en un valor de ∼ 12,000 mg TPHs.Kg-1ps.

La alta variabilidad de TPHs entre controles y tratamientos, fue evidenciada aun después de haber realizado un proceso estricto y riguroso de homogenización de la mezcla suelo:alquitrán durante 1 semana. Lo anteriormente mencionado, es frecuente en este tipo de estudios debido a la característica hidrófoba de los TPHs y su capacidad para formar agregados de contaminación en el suelo.

Al finalizar la presente investigación, se presentaron diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones de TPHs entre los tratamientos y controles con respecto a las concentraciones iniciales (Día 0); siendo significativamente menores, las concentraciones de contaminante en los tratamientos con bioestimulación (Figura 8).
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La disminución de la concentración de TPHs para el tratamiento con NPK, se encuentra en el rango obtenido por casos exitosos, en el cual, en un periodo aproximado de 1 a 3 meses, se obtuvo un porcentaje de remoción de TPHs entre 21,4 – 53% (Vallejo et al.  2005; Mathew et al.  2006; Garcia et al.  2011). Es importante resaltar, que aunque estos estudios no emplearon el mismo tipo de suelo y evaluaron la remoción en distintos derivados de hidrocarburos (p.e. petróleo, residuos de alquitrán y diesel, respectivamente), muestran la misma tendencia de disminución del contaminante en suelos en donde se aplicó este tipo de fertilizante.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo reportado por Andreolli et al (2015), quienes evaluaron la biorremediación en suelos provenientes de un área forestal al norte de Italia. Los autores obtuvieron mayores tasas de biodegradación de hidrocarburos tóxicos en los tratamientos con bioestimulación en comparación con la bioaumentación y la atenuación natural. Lo anterior fue atribuido a la presencia de microorganismos nativos capaces incluso de degradar hidrocarburos recalcitrantes en el suelo, así como a la estimulación de los microorganismos degradadores por el mejoramiento en el balance de nutrientes en el suelo.

Conclusiones


	Los niveles de remoción de hidrocarburos obtenidos durante los 60 días de evaluación en los tratamientos con FIC y U (28 y 24% de remoción), demostraron que independiente del fertilizante, la adición de nutrientes inorgánicos a la concentración seleccionada (C: N: P 100:10:1), y bajo condiciones óptimas (pH, temperatura, humedad y aireación), son adecuadas para estimular la densidad de microorganismos degradadores de alquitrán y llevar a cabo exitosamente la degradación de contaminantes (TPHs) como el alquitrán.
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Resumen

En la mayoría de países en vía de desarrollo, la investigación con microorganismos celulolíticos, se ha orientado escasamente a la transformación de residuos sólidos orgánicos en compost, ignorando su enorme potencial industrial. El principal objetivo de esta investigación fue generar información sobre la capacidad y diversidad de bacterias celulolíticas aisladas de tres hábitats diferentes. El estudio incluyó muestras de suelo de bosques nativos y fincas productoras de cereales y de composteras. De cada muestra, se prepararon diluciones hasta 10-4 y de cada dilución, se inocularon tubos que contenían medio líquido mineral y una tira de papel filtro, como fuente de celulosa. A las tres semanas de incubación se estimó la densidad de población de microorganismos celulolíticos y de las tiras de papel, se realizaron cultivos en medio agar nutritivo y luego en medio sólido mineral, suplementado con celulosa. Los crecimientos bacterianos se sometieron a la prueba del Rojo Congo y los de mayor potencial fueron identificados. En comparación con los suelos, las composteras albergan mayor población de microorganismos celulolíticos. Respecto a las bacterias celulolíticas, en total se obtuvieron 20 aislamientos, 19 de los bosques nativos y 1 aislamiento de una compostera. Los aislamientos 1, 2, 6, 7 y 14 mostraron mayor capacidad celulolítica al producir halos de hidrólisis con una amplitud entre 0.65 y 0.30 cm. El aislamiento 1 fue identificado como Bacillus sp, el aislamiento 7 como Pseudomonas sp y el aislamiento 6 como Erwinia sp. Esta información es útil para explorar con seguridad el potencial de las bacterias celulolíticas en la industria.

Palabras clave: Celulosa, densidad de población, muestras de compost, potencial industrial, residuos sólidos orgánicos.



Abstract

In the majority of developing countries the research on the cellulolytic microorganisms has been scarcely oriented to the transformation of organic solid waste into compost, ignoring their enormous industrial potential. The main objective of the present investigation was to generate information on the capacity and diversity of the cellulolytic bacteria isolated from three different habitats. The study included soil samples from native forests and cereal producing farms as well as from compost piles. From each sample, a serial dilution until 10-4 was prepared and from each dilution test tubes containing liquid mineral medium and a strip of filter paper as a source of cellulose were inoculated. After three weeks of incubation, the population density of the cellulolytic microorganisms was estimated and from the filter paper strips streaks were made on nutrient agar medium and then on solid mineral medium, supplemented with cellulose. The bacterial growths were submitted to the Congo Red test and the ones with the greater potential were identified. In comparison to the soils the compost piles harbor a higher population density of cellulolytic microorganisms. In respect to the cellulolytic bacteria, in total were obtained 20 isolates, 19 from the native forests and 1 from a compost pile. Isolates 1, 2, 6, 7 and 14 showed a higher cellulolytic capacity with halos of hydrolysis between 0.65 and 0.30 cm. Isolate 1 was identified as Bacillus sp, isolate 7 as Pseudomonas sp, and isolate 6 as Erwinia sp. This information is useful to explore with confidence the potential of the cellulolytic bacteria in the industry.

Keywords: Cellulose, compost samples, population density, industry potential, solid organic waste.



Introducción

La alta producción unida al manejo inapropiado de residuos sólidos urbanos, continúa generando serios problemas ambientales en la mayoría de países en vía de desarrollo. Particularmente en Colombia, la producción diaria de residuos asciende a 28,800 toneladas, representadas por una fracción orgánica (65%) y una inorgánica (35%). El polímero más común en la fracción orgánica es la celulosa (15 a 60%) constituida por una cadena lineal de hasta 10,000 moléculas de glucosa; por lo cual el proceso de su degradación comienza con su fraccionamiento en unidades más pequeñas que pueden penetrar en las células microbianas y ser metabolizadas (Sylvia et al. 2005). Las enzimas responsables de dicho proceso son las celulasas (β–1,4–endoglucanasas, β–1,4–exoglucanasas y β–glucosidasas) producidas por bacterias, hongos, actinomicetos y protozoarios (Khokhar et al. 2012; Gupta et al. 2012). El grupo de bacterias incluye los géneros Bacillus, Cellulomonas, Clostridium, Corynebacterium, Cytophaga, Polyangium, Pseudomonas, Sporocytophaga, Vibrio, Micromonospora, Nocardia, Streptomyces y Streptosporangium (Sylvia et al. 2005).

Además de la degradación de la celulosa en los residuos sólidos orgánicos, las celulasas han sido utilizadas en la producción de alimentos, ácidos orgánicos, azúcares fermentables, etanol, bebidas, textiles, detergentes, papel, pulpa y tintas para papel (González –González & Nungaray, 2005; Gupta et al. 2012). Aunque la fuente de celulasas utilizadas en la industria está representada principalmente por hongos (Martínez et al. 2008), se han realizado muchos estudios con el fin de aislar y caracterizar bacterias productoras de celulasas con un mayor grado de especificidad y efectividad (Kim et al. 2012; Trujillo et al. 2013).

En la mayoría de países en vías de desarrollo, el potencial industrial de los microorganismos celulolíticos ha pasado desapercibido y pese a la gravedad de los problemas ambientales la investigación con estos microorganismos escasamente se ha dirigido a la transformación de residuos orgánicos en compost (Cariello et al. 2007; Guzmán et al. 2015). El principal objetivo de esta investigación fue aislar bacterias celulolíticas de tres hábitats tropicales, evaluar su capacidad para degradar celulosa e identificar las de mayor capacidad. Esta información es relevante a la pregunta si la capacidad de las bacterias celulolíticas de los hábitats tropicales es similar al de las aisladas en las regiones templadas.

Materiales y métodos

Se colectaron muestras de suelo en cinco bosques de especies nativas y cinco fincas productoras de cereales y de compost en tres composteras tradicionales del departamento de Boyacá, Colombia. Los bosques fueron ubicados en el Páramo El Malmo, el Páramo El Horizonte, la Reserva Natural de Iguaque, el trayecto Iguaque– Arcabuco y la hoya del rio Pómeca del Departamento de Boyacá, Colombia. Las fincas, fueron ubicadas en la vereda Pirgua, Tunja– Boyacá. En cada bosque, se seleccionó un trayecto de 2 km y se tomaron diez muestras de suelo a una distancia entre ellas de 200 m; cada muestra era a su vez, representativa de cinco sub–muestras. La muestra de suelo de cada finca fue representativa de cinco lotes. Las composteras fueron ubicadas en los municipios de Arcabuco y Miraflores, Boyacá y en el Vivero Coraflor, propiedad de FUNDASES (Fundación de Asesorías para el Sector Rural), en Puente Piedra, Cundinamarca. En la compostera de Arcabuco, Boyacá; se procesaban residuos orgánicos de plaza de mercado, en la de Miraflores, residuos de flores y café y en la de Puente Piedra, residuos de flores y hortalizas. Las muestras de compost también fueron representativas de cinco submuestras, tomadas en la etapa de maduración. En total se recolectaron 58 muestras. De cada muestra se preparó una serie de dilución, hasta 10-4. De cada dilución se tomaron cuatro alícuotas de 1 mL y se inocularon cuatro tubos de ensayo, cada uno con cinco mL de medio mineral líquido (NaNO3 2.5, KH2PO4 2.0, MgSO4 0.2, NaCl 0.2, CaCl2·6H2O 0.1, g L-1) y una tira de papel filtro (Watman No. 1) de 1 × 5 cm (Gupta et al. 2012). En cada dilución se dejó un tubo sin inoculación como control. Los tubos fueron incubados a 30°C, durante tres semanas. Después de la primera semana, diariamente se realizaron observaciones con el fin de detectar la aparición de signos de degradación en las tiras de papel. Finalizada la tercera semana, los tubos en los cuales la tira de papel mostró signos de degradación se registraron como positivos y los otros como negativos. Con base en el número de tubos positivos se estimó la densidad de población de microorganismos celulolíticos por el Método del Número Más Probable (NMP). De las tiras de papel filtro que mostraron síntomas de degradación, se realizaron estriados para crecimiento en medio agar nutritivo (AN) (Asimel LTDA®). Luego, a partir de una colonia pura, cada crecimiento fue subcultivado en medio mineral sólido (Agar 15 g L-1), suplementado con celulosa pulverizada (20 g L-1), como única fuente de C y energía (Gupta et al. 2012). Las cajas fueron llevadas a incubación a 30°c. A las bacterias que crecieron, en el medio suplementado con celulosa, se les determinó la morfología de la célula y además se las sometió a la prueba de Tinción de Gram. Posteriormente, cada crecimiento fue subcultivado en medio CMC (Carboximetilcelulosa) (NaNO3 1, Na2HPO4 1.2, K2HPO4 0.9, MgSO4 0.5, KCl 0.5, Extracto de levadura 0.5, Caseína hidrolizada 0.5, CMC 5; Agar 15, g L-1) (IGAC, 2006). Una vez obtenido el crecimiento, de cada aislamiento se preparó una suspensión de células en una solución salina (NaCl 0.85 g L-1). Después de realizar el conteo de las células (Cámara Petroff Hauser), de cada suspensión se distribuyeron cuatro alícuotas de 10 µL sobre la superficie de una caja Petri con medio CMC, a una distancia entre ellas de 2 cm. Después de media hora de reposo, las cajas se incubaron para crecimiento a 30°C, durante tres días. Siguiendo el protocolo descrito por el IGAC (2006), en cada caja los crecimientos fueron cubiertos con solución de Rojo Congo al 0.05%. Al término de 10 minutos, se retiró el Rojo Congo y se cubrieron con solución salina 1M. Después de 1 hora, se retiró la solución salina y se cubrieron con ácido acético al 2% por 10 segundos. Después de retirar el ácido acético se procedió a medir el diámetro de la colonia y la amplitud del halo formado a su alrededor, como indicativo de la hidrólisis de celulosa. Los aislamientos que mostraron los halos de mayor amplitud fueron identificados con base en sus características morfológicas y bioquímicas, siguiendo pruebas convencionales descritas en el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology y las pruebas bioquímicas de Macfaddin (2003).

Resultados y discusión

Abundancia de microorganismos celulolíticos

La abundancia de microorganismos celulolíticos, mostró una mayor tendencia en las composteras que en los suelos (Tabla 1). Mientras en las composteras el número de UFC g-1 oscilaba entre 103 y 7 × 103, en los suelos de bosque fluctuaba entre 6 y 6.9 × 103 y finalmente, en los suelos cultivados con cereales, entre 17 y 103.




Aislamientos de bacterias celulolíticas

De 97 aislamientos obtenidos inicialmente en medio AN, 20 crecieron en medio sólido mineral, utilizando celulosa como única fuente de carbono y energía. De dichos aislamientos, seis procedieron del bosque El Malmo, seis del bosque El Horizonte, tres de la Reserva Natural de Iguaque, uno del trayecto Iguaque – Arcabuco, tres de la hoya del Rio Pómeca y uno de la compostera del vivero Coraflor (Tabla 2). La gran mayoría de las bacterias celulolíticas aisladas presentaron forma bacilar y en cuanto a la Tinción de Gram, aproximadamente la mitad mostró ser Gram+ y la mitad Gram- (Tabla 2). La existencia de bacterias celulolíticas Gram+ y Gram- se encuentra indicado en la literatura (Hatami et al. 2008).
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Capacidad celulolítica de los aislamientos

Los resultados de la prueba del Rojo Congo se reportan en la Tabla 3, ordenados de mayor a menor según la amplitud del halo de hidrólisis de celulosa producido. El número de células de cada aislamiento utilizado en la prueba indica que su crecimiento utilizando celulosa fue similar al generalmente obtenido para bacterias con otras fuentes de Carbono. Al tercer día de crecimiento, el diámetro de la colonia fluctuó entre 1.75 (Aislamiento No. 7) y 0.7 cm (Aislamiento 17) y la amplitud del halo entre 0.65 (Aislamiento No.1) y 0.1 cm (Aislamiento 51). Independientemente del diámetro de la colonia, en cinco aislamientos no se produjo halo de hidrólisis de celulosa y en los otros 15 la amplitud del halo varió entre 0.65 y 0.1 cm. Entre los aislamientos sobresalieron el número uno con halo de 0.65 cm, el dos con halo de 0.54 cm, el siete con halo de 0.33 cm, así como el seis y 14 con halo de 0.3 cm. En la Figura 1, se ilustra la amplitud del halo producido en tres de los aislamientos.






Identificación de los aislamientos

Los aislamientos cuya amplitud del halo fluctúo entre 0.3 y 0.65 cm (Tabla 3) fueron catalogados, en este estudio, como los mejores. Entre ellos se identificaron el 1, el 6 y el 7, obteniéndose los resultados siguientes: Aislamiento 1: Colonia de color blanco, borde irregular, consistencia cerosa y elevación plana, anaeróbica facultativa, catalasa positiva, tolerante al cloruro de sodio (5%) e hidroliza urea. Pertenece al género Bacillus sp. Aislamiento 6: Colonia de color beige, borde regular, consistencia mucosa y elevación convexa, anaeróbica facultativa, catalasa positiva, tolerante al cloruro de sodio (5 %) y reacción positiva a enzimas pectinolíticas. Pertenece al género Erwinia sp. Aislamiento 7: Colonia de color beige translucido, borde irregular, consistencia dura y elevación plana, aeróbica estricta, oxidasa y catalasa positiva y con producción de piocianina. Pertenece al género Pseudomonas sp.

La mayor abundancia de microorganismos celulolíticos en las pilas de compostaje en comparación con los suelos (Tabla 1), concuerda con muchos estudios que evidencian que la ocurrencia y abundancia de microorganismos en su hábitat natural, está determinada por factores físicos, químicos y ambientales (Sylvia et al. 2005). Estos conceptos permiten suponer que la más alta población de microorganismos celulolíticos en las composteras se debió principalmente a la mayor disponibilidad celulosa (C) y de N y P, que entre los elementos que componen los sustratos son los macronutrimentos fundamentales para el desarrollo microbiano. En contraste, el contenido de celulosa en los bosques depende de la clase de vegetación y época del año, y en los suelos agrícolas, de la incorporación de los residuos de cosecha, práctica que puede ser muy esporádica o simplemente no efectuarse. Luque et al. (2005), afirman que el manejo agronómico es un factor en la abundancia y diversidad biológica de los suelos, por lo tanto es claro que en el caso de los suelos cultivados con cereales las prácticas propias del modelo de la Revolución Verde, adoptadas generalmente por los agricultores, entre ellas la aplicación de fertilizantes químicos (Fan et al. 2012); y pesticidas, han conducido a la reducción gradual y en casos extremos hasta la completa eliminación del componente biológico del suelo, del cual hace parte el grupo específico de microorganismos celulolíticos.

La obtención de casi la totalidad de los aislamientos de bacterias celulolíticas de los suelos de los bosques de especies nativas concuerda con las afirmaciones de Hatami et al. (2008), quienes encontraron que en suelos forestales y agrícolas del promedio del total de bacterias (138.66 y 145.2 ufc. g-1) el 52.4% y 34.7%, correspondió al promedio de bacterias celulolíticas. En conexión con lo anterior, Guzmán et al. (2015), obtuvieron aislamientos de bacterias con alta actividad celulolítica de ambientes dedicados a agricultura orgánica, agricultura convencional, bosques y a producción de caña excepto de pilas de compost. En relación a la capacidad celulolítica (Tabla 3), la aparición de un halo alrededor de la colonia evidenció la hidrólisis de celulosa de manera similar a los resultados obtenidos por Mikan & Castellanos (2004), y con los de Gupta et al. (2011). Todos los aislamientos crecieron en medio CMC, pero solo en 15 de ellos, se visualizó el halo de hidrólisis con una amplitud variable, demostrando así que las bacterias celulolíticas de los hábitats tropicales, al igual que las aisladas en las regiones templadas (Hatami et al. 2008; Gupta et al. 2012; Kim et al. 2012), difieren en su capacidad para degradar celulosa. Estos resultados son importantes por cuanto abren las posibilidades de investigación en los países en vías de desarrollo con relación a la búsqueda de recursos que sean efectivos para su desarrollo no solo ambiental sino también industrial. Entre los aislamientos de mayor capacidad celulolítica obtenidos en este estudio se encuentran representados los géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., y Erwinia sp. Además de su capacidad celulolítica (Sylvia et al. 2005; Kim et al. 2011; Trujillo et al. 2013 y Faraco, 2013), especies de los géneros Bacillus y Pseudomonas, han sido ampliamente reportadas como efectivos agentes biocontrol de hongos causantes de enfermedades en varios cultivos (Najar, Sheir & Soberanis, 2001; Avendaño y Arbeláez, 2006; Melnick et al. 2008; Amézquita, Velandia & Viteri, 2010). Queda aún por resolver el interrogante de si las especies de los géneros bacterianos catalogadas como celulolíticas, son las mismas que actúan como agentes efectivos de control biológico o si son diferentes especies. En relación al género Erwinia, las especies conocidas como fitopatógenas, han sido evaluadas por su capacidad de producir además de celulasas, otras enzimas de degradación como proteasas y pectinasas (Rocha, 2006). Mediante el desarrollo de esta investigación, se estimó la densidad de población de microorganismos celulolíticos en tres hábitats tropicales diferentes, se evidenció que las bacterias de dichos hábitats difieren también en su capacidad celulolítica, se corroboró que los géneros Bacillus y Pseudomonas, forman parte del grupo específico de bacterias celulolíticas y se adicionó el género Erwinia; que generalmente no había sido reportado como celulolítico. En adición a lo anterior, los resultados de esta investigación revelan que en los países tropicales sí es posible aislar y seleccionar bacterias que de acuerdo con su capacidad celulolítica, podrían ser utilizadas no solo para la transformación de residuos sólidos orgánicos sino también para el sector industrial.

Conclusiones


	Los bosques nativos representan la mayor fuente de bacterias celulolíticas. La capacidad celulolítica de dichas bacterias es muy variable y entre las de mayor potencial se destacaron los aislamientos 1 (Bacillus sp.), 6 (Erwinia sp.) y 7 (Pseudomonas sp).



Agradecimientos

Los autores expresan un agradecimiento muy sincero al profesor Jorge Orlando Blanco, por sus valiosos aportes en la identificación de bacterias celulolíticas y a la Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia, por el apoyo brindado en el desarrollo de la presente investigación.



Referencias

Avendaño. C. & Arbeláez. G. (2006). Control biológico del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli en fríjol, mediante acción combinada de Entromosphora colombiana, Trichoderma sp., y Pseudomonas fluorescens. Agron Col, 24(1), 62–67.

Cariello. M. Castañeda. L. I. Riobo. I. & González. J. (2007). Inoculante de microorganismos endógenos para acelerar el proceso de compostaje de residuos sólidos urbanos. R C Suelo Nutr Veg, 7 (3), 26 – 37.

Fan. F. Li. Z. Wakelin. S.A. Yu. W. & Liang Y. (2012). Mineral fertilizer alters cellulolytic community structure and suppresses soil cellobiohydrolase activity in a long–term fertilization experiment. Soil Biol Biochem, 55, 70–77. doi:10.1016/j.soilbio.2012.06.008.

Faraco. V. (2013). Cellulolytic Bacillus strains from natural habitats. A review. Chemistry Today, 31(2), 49–52.

González. Y. González. O. & Nungaray. J. (2005). Potencial del bagazo de agave tequilero para la producción de biopolímeros y carbohidrasas por bacterias celulolíticas para la obtención de compuestos fenólicos. e–Gnosis, 3 (14), 1–18.

Gupta. P. Samant. K. & Sahu. A. (2012). Isolation of cellulose–degrading bacteria and determination of their cellulolytic potential. Int J Microbiol, 2012(6), 1–5. doi: 10.1155/2012/578925.

Guzmán. A. Zambrano. D. Rivera. R. Rondón. A. Laurencio. M. & Pérez. M. (2015). Aislamiento y selección de bacterias autóctonas de manabí–ecuador con actividad celulolítica. Cultrop, 36(1), 7 – 16.

Hatami. S. Alikhani. H.A. Besharati. H. Salehrastin. N. Afrousheh. M. & Jahromi. Z. Y. (2008). Investigation on aerobic cellulolytic bacteria in some of north forest and farming soils. Am–Euras J Agric & Environ Sci, 3 (5), 713–716.

IGAC (Instituto Geográfico Agustín Codazzi). (2006). Métodos analíticos de laboratorio de suelos. Sexta edición. Imprenta Nacional de Colombia. Bogotá. 648 p.

Kim. Y. Lee. S. Cho. Y. Oh. H. & Ko. Y. (2012). Isolation of cellulolytic Bacillus subtilis strains from agricultural environments. ISRN Microbiology, 2012 (2012), 1–9. doi:10.5402/2012/650563.

Khookhar. I. Haider. M.S. Mushtaq. S. & Mukhtar. I. (2012). Isolation and screening of highly cellulolytic filamentous fungi. J Appl Sci Environ Manage, 16 (3), 223–226.

Luque. A. G. Pioli. R. Bonel. B. & Álvarez. D.P. (2005). Cellulolytic fungi populations in stubble and soil as affected by agricultural management practices. Biol Agric Hortic, 23 (2), 121–142. doi:10.1080/01448765.2005.9755316.

Macffadin. J. (2003). Pruebas bioquímicas para la identificación de bacterias de importancia clínica. Tercera edición. Argentina. Médica Panamericana. 856p.

Martínez. C. Balcázar. E. Dantán. & Folch. J. (2008). Celulasas fúngicas: aspectos biológicos y aplicaciones en la industria energética. Rev Latinoam Microbiol, 50(3–4), 119–131.

Melnick. R.L. Zidack. N.K. Bailey. B.A. Maximota. S.N. Guiltinan. M. & Backman. P.A. (2008). Bacterial endophytes: Bacillus spp., from annual crops as potential biological control agents of black pod rot of cacao. Biol Control, 46 (1), 46–56. doi:10.1016/j.biocontrol.2008.01.022.

Mikan. J. & Castellanos. D. (2004). Screening para el aislamiento y caracterización de microorganismos y enzimas potencialmente útiles para la degradación de celulosas y hemicelulosas. Rev Col Biotec, 6(1), 58–7.

Rocha. R. Lozano. P. & Martínez. Y. (2006). Mecanismos de patogenicidad e interacción parásito–hospedero II. Primera edición. Puebla. Universidad Autónoma de Puebla. México. 87p.

Rodriguez. J.E. Velandia. J. & Viteri. S.E. (2010). Evaluación de microorganismos aislados de gallinaza por su potencial para el biocontrol de Fusarium (F. oxysporum) en plántulas de uchuva. Rev Fac Nal Agr Medellín, 3(2), 5499–5509.

Sylvia. D.P. Hartel. J. Fuhrmann. & Zuberer. D. (2005). Principles and applications of soil microbiology. Segunda Edición. New Jersey. Prentice Hall–Inc. 640p.

Trujillo. Y. Ponce. A. Vásquez. M. Rivera. F. Wang. (2013). Diverse cellulolytic bacteria isolated from the high humus, alkaline–saline chinampa soils. Ann Microbiol, 63(2), 779–792. doi: 10.1007/s13213–012–0533–5.





Estimación del riesgo de contaminación de fuentes hídricas de pesticidas (Mancozeb y Carbofuran) en Ventaquemada, Boyacá – Colombia

Risk estimate of water sources contamination of pesticides (Mancozeb and Carbofuran) in Ventaquemada, Boyacá – Colombia

William Roberto Alza Camacho, José Mauricio García Colmenares y Sandra Patricia Chaparro Acuña*

Escuela de Ciencias Químicas. Facultad de Ciencias. Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia. Tunja, Boyacá– Colombia. *Autora para correspondencia: patricia.chaparro@uptc.edu.co

Rec.:30.04.2015 Acep.:30.07.2015



Resumen

El uso indiscriminado de plaguicidas en los cultivos, genera un impacto ambiental negativo que afecta a los organismos vivos, al suelo y al recurso hídrico, éste último esencial para la vida. Por lo tanto, es necesario evaluar la residualidad de este tipo de sustancias en fuentes de agua que sirven como abastecimiento a la comunidad, los animales y en labores agrícolas. Con base en lo anterior, se plantea una metodología electroquímicamente sencilla, confiable, asequible y amigable con el medio ambiente, para la cuantificación de Mancozeb y Carbofurano en fuentes hídricas. El estudio fue realizado usando como electrolito de soporte, solución buffer Britton–Robinson; electrodo de trabajo de carbón vítreo, Ag/AgCl como electrodo de referencia y platino como electrodo auxiliar. Se validaron los métodos de voltametría diferencial de pulso (VDP) para ambos compuestos, los cuales presentaron un potencial de –590 y 445mV, respectivamente. La linealidad de los métodos, presentó un coeficiente de correlación de 0.9948 y 0.9962, los límites de detección y cuantificación fueron de 0.0003 y 0.5 mg/L para Mancozeb y 0.0002 y 0.4 mg/L para Carbofurano. La recuperación estuvo entre un 85 y 96% con una desviación estándar relativa por debajo del 10%. Se evaluaron 25 muestras de agua provenientes de fuentes hídricas ubicadas en la zona norte del Municipio de Ventaquemada, Boyacá– Colombia, donde hay una alta producción agrícola, especialmente de los cultivos de papa y zanahoria. De las muestras analizadas, el Mancozeb no se detectó en 16 muestras, pero en el resto de ellas, sobrepasó la normatividad vigente. En cuanto al Carbofurano, se descubrió en 22 muestras, lo que indica que estos compuestos están afectando el recurso hídrico y sugiere que se deben tomar medidas correctivas y preventivas para reducir el impacto ambiental de los plaguicidas en esta región.

Palabras clave: Impacto ambiental, residualidad, detección y cuantificación, voltametría diferencial de pulso (VDP), reactivos.



Abstract

The extensive use of pesticides on crops generates a negative environmental impact that affects soil and water resources. It is necessary to evaluate residual quantities of these substances in water sources that is used by people, animals and agriculture. A simple, reliable and environmentally friendly methodology was developed for the determination of Mancozeb and Carbofuran in water. It was used Britton–Robinson buffer solution as supporting electrolyte, glassy carbon as working electrode, Ag /AgCl as reference electrode and platinum auxiliary electrode. Differential pulse voltammetry (VDP) methods were validated for mancozeb and Carbofuran, which presented a potential of –590 and 445mV, respectively. Linearity presented a correlation coefficient of 0.9948 and 0.9962, detection and quantification limits were 0.0003 and 0.5 mg/L to Mancozeb, 0.0002 and 0.4 mg/L for Carbofuran, and the recoveries were within 85 and 96% (RSD <10%). The voltametry and UV–vis method comparison showed that electrochemical quantification was better. The method was satisfactorily applied for analysis of water samples (25) from Ventaquemada, Boyacá – Colombia, where there is a high agricultural production, especially potato and carrot crops. Mancozeb, was not detected in 16 water source samples, but the rest, surpassed the current regulations. Carbofuran was detected in 22 water source samples, indicating that these compounds are affecting water sources and suggest that the government should take corrective and preventive measures to reduce the environmental impact of pesticides in northern zone of this town.

Keywords: Environmental impact, residuality, detection and quantification, differential pulse voltammetry (DPV), reagents.



Introducción

El uso indiscriminado de plaguicidas es preocupante por sus efectos sobre el equilibrio de los ecosistemas, debido a que ha sido reconocido como fuente potencial de impacto negativo sobre el medio ambiente y su presencia en aguas y suelos se ha incrementado notoriamente. Se ha determinado que los fungicidas e insecticidas, son los productos más aplicados para la reducción y/o eliminación de plagas. El Mancozeb y Carbofurano, se destacan como los plaguicidas comerciales más solicitados por los agricultores. El Mancozeb es básicamente, la sal de etilenbisditiocarbamato usada ampliamente para proteger cultivos agrícolas de enfermedades fúngicas (Paro et al. 2012), debido a su amplio espectro biológico; los bajos costos de producción y a su perfil toxicológico seguro (Mujawar et al. 2014). Sin embargo, se ha evidenciado que la etilentiourea (ETU), metabolito que se forma al disociarse en el agua en presencia de oxígeno y que tiene alta movilidad en suelos debido a su elevada solubilidad en agua, es la responsable de su toxicidad a largo plazo en humanos y en el medio ambiente. Se ha comprobado que tiene efectos perjudiciales en animales de laboratorio, los cuales han llegado a presentar cambios histopatológicos en el hígado, en las glándulas suprarrenales y en las glándulas mamarias (Paro et al. 2012); necrosis renal, aberraciones cromosomales, degeneración neural (Brody et al. 2013), daño en el ADN (Medjdoub et al. 2011), y es disruptor endocrino (Bhaskar & Mohanty, 2014). La toxicidad del Mancozeb, se relaciona con la contaminación del suelo por labores agrícolas, elevándose el interrogante de cómo se afecta el metabolismo de las plantas y cómo es su impacto en la composición de los alimentos y en su calidad toxicológica (Pereira et al. 2014). Los métodos indirectos para la cuantificación de este fungicida, incluyen espectrofotometría UV–Vis (Paramasivam & Chandrasekaran, 2013), cromatografía de gases acoplada con espectrometría de masas (Mujawar et al. 2014), espectrometría FTIR, cromatografía líquida de alto rendimiento HPLC (López et al. 2013), cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas y métodos vibracionales (Moros et al. 2007).

El carbofurano (2,3 dihidro–2,2–dimetil–7–benzofuranil–metilcarbamato) es un insecticida y acaricida de contacto, sistémico y de amplio espectro usado en una gran variedad de cultivos (Bermúdez et al. 2011; Plangklang & Reungsang, 2009). Este compuesto es muy tóxico para los mamíferos y la LD50 para ratas es de 50 mg/kg. Sus propiedades tóxicas incluyen la inhibición de la acetilcolinesterasa, convulsiones violentas y trastorno neuromuscular si se inhala (ITII, 1994). También se reporta que es teratogénico, genotóxico, mutagénico, hepatotóxico (Gbadegesin et al. 2014) y disruptor endocrino (Hernández et al. 2011). La solubilidad en agua es alta, por lo tanto, se considera un contaminante potencial de aguas subterráneas por lixiviación. El riesgo de que el carbofurano afecte plantas y microorganismos, o su presencia en el agua en altas cantidades, depende de su concentración en el suelo y de los procesos de absorción y desorción (Bermúdez et al. 2011). Debido a su gran toxicidad y aplicabilidad se reportan varios métodos de cuantificación dentro de los que están espectrofotometría UV–Vis (Tamrakar et al. 2007), cromatografía líquida de alto rendimiento (Bermúdez et al. 2011; Otieno et al. 2010), cromatografía de gases, fluorimetría, sensores amperométricos (Sun et al. 2012) y cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (Otieno et al. 2010; Bravo et al. 2005). El monitoreo de plaguicidas en aguas, es importante para la protección de la salud humana y el control del medio ambiente. Sin embargo, los métodos anteriormente mencionados para la cuantificación de estos plaguicidas requieren equipos costosos, pretratamientos de la muestra complicados, operadores profesionales y residuos peligrosos para el medio ambiente, lo cual limita su aplicación. La electroquímica para la detección y cuantificación de plaguicidas, es un método alternativo de amplio espectro, económico, versátil y amigable con el ambiente, que tiene ventajas sobre otras técnicas analíticas como su alta especificidad y sensibilidad, operación sencilla para el tratamiento de las muestras y bajo costo (Jeyapragasam & Saraswathi, 2014). El objetivo de este trabajo fue validar las metodologías voltamétricas para la cuantificación de carbofurano y mancozeb y determinar la residualidad de estos plaguicidas en aguas provenientes de fuentes hídricas del norte del Municipio de Ventaquemada, Boyacá– Colombia.

Materiales y métodos

Instrumentos

El estudio se llevó a cabo en un polarógrafo BAS CV 50W equipado con un analizador voltamperométrico, y estación electroquímica CGME analizador, la estación electroquímica estaba conformada de un electrodo de trabajo carbón vítreo BASI MF–2070®, electrodo de referencia Ag/AgCl BASI MF–2052® y un electrodo auxiliar de platino BASI MW–1032®. Adicionalmente, se usó una balanza analítica BOECO BAS 32® resolución 0.0001g, pH–metro Schott CG 842® resolución 0.01 y conductivímetro YSI 63® resolución 0.1. Todos los equipos cuentan con sus certificados de calibración.

Materiales

Todos los reactivos empleados fueron grado analítico: Mancozeb 99,9% (etileno bis ditiocarbamato de manganeso coordinado con iones de zinc) de Sigma, Carbofurano 99,9% (2,3–dihidro–2,2–dimetilbenzofuran–7–il metilcarbamato) de sigma, hidróxido de sodio 98% Panreac, ácido bórico 99,8% Merck, ácido fosfórico 85% Carlos Herba, ácido perclórico 65% Panreac, ácido acético 99,5–100,5% Panreac, ácido sulfúrico 98% de M&B, perclorato de sodio 98% de Alfa Aesar, EDTA 99–101% de Panreac. Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada de conductividad 0,05uS (Sistema Milli–Di ® y Simplicity).

Soluciones

A partir de soluciones estándar de 1000mg/L de cada plaguicida (Mancozeb y Carbofurano), se prepararon soluciones de trabajo de 100 y 10mg/L. Las medidas electroquímicas o voltamétricas se realizaron en buffer Britton Robinson como electrolito de soporte (0,618g de ácido bórico, 0,56mL de ácido acético, 0,48mL de ácido orto–fosfórico en un volumen de 100mL con agua desionizada), el pH se ajustó con NaOH y H2SO4 1M para mancozeb a pH 5 y carbofurano a pH 2,8.

Selección del pH de trabajo

Se evaluó el comportamiento electroquímico de mancozeb en un rango de pH de: 1–10, en solución Briton–Robinson, el pH seleccionado para carbofurano fue tomado según lo reportado por Bravo et al. (2005), que sugiere pH 2.8 para este insecticida.

Parámetros para la detección electroquímica

La optimización de las condiciones para la determinación de la señal de cada plaguicida, se evaluó mediante un diseño factorial 34 (Sensibilidad 1, 10 y 100µA/V; Tiempo de quietud 5, 10 y 15s; Amplitud de onda 20, 25 y 30mV y Tiempo de desoxigenación 50, 60 y 70s). En la Tabla 1, se detallan las condiciones a las cuales se llevó a cabo el estudio. Para la cuantificación de Mancozeb, se agregó un volumen conocido de solución de trabajo en un rango de 0,1–3,0mg/L, 3mL de agua y 4mL de la solución electrolítica. La mezcla obtenida, se transfirió a la celda electroquímica, se programó el equipo según las condiciones optimizadas previa a los parámetros y se procedió a la medición. Los potenciales seleccionados para la determinación cuantitativa de cada plaguicida fueron tomados según la respuesta voltamétrica de oxidación que el compuesto generaba. Estos potenciales fueron establecidos por determinación anódica: Mancozeb (–590 ± 12mV), y Carbofurano (445 ± 9mV). Los potenciales contrastados con otros métodos voltamétricos presentan desplazamientos en los potenciales redox, debido a que emplean electrodo trabajo de gota de mercurio, modificación de electrodos y diversos electrolitos de soporte; Mancozeb –430mV, (Swarupa et al. 2013), –455mV (Shan et al. 1999), Carbofurano 688Mv.
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Selección de la curva de calibración

Las concentraciones de las soluciones estándar de mancozeb fueron 0.3, 0.5, 0.7, 0.9, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0mg/L y para carbofurano 0.5, 0.7, 0.9, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 y 7.0mg/L.

Validación de los métodos

Se determinaron los principales atributos del método: límite de detección (DL), límite de cuantificación (QL), sensibilidad (Eurachem, 2005); precisión (con desviación estándar y coeficiente de variación) y exactitud (con porcentaje de recuperación), lo que se logró mediante la evaluación de seis lotes de soluciones compuestas por un blanco (solución Britton Robinson), un estándar alto (5 y 7 ppm para mancozeb y carbofurano respectivamente), un estándar bajo (0,5 y 3 ppm), dos muestras naturales (dos muestras de agua recolectadas en la zona norte del Municipio de Ventaquemada, Boyacá – Colombia. Un adicionado alto (2 y 6 ppm) y uno bajo (0,5 y 3 ppm), llevando a cabo el estudio, dos analistas. Los resultados fueron contrastados con los obtenidos en contra–muestras por la técnica de espectroscopia UV–Vis según Kaur et al. (2011), y Tamrakar et al. (2007). El tratamiento estadístico de los datos se realizó con el paquete SPSS, 2012®.

Determinación de Mancozeb y Carbofurano en aguas

Veinticinco muestras de agua (2 litros por cada muestra y por triplicado) fueron recolectadas de forma aleatoria en diferentes fuentes hídricas (quebradas y pozos de almacenamiento aledaños a cultivos de papa y zanahoria) de la zona norte del municipio de Ventaquemada, veredas de Puente de Boyacá y Bojirque, Boyacá– Colombia; las cuales se etiquetaron por georreferenciación (Tabla 2). La toma, transporte, conservación y pretratamiento de las muestras, se llevó a cabo cuidadosamente conforme a los lineamientos técnicos estandarizados. Una vez en el laboratorio, se tomaron alícuotas de 10mL de cada muestra y se le adicionó un 1mL de EDTA 0,01N como solución acomplejante, luego se agitaron durante 5 minutos en un rotador orbital (marca UNICO, modelo L–RT28®); el precipitado formado fue separado mediante la ayuda de un equipo de filtración con bomba de vacío (marca BARNANT COMPANY®, modelo 400–3910) y papel filtro de fibra de vidrio grado GC–50 de 47mm de tamaño. La cuantificación de los plaguicidas se llevó a cabo como se describió anteriormente. Con la intensidad de corriente generada, se calculó la concentración de cada pesticida, para lo cual se emplearon las ecuaciones lineales de las curvas de calibración y teniendo en cuenta el tamaño de la muestra.




Diseño experimental

La validación se evaluó a través de un diseño factorial 26, las muestras se analizaron al azar por triplicado, en total se realizaron 64 ensayos por dos analistas.

Resultados y discusión

Selección de pH

La oxidación de Mancozeb se evaluó en un rango de pH de 1–10 con el método de voltametría de onda cuadrada (VOC), presentando mejor respuesta a pH 5 (Figura 1). Swarupa et al. (2013), determinaron que la mejor respuesta de este compuesto se presentaba a pH 4,5 empleando buffer de acetato, lo que es similar a lo hallado en la presente investigación. El Mancozeb, en su proceso de oxidación genera una señal hacia –590 ± 12mV (Figura 1); la intensidad de corriente máxima se presenta a pH 5. Swarupa et al. (2013), emplearon un electrodo modificado de carbón vítreo para detectar mancozeb catódicamente por voltametría cíclica y diferencial de pulso, encontrando un potencial de reducción de 410mV. La electroactividad del Carbofurano, fue llevada a cabo por determinación anódica con VDP y presentó además, un potencial de oxidación hacia 445 ± 9mV (Figura 3). Lo anterior indica una mayor sensibilidad de la técnica. Los carbamatos son moléculas no electro–activas, por lo tanto, no presentan respuesta electroquímica alguna. Sin embargo, sus productos de hidrólisis se oxidan fácilmente sobre electrodo de carbón vítreo y producen derivados fenólicos (Figura 2).
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Validación de los métodos

Se graficó la respuesta generada por el equipo, intensidad (Amperios) vs concentración, lo cual permitió establecer el rango lineal del método y la construcción de las curvas de calibración (4), en las que se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9962 (Carbofurano) y 0,9948 (Mancozeb) (Figura 3). Los atributos de validación (Tabla 3), indican que la exactitud y precisión están por encima del 87%, aunque el desempeño del método en estos aspectos ofreció mejores resultados para el Carbofurano. Los límites de detección y cuantificación fueron de 0.0003 y 0.5 mg/L para Mancozeb y 0.0002 y 0.4 mg/L para Carbofurano, valores similares a los encontrados en otros plaguicidas reportados recientemente por espectrofotometría cinética (0.12–0.26mg/L) y por técnicas voltamétricas (0.3–0.8mg/L); Swarupa et al. 2013). La selectividad de los métodos es alta porque otros pesticidas pueden estar presentes como residuos en las muestras analizadas (por ejemplo organofosforados), pero no son interferencias para el análisis porque el electrolito de soporte y en particular el pH, son totalmente diferentes. El análisis de varianza de las soluciones analizadas en la validación, indicó que no había diferencia significativa alguna entre los lotes y entre los analistas, lo que indica que los métodos son reproducibles. En adición a lo anterior, los resultados obtenidos presentan coeficientes de variación inferiores al 10%, lo que indica que los métodos son precisos. En cuanto a los porcentajes de recuperación superiores al 85%, indican que los métodos son exactos. Los métodos validados fueron comparados con las técnicas de espectrofotometría UV–Vis y los resultados indicaron que los métodos voltamétricos fueron superiores. Es decir, el método es más sensible y registra concentraciones más bajas del analito en muestras de agua. Esta diferencia se evaluó por medio de un análisis de varianza de un factor donde se tuvo como referencia la concentración de los estándares evaluados. No se presentó diferencia significativa en la concentración de los estándares de los plaguicidas por los dos métodos mencionados. El análisis fue realizado con un nivel de confiabilidad del 95%.
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Residualidad de mancozeb y carbofurano en muestras de agua

La aplicación de los métodos electroquímicos validados se realizó en la detección y cuantificación de mancozeb y carbofurano en aguas provenientes de la zona norte del Municipio de Ventaquemada, Boyacá – Colombia, área de una amplia producción agrícola, especialmente de los cultivos de papa y zanahoria. De las 25 muestras evaluadas, el Mancozeb no se detectó en 16 muestras de agua (Tabla 2), pero en el resto de las muestras de agua, excedió el límite máximo residual permitido y estandarizado internacionalmente. En cuanto al Carbofurán, no se detectó solamente en 3 muestras de agua, lo que indica, que este insecticida es uno de los plaguicidas más usados en esta región y que su uso excesivo está contaminando las reservas hídricas, lo que puede causar un riesgo para la salud de los campesinos y animales que utilizan esta agua para consumo. El monitoreo de residuos de plaguicidas en aguas, es de crucial importancia para determinar el grado de exposición de una población y prevenir posibles consecuencias toxicológicas a largo plazo. Además, la implementación de programas de prevención en el uso correcto y racional de pesticidas, reduciría los riesgos de la comunidad a intoxicaciones con este tipo de sustancias.

Conclusiones


	La aplicación de los métodos validados en el análisis de muestras de fuentes hídricas, permitió conocer que en la zona norte del Municipio de Ventaquemada, Boyacá– Colombia, región donde tradicionalmente se establecen los cultivos de papa y zanahoria; se están utilizando indiscriminadamente estos dos pesticidas, debido a que en la mayoría de las muestras de agua evalauadas, se evideenció que excedian los límites mínimos residuales permitidos para estos compuestos en esta matriz. Los métodos electroquímicos fueron exitosamente aplicados en análisis rutinarios con una precisión (desviación estándar relativa < 10%) y exactitud (porcentajes de recuperación por encima del 88%) satisfactorias. Adicionalmente, se usaron cantidades pequeñas de reactivos y muestra de agua, reduciendo el impacto ambiental por la minimización de los residuos químicos.
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Resumen

El cambio dinámico en el suelo debido a diferentes usos puede monitorearse mediante el seguimiento de variables sensibles. Para el contenido de fósforo (P) no existe un consenso acerca de la variable de medición más adecuada. En este trabajo se evaluó la utilidad de técnicas que miden disponibilidad, pérdida y capacidad de retención de P (P–Bray1, P–CaCl2,  P75, ISP y GSP) para diferenciar cambios en el contenido de P del suelo, relacionados al uso de la tierra, así como la relación entre dichas técnicas. Se analizaron dos profundidades de suelo en dos sitios del sudeste de la provincia de Buenos Aires con diferentes secuencias: agrícolas (A), pastizales nativos (PN), sistemas forestales (FO) y pastizales secundarios (PS). Todas las técnicas pudieron diferenciar entre sistemas de manejo; con diferencias variables según la profundidad del suelo. Se detectaron correlaciones estrechas entre las técnicas, resultando dependientes del uso del suelo, P–Bray1 y P–CaCl2 (R2 = 0.89),  P75 e ISP (R2 = 0,79) y GSPP75 o GSPISP con P–CaCl2 (R2 = 0.82 y 0.83 respectivamente). Los sistemas A incrementaron la disponibilidad de P (P–Bray1), disminuyeron la capacidad de retención ( P75 e ISP) y generaron mayor riesgo de pérdidas de P (P–CaCl2). El FO y la PS presentaron mejor disponibilidad de P respecto de PN, con mayor capacidad de retención y con menores riesgos de pérdidas por escurrimiento. En base a los resultados, podría estimarse una forma de P en función de la determinación analítica de otra, pero de forma diferencial según el uso del suelo.

Palabras clave: GSP, ISP, P–Bray1, P–CaCl2, Usos del suelo



Abstract

The dynamic change occurred in the soil due to different uses can be estimated by monitoring sensible variables. There is no agreement about the most appropriate phosphorus (P) parameter for this purpose. The aim of this work was to evaluate the usefulness of soil tests for P availability, risk of P loss and P retention capacities (P–Bray1, P–CaCl2,  P75, PSI and DPS) in order to differentiate changes in soil P content related to soil uses, and to establish the relationship between these techniques. Two soil depths in two sites at the southeast of Buenos Aires province were analyzed. Different soil uses were considered: natural grasslands (PN), forest systems (FO), secondary grassland (PS) and different agricultural sequences (A). All techniques significantly differentiated between management systems; however, these differences were affected by soil depth. There were close correlations between the techniques, but there were dependent of soil use, P–Bray1 to P–CaCl2 (R2 = 0.89),  P75 to PSI (R2 = 0.79) and DPSP75 or DPSPSI to P–CaCl2 (R2 = 0.82 and 0.83 respectively). The A systems increased P availability (P–Bray1), decreased P retention capacities ( P75 and PSI) and generated an increased risk of P losses (P–CaCl2). The FO and the PS had better P availability with respect to the PN, more P retention capacity and lower risks of P losses by runoff. Based on these results, a given P form could be estimated based on the analytical determination of another P form, but differentially by soil use.

Keywords: DPS, PSI, Land use, P–Bray1, P–CaCl2



Introducción

Los cambios en la cubierta del suelo o la remoción de la vegetación natural tienen un efecto determinante en las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo, pudiendo alterar la calidad del mismo. En los últimos años, se ha registrado un cambio en el uso de la tierra en la mayor parte de las áreas húmedas y sub–húmedas de Argentina, debido principalmente a la conversión de ecosistemas naturales a cultivados y a la simplificación de los esquemas de rotaciones en tierras agrícolas. Por otra parte, los sistemas agroforestales han tenido un desarrollo importante en la Región Pampeana en los últimos 15 años (Bahamonde et al. 2012).

Para evaluar el cambio dinámico que se produce en el suelo debido al uso que se hace del mismo, Larson & Pierce (1994), proponen seleccionar variables que permitan detectar cambios y monitorearlos a lo largo del tiempo a partir de un valor base. Singer & Ewing (2000) e Indeangelo et al. (2007), coinciden en señalar que conductividad eléctrica, pH, carbono orgánico total (COT), nitrógeno potencialmente mineralizable, porcentaje de saturación de bases y capacidad de intercambio catiónico son algunos ejemplos de tales variables. Sin embargo, para el contenido de fósforo (P) no existe un consenso respecto de cuál sería el análisis más adecuado para monitorear los cambios producidos bajo diferentes usos del suelo.

Una de las técnicas más utilizadas en la evaluación de la fertilidad del suelo es la determinación del P extractable con el método de Bray1 (P–Bray1; Bray & Kurtz, 1945) ya que presenta una estrecha relación con la respuesta de los cultivos a la fertilización en suelos ácidos y neutros (Rubio et al. 2008). Como parámetro ambiental, el P extractable en CaCl2 0,01 M (P–CaCl2), está altamente relacionado con las pérdidas de P por escurrimiento superficial y subsuperficial (Kovar, 2009). Otro parámetro edáfico importante para monitorear la liberación de P al agua, es la capacidad de sorción de P (Andersson, 2013). Bache & Williams (1971), proponen la realización de una isoterma de punto simple para la obtención del índice de sorción de P. Este índice puede calcularse como el P sorbido al agregar 1500 mg P kg-1 de suelo ( P75; Ige et al. 2005) o como el cociente entre el P sorbido ( P75) y el logaritmo de la concentración de P en la solución de equilibrio (ISP; Gutierrez Boem et al. 2008). Desde hace algunos años, en las investigaciones centradas en la problemática ambiental del P, se ha introducido el concepto de grado de saturación de P (GSP), el cual indica el P del suelo que estaría disponible para ser liberado por escurrimiento o lavado. Hasta el momento existe escasa información sobre la relación de estos parámetros y diferentes usos de la tierra.

Con base a lo expuesto anteriormente, la presente investigación estableció como objetivo el evaluar la capacidad de P–Bray1, P–CaCl2,  P75, ISP y GSP, para detectar cambios en el P del suelo relacionados al uso del suelo en el sudeste bonaerense y establecer la relación entre estos parámetros.

Materiales y métodos

El estudio se realizó en dos establecimientos agropecuarios (Sitios) de la provincia de Buenos Aires (Argentina): "Cinco Cerros" (Sitio 1; 37° 45'S, 58° 18'W; superficie total 3900 ha) y "San Lorenzo" (Sitio 2; 37° 34'S, 59° 4'W; superficie total 1700 ha) distanciados 70 km y con suelos con características físico–químicas similares. En ambos Sitios, el suelo es un complejo de Argiudol típico y Paleudol petrocálcico (USDA Soil Classification, 2006). Son suelos no calcáreos, compuestos por 24% de arcilla, 33% de limo y 43% de arena. Los 20 cm superficiales tienen una capacidad de intercambio catiónico de alrededor de 16 cmolc kg-1. El P en el suelo se encuentra principalmente como P residual, P inorgánico asociado al calcio y compuestos orgánicos estables (Ciampitti et al. 2011). La topografía incluye sierras (alrededor del 10% de la superficie), y zonas con pendientes entre 3 y 10%, cuya limitante principal es la susceptibilidad a la erosión hídrica y la secundaria, es la profundidad efectiva por la presencia de tosca y/o rocas. El resto del área está ocupada por suelos con menores pendientes (1–3%), cuyo uso principal es la agricultura. El clima de la región es mesotermal, húmedo–subhúmedo (temperatura media anual: 13.8°C, mediana anual de precipitación: 950.2 mm; período 1976–2006).

En los campos seleccionados se identificaron diferentes usos de la tierra (Tabla 1): pastizal nativo (PN), empleado como referencia para la construcción del gradiente ambiental; sistemas forestales (FO) y suelo bajo manejo agrícola (A). En el Sitio 1, el FO estuvo integrado por dos montes con especies perennes, uno con Eucalyptus globulus (FO–E) implantado hace 14 años y otro con Acacia melanoxylon (FO–A) de más de 70 años. El manejo agrícola incluyó lotes con diferente proporción de tiempo bajo manejo agrícola entre 1997 y 2010. En el Sitio 2 el FO estuvo constituido por montes de Eucalyptus globulus (FO–E) y Pinus radiata (FO–P) de 22 años de antigüedad y rotaciones agrícolas (A100). Adicionalmente, en el Sitio 2, se evaluaron franjas de 10 m de ancho en las que se cortaron los árboles del FO en el 2010 y se permitió el crecimiento de especies nativas (pastizal secundario; PS).
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Se recolectaron muestras de suelo en octubre de 2010 y mayo de 2013 (Sitio 1 y 2, respectivamente), tomando para cada lote ubicado dentro de los sitios 1 y 2, tres muestras compuestas constituidas cada una por 20 submuestras a dos profundidades: 0–5 y 5–20. Para la toma de las muestras se recorrió el terreno en zig–zag tomando submuestras cada 10 m. La profundidad de muestreo fue seleccionada teniendo en cuenta la estratificación de P provocada por la siembra directa (Calviño et al., 2000). En FO–P, para la profundidad de 5–20 cm, no se pudieron tomar muestras debido a la presencia de rocas muy cercana a la superficie. Las muestras se secaron al aire, molieron, tamizaron por malla de 2 mm y se guardaron en lugar fresco y seco hasta realizar las determinaciones analíticas. Se determinó pH por el método potenciométrico en agua destilada, relación 1:2,5 (Dewis & Freitas, 1970); COT por el método de Walkley–Black (Nelson & Sommers, 1982); P–Bray1según (Bray & Kurtz, 1945), P–CaCl2 0.01 M según (Kovar, 2009) y  P75 sorbido e ISP según protocolo modificado de Bache & Williams (1971).

Se calculó el ISP mediante la siguiente ecuación:





Donde x = P sorbido en fase sólida (mg P kg-1); [P]f = concentración de P en la solución del suelo, luego de 20 h de equilibrio (mg P L-1).

Se estimó el GSP (Ige et al. 2005; Ecuaciones 2 y 3):
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Donde P–Bray1= P extractable Bray1 (mg P kg-1);  P75= P sorbido (mg P kg-1) al agregar una solución de 75 mg P L–1; e ISP= índice de sorción de P (mg P kg-1).

Los análisis de laboratorio se realizaron por duplicado para cada muestra compuesta. Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA con un diseño completamente aleatorizado, tomando como factores de variación el sitio, el sistema de manejo y la profundidad del suelo, empleando el programa estadístico R Versión 3.0.0 (2013). En caso de corresponder, se utilizó el test de Tukey para la comparación de medias entre tratamientos. Se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. La correlación entre las técnicas se evaluó utilizando modelos de regresión (α= 0.05). El efecto del uso del suelo sobre las rectas de regresión se analizó mediante pruebas de paralelismo y coincidencia (α= 0.05).

Resultados y discusión

En la Tabla 2, se muestran características edáficas de cada Sitio y uso de suelo. El pH en el estrato superficial (0–5 cm) fue neutro a ligeramente ácido, sin diferencias entre superficie y profundidad (P>0.1) en ambos sitios. Algunos usos del suelo (FO–P y PS) redujeron el pH respecto de la situación original (PN, Sitio 2), en 0,9 unidades de pH como máximo. El efecto de acidificación de las forestaciones se ha reportado a nivel mundial, con disminuciones entre 0,5 y 1,6 unidades (Jackson et al., 2005). A pesar de que el pH de PS fue significativamente menor que PN (Sitio 2), la eliminación de los pinos en esa zona provocó un aumento significativo de 0,8 unidades con respecto al FO–P, lo cual indica que la acidificación está directamente asociada a la composición química del mantillo de pinos (Schlatter & Otero, 1995) y que, al eliminarse los árboles el suelo rápidamente comienza a recuperar su pH original (PN, Sitio 2).
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En el sitio 1, el sistema FO–A, que tuvo presencia temporal de animales en pastoreo, presentó un contenido de COT muy superior al resto de los usos. El COT subsuperficial fue menor que en superficie (P<0.05). En general, se observaron mayores valores de COT en el Sitio 2 con respecto al Sitio 1. El elevado contenido de COT en los ecosistemas forestales en relación a los PN (Sitio 1, Tabla 2) sería consecuencia de la gran cantidad de residuos aportados por los árboles, y a su mayor relación C: N (Schlatter & Otero, 1995). Además, la acidez de FO favorecería la acumulación de C en el suelo (Shunbao et al., 2012).

Disponibilidad de P en los suelos evaluados

Los valores de P–Bray1 y P–CaCl2 incluyeron un amplio rango de concentraciones (Figura 1). En la profundidad de 0–5 cm, el menor valor de P–Bray1 se registró en FO–E (Sitio 1) y PN (Sitio 2) y el mayor valor se determinó en los suelos con elevado uso agrícola en ambos sitios (Figura 1.A y 1.B). El contenido de P–CaCl2 en superficie varió con el uso del suelo (Figura 1.C y 1.D). En ambos sitios, el PN fue el sistema que presentó mayor P–CaCl2 y FO–E el más bajo (Figura 1.C). En la profundidad de 5–20 cm, no se determinaron diferencias entre sistemas de manejo (P>0.05), posiblemente debido a la menor capacidad de extracción de P del CaCl2 comparado con Bray1 (Figuras 1.C y 1.D). A pesar de las diferencias en el contenido de P–Bray1 y de P–CaCl2 observadas con los distintos usos del suelo, ambas técnicas estuvieron relacionadas (Figura 2). Dicha asociación varió con el uso del suelo, siendo mucho más estrecha cuando se consideran suelos bajo uso agrícola (R2= 0.89). La pendiente de la regresión que considera en conjunto a los suelos PN+PS+FO, prácticamente triplicó a la observada en agricultura (P<0.001).
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Un factor que afecta la disponibilidad de P en el suelo, es el contenido de materia orgánica, ya que los aniones orgánicos compiten con el P en los sitios de sorción y forman quelatos con el Fe y Al, ocasionando una menor retención de P y aumento de disponibilidad. Sin embargo, a la profundidad de 0 a 5 cm, el mayor valor de P–Bray1 se registró en lotes con elevado uso agrícola (Figuras 1.A y 1.B). Esto sugiere que el aumento del P disponible asociado al mayor contenido de materia orgánica es mucho menor a la aportada por la fertilización fosfatada. El bajo contenido de P–Bray1 observado en los sistemas forestales respecto de los agrícolas (Figura 1), posiblemente se deba a la extracción realizada durante años y a la poca reposición de nutrientes de los residuos orgánicos en especies de hojas perennes y a la baja concentración de P en dichos residuos. La mayor disponibilidad de P en PN (Sitio 1) respecto a PN (Sitio 2), puede deberse a que en la primera se producía un ingreso eventual de animales; y las heces y orina tienen mayor contenido de P que el material vegetal en descomposición (Xu & Hirata, 2005), mientras que en PN (Sitio 2), el pastizal se conservó en condiciones prístinas.

Al comparar el contenido de P–Bray1 superficial con el subsuperficial, la disminución en disponibilidad con la profundidad fue menos drástica en FO que en los suelos agrícolas (Figura 1), asociado a la estratificación que se produce en los sistemas agrícolas bajo siembra directa.

El PS presentó una disponibilidad de P similar al PN y el FO–E a nivel superficial pero disminuyó sólo un 14% en el nivel subsuperficial (Figura 1.B y 1.D). Esto sugiere que la realización de las franjas no habría perjudicado la calidad del suelo en términos de disponibilidad de P respecto al FO–E, al menos luego de 3 años de producido el desmonte.

El P–CaCl2 es reconocido como un índice ambiental y su contenido en los 0–5 cm varió con el uso del suelo (Figura 1C y 1D). De acuerdo a los resultados obtenidos, donde se observa que PN presentó el mayor valor de P–CaCl2 y FO–E el más bajo en ambos sitios, los sistemas FO y PS no sólo podrían favorecer la disponibilidad de P (Figura 1A y 1B) respecto del PN, sino también estarían asociados a menores pérdidas de P por escurrimiento superficial mientras que en los sistemas agrícolas existiría una tendencia a mayor riesgo de pérdidas de P.

La correlación entre las técnicas P–Bray1 y P–CaCl2 en suelos bajo uso agrícola (Figura 2) presenta valores similares a los obtenidos por Pose et al. (2012), (r=0.87; pendiente=0.04) en cultivos de papa. La pendiente de la regresión para PN+PS+FO prácticamente triplicó a la observada en agricultura, lo que estaría en concordancia con lo afirmado por Sharpley (2010), que en pastizales, bosques o áreas no cultivadas, hasta 80% del P transportado es P disuelto (asociado a P–CaCl2).

Retención de P en el suelo

La estimación de los índices de sorción ( P75 e ISP) incluyó un amplio rango de valores (Figura 3). Al analizar la profundidad de 0–5 cm, se obtuvieron valores de  P75 entre 283.7 y 624.7 mg kg-1 (Figura 3A y 3B). En el Sitio 1, los sistemas que presentaron la mayor retención de P, fueron FO y los sistemas con escasa explotación agrícola diferenciándose de los sistemas con mayor actividad agrícola y del PN. Por otra parte, en el Sitio 2 la mayor retención de P estuvo dada por el PN, el PS y el FO–E, diferenciándose de A100. En ambos sitios se observaron valores hasta 1.3 veces superiores a nivel subsuperficial respecto al superficial.

Con respecto al ISP, en los 0–5 cm, se determinaron diferencias asociadas al uso del suelo (Figuras 3C y 3D). En el Sitio 1, el PN presentó el menor valor y el FO–A el mayor, mientras que en el Sitio 2, el menor valor se registró en A100 y el mayor en PN (Figura 3C). En los 5–20 cm de profundidad también se determinaron diferencias asociadas el uso del suelo (P>0.05). En el Sitio 1, el FO–A presento el valor de retención de P mayor; y en el Sitio 2, A100 fue el sistema con menor capacidad de retención de P (Figuras 3C y 3D), en concordancia con lo mencionado anteriormente para la franja superficial. La fertilización fosfatada por largo tiempo, característica de los suelos agrícolas, incrementa el P–Bray1 y la saturación de los sitios de retención de P, reduciendo la capacidad de fijación de P del suelo (Allen & Mallarino, 2006). Sumado al efecto de la fertilización, el sistema de siembra directa, al no producir una inversión y mezcla del horizonte superficial, origina una estratificación del P y del COT en los primeros centímetros del suelo. (Calviño et al., 2000). Existen evidencias de competencia entre COT y P por los sitios de sorción (Daly et al., 2001). El COT en el estrato superficial fue siempre mayor que en el subsuperficial (Tabla 2) lo que explicaría la menor capacidad de retención a nivel superficial.




La retención de P estimada con  P75 e ISP estuvieron altamente correlacionadas (Figura 4). Para valores bajos a medios de  P75 e ISP, se observaron las mayores desviaciones, correspondiendo en su mayoría a muestras de suelo con uso agrícola.
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Dado que los diferentes usos de suelo modificarían la concentración de P en el equilibrio causando la diferencia entre ambos índices de sorción de P, no sería válido utilizar indistintamente estos parámetros ya que no se cumpliría con el principio de comparar sorción a la misma concentración de equilibrio.

Grado de saturación de P

La estimación del GSP evaluado con  P75 e ISP se realizó en un amplio rango de valores (0.98–22.7% y 0.35–4.5%, para muestras superficiales y subsuperficiales; datos no mostrados). El rango de valores de GSPISP estimados (Figura 5), se encuentra dentro del reportado por Amarawansha e Indraratne (2010), en suelos con cultivos intensivos. Ige et al. (2005) establecen un rango de valores de GSP de 20–30% a partir del cual existe riesgo ambiental de pérdida de P cuando se utiliza para su cálculo el  P75 y distintos extractantes de P. En general, los valores de GSPP75 obtenidos no superan estos límites (Figura 5).




Las correlaciones estimadas entre GSPP75 y P–CaCl2 o GSPISP y P–CaCl2 mostraron diferencias entre sistemas de manejo, principalmente al comparar suelos agrícolas con el resto, dado que los primeros presentaron las correlaciones más estrechas (R2 = 0.82 y 0.83 para GSPP75 y GSPISP, respectivamente). En concordancia con este resultado, Regan et al. (2014), han mostrado que aplicaciones a largo plazo de P aumentan la saturación de P en el suelo. Aun así, los valores de GSP calculados para estos sistemas son muy bajos y no generarían riesgo de pérdidas de P por escurrimiento superficial.

Conclusiones


	Las diferentes técnicas de determinación de P (P–Bray1 y P–CaCl2) y de retención de P ( P75 e ISP) pusieron de manifiesto diferencias en el uso del suelo. Los sistemas agrícolas incrementan la disponibilidad de P (P–Bray1), disminuyen la capacidad de retención de P ( P75 e ISP) y generan un mayor riesgo de pérdidas de P (P–CaCl2) en los suelos estudiados. El sistema FO–E y el PS se presentan como usos de suelo con mejor disponibilidad de P, mayor capacidad de retención de P y menor riesgo de pérdidas por escurrimiento.

	La relación entre P–Bray1 y P–CaCl2 fue estrecha y diferenciada para suelos con uso agrícola respecto de otros usos. Por lo tanto, la estimación de un parámetro en función del otro, no debería realizarse de manera sistemática, sino teniendo en consideración el uso que se hace del suelo.

	La relación entre los índices de sorción de P ( P75 e ISP) fue estrecha y sin diferencias entre sistemas productivos. El GSP estimado a partir de ambos índices de sorción de P presenta relación estrecha y bien diferenciada con P–CaCl2 para suelos con uso agrícola respecto de otros usos de la tierra (pastizales nativos, secundarios y sistemas forestales). En general, los valores de GSP fueron inferiores a los establecidos como riesgo de pérdidas de P por escurrimiento superficial.

	Con base a los resultados obtenidos, sería importante profundizar en investigaciones que permitieran validar estas relaciones, para situaciones con diferentes usos de suelo y/o diferentes tipos de suelos.
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Resumen

La estructura del dosel tiene un marcado efecto sobre la interceptación de la radiación y la fotosíntesis de la planta, además de otros procesos. El estudio se llevó a cabo en la Estación Central Naranjal de CENICAFÉ (Centro Nacional de Investigaciones de Café � Chinchiná, Caldas, Colombia) sobre 25 genotipos de Coffea arabica L., divididos en dos grupos. El primer grupo, con plantas de porte alto (3.6 años) y el segundo con plantas de porte bajo (2.6 años), ambos sembrados a una densidad de 5000 plantas.ha-1. La distribución de los ángulos de las hojas y las ramas en el dosel se caracterizaron en los diferentes genotipos evaluados, así mismo los coeficientes de extinción teóricos de la radiación solar directa y difusa fueron estimados. En los genotipos de porte alto predominaron las distribuciones foliares plagiófila y esférica, mientras que en los de porte bajo fue la planófila. El parámetro x representa a la distribución elipsoidal de los ángulos foliares, este valor varió entre 0.09 y 2.21 para los genotipos de porte alto (verticales y esféricos) y entre 1.90 y 3.98 para los de porte bajo (horizontales). Los coeficientes de extinción teóricos para la radiación directa derivados del parámetro x variaron entre 0.63 a 0.83 para el grupo de porte alto, mientras que en el porte bajo mostraron valores entre 0.84 a 0.93. Para la radiación difusa, los coeficientes presentaron la misma tendencia, pero con valores menores. En cuanto al ángulo de inclinación de las ramas, se caracterizó por ser predominantemente planófilo.

Palabras clave: Coffea arabica L., distribución de los ángulos foliares, ángulo de inclinación de las ramas, radiación solar directa y difusa.



Abstract

The canopy structure has a marked effect on the interception of the solar radiation and the plant photosynthesis, in addition to other processes that in their group, are the result of the plant–environment interaction. The present research was carried out at the Central Station Naranjal of CENICAFÉ (National Coffee Research Center – Chinchiná, Caldas, Colombia) in 25 genotypes of Coffea arabica L. which were divided in two groups. The first one with tall aspect plants (3.6 years old) and the second one, with short plant aspect (2.6 years old) both planted in a density of 5000 plants.ha-1. The leaf and branches angles distribution in the canopy were characterized in the different assessed genotypes, also the theoretical extinction coefficients for direct and diffuse solar radiation were estimated. In genotypes of high aspect, the plagiophile and spherical leaf distribution predominated, as in the ones of short aspect the planophile did. The parameter x, represents the ellipsoidal distribution of the leaf angles, which varied between 0.09 and 2.21 for genotypes of high aspect (vertical and spherical) and between 1.90 and 3.98 for the ones of short aspect (horizontal). The theoretical coefficients of extinction for the direct radiation derived of the parameter x varied between 0.63 to 0.83 for the group of high aspect, and the short one, showed values between 0.84 to 0.93, for the diffuse radiation the coefficients showed the same trend but with minor values. As regards the inclination angles of the branches was characterized for being planophile predominant.

Keywords: Coffea arabica L., leaf angles distribution, branch inclination angles, direct and diffuse solar radiation.



Introducción

La descripción estructural del dosel es esencial para comprender los procesos de la planta asociados con la radiación solar, dada la profunda influencia en los cambios de masa y energía que ésta interacción causa. Así mismo, esta interacción puede ser el reflejo de procesos evolutivos como la adaptación a factores físicos, químicos o biológicos, al mostrar la actividad vital del organismo o peculiaridades en su crecimiento y desarrollo (Norman & Campbell, 1989). La estructural del dosel es un punto base para la simulación de procesos como la fotosíntesis, porque al relacionarse con la radiación, proporciona una herramienta útil para la predicción del crecimiento de los cultivos (Clayton et al. 1993; Johnson & Lakso, 1991).

La estructura del dosel se puede definir por el tamaño, forma, orientación y distribución posicional de varios órganos vegetales superficiales (hojas, tallos, ramas, flores y frutos). La forma directa de obtener los datos de la estructura del dosel es midiendo el área, los ángulos o posiciones de los órganos (Norman & Campbell, 1989). Sin embargo, la edad de la planta y por ende su tamaño, afectan las características estructurales de las hojas, tallos y los niveles del dosel (Niinemets, 2010), haciendo que las descripciones cuantitativas de las características geométricas del dosel sean difíciles, dada su variabilidad espacial y temporal (Norman & Campbell, 1989). También existen métodos indirectos que mediante un proceso matemático de inversión permiten estimar la estructura del dosel con base en la teoría de transferencia de la radiación (Norman & Campbell, 1989).

La orientación de la hoja está dada por la dirección de sus ángulos de inclinación y de los ángulos de azimutales. Este parámetro es importante por dos razones: primero, la irradiancia sobre la hoja depende del ángulo entre la normal de la hoja —dirección del rayo directo—, y segundo este ángulo determina el área proyectada por los elementos del follaje en un plano horizontal (capacidad interceptación de la radiación) (Sinoquet & Andrieu, 1993; Jaramillo et al. 2006). En la mayoría de doseles, la distribución de las hojas se aproximan a una simetría azimutal, por lo tanto, sus posiciones pueden caracterizarse mediante la distribución de las frecuencias acumuladas de los ángulos foliares (Goudriaan, 1988; Goudriaan & Monteith, 1990).

Las cuatro distribuciones estandarizadas que describen las tendencias en la orientación del follaje son: planófila, erectófila, plagiófila y extremófila. Otras dos distribuciones que comúnmente se usan son: la distribución uniforme (sin un ángulo de inclinación predominante) y la esférica (los elementos del área están inclinados todos como una esfera) (Sinoquet & Andrieu, 1993). La distribución esférica es una distribución erectófila, que supone la igualdad entre la frecuencia relativa de las inclinaciones foliares con la frecuencia relativa de los elementos de la superficie de una esfera. Cuando no se cuenta con información suficiente sobre la distribución de un dosel, puede asumirse que su distribución es esférica (Goudriaan, 1988). De las distribuciones con función elipsoidal puede derivarse teóricamente el coeficiente de extinción (K), el cual representa al área de la sombra emitida sobre una superficie horizontal por el dosel y dividida por el área de las hojas del dosel (Campbell, 1989).

Para C. arabica, se describen dos tipos de arquitectura (planófila y erectófila) según el ángulo de inclinación de las ramas en relación al tallo principal. El tipo planófila se observa en la variedad Caturra de C. arabica (Castillo et al. 1996) y en 24 progenies F5 de Caturra x Híbrido de Timor candidatas a ser componentes de la variedad Castillo® (Alvarado & Ochoa, 2006).

El objetivo de la presente investigación fue el de caracterizar el dosel de 25 genotipos de C. arabica L. de la Colección Colombiana de Café, mediante tres métodos de distribución de los ángulos foliares y evaluar los coeficientes de extinción teóricos para la radiación solar directa y difusa.

Materiales y métodos

El estudio se llevó a cabo en la Estación Central Naranjal de Cenicafé, ubicada en el municipio de Chinchiná, departamento de Caldas – Colombia, en las coordenadas 04�58' N y 75�39' O, con una altitud de 1,381 m.s.n.m, precipitación promedio anual de 2,795 mm, temperatura media anual de 20.9 °C y humedad relativa de 76.9%. Las evaluaciones se realizaron sobre 25 genotipos de Coffea arabica L., de la Colección Colombiana de Café. Éstos se dividieron en dos grupos: el primero de porte alto (GRUPO 1) conformado por accesiones Etíopes (E039, E054, E057, E069, E070, E114, E286, E291, E318, E338, E428, E464, E501, E510, E546 y E554) y por variedades cultivadas (Maragogipe, Tabi y Típica) con una edad de 3.6 años; y el segundo (GRUPO 2) conformado por líneas componentes de la variedad Castillo® (CU1815, CU1990, CX2197, CX2720 y CX2848) con 2.6 años de edad, ambos sembrados a una densidad de 5000 plantas.ha-1 (2 m entre surcos * 1 m entre plantas). Cada grupo de genotipos se distribuyó en campo bajo un diseño de bloques completos al azar con tres repeticiones, un árbol representativo por parcela se consideró como la unidad experimental.

Para medir los ángulos foliares se utilizó un compás–transportador similar al descrito por Norman & Campbell (1989), este dispositivo marca el grado de inclinación de la hoja al medir el ángulo formado entre una línea perpendicular y la superficie en el centro de la hoja. El ángulo de inserción de las ramas se midió con el mismo principio e instrumento. Estas mediciones se realizaron en la cuarta parte de las ramas presentes en un árbol, y a 10 de las hojas presentes en cada una de las ramas. Por cada genotipo, se realizó un análisis de frecuencia sobre el número de hojas en cada ángulo, determinando así su correspondiente distribución de ángulo foliar. De forma similar, los ángulos de inserción de ramas también serían clasificados (Tabla 1); el ángulo de ramas se obtuvo por el promedio de las mediciones. Adicionalmente se relacionó la frecuencia acumulada en cada ángulo foliar con las distribuciones teóricas propuestas por Goudriaan (1988) (Tabla 2).
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Con la información por genotipo de los ángulos foliares, también se estimó el parámetro de distribución elipsoidal de los ángulos foliares (x o ELADP); como el número de hojas horizontales (> a 45°) dividido por el número de hojas verticales (< a 45°) multiplicado por p/2 (ecuación 1) (Campbell & Norman, 1988). Los valores de x están entre el rango de 0.1 (distribución vertical) a 10 (distribución vertical) y son una forma de caracterizar la tendencia horizontal o vertical de hojas en el dosel, la distribución esférica tiene un valor de 1.0 (Campbell & Norman, 1988; Wang & Jarvis, 1988). El ángulo medio de la hoja () por genotipo se derivó con base en x, mediante las ecuaciones 2 y 3 propuestas por Wang & Jarvis (1988). Para la distribución esférica (x=1.0) el ángulo medio de la hoja es 57.4°.
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En donde: Nh es el número de hojas horizontales; Nv es el número de hojas verticales.
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En donde: , es el ángulo medio de la hoja; x, es el parámetro de distribución elipsoidal de los ángulos foliares.

Los coeficientes de extinción (Ki.) teóricos por genotipo, se determinaron usando la metodología propuesta por Campbell (1989), la cual lo deriva del parámetro x y del ángulo cenital mediante la ecuación 4, que asume a todos los elementos del dosel completamente oscuros y aleatoriamente distribuidos. Al variar el ángulo cenital (0 a 90°) en la ecuación 4 y promediar los valores Ki., se obtiene el coeficiente de extinción para la radiación directa (Kdir) (Castillo et al. 1996). El coeficiente de extinción para la radiación difusa extinción (Kdif) se calculó con la ecuación 5. En el presente trabajo, análisis, cálculos y gráficas, se realizaron con el software Microsoft Office Professional 2010 ™.
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En donde: x es el parámetro de distribución elipsoidal de los ángulos foliares; θ es el ángulo cenital de un rayo directo.




En donde: α es el coeficiente de dispersión que para la mayoría de las hojas es 0.20.

Resultados y discusión

En la Tabla 3, se aprecia la clasificación de los 25 genotipos de C. arabica según tres conceptos de distribución foliar. La mayoría de los genotipos presentan una distribución plagiófila, con la excepción de E054, E069, E546 y Maragogipe de distribución erectófila (Tabla 3). Mejía et al. (2013), encontraron que 11 (BA–36, Blue Mountain, Caturra, CU–1812, Dilla Alghe, E–87, Harrar R2, KF–03, Mundo Novo, SL–28 y Típica Rojo) de los 19 genotipos evaluados en su estudio fueron clasificados como plantas plagiófilas, al presentar un alto número de hojas con ángulos entre los 31 y 60°. Alvarado & Ochoa (2006), clasificaron 24 progenies de la variedad Castillo® con tres y cuatro años de edad como plantas planófilas, al tener ángulos foliares con valores medios entre 33° y 34°, dentro de estas progenies se encontraban CU1815 y CX2720, genotipos de este estudio, a diferencia del autor citado fueron plagiófilos (Tabla 3). En este sentido, es posible que respuesta se haya obtenido por la menor edad de los árboles de los 25 genotipos evaluados (2.6 años). Según Niinemets (2010) la edad de la planta y su tamaño afectan las características estructurales de la hoja, el tallo y los niveles del dosel.

En la distribución esférica los elementos del área están inclinados como los de una esfera (sin una predominante dirección normal de la hoja), lo cual es deseable porque la sombra emitida por una esfera en un plano perpendicular a la dirección de un rayo no depende de su dirección, haciendo que los cálculos de interceptación sean simples (Sinoquet & Andrieu, 1993). Este modelo de distribución de la inclinación foliar es el punto de referencia para el método de Goudriaan (1988), mediante el cual se compararon las frecuencias acumuladas medidas en los genotipos de café evaluados respecto a los valores teóricos de la Tabla 2, como resultado de este procedimiento, CU1815, CX2197, CX2720 y CX2848 se clasificaron como doseles planófilos, E054 y Maragogipe como erectófilos y el resto de los genotipos como esféricos (Tabla 3). Castillo et al. (1996), observó que C. arabica var. Colombia presentó una distribución planófila usando la clasificación de Goudriaan (1988). Doseles con hojas predominantemente horizontales (planófilos) podrían limitar la fotosíntesis en los estratos inferiores de muchas plantas, al interceptar la mayor parte de la radiación en los estratos superiores, lo cual atenúa el régimen de irradiancia y con ello la temperatura al interior de la planta (Castillo et al. 1997). No obstante, esta característica podría estar asociada con la adaptación de la planta cuando se expone directamente a la radiación solar (Castillo et al. 1996) como mecanismo de protección.




Para una hoja de café, la irradiancia saturante es relativamente baja, con valores entre los 300 a 700 µmol fotones m-2 s-1 (Fahl et al. 1994). Al interior del dosel de árboles adultos de café, muchas hojas están parcial o completamente sombreadas, interceptando tan solo el 1.5% de la radiación solar total, lo cual sugiere que la fotosíntesis del dosel, podría saturarse cuando la irradiancia es mayor a los 600–700 µmol fotones m-2 s-1 (DaMatta et al. 2007). Ésta podría ser una adaptación en los doseles planófilos para evitar saturarse con irradiancias relativamente altas, como las presentes cuando el cultivo se siembra a libre exposición. En contraste, los doseles erectófilos permiten una mayor penetración de la irradiancia de forma más uniforme. Un dosel erectófilo solo es más ventajoso que uno planófilo si tiene altos índices de área foliar (IAF), porque en un dosel con distribución erectófila y bajo IAF, la irradiancia podría no ser interceptada con eficiencia por los niveles del dosel y llegar en mayores proporciones al suelo.

El parámetro x representa a la distribución elipsoidal de los ángulos foliares, la cual es la tasa entre los ejes verticales y los ejes horizontales asumiendo una distribución elipsoidal (Sinoquet & Andrieu, 1993). En particular la distribución esférica es una distribución elipsoidal con un x=1 (Campbell & Norman, 1988). En el presente trabajo los genotipos Bourbon, E039, E057, E070, E114, E286, E291, E318, E338, E464, E501, E510, E546, E554, Tabi y Típica con un parámetro x entre 0.58 y 1.14 se clasificaron como esféricos; E054 (x=0.32), E069 (x=0.51) y Maragogipe (x=0.09) como verticales, finalmente E428, CU1815, CU1990, CX2197, CX2720 y CX2848 como horizontales con valores de x mayores a 1.90 (Tabla 3). Solo para los genotipos E069, E428 y CU1990 la clasificación realizada con el criterio de Goudriaan (1988), no fue concordante con la realizada mediante el parámetro x, en relación a la tendencia de los ángulos (Tabla 3).

Niinemets (2010), presenta evidencia experimental en muchas especies vegetales que demuestra cómo las distribuciones de tipo planófila están más asociadas a doseles de porte bajo. En este contexto, todos los genotipos del grupo 2 tienen un porte bajo y fueron clasificados como horizontales bajo los criterios de la distribución elipsoidal (Tabla 3). Contrario a estas observaciones, los ángulos de inclinación pueden ser relativamente insensibles y esencialmente esféricos a lo largo del dosel en algunas coníferas intolerantes a la sombra, lo cual muestra la plasticidad en el manejo de la luz entre especies (Niinemets et al. 2002; Niinemets, 2010).

En la Tabla 3, se aprecia que los Kdir teóricos para los genotipos caracterizados como esféricos y horizontales según los criterios de Campbell & Norman (1988), tienen valores entre 0.69 a 0.92 y de Kdif entre 0.55 a 0.74. En contraste, los genotipos verticales presentaron menores valores de Kdir (entre 0.63 a 0.66) y de Kdif (entre 0.50 a 0.53) (Tabla 3). La tasa de absorción de energía debida al follaje o K, tiende a ser mayor en especies de hoja ancha y con ángulos foliares relativamente horizontales (K entre 0.6 y 0.9) y a presentar menores valores en especies de hojas pequeñas y con ángulos foliares erectos (K entre 0.3 y 0.5) (Jaramillo, 2005). Castillo et al. (1996) al calcular el Kdir y el Kdif para C. arabica var. Colombia (planófila), se obtuvieron valores de 0.931 y 0.833, respectivamente. Estos valores son cercanos a los reportados para el Grupo 2, de distribución planófila (CU1815, CX2197, CX2720 y CX2848) según la calificación de Goudriaan (1988).

En la Tabla 4, se observa que solo el genotipo E017 fue erectófilo, mientras que para el resto de genotipos evaluados fue planófilo. El ángulo de inserción de las ramas influencia la arquitectura del dosel, el traslape entre ramas y hojas vecinas y la distribución de la radiación al interior del mismo (Alvarado & Ochoa, 2006). De acuerdo con Arcila (2007), plantas con una arquitectura planófila son aparentemente más productivas que las erectófilas. Las futuras investigaciones deben enfocarse en comparar la producción de café cereza procedente diversos genotipos con estas arquitecturas, en el presente trabajo con solo un genotipo erectófilo, la información es insuficiente para hacer mayores inferencias en cuanto a la asociación de esta característica con la producción.


[bookmark: t4]


Conclusiones


	De los 25 genotipos evaluados en la presente investigación, los de porte alto presentaron en su mayoría una distribución de los ángulos foliares del tipo plagiófila fueron del tipo esférica (Goudriaan, 1988; Campbell & Norman, 1989). E054 y Maragogipe, presentaron una distribución foliar del tipo erectófila en dos de los métodos evaluados. En el caso de los genotipos de porte bajo la distribución predomínate fue la planófila, según la clasificación de Goudriaan (1988). El parámetro x varió entre 0.09 y 2.21 para los genotipos de porte alto (verticales y esféricos) y entre 1.90 y 3.98 para los de porte bajo (horizontales). Los Kdir teóricos derivados del parámetro x por la ecuación de Campbell (1989), oscilaron entre 0.63 a 0.83 para el grupo de porte alto, mientras que en el porte bajo mostraron valores entre 0.84 a 0.93. En cuanto al ángulo de inclinación de las ramas se caracterizó por ser predominantemente planófilo, tanto en los genotipos de porte alto como en los de porte bajo, siendo el genotipo E070 con una inclinación erectófila la única excepción.
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Resumen

Una posibilidad concreta para cultivar especies de origen tropical en el subtrópico es compensar el problema de las bajas temperaturas con la utilización de coberturas plásticas, las cuales modifican el ambiente y las respuestas del cultivo. El objetivo del presente trabajo es evaluar morfoanatómicamente las hojas "D" de plantas de piña que crecen en diferentes condiciones de cultivo, vinculando aspectos de diferenciación en sus características morfológicas, anatómicas y ecofisiológicas en relación a las estaciones del año. Se evaluó durante las cuatro estaciones del año y en dos sistemas de cultivo, el área foliar, peso fresco y seco, espesor de lámina, capacidad de retención de agua, cantidad de espinas y el contenido de clorofila. En adición a lo anterior, se realizaron cortes histológicos para comparar las características morfoanatómicas. Se comprueba que las condiciones ambientales bajo cobertura aumentan el área foliar, peso seco y peso fresco de las hojas "D" durante y luego de las estaciones frías respecto de aquellas cultivadas a campo. Las hojas cultivadas bajo cobertura, presentan mayor densidad estomática, mayor cantidad de casquetes fibrosos pero menor espesor de lámina y menor espesor de parénquima acuífero y clorofiliano, respecto a aquellas que crecieron en condiciones de campo, indicando plasticidad fenotípica.

Palabras clave: Anatomía foliar, cortes histológicos, condiciones ambientales, invernadero, plasticidad fenotípica.



Abstract

A feasible possibility to cultivate tropical species in the subtropics is compensate the limitations of the low temperatures using plastic covers that modify the environment and the consequent crop response. The aim of this research was to evaluate in morphoanatomical terms, the "D" leaves of pineapple plants growing under different cropping conditions, linking some differentiations in their morphological, anatomical and ecophysiological characteristics in relation to the year seasons. Leaf area, fresh and dry weight, sheet thickness, water holding capacity, number of spines, chlorophyll content were measured and histological sections for morphoanatomical observations were carried out. In the present research, it was found that the environmental conditions under coverage, increased leaf area, dry weight and fresh weight of "D" leaves pineapple during and after the cold seasons, respect to those cropped under field conditions. Pineapple Leaves growing under greenhouse conditions, increased stomatal frequency, performed more fiber beans but thinner aquifers and chlorenchyma than those grown in field conditions, indicating phenotypic plasticity.

Keywords: Environmental conditions, foliar anatomy, greenhouse, histological cutting, phenotypic plasticity.



Introducción

Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus, conocida comúnmente como ananá o piña; es una planta herbácea Liliopsida perenne tropical, de la familia de las Bromeliáceas. Desde el punto de vista económico, es la especie más importante de esta familia, por lo que se la cultiva en muchos países tropicales y subtropicales (Botella & Smith, 2008). Su fruto o infrutescencia, es consumido tanto en fresco como en forma de conservas.

El cultivo comercial de la piña, se realiza con gran eficiencia en los países de climas tropicales y subtropicales, debido a su condición de no tolerancia a las heladas, se convierte en el principal limitante de su propagación en el territorio Argentino.

El clima afecta la productividad y la calidad de la fruta de piña, por ello el desarrollo óptimo del cultivo, se presenta en aquellas zonas con temperaturas medias entre 18 a 45°C, siendo el óptimo entre 21–27°C. El crecimiento de la piña se retrasa, incluso se detiene (especialmente en algunos cultivares más susceptibles), entre los 10 y 16°C (Carvalho et al. 2005).

Derwiduee & González (2010), desarrollaron un estudio de la anatomía foliar de 31 Bromeliáceas nativas del NEA Argentino y Paraguayo, donde además se incluyó la anatomía de Ananas bracteatus (Lindl.) Schult., pero no de la piña comercial Ananas comosus, y menos aún, bajo diferentes condiciones de cultivo.

Una posibilidad concreta para contrarrestar el problema de las bajas temperaturas, es producir piña bajo coberturas plásticas. Éstas modifican el ambiente del cultivo, es decir; las condiciones climáticas que suceden bajo la cobertura, se alteran por la presencia misma del plástico y estas modificaciones se traducen en un comportamiento diferencial del cultivo de la piña, afectando el crecimiento, desarrollo y características morfológicas de las plantas.

Entre los tipo de hojas en las que se clasifica la piña, la hoja "D", es la más joven entre las hojas adultas y la que fisiológicamente, se encuentra más activa. Adicionalmente, se utiliza para evaluar el crecimiento y el estado nutricional de la planta. No obstante, es ampliamente difundido el efecto que tiene el ambiente en las características morfológicas de las plantas, generando inclusive modificaciones fisiológicas, situación que ocurre en las Bromeliáceas. Más aún, la planta de piña presenta alta plasticidad morfológica y fisiológica, actuando facultativamente como C3 o CAM frente a variaciones en las condiciones ambientales (Aragón et al. 2012), lo cual incide directamente en el crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas de piña.

El concepto conocido como plasticidad fenotípica, comprende los cambios expresados en el fenotipo por un genotipo en diferentes condiciones ambientales (Gratani, 2014). Estudios realizados en Bromeliáceas han demostrado que en términos generales, estas especies presentan cierta variabilidad cuando crecen en ambientes de condiciones contrastantes (Batagin et al. 2009; Cavallero et al. 2011).

El objetivo del presente estudio fue evaluar morfoanatómicamente las hojas "D" de las plantas de piña, creciendo en diferentes condiciones de cultivo y vinculando aspectos de diferenciación en sus características morfológicas, anatómicas y ecofisiológicas en relación a las estaciones del año.

Materiales y métodos

El material vegetal con el que se llevó a cabo las evaluaciones, fueron plantas de piña (Ananas comosus) del cv. Cayena lisa, implantadas en el mes de Septiembre de 2011, en el Campus de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE), (Latitud Sur: 27° 28' 27'', Longitud Oeste: 58° 47' 00''; 56 m.s.n.m.) Provincia de Corrientes, Argentina. El suelo del sitio experimental, ha sido clasificado como "Udipsament árgico mixto hipertérmico" (Arenosol). El relieve es suavemente ondulado con pendientes de 1 a 1,5%. El clima se caracteriza por presentar precipitaciones promedio de 1300 mm anuales, y una temperatura media anual de 21,6°C; con un período libre de heladas de 340 a 360 días. El régimen térmico, se caracteriza por presentar una temperatura media del mes más frío (julio) varía entre 13°C y 16°C y la media del mes más cálido (enero), entre 26° y 27°C. En la Tabla 1, se presentan las temperaturas y humedades relativas máximas y mínimas medias mensuales registradas en los lotes experimentales.




Se evaluaron dos lotes experimentales, uno bajo condiciones de campo y otro bajo cobertura plástica (invernadero), ambos lotes establecidos con sistema de riego por goteo. En cada lote experimental, las parcelas constaron de dos camas de siembra (a una distancia de siembra a 1.20m de centro a centro de las camas, de 15m de largo y con cuatro hileras de piña, cada una implantada a tres bolillos y espaciadas a 0.30m entre plantas). El invernadero utilizado fue tipo multicapilla de techo curvo con paredes laterales de 3m y una altura total de 4.5m, longitud de 25m y 8m de ancho y cobertura plástica de 100µ. La ventilación fue natural abriendo la misma cuando la temperatura del aire fue mayor que 23°C para mantener una temperatura mínima por encima de 0°C. En el campo, temperaturas mínimas fueron menores que en el invernadero, con temperaturas mínimas absolutas de –2°C en junio, mientras que en el invernadero las temperaturas mínimas absolutas fueron siempre superiores a 2,5°C.

El diseño experimental establecido, fue diseño de bloques completamente al azar con 16 repeticiones en 4 momentos de muestreo; coincidentes con cada estación del año (verano, otoño, invierno y primavera) siendo la unidad de análisis, la planta de piña. En cada uno de los muestreos, se tomaron 16 hojas (una por planta), muestreando la hoja adulta totalmente desplegada más larga de la planta (hoja "D") y se evaluaron las siguientes características exomorfológicas:

Área foliar (AF)

Se evaluó el área foliar de cada hoja muestreada, utilizando medidor de área foliar Li–Cor 3000 A, con 1mm2 de resolución.

Biomasa

Se determinó el peso fresco (PF) y seco (PS) de las hojas en gramos, posteriormente, fueron secadas en estufa a 70°C hasta peso constante.

Cantidad de espinas

Se contaron la totalidad de las espinas por hoja y se las expresó como espinas cm-1 lineal de lámina foliar.

Espesor de lámina

Con calibre digital, se midieron en mm, los espesores en la porción media de las hojas.

Contenido relativo de agua (CRA)

Se tomaron porciones de 2cm2 de la parte media de las hojas "D". Se determinó el peso fresco (PF) y posteriormente, las porciones de hojas fueron sumergidas en agua durante ocho horas, para obtener peso turgente (PT). Se secaron a 70°C hasta peso constante para determinar el peso seco (PS). Los resultados se expresan en porcentajes (%). CRA (%) = (PF – PS)/ (PT – PS) x 100.

Contenido relativo de clorofila

Cada 20 días, se tomaron medidas en las hojas de 16 plantas por cada sistema de cultivo establecido y posteriormente, se realizaron 3 mediciones por hoja con medidor MCL502 Minolta SPAD 502® plus modelo estándar.

Análisis morfoanatómico

Se evaluaron las hojas "D" del material en estado vegetativo (mes de noviembre) de ambos sistemas de cultivo. La porción media de la lámina foliar, fue fijada en FAA (Alcohol 70°, Formol y Ac. Acético, 90:5:5), se realizaron cortes transversales a mano libre, de 15–25µm de espesor, los que fueron coloreados con safranina y Astra blue. En los transcortes, se midió el espesor de la lámina y del parénquima clorofiliano y acuífero. Adicionalmente, se determinó el área ocupada por casquetes esclerenquimáticos. Las mediciones se efectuaron en cinco hojas provenientes de cada sistema de cultivo.

Se realizó el recuento de estomas de la epidermis abaxial. Para ello, el material fue sometido a un proceso de maceración controlada, hirviéndose en ácido nítrico al 40% durante 3 minutos.

El mesófilo y los tricomas, fueron removidos con ayuda de lavado con hipoclorito de sodio al 50% y se coloreó con safranina diluida. La densidad estomática se calculó en 10 campos de 1.3mm2 por hoja con aumento de 10x; el cálculo se realizó a partir de tres hojas de tres distintos lotes y de ambos sistemas de cultivo.

El análisis histológico se realizó con microscopios óptico y estereoscópico, ambos provistos de sistema digital de fotografía. Para realizar los recuentos estomáticos y mediciones se utilizó el programa ImageJ®.

Análisis estadístico

Las variables AF, PF, PS, cantidad de espinas, espesor medio de lámina foliar y CRA, se analizaron considerando un modelo mixto de medidas repetidas en el tiempo (Verbeke & Molenberghs, 2009), en arreglo factorial de dos factores: Sistema de cultivo con 2 niveles (condiciones de campo e invernadero) y Momento de muestreo con 4 niveles (verano, otoño, invierno y primavera). Los componentes aleatorios del modelo planteado fueron el momento del muestreo y la planta. Para el cumplimiento de los supuestos del análisis de la varianza, fue necesario la transformación logarítmica de las variables AF y PS y la transformación raíz cuadrada en la variable, cantidad de espinas. Los modelos fueron seleccionados teniendo en cuenta los criterios AIC y BIC. Para el análisis de las variables morfo anatómicas se comprobaron los supuestos de normalidad y se realizaron análisis de la varianza y prueba de Tukey (p>0,05). Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software InfoStat® (Di Rienzo et al. 2012).

Resultados y discusión

Los modelos seleccionados tuvieron diferencias en la estructura de correlación y/o de varianzas y covarianzas. En las variables AF, PS y espinas, la estructura de correlación fue autorregresiva de orden I con varianza residual diferente, aunque respecto a las espinas, se presentó de manera homogénea. Para las variables Elm, PF, CRA la estructura de correlación fue de simetría compuesta con varianza residual homogénea aunque en CRA fue diferente. A partir de estos modelos se presentan los resultados y las significancias de cada uno de los factores para cada variable.

Área Foliar

En la Tabla 2, se presenta el área foliar de las hojas "D" de ambos sistemas de cultivo de piña establecidos, donde se encontraron valores que van desde 79.59 a 153.71cm2 a medida que avanzaron las estaciones del año. Al inicio de las determinaciones, período de verano (90 días después de implantada la piña), las hojas de las plantas de piña cultivadas a condiciones de campo, presentaron un AF de 61.04cm2 con diferencias significativas de aquellas que se cultivaron bajo cobertura, las cuales tuvieron un 13.5% más de AF. Esta diferencia no se manifestó 3 meses después, en el otoño, cuando el AF de las plantas cultivadas en ambos sistemas de cultivo rondó los 80 cm2. La igualdad observada en este periodo pudo deberse a que las plantas que crecieron bajo cobertura estuvieron sometidas a condiciones de altas temperaturas durante el verano lo que pudo haber generado un nivel de estrés que detuvo su crecimiento. Lo contrario, se manifestó durante las estaciones de invierno y primavera, debido a que en ambos periodos, el AF de las hojas que crecieron bajo cobertura plástica, fueron superiores a las que crecieron en condiciones de campo, llegando en la estación de primavera a una diferencia de un 49.46% en relación al AF en el sistema establecido en invernadero. El aumento de AF promedio durante las cuatro estaciones anuales, fue de 68.5%, mientras que las provenientes del sistema de invernadero, aumentaron en 121.6% en promedio; este comportamiento estaría asociado con las condiciones ambientales que se sucedieron bajo cobertura plástica, permitiendo la continuidad del crecimiento de las plantas de piña aún en los meses más fríos, debido a que la mayor parte del tiempo, superan la temperatura base del cultivo (Carvalho et al. 2005).




Peso Fresco (PF) y Peso Seco (PS)

Durante el ciclo evaluado, el comportamiento de PF y PS de las hojas "D" de piña, fue similar en ambos sistemas de cultivo establecidos (Tabla 2). Tanto el PF como el PS de las hojas "D", que crecieron en el sistema de invernadero, fueron menores respecto a aquellas que crecieron en condiciones de campo en la medición realizada en la estación de verano, indicando que las condiciones para acumulación de materia seca (MS) fueron más favorables a campo en los primeros meses de cultivo. En las estaciones frías (otoño e invierno) no se observaron diferencias en el PF de las hojas entre sistemas de cultivo, sin embargo la diferencia se presentó en la acumulación de materia seca ya que el PS de las hojas del invernadero fue un 12.67% y 16.59% más elevado en el invernadero que en el campo en otoño e invierno respectivamente. Llegando a una diferencia de un 57.48% más de acumulación de MS en las hojas de plantas que crecieron bajo cobertura plástica luego de 12 meses de cultivo (primavera).

La piña detiene su crecimiento por debajo de los 15.8°C, considerada como temperatura base del cultivo por Carvalho et al. (2005). En los lotes experimentales de campo en los meses de julio y agosto se registraron temperaturas mínimas medias mensuales de 6.05°C y 8.57°C respectivamente, con mínimas absolutas de hasta –2°C en el mes de junio. Esta incidencia de temperaturas fue diferente para aquellas plantas que crecieron bajo cobertura ya que en este sistema las mínimas medias mensuales fueron de 8.16°C y 12.87°C en los meses de julio y agosto respectivamente, registrándose una mínima absoluta de 0.9°C en junio. Es probable que las diferencias de temperaturas expliquen en parte el aumento en el PS del cultivo de invernadero y el estacionamiento del mismo en condiciones de campo.

Cantidad de espinas

La variedad Cayena Lisa, deriva su nombre de la característica de los márgenes de sus hojas que son "lisas" sin espinas. Sin embargo, la misma se caracteriza por presentar espinas en los extremos distales de la mayoría de las hojas y espinas ocasionales en varios puntos a lo largo de los márgenes de algunas de ellas. La separación en la presencia de espinas, esta atribuida al cese y reanudación del crecimiento de las hojas. Cuando ocurre un período con alguna situación de estrés, se produce un cese en el crecimiento de la hoja que al reanudarse viene acompañado de la formación de espinas. Esto explica los grupos dispersos de uno o más espinas a diversos intervalos a lo largo de los márgenes de las hojas totalmente desarrollada. La cantidad de espinas, expresadas número de espinas por cm de hoja, en las hojas de las plantas que crecieron en el invernadero fue mayor en otoño e invierno que en las estaciones de verano y primavera para ambos sistemas de cultivo (Tabla 2). El comportamiento de esta variable a campo, solo presentó diferencias en el invierno respecto a los demás períodos del año, encontrándose en el invierno los valores más elevados superiores a 1.7 espinas. cm-1. Sin embargo, en condiciones de invernadero el comportamiento en los ciclos de otoño e invierno respecto al verano difiere sustancialmente, ya que la cantidad de espinas llegan a septuplicarse en las temporadas de frio en relación al período cálido. La presencia de espinas en las hojas de ananá se asocia a la variedad y la exposición de la planta a situaciones de estrés. Por ello, se presume que este aumento en la cantidad de espinas en el invernadero estaría relacionado con las condiciones de estrés térmico a la que estuvieron expuestas las hojas durante el periodo de verano.

Espesor de lámina en la porción media de la hoja

En ambos sistemas de cultivo los mayores espesores de lámina foliar, se reflejaron en los períodos de verano y primavera con diferencias significativas claras en ambos momentos a favor del sistema de cultivo a campo (Tabla 2). Los valores más bajos se encontraron en los meses de otoño e invierno, siendo significativo el menor espesor en las hojas de las plantas que crecieron en invernadero en el periodo de otoño, las cuales apenas superaron los 0.80mm de espesor de lámina.

Contenido relativo de agua

Prácticamente no se detectaron diferencias significativas asociadas al sistema de cultivo, las mismas solo se encontraron en primavera a favor del sistema del cultivo a campo (Tabla 2). Este parámetro manifestó un aumento durante los periodos de otoño e invierno y una disminución en la primavera y verano en ambos sistemas de cultivo. Este comportamiento se debe a que en las estaciones más cálidas disminuye el CRA de las hojas debido a un mayor requerimiento por parte del cultivo.

Contenido relativo de clorofila

Estudios previos establecen la correlación positiva entre el índice SPAD y el contenido foliar de N ratificando el uso del clorofilómetro como forma para analizar el estado nutricional de N en hojas de piña (Leonardo et al. 2013). El comportamiento del contenido relativo de clorofila en las hojas "D" de las plantas fue similar en ambos sistemas de cultivo (Figura 1). Sin embargo, aquellas que fueron cultivadas en el invernadero presentaron un 36%, 49%, 13% y 52% más de unidades SPAD, promedio en primavera, verano, otoño e invierno respectivamente de aquellas que crecieron en condiciones de campo. La variación en el comportamiento de los niveles de clorofila es el esperable para esta especie, aumento a fines de verano y otoño y disminución en los meses más fríos, coincidente con lo citado por Rebolledo et al. (2002). Estos autores establecen que los niveles de clorofila para la variedad en estudio rondan las 60 unidades SPAD, valores que fueron alcanzados en ambos sistemas de cultivo únicamente en el otoño.
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Estructura anatómica

En la Figura 2, las hojas "D" de piña, poseen contorno curvado, la cara adaxial es de superficie lisa y la cara abaxial posee crestas. Ambas superficies están cubiertas por escamas peltadas, más abundantes en el envés. En transcorte, ambas epidermis son uniestratas, una hipodermis, formada por células de paredes fuertemente esclerificadas, se ubica por debajo de ambas epidermis. Los estomas están restringidos a la epidermis abaxial. El mesófilo es dorsiventral, con dos zonas claramente diferenciadas: hacia la cara adaxial presenta un área clara compuesta por parénquima acuífero y hacia la cara abaxial una zona formada por parénquima clorofiliano compacto. El parénquima acuífero es heterogéneo: posee células redondeadas y pequeñas en contacto con la hipodermis y alargadas hacia el interior del mesófilo. En la zona clorofiliana se distribuyen los haces vasculares, son colaterales, de dos tamaños que se ubican alternadamente; los haces grandes poseen casquetes fibrosos perifloemáticos y perixilemáticos, éstos últimos están ausentes en los haces pequeños. Alternando con los haces, ligeramente desplazados hacia el envés se presentan cámaras aeríferas, formadas por células estrelladas de brazos cortos. En el límite entre parénquima acuífero y clorofiliano se encuentran paquetes de fibras extraxilares, no asociados a los tejidos vasculares, están formados por fibras de paredes lignificadas y lúmen totalmente ocluído. Entre los haces vasculares y la epidermis abaxial puede existir una o dos hileras de estos mismos paquetes fibrosos, en general las hojas provenientes de campo presentaron dos filas de paquetes fibrosos, mientras que las provenientes del sistema de cultivo bajo cobertura solo presentaron una línea de paquetes fibrosos dispuestos aproximadamente al mismo nivel, aunque esta distribución no es constante. Esta disposición de los paquetes fibrosos coincide con lo encontrado por Pineda et al. (2012), en plantas que crecieron in vitro respecto a aquellas ex vitro, quienes sugieren que la reducción de las fibras extra y perivasculares, es explicado por las condiciones de cultivo: alta humedad ambiental y baja intensidad de luz a las que están sometidas las plantas de piña cultivadas in vitro.




La densidad estomática de las hojas de las plantas de piña establecidas en condiciones de campo e invernadero, fue de 96 y 117 estomas/mm2, respectivamente. Estudios previos en Ananas comosus expuestas al 100% de luz, mostraron una densidad de 33–45 estomas/mm2 y 41–47 estomas/mm2 en relación a las que crecieron con solo 50% de luz (Pacheco de Oliveira et al. 2008; Batagin et al. 2009). El mayor número de estomas por área foliar es una característica usual en hojas que crecen en un ambiente sombreado. Dentro del invernadero la radiación fotosintéticamente activa en el periodo estudiado fue un 40.2% promedio menor que fuera del mismo, lo cual explica la mayor densidad estomática encontrada en el sistema de cultivo bajo cobertura.

Los análisis morfo–anatómicos mostraron que el espesor de la lámina de las hojas que crecieron a campo presentaron diferencias respecto de aquellas cultivadas en invernadero, ya que las hojas de las plantas que crecieron bajo cobertura alcanzaron el 84.9% del grosor de aquellas provenientes del campo (Tabla 3). La diferencia también se presenta en la distribución del parénquima clorofiliano (PC, zona verde) y parénquima acuífero (PA, zona clara) ya que a campo la distribución fue de 43.46% de zona clara y 56.54% de zona fotosintetizadora, mientras que en los cortes histológicos de las hojas provenientes bajo invernadero un 63.12% es la zona compuesta por PC mientras que un 36.87% corresponde a PA. Relacionando la distribución de ambos tipos de parénquimas las hojas provenientes de campo presentan una relación PC/PA= 1.3 mientras que aquellas cultivadas en invernadero la misma asciende a 1.71. Esta relación indica una mayor proporción de tejido fotosintéticamente activo en el invernadero respecto a campo lo cual estaría asociado con la mayor acumulación de materia seca que se observó en este sistema de cultivo y a su vez la mayor proporción de PA en las hojas provenientes del campo estaría revelando condiciones climáticas más adversas en relación a la humedad relativa ambiente la cual se refleja en una mayor proporción de tejido de reserva de agua. Estos resultados coinciden con los citados por Benzing (2000), quien observó que las Bromeliáceas que son sometidas a estrés hídrico o que viven en ambientes de elevada luminosidad es frecuente un aumento en la suculencia y en el espesor de la lámina foliar.
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Las hojas de piña cultivadas en condiciones de campo, presentaron menor contenido de casquetes fibrosos (casquetes esclerenquimáticos) que aquellas cultivadas bajo cobertura plástica. Al analizar el área de corte transversal (expresada en mm2) ocupada por estos casquetes fibrosos, se encontró que las hojas "D" provenientes de campo, presentan un promedio de 0.012mm2 de casquetes fibrosos/mm2 de lámina foliar; mientras que en hojas de plantas de piña cultivadas bajo cobertura, la relación es de 0.014mm2. Estos resultados coinciden con lo citado por Pacheco de Oliveira et al. (2008), quienes compararon las características anatómicas y cantidad de fibras foliares de plantas de "curauá" (Ananas comosus var. erectifolius), sometidas a diferentes intensidades de radiación fotosintéticamente activa y comprobaron que la cantidad de paquetes fibrosos aumentaba cuando las condiciones de cultivos presentaban más sombrío. No obstante, difieren con lo reportado por Barboza et al. (2006), quienes realizaron un estudio anatómico comparativo en plantas de piña micropropagadas in vitro y sometidas a un adecuada aclimatación. Estos investigadores, no encontraron diferencias significativas en la estructura anatómica básica, solo pequeñas variaciones morfoanatómicas a nivel de densidad estomática y espesor de cutícula.

Conclusiones


	Las condiciones ambientales bajo cobertura, inducen el aumento del área foliar, peso seco y peso fresco de las hojas "D" de las plantas de piña. La capacidad de retención de agua y presencia de espinas, no están asociadas a las estaciones del año.

	Las hojas de piña cultivadas bajo cobertura plástica, presentan mayor densidad estomática y mayor cantidad de casquetes fibrosos, pero menor espesor de lámina foliar y menor espesor del parénquima acuífero y clorofiliano, respecto a aquellas que crecieron en condiciones de campo. La plasticidad fenotípica encontrada en hojas de piña que crecen en el sistema de invernadero, se asocia a la menor luminosidad y alta humedad relativa que se presenta en este ambiente de cultivo.
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Resumen

Se evaluaron familias de hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA) asociados a dos variedades de aguacate Persea americana Mill (hass y lorena), en 12 muestras de suelo rizosférico y raíces en Caldas, Colombia. Las esporas se obtuvieron por tamizado húmedo y centrifugación en gradiente de sacarosa, y montadas en los reactivos Polivinilactoglicerol y Melzer para determinar su morfología, y las raíces tratadas con hidróxido de potasio, ácido acético, azul de tripano y lactoglicerol, para establecer su colonización. El ADN fue extraído por DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen™) y amplificado por PCR utilizando iniciadores sobre los genes 18S y 28S del ADNr nuclear, visualizado y purificado en geles de agarosa, y secuenciado por Macrogen Advancing Through Genomics–Corea del Sur. Los resultados muestran presencia de 12 morfotipos pertenecientes a las familias Acaulosporaceae, Gigasporaceae, Diversisporaceae y Glomeraceae, y una colonización micorrízica superior al 90% en ambas variedades de aguacate. Se logró aislar ADN de nueve morfotipos y amplificar siete. El alineamiento de las secuencias de ADN se realizó en el programa ClustalW incluido en el programa Mega 6, junto con secuencias depositadas en el GenBank, utilizando el parámetro de distancia Kimura 2 (K2P), permitieron construir un árbol de similitud por el método Neighbor–Joining (NJ) agrupando las muestras determinadas por morfología en las familias correspondientes. Estos resultados permitieron estandarizar protocolos para familias de este grupo, donde su taxonomía es dificultosa y controversial, registrando familias citadas en la literatura como de elevada importancia para la protección e incorporación de nutrientes en la planta.

Palabras clave: Alineamiento de secuencias de ADN, genes ribosomales, morfotipos HMA, simbiosis, taxonomía.



Abstract

Families of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated to two varieties of avocado Persea americana Mill (hass and lorena), in 12 samples of rhizosphere soil and roots in Caldas, Colombia were evaluated. Spores were obtained by wet sieving and sucrose gradient centrifugation, and mounted on polyvinyl alcohol using glycerol and Melzer's reagents, to determine their morphology, and roots treated con potassium hydroxide, acetic acid, Trypan Blue and lactoglycerol, to establish colonization. The DNA was extracted by DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen™) and amplified by PCR using primers for genes 18S and 28S nuclear rDNA, visualized and purified on agarose gels and sequenced by Macrogen Advancing throughout Genomics–South Korea. The results show presence of 12 morphotypes belonging to the families Acaulosporaceae, Gigasporaceae, Diversisporaceae and Glomeraceae, and mycorrhizal colonization higher 90% in both varieties of avocado. It was possible to isolate DNA of nine morphotypes and amplify seven. Alignment of DNA sequences carried out in the ClustaW software included in the program Mega 6, together with sequences deposited in GenBank, using the distance parameter Kimura 2 (K2P), they allowed to build a tree of similarity for the method Neighbor–Joining (NJ) clustering the samples determined by morphology in the corresponding taxonomical families. These results allowed to standardize protocols for families in this group, where his taxonomy is difficult and controversial, registering families cited in the literature as highly important for the protection and incorporation of nutrients into the plant.

Keywords: AMF morphotypes, DNA sequence alignment, ribosomal genes, symbiosis, taxonomy.



Introducción

Colombia ocupa el quinto lugar a nivel mundial en producción de aguacate. Las estrategias para aumentar la producción de este cultivo contemplan programas de mejoramiento genético, así como la implementación de biofertilizantes que mejoran la disponibilidad de nutrientes, disminuyen los costos de producción, protegen el medio ambiente y mantienen la conservación del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad.

Dentro de los organismos empleados como biofertilizantes se encuentran los hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA). Un grupo de hongos simbiontes pertenecientes al Phylum Glomeromycota, los cuales realizan asociación con la mayoría de especies vegetales presentes, derivando su nombre de la formación de unas estructuras ramificadas denominadas arbúsculos, ubicados en el interior de la células corticales de las raíces de las plantas, donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes (Schüßler et al. 2001). Es la simbiosis fúngica más extendida en las plantas, con cerca de 240000 especies capaces de establecer este tipo de asociación con más de 6000 especies de hongos (Barea, 1998). La absorción y translocación de agua y nutrientes poco móviles como fosfato, amonio y micronutrientes, es una de las más sobresalientes adaptaciones de la raíz para desenvolverse adecuadamente en el ambiente edáfico, aumentando el área superficial efectiva de absorción.

Los HMA intervienen en el crecimiento y establecimiento exitoso de especies cultivables, ayudan en el control biológico de hongos patógenos y nematodos, inmovilizan metales pesados, proveen resistencia a diferentes condiciones de estrés y en conjunción con otros microorganismos edáficos contribuyen a la formación de agregados estables; necesarios para mantener la estructura y calidad del suelo, siendo útiles en la restauración de sitios degradados con un efecto positivo en la creación de comunidades de plantas (Peterson et al. 2004).

Tradicionalmente la clasificación taxonómica de este grupo de organismos se ha realizado con base a la morfología de sus esporas y en ausencia de ellas, la estructura intraradical permite la identificación a nivel de familia. Sin embargo, la determinación de especies por morfología es complicada y es así, que recientemente se han implementado técnicas moleculares a partir del análisis de secuencias de ADN, las cuales han apoyado la sistemática de estos organismos, que pasaron de estar inicialmente incluidos en un solo género hasta llegar a nivel de orden. La última clasificación comprende alrededor de 248 especies distribuidas en 18 géneros, 11 familias y 4 órdenes (Schüßler & Walker, 2010).

En Colombia, el estudio de estos organismos ha sido escaso, las investigaciones han estado centradas a unas cuantas especies productivas dentro de las hortalizas, frutales, cultivos tradicionales (maíz, sorgo, soya y caña) y algunas especies forestales, por lo que los inventarios de HMA son pocos y el conocimiento de la diversidad biológica es aún muy limitado. En este contexto el objetivo de la presente investigación es contribuir al conocimiento de las familias de HMA asociados a dos variedades de Persea americana en el departamento de Caldas, Colombia mediante el uso de análisis morfológicos y herramientas moleculares, que puedan ser utilizados en futuras investigaciones de carácter productivo y de simbiosis específicas.

Materiales y Métodos

Zona y material de estudio

La zona de estudio comprendió un cultivo perteneciente a la variedad Hass con una edad de tres años y medio (Finca "el Chagualo", Vereda San Rafael, 1930 m.s.n.m. 75° 30' 33.45'' N, 5° 12' 3.77'' W, Aranzazu – Caldas, Colombia) y un cultivo perteneciente a la variedad Lorena con una edad de seis años (Finca "Aquí no es", Vereda San Pedro, 1610 m.s.n.m. 75° 47' 50.37'' N, 5° 14' 12.15'' W, Anserma – Caldas, Colombia). Las zonas de estudio se encuentran ubicadas dentro de la zona de vida bmh–PM (Bosque muy húmedo–premontano). El patrón nativo del portainjerto para la variedad Hass, corresponde a una variedad de aguacate de origen Californiano y Guatemalteco, traído en el año de 1988 por la Federación Nacional de Cafeteros de Colombia, mientras que para la variedad Lorena, el portainjerto corresponde a un Patrón Criollo.

Se evaluaron 12 muestras de suelo rizosférico y raíces de aguacate colectadas en ambos municipios, seis pertenecientes a cada zona de estudio en época de sequía. El muestreo de suelo se llevó a cabo seleccionando simultáneamente raíces finas para su posterior tinción y evaluación de la simbiosis.

Análisis morfológico y colonización micorrízica

Las muestras se trasladaron al laboratorio de Genética de la Universidad de Caldas y cada una fue procesada para aislar las esporas nativas presentes mediante el tamizado húmedo y centrifugación en gradiente de sacarosa. Una parte de la muestra se envió para el análisis fisicoquímico al laboratorio de química y fertilidad de suelos en la Universidad de Caldas, Colombia.

Los morfotipos fueron separados con la ayuda de microscopio de luz, a partir del reconocimiento de parámetros morfológicos usados en la taxonomía de este grupo como el color, forma, tamaño de las esporas, características de sus paredes (grosor, color, presencia de ornamentaciones) y conexión hifal. A cada morfotipo se le realizó montajes en los reactivos P.V.G.L (Polivinilactoglicerol) y Melzer, para observar la estructura y composición de la espora y la reacción positiva o negativa. En la evaluación de simbiosis, se realizó un conteo de esporas de la rizósfera (número de esporas.20g de suelo-1), utilizando el mismo método de aislamiento descrito anteriormente y ubicándolas en una caja de Petri para proceder a contarlas con la ayuda del microscopio de luz; realizando tres repeticiones por cada árbol de aguacate y el debido proceso de tinción de raíces. Para evaluar la colonización de los HMA al interior de las raíces. Terminado éste último proceso, se cortaron fragmentos de raíces teñidas de 1 cm de longitud y se montaron paralelamente en placas, realizando tres repeticiones por cada árbol de aguacate. El porcentaje de colonización total, por vesículas y por arbúsculos se determinó estimando el número de fragmentos colonizados sobre el número de fragmentos totales (=10 fragmentos totales por placa) y finalmente sacar un promedio. Los morfotipos y la colonización micorrízica fue fotografiada utilizando Microscopio Nikon – Modelo Eclipse 80i.

Análisis Molecular

La extracción del ADN se realizó con el DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen™) conforme al protocolo standard sugerido por el fabricante, a partir de un número variable de esporas, tiempo de incubación en buffer de lisis y el uso de nitrógeno líquido. La cantidad y calidad del ADN fue determinada con el espectrofotómetro – Nanovue Plus.

El ADN extraído de cada muestra fue sometido a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR Duplex y anidados), amplificando ADNr nuclear correspondientes a regiones SSU–ITS–LSU, utilizando los iniciadores propuestos por Krüger et al. (2009) SSUmA1/LSUmA3 (F) 5'–TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA–3' y (R) 5'–TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA–3'; SSUmA2/LSUmA1 (F) 5'–TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA–3' y (R) 5'–GCTCACACTCAAATCTATCAAA–3' que amplifican un fragmento de 1800 pb que sirven de molde para amplificar posteriormente un fragmento final de 1500 pb (el cual es considerado de ADN "Barcoding" en Glomeromycota), utilizando los iniciadores SSUmC3/LSUmB1 (F) 5'– TATTGCTCTTNAACGAGGAATC–3' y (R) 5'–DAACACTCGCATATATGTTAGA–3'; SSUmC1/LSUmB5 (F) 5'–TCGCTCTTCAACGAGGAAT–3' y (R) 5'–AACACTCGCATATATGCTAGA–3'.

La reacción de amplificación por PCR se realizó en microtubos de 200 µl, que contenían 4 µl de buffer 5X, 1.6 µl de la mezcla (10 mM) de dNTP's, 0.3 µl de cada primer (25 µM), 1 unidad de GoTaq Flexi DNA polimerasa (Promega), 1.2 – 2.0 µl de MgCl2 (25mM), 2 µl de ADN (aproximadamente 100 ng de ADN), y aforando a 20 µl con agua ultrapura (en la PCR anidada se tomaban 2 µl de la primera reacción de amplificación en remplazo de los 2 µl de ADN).

La amplificación de los genes mitocondriales se realizó en un termociclador (Techne – TC Plus), utilizando el perfil térmico: desnaturalización inicial a 94 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 45 s, anillamiento en un rango de (48 °C, 53 °C, 55 °C y 58 °C) por 1 min10 s y extensión a 72 °C por 1 min30s, seguido de una extensión final por 10 min a 72 °C.

Todos los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis horizontal en gel de agarosa 2% con tampón de corrido TBE 1X pH 8.0 a 110v/50mA, coloreado con bromuro de etidio y visualizado en fotodocumentador Gel Doc–It2 310 (UVP). Los productos de la PCR fueron purificados utilizando QIAquick PCR purification y QIAquick Gel Extraction (Qiagen™), según las instrucciones del fabricante y enviados para obtener las secuencias de ADN a Macrogen Advancing Through Genomics – Corea del Sur (las secuencias obtenidas serán depositadas en el GenBank).

Análisis de datos

Se realizó un análisis de dependencia para evaluar la correlación entre el porcentaje de colonización de raíces con respecto a la concentración de fósforo en el suelo. El análisis de la calidad de las secuencias de ADN fue realizado en el software Geneious v8.14 (Drummond et al. 2009). Con las secuencias de buena calidad se realizó un BLAST con la base de datos de micorrizas MaarjAM (http://maarjam.botany.ut.ee/?action=sBlast&method=create), lo que confirmó la identidad de los aislados. Los alineamientos de las secuencias se realizaron en el programa ClustalW (Thompson et al. 1997) incluido en el sotware Mega 6 (Tamura et al. 2013). La identificación y confirmación de familias y géneros se realizó mediante la estimativa de similaridad entre las secuencias obtenidas en el estudio y las secuencias depositadas en el GenBank por Krüger et al. (2009, 2012). La divergencia de las secuencia de ADN fue estimada utilizando el parámetro de distancia Kimura 2(K2P), un árbol fue construido por el método Neighbor–Joining (NJ). Los análisis de soporte por bootstrap fueron realizadas en 1000 réplicas, el parámetro K2P fue seleccionado como modelo de distancia genética en el programa Mega 6 (Tamura et al. 2013).

Resultados y discusión

Análisis morfológico y colonización micorrízica

Un total de 12 morfotipos de HMA se registraron en las zonas de estudio, pertenecientes a las familias Glomeraceae, Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Diversisporaceae (Figura 1). La familia Glomeraceae estuvo representada por seis morfotipos en los dos cultivos de aguacate, lo que es acorde con la literatura que la registra como la familia con mayor distribución geográfica y especies cosmopolitas. En cultivos de aguacate ha sido reportada en Israel, California, México y Colombia (Hass & Menge, 1990; Montañez et al. 2010). Especies de esta familia han sido utilizadas como inóculo en plántulas micropropagadas y semillas sometidas a estrés, mejorando la formación del sistema radical, incrementando significativamente el desarrollo y nutrición de las plantas y su resistencia al estrés generado por el trasplante (Azcón–Aguilar et al. 1992; Banuelos et al. 2013).
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La Familia Acaulosporaceae actualmente con un único género (Acaulospora), estuvo representado por la presencia de cuatro morfotipos en ambos cultivos. Este número de morfotipos está acorde a lo registrado en la literatura, donde sus especies después de Glomeraceae son las que presentan mayor registro en todo el mundo, con una distribución muy amplia y se ha reportado como la más abundante en inventarios de cultivos de aguacate en México, y segunda familia más abundante en los llanos Orientales de Colombia (Montañez et al. 2010).

Un morfotipo de la familia Gigasporaceae fue encontrado en ambos cultivos, especies muy estudiadas en plantas forestales, y solo reportada en cultivos de aguacate en México pero con un número muy bajo de especies. En Colombia, ha sido encontrado en los Departamentos de Amazonas, Caquetá y Guaviare asociada a leguminosas, pastos y arreglos agroforestales respectivamente (Peña–Venegas et al. 2006).

La familia Diversisporaceae, presentó un único morfotipo asociado exclusivamente a la variedad lorena. La familia se distribuye a lo largo de Europa, reportada principalmente en Suiza (Oehl et al. 2009) en diferentes agroecosistemas. En América es asociada a especies forestales (Rodríguez–Morelos et al. 2014), pero no existen registros para cultivos de aguacate y tampoco para Colombia.

La distribución de los morfotipos entre los arboles de aguacate en ambos sitios fue muy similar, el cultivo de la variedad Lorena presentó el mayor número de morfotipos (12). La variedad Hass (9), en la cual no se encontró la presencia de la familia Diversisporaceae, así como un morfotipo de la familia Acaulosporaceae y otro de la familia Glomeraceae. Esto puede deberse a que la variedad lorena tiene casi el doble de la edad de Hass y coincide con los reportes de Rodríguez–Morelos et al. (2014), en especies forestales; en donde se indica que la edad influye en la diversidad de HMA, ya que la riqueza de géneros y especies de HMA fue dos veces mayor en árboles maduros que en plántulas y árboles jóvenes, o también estar relacionado con el origen del portainjerto Californiano y Guatemalteco para la variedad has y Criollo para la variedad Lorena. Es de resaltar que las variantes registradas en la literatura como altamente relevantes en la diversidad de HMA, no presentaron diferencias significativas para las dos variedades de aguacate, donde la textura del suelo en ambos cultivos fue Franco Arenosa (FA), pH entre 4.6–5.2 para la variedad Hass y 4.6–5.5 para la variedad Lorena, y materia orgánica entre 15.2 – 19.36.

La simbiosis entre HMA y P. americana, mostraron un número de esporas en los tres conteos para cada uno de los árboles en un rango entre 73 – 124 en la variedad Lorena y 121 – 265 en la variedad Hass por cada 20g de suelo, valores muy altos comparados con estudios en donde a partir de 25 g de suelo, se encuentra entre 0 y 40 esporas de HMA en cultivos de maíz y soya. Sin embargo, en condiciones controladas se pueden obtener poblaciones más abundantes (Douds et al. 1995). Los valores encontrados indican un buen establecimiento de las poblaciones de HMA, esto debido en gran parte a la acidez del suelo que influye tanto en la solubilidad del fósforo como en la abundancia de estos organismos (Porter et al.1987).

La presencia de esporas en la rizósfera indica la riqueza de especies que se pueden encontrar asociadas al aguacate, sin embargo para saber si realmente la planta está siendo colonizada por los HMA y la simbiosis se encuentra activa, es necesario evaluar las estructuras al interior de la raíz, lo cual fue comprobado al evidenciar estructuras como la formación del apresorio, la presencia de micelio interno intercelular, vesículas y arbúsculos al interior de las células corticales (Figura 2).
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Todas las raíces de aguacate evaluadas presentaron colonización por estructuras de HMA, con porcentajes de colonización total por encima del 90% para ambas variedades, lo que demuestra la capacidad tan elevada que tiene esta especie para realizar este tipo de asociaciones, dada por la ocurrencia de arbúsculos y vesículas (Tabla 1). Así mismo por la presencia de hifas al interior de las células corticales de las raíces (Figuras 2B–2C).




El porcentaje de colonización fue alto, lo que se comprueba en el elevado número de vesículas y arbúsculos formados dentro de la raíz, y teniendo en cuenta que se trata de estructuras de reserva, se puede sugerir la alta dependencia del aguacate con los HMA que lo colonizan (Dorantes et al. 2012). La alta presencia de arbúsculos en ambas variedades a pesar de tener una vida media tan corta (4 a 15 días), indica lo activa que se encontraba la simbiosis al momento del muestreo. Teniendo en cuenta que la literatura registra que el principal nutriente implicado en la asociación micorrízica es el fósforo (Azcón–Aguilar et al. 1992; Barea, 1998; Oehl et al. 2009; Montañez et al. 2010), el análisis de dependencia realizado mostró que no se presenta correlación entre el porcentaje de colonización de raíces con respecto a la concentración de fósforo.

Análisis Molecular

El ADN extraído por el DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen™), siguiendo las instrucciones del fabricante con la cepa Glomus manihotis IVIC 476, (actualmente Rhizopagus manihotis), variando la cantidad de esporas (5, 10, 20, 40) para determinar el número mínimo con la concentración adecuada de ADN para llevar a cabo la amplificación por PCR, registraron los mejores resultados a partir de extracciones con 20 esporas.

Con el número mínimo de esporas definido, con el fin de verificar la eficiencia en el rompimiento de la pared celular y así optimizar el tiempo y calidad del proceso, los resultados de los ensayos en la maceración con Buffer AP1 y ARNasa suministrados por el kit y en nitrógeno líquido, mostraron que después de una incubación por 1 hora las esporas quedaron intactas, después de 12 horas algunas se rompen pero la mayoría quedaron enteras y después de 24 horas se logra ver la mayoría de las esporas rotas. En contraste las esporas maceradas en nitrógeno líquido se rompen de inmediato, sin embargo la más alta concentración de ADN se obtuvo a partir de un tiempo de incubación equivalente a 40 minutos. Todos los morfotipos se trabajaron con base en estos resultados, consiguiendo extraer el ADN de nueve morfotipos, con una concentración de ADN que oscilo en un rango entre 18.6 ng/µl y 73.1 ng/µl.

El tipo de amplificación que mejor funcionó fue la PCR Duplex y anidada, modificada de Römpler et al. (2006), utilizando cuatro parejas de iniciadores, aumentando el volumen de los dNTPs, MgCl2 y Taq polimerasa al doble, y una temperatura de anillamiento de 55 ° C. Con estos resultados, se procedió a realizar las amplificaciones por PCR de todos los morfotipos.

De los 12 morfotipos registrados, 9 de estos presentaron el número y condición de las esporas que permitieron realizar la extracción de su ADN. La amplificación por PCR Duplex con los iniciadores SSUmA1/LSUmA3 y SSUmA2/LSUmA1 que amplifican un fragmento de 1800 pb, y posteriormente realizando un PCR anidado y Duplex con los iniciadores SSUmC3/LSUmB1 y SSUmC1/LSUmB5 que amplifican un producto final de 1500 pb (el cual es considerado de ADN "Barcoding" en Glomeromycota), consiguió amplificar 7 morfotipos, cuatro de ellos pertenecientes a la familia Glomeraceae y los otros tres a la familia Acaulosporaceae (Figura 3). Al comparar las secuencias obtenidas de estos hongos con las que se encuentran depositadas en la base de datos MaarjAM se confirmó la identidad de la familia Glomeraceae y se determinó que todos los aislados pertenecen al género Glomus, así mismo se confirmó la identidad para los tres aislados de la familia Acaulosporaceae, y su taxón quedó determinado como Acaulospora sp.
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Los alineamientos de las secuencias en el programa ClustalW y la divergencia estimada utilizando el parámetro de distancia Kimura 2 (K2P), permitieron construir un árbol por el método Neighbor–Joining (NJ) con las secuencias depositadas en el GenBank por Krüger et al. (2009, 2012), y las secuencias que presentaron una calidad, identidad y cobertura superior al 90% (dos aislados pertenecientes a la familia Glomeromycota, dos aislados de la familia Acaulosporaceae), así como dos secuencias del aislado de referencia Rizhophagus manihotis, que confirmaron la identificación morfológica de los morfotipos en las familias, géneros y especie correspondientes (Figura 4).

Las secuencias de los morfotipos dentro de la familia Glomeraceae, presentaron una divergencia elevada, que merecen atención porque aún no corresponden a una familia bien determinada, esto se evidencia con las recientes investigaciones donde se han retirado géneros o especies de esta familia, así como Schüßler y Walker (2010) crearon la nueva familia Claroideoglomeraceae con especies previamente reportadas como Glomeraceae.

La clasificación molecular de este grupo de organismos es aún compleja, lo que se dificulta llegar a la determinación de especie, aún más teniendo en cuenta que de las 248 especies descritas actualmente, 132 se encuentran en posición incierta a la espera de datos moleculares relevantes que permitan ubicarlas correctamente.

Conclusiones


	Se evidenció la simbiosis de HMA en dos variedades de P. americana, con altos porcentajes de colonización al interior de las raíces, así como también una cantidad significativa de esporas por gramo de suelo. Las herramientas morfológicas y moleculares permitieron caracterizar morfotipos de HMA asociados a la rizósfera de las dos variedades de P. americana, así como estandarizar protocolos para familias de este grupo, donde su taxonomía es complicada y controversial.
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Resumen

La influencia del clima sobre el comportamiento de los animales ha sido demostrada desde hace muchos años. Variables climáticas como la temperatura (T, °C), humedad relativa (HR, %), radiación solar (Rs, W/m2) y velocidad del viento (Vv, m.s-1), por fuera de sus rangos normales, pueden desplazar a los rumiantes de su zona de confort, generandoles impactos negativos sobre su comportamiento, productividad y reproducción. Con el fin de caracterizar el ambiente térmico para la actividad ganadera en el Valle del Cauca – Colombia, se utilizaron 2 índices biometeorológicos (índices de carga calórica para ganado de leche y carne) para conocer la relación animal – ambiente. Los índices se aplicaron para los rangos climáticos más representativos del departamento (T= 20–35; HR= 60–100; Vv= 0–10), encontrándose que para las vacas lecheras en condiciones de T>23, HR>80 y 0 Vv, iniciaban a presentar signos de estrés calórico, mientras que para el ganado de carne, iniciaban con T>25, HR>60 y Vv<1,5. En conclusión, estos índices, son herramientas útiles para determinar el grado de estrés calórico que pueden presentar los animales en diferentes sistemas productivos durante ciertos momentos del día, para determinados meses del año, ayudando a planificar acciones para controlar su efecto y con ello mitigar los impactos en su comportamiento productivo y reproductivo.

Palabras clave: Estrés calórico, índices biometeorológicos, comportamiento productivo y reproductivo, variables climatológicas.



Abstract

The influence of climate on animal behavior has been demonstrated for many years. Climatic variables such as temperature (T, ° C), relative humidity (RH, %), solar radiation (SR, W / m2) and wind speed (WS, m / s), outside their normal range, can displace ruminants of their comfort zone, which can results in negative impact on their productivity and reproduction behavior. In order to characterize the thermal environment of bovine cattle ranching in the Valle del Cauca department, two biometeorological indexes (heat load index for dairy cows and meat cattle) were performed to develop an animal – environment relationship. The indexes were applied to the most representative Valle del Cauca department climatic ranges (T = 20–35; RH = 60–100; WS = 0–10), finding that for dairy cows under the mentioned conditions of T> 23, RH> 80 and 0 WS, starting to show signals of heat stress, while for beef cattle starts with T> 25, RH> 60 and WS <1.5. In conclusion, these indexes are useful tools to determine the degree of heat stress that may occur on farms during certain times of day for certain months of the year, helping to plan actions to control its effect in cattle and subsequently, mitigate the impacts on their productive and reproductive performance.

KeyWords: Biometeorological index, climatological variables, heat stress, productivity and reproduction behavior.



Introducción

La influencia del clima sobre el comportamiento de los animales y su productividad ha sido demostrada desde hace muchos años (Jhonson, 1987). En ambientes donde las variaciones de temperatura pueden ser amplias, animales como los bovinos (homeotermos), los cuales tienen la capacidad de controlar dentro de un margen reducido su temperatura corporal; podrían enfrentarse a escenarios climáticos adversos. Debido a la modificación en la composición de los gases de efecto invernadero en la atmósfera, lo cual ha cambiado el comportamiento histórico del clima mundial, es muy común que los animales deben enfrentarse a situaciones por fuera de su zona de confort térmico. Entre las variables climáticas que más influyen sobre el confort de los animales, se encuentran la temperatura (T, °C), radiación solar (RS, W/m2), velocidad del viento (Vv, m.s-1), humedad relativa (HR, %) y precipitación (mm). La combinación de estos factores, pueden conllevar a situaciones desfavorables para los animales, como por ejemplo de estrés calórico, en donde se generan impactos negativos sobre el animal (ingestión, digestión, respiración, circulación de la sangre, entre otros), los cuales a su vez tienen impacto sobre la productividad de los mismos (producción y composición de la leche, ganancia de peso diario) y su reproducción (Sullivan et al. 2011; Suárez et al. 2012; Dunshea et al. 2013; Bertocchi et al. 2014).

Se prevé que el cambio climático inducirá, con alta probabilidad, a más días al año con mayores temperaturas, hecho que aumentará los episodios de estrés calórico para los animales (IPCC, 2014). En países tropicales como Colombia, en donde más del 95% de los sistemas de producción ganadera se basan en el pastoreo (Fedegan, 2013), los bovinos están expuestos directamente al ambiente, el cual genera efectos inmediatos sobre éstos, causando adicionalmente de forma indirecta variaciones en la cantidad y calidad de los forrajes y cultivos que son su principal fuente de alimentación.

Reconocida la influencia de las variables climáticas sobre la producción y reproducción de los animales, se hace necesario trabajar con índices biometeorológicos que permitan comprender esta relación. Entre los más conocidos están el índice de humedad y temperatura, índice de humedad en globo negro, índice de temperatura equivalente, índice de carga calórica para ganado de carne, e índice de carga calórica para vacas lecheras. Estos dos últimos, consideran simultáneamente tres variables atmosféricas (HR, T y Vv) influyentes sobre el confort térmico de los animales.

Por lo anteriormente expresado, el presente trabajo tuvo como objetivo, caracterizar el ambiente térmico de las zonas ganaderas en el departamento del Valle del Cauca mediante dos índices biometeorológicos, con el fin de generar un sistema de advertencia para los productores ganaderos de la región.

Materiales y Métodos

La investigación se realizó con dos tipos de información: climatológica y la actividad ganadera bovina desarrollada en el Valle del Cauca; departamento ubicado en el suroccidente colombiano, con 22140 Km2 de superficie, de los cuales el 48% se encuentra entre los 0–1.000 m.s.n.m, 34% entre 1000 – 2000 m.s.n.m, 13% entre 2000 y 3000 m.s.n.m y lo restante, por encima de los 3000 m.s.n.m. (IGAC, 2009).

La cantidad y distribución demográfica bovina del departamento del Valle del Cauca, en sus 42 municipios, fue obtenida de acuerdo al último censo ganadero realizado por Cogancevalle (cooperativa de ganaderos del centro del Valle del Cauca) durante los ciclos de vacunación contra fiebre aftosa y brucelosis. En la región del Valle del Cauca, predomina el uso de ganado Holstein, Pardo Suizo, Gyrolando, Jersey y criollo para la producción de leche; mientras que el cebú es usado para la producción de carne. La base alimenticia del ganado bovino en la región del Valle del Cauca, la constituye, los forrajes, en especial el pasto estrella, Cynodon nlemfuensis Vanderyst. Adicionalmente al suministro de forraje, algunos sistemas productivos optan por suplementar a los animales con concentrado comercial.

Los datos climatológicos se obtuvieron de las 27 estaciones climáticas que conforman la red meteorológica automatizada del centro de investigación de la caña de azúcar en Colombia (Cenicaña), para el departamento del Valle del Cauca. Se trabajó con datos históricos de los últimos 10 años para cada una de las estaciones.

De acuerdo a la división zonal propuesta por Cenicaña para sus estaciones (Figura 1), se determinó el porcentaje de bovinos adjudicados a cada zona, es decir, la estratificación ganadera se realizó en función a la distancia de las estaciones meteorológicas.




Las variables atmosféricas utilizadas fueron: temperatura (T, °C), humedad relativa (HR, %) y velocidad del viento (VV, m.s-1). Posteriormente y con la ayuda de estas variables, se calcularon los índices de carga calórica para ganado destinado tanto a la producción de carne como a la de leche (Dunshea et al. 2013), con el fin de conocer en qué momento los animales podrían entrar en estrés por calor. En las ecuaciones 1 y 2, se muestran los índices utilizados.

Ecuación 1. Para vacas lecheras en pastoreo (Dunshea et al. 2013):








Donde ICCVl = Índice de carga calórica para vacas lecheras, T= Temperatura ambiente (°C), HR = Humedad relativa (%) y Vv = Velocidad del viento (m/s)

El umbral para este índice es 75. Por encima de éste, el ganado bovino empieza a manifestar signos de estrés calórico. Los signos, en orden de manifestación son: salivación pronunciada, jadeo, aumento de la frecuencia respiratoria, suspensión del pastoreo, aumento del consumo de agua e interrupción de cualquier actividad física.

Ecuación 2. Para ganado de carne en pastoreo (Gaughan et al. 2007) con modificaciones de Suárez et al. (2012), bajo condiciones del Valle del Sinú, Córdoba – Colombia.





Donde ICCc = Índice de carga calórica para ganado de carne, Tc = Temperatura corporal (°C) obtenida de la siguiente ecuación:





El umbral para este índice es de 92, por encima de éste los animales comienzan a manifestar signos de estrés calórico. Rangos: 92 – 100, estado de alerta; 100 – 114, estado de peligro; > 114: estado de emergencia.

Resultados y Discusión

En la Tabla 1, se observa la zonificación propuesta por Cenicaña, los municipios que conforman cada zona y el respectivo porcentaje de animales que la compone. Aproximadamente el 77% de la población bovina se encuentra ubicada en las zonas centro norte y norte del departamento; el otro 23% se ubica en el centro y sur del mismo. El 64% de la población total son hembras y el 36% restante son machos.
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Para las 5 zonas planteadas por Cenicaña, con valores históricos de los últimos 10 años para cada estación, los datos mínimos, medios y máximos de temperatura, humedad relativa y velocidad del viento, se presentan en la Tabla 2.




Vacas lecheras en pastoreo

Bajo condiciones de temperaturas iguales al promedio multianual del departamento del Valle del Cauca, la cual es de 23 °C; humedades relativas por encima del 80% y ausencia de vientos, los animales muestran los primeros signos de estrés calórico (ICCVl > 75) (Dunshea et al. 2013). Conforme a lo expuesto en la Figura 2, la mayor ocurrencia de estadíos por estrés por calor, sucede cuando las temperaturas y humedades relativas son altas y hay poco viento. Esto concuerda con lo reportado por Gomes da Silva et al. (2014) y Oliveira et al. (2014). Según Suárez et al. (2012), a medida que aumenta la temperatura ambiental, la humedad relativa y la velocidad del viento juegan un papel importante para mitigar su efecto sobre los animales.




Hay que resaltar que la raza y la edad de los animales junto a la dieta suministrada y el nivel de producción de leche, son factores que pueden modificar el umbral de los índices biometeorológicos (Ferreira, 2005; Pereira, 2005). En relación con lo anterior, son más susceptibles al estrés por calor los animales bos taurus (Hosltein, Pardo Suizo, Jersey) que los bos indicus (Brahman) o cruces de los dos (Gyrolando) (Barragan et al. 2015). Razas criollas y colombianas como el Hartón del Valle y Lucerna, respectivamente; exponen un óptimo desempeño bajo las condiciones climatológicas del departamento del Valle del Cauca, Colombia.

Ganado de carne en pastoreo

Para este tipo de animales, los signos de estrés por calor (leve salivación, jadeo, aumento de la frecuencia respiratoria inician cuando se tienen temperaturas del aire por encima de los 25 °C (temperatura equivalente a 39.39 °C de temperatura corporal en el animal), humedades relativas mayores al 60% y velocidades del viento menores a 1.5 m/s (ICCc > 92) (Suárez et al. 2012). En la Figura 3, se muestran algunas combinaciones de T, HR y Vv que podrían generar estrés calórico.




Con temperaturas mayores a los 26°C, humedades relativas por encima de 80% y velocidades del viento por debajo de 2.5 m/s, los animales se pueden encontrar en estado de peligro por estrés calórico, de acuerdo a los umbrales propuestos por Suárez et al. (2012). A medida que aumenta la temperatura ambiental, la humedad relativa y la velocidad del viento, ejercen poca influencia sobre el índice de carga calórica.

Aunque para cada zona y de acuerdo a las estaciones que la conforman, se encontraron valores máximos de temperatura y velocidad del viento de 52.9 °C y 10.3 m.s-1, respectivamente. Para los ejemplos de las Figuras 2 y 3, se tomaron valores más repetitivos y representativos del departamento (T: 23 – 40°C y Vv: 0 – 3.5m.s-1).

Vale la pena resaltar que durante el día, el comportamiento de la temperatura y la humedad relativa son inversas (Figura 4), hecho que evita combinaciones de estas variables en sus puntos máximos. Los valores de las variables climáticas evaluadas (T, HR y Vv), pueden cambiar permanentemente a lo largo del día, por ende, trabajar con promedios diarios no reflejaría variaciones en el índice. Una buena estrategia es calcular el índice con intervalo de una hora para determinar su comportamiento diario; en caso de presentarse valores por encima del umbral por varias horas consecutivas, se presentaría estrés calórico, generando en los animales diversos efectos directos e indirectos, exhibidos en la tasa respiratoria, temperatura corporal, ingestión, digestión, producción de leche, composición de la leche, tiempo de pastoreo, desplazamiento, consumo de agua, entre otros (Arias et al. 2008; Nardone et al. 2010; Dunshea et al. 2013).




En los escenarios anteriormente mencionados (Figuras 2 y 3), se puede observar cómo al aumentar la temperatura considerablemente, la disminución de la humedad relativa no logra mitigar su respectivo efecto calórico, por lo cual, la velocidad del viento entraría a jugar un rol clave en estos términos. Teniendo en cuenta que las variables climáticas son factores abióticos ajenos al control antrópico, surgen estrategias para atenuar sus efectos, tales como los sistemas silvopastoriles, cercas vivas, polisombras, ventilación, humedecimiento, razas adaptadas, manipulación de la dieta, entre otras.

Adicionalmente, en la Tabla 3 y figura 5, se muestra el comportamiento de la variable radiación solar (W/m2) durante un día, dado que en otros estudios (Gomes da Silva et al. 2014; Oliveira et al. 2014) se considera factor principal del estrés térmico en el ganado bovino.
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Según Oliveira et al. (2014), el ganado bovino disminuye en un 11%, el tiempo de pastoreo cuando se expone a radiaciones solares por encima de 500 W/m2.– Por encima de 700 W/m2, evitan pastorear. En la figura 5, se puede observar el periodo más álgido de radiación solar para el ganado bovino en condiciones del Valle del Cauca, Colombia.

Conclusiones


	La temperatura ambiental, es la variable climática más influyente sobre los índices biometeorológicos. La humedad relativa y la velocidad del viento, juegan un rol preponderante para mitigar o intensificar el efecto de la temperatura sobre el ganado bovino en condiciones del Valle del Cauca, Colombia. Los índices de carga calórica (ICCVl e ICCc), son herramientas útiles para preveer el efecto del ambiente sobre los animales en sistemas productivos durante ciertos momentos del día para determinados meses del año. El periodo del día más álgido para que los animales puedan enfrentarse a situaciones de estrés colórico se ubica entre las 10:00 y las 16:00 horas, con mayor intensidad entre las 12:00 y las 15:00 horas.
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Resumen

En este trabajo se describió y clasificó la agrobiodiversidad del sistema milpa en la región tropical de San Felipe Usila, México, a partir de la percepción de agricultores sobre la diversidad fenotípica y usos de la variabilidad intra–específica y biodiversidad recolectada a nivel de parcela. Bajo un enfoque de agroecosistemas, se obtuvo información de tres sistemas de producción, denominados: laderas pedregosas (> 18° de pendiente), lomeríos irregulares y pedregosos con pendientes entre 6 y 18°, y terrenos planos (< 6°) de zonas ribereñas. Así, con el objetivo de registrar la percepción de diversidad y usos de la agrobiodiversidad, se aplicaron entrevistas a 200 agricultores de once comunidades indígenas Chinantecas de San Felipe Usila, mediante un cuestionario semiestructurado. En el análisis de ji–cuadrada, se determinaron relaciones significativas (P < 0.05) entre agroecosistemas y variantes fenotípicas de frijol y maíz, cultivos intercalados, regímenes de humedad para la siembra, superficie sembrada y fechas de siembra, floración y cosecha de maíz. En el análisis de correspondencia múltiple, se distinguen patrones de diversidad, uso y manejo en relación a regiones geográfico–culturales de localización de los agroecosistemas y parcelas. En las parcelas de producción se siembran, cultivan y recolectan hasta 26 especies, las principales son: maíz (cinco variantes fenotípicas), frijol (21 variedades y poblaciones nativas), calabaza (cuatro variantes) y yuca (tres variantes). También fue notorio el alto uso de pesticidas y fertilizantes químicos, hasta 22 productos diferentes.

Palabras clave: Agroecosistemas, biodiversidad, bioculturales, Chinantecas, cultivos.



Abstract

In this research, the agrobiodiversity from the milpa system, in the tropical region of San Felipe Usila, Mexico, was described and classified on base to farmers' perception about phenotypic diversity and use of variability intra–specific, and gathered biodiversity at parcel level. So, under an agroecosystem approach, varied information was completed on three production systems, named as: abrupt hills (> 18° of inclination), rolling hills with irregular and stony zones but slopes from 6 to 18°, and lands of alluvial plains (< 6°) near to riverine zones. Therefore, in order to obtain the perception of diversity and uses on the agrobiodiversity, 200 semistructured questionnaire were applied to equal number of farmers from twelve Chinantec indigenous communities from San Felipe Usila. In the chi–square tests were detected significant relations (P < 0.05) between agroecosystems and its relationships with phenotypic variants of common bean and maize, intercropped crops, moisture regimens for planting, sown area and months of sowing, flowering and harvesting in maize cultivation. As result of the multiple correspondence analysis was detected that, managing and use patterns of the diversity are directly related with geographic–cultural regions, which are located the agroecosystems and farmers' plots. Commonly, in the production plots are planted, cultivated and/or recollected until 26 species, and the main planted crops are: maize (five phenotypic variants), common bean (21 commercial varieties and native populations), squash (four variants) and cassava (three variants). In addition, it was evident a high use of pesticides and chemical fertilizers, until 22 different products.

Keywords: Agroecosystems, biodiversity, biocultural, Chinantec, crops.



Introducción

El conocimiento de la clasificación y usos de los recursos naturales permite a los pueblos indígenas alimentarse, curarse, intercambiar productos entre y dentro de comunidades y cambiarlos por bienes y servicios en los mercados externos para sobrevivir a presiones económicas, sociales y culturales externas (Toledo et al. 2003). En este contexto, el sistema milpa tradicional Mesoamericano, donde se cultivan esencialmente maíz, frijol y calabaza, es un área de preservación in situ de la agrobiodiversidad inter e intra–específica de las especies cultivadas y del alto número de especies silvestres recolectadas para uso alimentario, medicinal y ritual, en algunos casos se llegan a encontrar hasta 50 especies (Thrupp, 2000).

El maíz y frijol, son las principales especies cultivadas en México, con 7.4 y 1.8 millones de has sembradas en 2013, respectivamente. Del total de la superficie sembrada, 82.2% es maíz y 93.5% frijol de temporal en combinación con poblaciones nativas (Trueba, 2012). La siembra de temporal en el centro–sur de México la practican pequeños agricultores con bajo o nulo uso de insumos externos en agroecosistemas marginales o restrictivos para la agricultura en interacción con los ecosistemas naturales (Bermeo et al. 2014).

Jackson et al. (2007), y Moonen & Barberi (2008), argumentan que no es posible separar los agrosistemas de producción de los ecosistemas naturales, ya que no son interdependientes y por ello es apropiado usar el término agroecosistemas como un concepto y enfoque de estudio dentro de la teoría general de sistemas propuesta por Gliessman (2002). Diferentes resultados sugieren que las zonas agrícolas de bajo número de especies cultivadas son afectadas por efectos ecosistémicos de interacciones de los organismos prevalecientes en los entornos ecológicos y de nichos o micronichos debido a que tiende a incrementarse la biodiversidad, interacciones agroecosistémicas, las cuales dependen del aprovechamiento de los recursos naturales.

El manejo local de agroecosistemas tropicales y subtropicales difiere de los agroecosistemas de clima templado. En este último, se tiene un período definido de crecimiento de plantas, pero no en los de climas cálido o subcálido los cuales son más complejos; esto hace que se requiera documentar más estudios de caso con el objetivo de entender su funcionamiento e interacción con los sistemas de producción de alimentos (Nadal & García, 2011; Rogé et al. 2014; Bermeo et al. 2014). En particular, los agroecosistemas tropicales Mesoamericanos requieren un manejo adecuado, debido a que se practica la deforestación intensiva, uso desmedido de agroquímicos y alta demanda de productos alimenticios en los mercados regionales y nacionales, ambos requieren acciones colectivas en las comunidades rurales y de organizaciones independientes (Sunderland, 2011).

En el contexto de los agroecosistemas tropicales Mesoamericanos, se planteó el objetivo de documentar la agrobiodiversidad y su manejo en poblaciones de la región de la Chinantla ubicada en San Felipe Usila, Oaxaca, México, con base en una entrevista a agricultores que poseen parcelas de cultivo en agroecosistemas de ladera, lomerío y en terreno plano.

Materiales y métodos

Región de estudio

La zona de estudio comprendió once comunidades de los municipios de San Felipe Usila, San Andrés Teotilálpam y San Juan Bautista Tlacuatzintepec, Oaxaca– México, los cuales se encuentran en la región indígena de la Chinantla media (de Teresa, 1999). Las comunidades se ubican geográficamente entre 17° 38' a 18° 02' LN y 96° 29' a 96° 43' LO (INEGI, 2008), en altitudes de 26 a 496 m.s.n.m.; climas desde semicálido húmedo a cálido húmedo con temperaturas medias de 20 a 26 °C y precipitaciones todo el año con oscilaciones de 1500 a 5000 mm anuales (INEGI, 2008).

Conforme a lo reportado por Ortiz et al. (2004), se localizaron e identificaron las parcelas de producción: laderas pedregosas (> 18° de pendiente), lomeríos irregulares y pedregosos con pendientes entre 6 y 18°, terrenos planos (< 6°) donde se incluyen zonas de riberas y de acumulación de suelo de erosión pluvial.

Se hizo una encuesta personalizada con alto grado de confidencialidad a 200 agricultores de once comunidades Chinantecas, mediante un cuestionario semiestructurado. El formato de la encuesta con ayuda de un cuestionario guía, permitió obtener información relevante cualitativa y cuantitativamente afín de cumplir con el objetivo de la investigación. Las comunidades objeto de estudio fueron: Arroyo Aguacate, Arroyo Tambor, Lázaro Cárdenas, Paso Escalera, Peña Blanca, cabecera municipal San Felipe Usila, San Antonio Analco, Santa Flora y Piedra de Azúcar del municipio de San Felipe Usila, cabecera municipal de San Juan Bautista Tlacuatzintepec y Flor Batavia, San Andrés Teotilálpam, de Oaxaca, México.

Análisis estadístico

Se integraron dos bases de datos, para las que se realizó un análisis de ji–cuadrada para probar hipótesis de independencia entre agroecosistemas y variables evaluadas (p< 0.05). Se realizó un análisis de correspondencia múltiple para determinar las variables de mayor valor descriptivo de la utilización, conservación y manejo de la agrobiodiversidad en la región de estudio. Los análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico SAS versión 9.0 ®.

Resultados y discusión

Con base en recorridos realizados en las parcelas diversificadas de cultivo, visitas a comunidades y entrevistas a agricultores; se obtiene que la economía local y producción de alimentos en los municipios de San Andrés Teotilálpam, San Juan Bautista Tlacuatzintepec y San Felipe Usila, Oaxaca– México, están sustentados en las actividades agropecuarias, huertos de traspatio o solares y aprovechamiento de recursos forestales maderables y no maderables o plantas de recolección. Estas observaciones coinciden con la investigación realizada por de Teresa (1999), sobre dinámicas de las comunidades indígenas y recursos naturales en la región de la Chinantla oaxaqueña, dentro de la que se incluyen los municipios visitados.

Los agricultores de la región siembran en sistemas de asociación todas sus parcelas de cultivo, independientemente del agroecosistema (planicie, lomerío o ladera); aunque también se realizan siembras de monocultivo con maíz (Tabla 1). Consecuentemente, en este sistema tradicional denominado milpa en verano y 'tonamil' en invierno es donde se recombina o recrea la agrobiodiversidad preservada in situ. Cuando se preguntó qué variedades mejoradas o poblaciones nativas de maíz siembran; respondieron, en orden jerárquico, que siembran maíces de granos blancos, amarillos, negros o azules, pintos (dos o más colores) y rojos. En este sentido, los agricultores utilizan el color de grano para distinguir sus maíces como carácter principal, posteriormente los reconocen por duración del ciclo siembra–elote (precocidad), características de mazorca y grano, 96.9% del total de parcelas se siembran con semillas de maíces nativos. Un patrón semejante fue reportado por Perales et al., (2003) para la meseta central de México, y por Louette & Smale, (2000) en Cuzalapa, Jalisco, México. En ambos casos, la jerarquización de importancia local fue primero los de grano blanco, después azules o negros y por último, amarillos; similar a lo que se observó en esta investigación, solo que presentó mayor importancia el amarillo que el azul (Tabla 1).




La diversidad de maíz estuvo relacionada con los sistemas de producción ya que fue mayor en los agroecosistemas de ladera que en lomeríos y planicies (Tabla 1). La diversidad del maíz es aprovechada en gran variedad de usos tradicionales. El maíz blanco en San Felipe Usila, es preferido para la elaboración de tortillas, atole, guisado de masa, tamales y pozole. El amarillo, es la principal fuente de alimentación para animales domésticos, lo prefieren para consumo humano debido a que presenta un sabor dulce en elote y tortillas, la masa es más rendidora y resiste más el calor sin ser refrigerada, también se utiliza para la elaboración del 'popó' en las fiestas decembrinas. En la comunidad de Peña Blanca, el maíz amarillo es muy apreciado para la elaboración de pozol, mole amarillo, y el maíz negro; algunas familias lo prefieren para hacer pozol, tortillas, pinole, tamales y champurrado (platillos locales).

Respecto al fríjol, los agricultores distinguen hasta 21 variantes por nombre, color de grano, tipo de crecimiento y nombre de variedades mejoradas (Jamapa, Michigan, Nayarit, etc.), diversidad que supera a la documentada por Ortiz et al. (2014), en Jesús Carranza –Veracruz, con siete variantes nativas y mejoradas de fríjol. En el presente estudio, no hubo relación significativa entre diversidad de frijol y agroecosistemas de producción, pero si fue significativa entre acervos genéticos y agroecosistemas; las variantes nativas prefieren las laderas y planicies. Este hecho hace pensar que por efecto de la selección continua del agricultor, hace que se fije algún carácter, tal como reportó Pressoir & Berthaud (2004), en maíz para los Valles Centrales de Oaxaca, México; donde había evidencias de divergencias genéticas entre poblaciones por efecto del manejo de los agricultores. Las siembras de frijol se hacen en terrenos de laderas y lomeríos con alta pedregosidad donde evitan la acumulación de agua e incidencia de posibles enfermedades, y los agricultores utilizan semillas de variantes nativas de fríjol (98.1%); aunque hubo presencia de variedades mejoradas y predominaron los de crecimiento indeterminado y determinado (Tabla 1).

La calabaza es otro cultivo eje del sistema milpa. La diversidad encontrada fue diferencial entre agricultores, tres o cuatro variantes, donde la dureza de cáscara y forma de fruto fueron determinantes, y la siembran preponderantemente en ladera y en terrenos planos de origen aluvial (Tabla 1).

La agrobiodiversidad asociada a la milpa es de gran relevancia para las familias, puesto que en pequeños espacios de sus terrenos de laderas y zonas de planicies siembran cilantro (Coriandrum sativum L.), jitomate (Solanum lycopersicum L.), yuca nativa (Manihot esculenta Crantz), etc., hasta 15 especies diferentes (Tabla 2). Por ello, las parcelas de producción son también fuentes de granos, verduras y frutas. Adicionalmente se preguntó acerca de las plantas silvestres recolectadas dentro de las parcelas de cultivo; en este sentido, las especies conocidas localmente como hierbamora (Solanum nigrum L.), quelites (Amaranthus sp. L.), y huele de noche (Cestrum nocturnum L.), fueron las más frecuentes. También se observó que la mayor agrobiodiversidad se desarrolla en los agroecosistemas de laderas (Tabla 2). Todo esto crea un escenario favorable sobre facilidad de acceso a alimentos variados y en cantidad suficiente para satisfacer las necesidades familiares, porque son dos ciclos de cultivo por año, situación que en el trópico y subtrópico es algo común.




En la región Chinanteca, los agricultores siembran dos ciclos de maíz por año; uno de temporal (primavera–verano) y otro llamado 'tonamil' (otoño–invierno) que utiliza las últimas lluvias del temporal y algunas lluvias invernales; el ciclo temporal se establece en laderas y el de humedad residual; tanto en ladera como en planicies. El tamaño de los lotes de producción van de 0.5 a 1.5 ha, donde la epoca de siembra del ciclo de temporal, abarca los meses de mayo a junio, y el de tonamil, comprende los meses de noviembre a diciembre. Consecuentemente, las floraciones son de agosto a septiembre y de febrero a marzo con cosecha de septiembre a octubre y de abril a mayo, respectivamente. En todos los casos, hay una relación significativa entre estaciones de siembra, floración y cosecha con los agroecosistemas evaluados (Tabla 3). Es decir son muy marcados los ciclos de cultivo (siembra–cosecha) de mayo a octubre en temporal y de diciembre a mayo el de tonamil.




En el caso de maíz, los agricultores tienen problemas de almacenamiento por efecto de alta humedad relativa, plagas de granos y roedores, entre otros. Por lo que prefieren retrasar la cosecha u obtener la mazorca con totomoxtle y después hacer un almacén rústico en la milpa (53 casos), y en otros casos se cosecha con totomoxtle (87 casos) y almacena o bien la deshojan, desgranan y almacenan en la casa (54 casos). Esto indica que, 70% de total entrevistados prefieren almacenar su cosecha en la milpa o en su casa pero mazorcas con totomoxtle para disminuir perdidas. Entre las principales plagas que los agricultores mencionaron están, tejón (Nasua narica L.), mapache (Procyon lotor L.), tuza (Cratogeomys sp. R.), gorgojos (Sitophilus zeamais M.), palomillas (Sitotroga cerealella O.) y roedores de campo (Apodemus sp L.). No obstante, se ha incrementado el uso de silos metálicos (16.7% del total) o envases de plástico; aun cuando prevalece el almacén rústico de amontonamiento de mazorcas con totomoxtle en casa o en la milpa. Se determinó una relación significativa (P < 0.05) entre lugar de almacenamiento, tipos y formas de almacenamiento (Tabla 4).




Respecto al origen de la semilla empleada en la milpa, las procedencias más comunes fueron la cosecha previa y se asume de producción propia (93%). En los casos en que se consiguió por donaciones, ésta provenía de la misma comunidad o de una comunidad cercana. Al preguntar respecto al tiempo que tenían en posesión y siembra continua su semilla, los agricultores respondieron que podía variar de 1 a 80 años, esto último cuando venía preservándose por dos o más generaciones de agricultores de la misma familia.

Como parte del crecimiento acelerado de las poblaciones de malezas, sobreposición de generaciones de plagas y condiciones ecológicas que favorecen la incidencia de enfermedades fitopatológicas, en la Chinantla los agricultores recurren al uso de agroquímicos. Así, cuando se le pregunto cuales agroquímicos utilizan, se enumeraron 22 productos y entre los más utilizados son: Gramoxone®, Fitoamina®, Herbipol®, Tordon®, Coloso® y Arribo® (Figura 1). Esto hace pensar en las dificultades del control de malezas porque la mayoría de productos cumple ese fin, y no hubo evidencias de introducción de otras innovaciones tecnológicas o no han sido eficientes otras formas de control o manejo.




Aunado a lo anterior, las políticas agrícolas de manejo de germoplasma, promoción de la producción o subsidios a las familias de agricultores, inciden directa o indirectamente en el manejo de recursos genéticos del sistema milpa. A juicio de los encuestados, los problemas más comunes que impiden el mejoramiento de la producción, son: falta de programas de apoyo al campo (a pesar de que 145 de los encuestados recibieron algún tipo de apoyo federal), falta de recursos de inversión, baja fertilidad del suelo, elevados costos de insumos, cambio de uso de suelo, escasa o nula asesoría técnica e incluso la alta incidencia de teosintle entre las milpa en la comunidad de Santa Flora.

En el análisis de correspondencia múltiple, a la quinta dimensión principal, explicó 80.1% de la variación total, en relación a la descripción de los agroecosistemas de producción de la región de la Chinantla. La primer dimensión principal (DP1) conforma 34.1% de la variación y las variables de mayor valor descriptivo fueron el número de variedades, variantes o poblaciones (0.49 de valor propio), tipos de acervos (0.08) y hábitos de crecimiento (0.14) de frijol, y condiciones agroecológicas (0.05) de la parcela de cultivo. En la segunda dimensión principal (DP2), la edad del agricultor (0.11), meses de siembra (0.20), floración (0.29) y cosecha (0.22), fueron las variables de mayor valor discriminatorio. Al graficar la distribución de parcelas descritas a través del cuestionario aplicado a los agricultores, se determinó que siguen patrones definidos en relación a sus cultivos, fechas de siembra, agrobiodiversidad presente y características de manejo del agricultor.(Figura 2).




En los agroecosistemas de laderas, fueron determinantes la ubicación de las comunidades que se encuentran a mayor altitud (hasta 496 m.s.n.m.) y en zonas más accidentadas como Peña Blanca, San Juan Bautista Tlacuatzintepec, San Antonio Analco y Flor Batavia. En los agroecosistemas de lomeríos se ubicaron las comunidades de Piedra de Azúcar y Lázaro Cárdenas, principalmente; y los agroecosistemas de planicies de los terrenos de las riberas del Río Usila; San Felipe Usila, Arrollo Tambor, Paso Escalera, Santa Flora y Arroyo Aguacate. En estos agroecosistemas de producción converge una alta biodiversidad en número de especies cultivadas y son los sitios de conservación local de agrobiodiversidad, imprescindible para la obtención de alimentos.

Conclusiones


	En la región de estudio, se diferenciaron tres agroecosistemas de producción denominados: lomeríos, laderas y planicies de origen aluvial. Sus agroecosistemas de ladera, presentaron una relación significativa (P <0.05, prueba de Χ2) con los tipos de acervos genéticos, cultivos intercalados, meses de siembra, floración, cosecha del maíz, y formas de almacenamiento del grano y mazorcas. En las parcelas de producción, se siembra cultiva y recolecta hasta 58 especies y el sistema milpa, presenta como ejes de producción; maíz, fríjol, calabaza y yuca. Se tienen dos ciclos de cultivo por año. En el análisis de correspondencia, se determinaron tres patrones de cultivo y corresponden a terrenos localizados en zonas de planicies, lomeríos y laderas. El almacenamiento de maíz se realiza en mazorcas con sus hojas que la envuelven, (totomoxtle) ya sea en la vivienda o en el terreno de cultivo, debajo de un techo de lámina o palma.
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Resumen

Passiflora con ca. 575 especies es el género más rico de Passifloraceae cuyo centro de diversidad está en Colombia y Ecuador. Éste se divide en cinco subgéneros, entre estos Astrophea agrupa las especies arborescentes y leñosas. El propósito de la investigación fue conocer la diversidad y estado de conservación de especies del subgénero Astrophea para Colombia, sumando aspectos de distribución actual y potencial. Por lo anterior, se revisaron colecciones de herbarios nacionales e internacionales y literatura científica, complementando con colectas de campo. Los resultados fueron analizados con Excel© y los mapas obtenidos mediante Diva–GIS©, además los criterios de la IUCN se aplicaron para cada especie. Se registraron 375 observaciones, agrupadas en 24 especies distribuidas en 28 departamentos. La distribución potencial, sugiere nichos asociados a las regiones de Amazonía y Orinoquía; bioregiones con amplios vacíos de colecta ubicadas dentro de las preferencias de distribución por rango altitudinal de las especies (0–500 m.s.n.m.). Las áreas con mayor riqueza son el centro occidente y nororiente del país con más de siete especies por zona. Pese a esto, el 80% de las especies están por fuera de áreas protegidas, lo que se agrava bajo los criterios de la IUCN, pues el 46% presentan algún grado de amenaza, además del alto porcentaje de endemismo (37,5%). Once especies son incluidas como nuevos reportes para 14 departamentos. Esfuerzos de colecta deben orientarse en las regiones de distribución potencial que poseen condiciones bioclimáticas óptimas para el desarrollo de las especies.

Palabras clave: Biodiversidad, conservación in situ y ex situ, biogeografía, endemismo.



Abstract

Passiflora with approx. 575 species is the most diverse genus in Passifloraceae, with Colombia and Ecuador holding the largest number of taxa. It is divided into five subgenera, one of them being Astrophea, a group of arborescent and woody species. The aim of this research, was to assess the diversity and conservation status of the species in the subgenus Astrophea native to Colombia, and investigate their current and potential distribution. Subsequently, national and international herbarium collections and scientific literature were reviewed. This research was further supplemented by recent field collections. The results were analyzed with Excel © and maps obtained by Diva–GIS © to which the IUCN criteria were applied for each species. 24 species were identified, distributed within 28 departments, by assessing 375 records. The potential distribution ranges of the species, suggests niches associated to the Amazonía and Orinoquía, bioregions with large gaps in collection, provided they are in the species preferred altitudinal ranges (0–500 m). The most diverse parts of the country are the center west and northeast, with more than 7 taxa per area. 46% of species have some degree of threat and 37.5% are endemic. Despite this, 80% of species occur outside protected areas, which further complicate its conservation status according to the IUCN criteria. Eleven species are newly reported for the 14 departments. Collection efforts should be focused on areas with optimal bioclimatic conditions for the growth of species as regions for potential distribution.

Keywords: Biodiversity, endemics, biogeography, in situ and ex situ conservation.



Introducción

Passiflora L. con aproximadamente 575 especies, es el género más numeroso de Passifloraceae Juss. ex Roussel, distribuido en regiones tropicales y subtropicales desde el nivel del mar hasta los 4300 msnm., siendo Colombia y Ecuador su centro de diversidad (Jørgensen, Muchhala y MacDougal, 2012). El género se divide en cinco subgéneros: Astrophea (D.C.) Mast., Decaloba (D.C.) Rchb, Deidamioides (Harms) Killip, Tetrapathea (DC.) Reichb. y Passiflora L. (Feuillet & MacDougal, 2003; Krosnick, Ford & Freudenstein, 2009). El subgénero Astrophea se encuentra en la región tropical de Suramérica y Centroamérica, concentrando su mayor diversidad en los bosques bajos de la Amazonía brasiliense (Ulmer & MacDougal, 2004).

Astrophea agrupa especies de hábito arborescente y lianas arbustivas leñosas, que pueden o no tener zarcillos, de hojas simples con nectarios foliares similares a una cicatriz y flores generalmente blancas con corona amarilla, filamentosa, de ápice dilatado, aunque también posee flores blancas con manchas purpura y flores rojas con hipantios alargados. El subgénero se divide en dos supersecciones: Astrophea y Pseudoastrophea las cuales agrupan las especies en secciones y series (Ulmer & MacDougal, 2004). Escobar (1994), realiza la primera y más extensa monografía sobre el subgénero Astrophea donde describe 51 especies distribuidas en América Tropical, de las cuales 22 están presentes en Colombia, considerando P. mariquitensis Mutis ex L. Uribe sinónimo de P. pittieri Mast. Hernández & Bernal (2000), reportan para Colombia 20 especies de Astrophea, de las que se determina incierta la presencia de P. costata Mast. y se define P. mutisii Killip como un taxón extinto. Ocampo et al. (2007), registran 22 especies para el subgénero, incluida P. mariquitensis de una colecta en Mariquita, Tolima.

Los estudios biogeográficos permiten identificar áreas prioritarias para la conservación y aportan información relevante en la determinación de preferencia de nicho de las especies, lo que facilita establecer estrategias de muestreo y conservación. Por lo anterior, el presente trabajo evalúa la diversidad y establece los patrones de distribución de Passiflora subg. Astrophea en Colombia, además, discute el estado de conservación y la identidad taxonómica de algunas especies como herramienta para futuros estudios de evolución, sistemática y ecología.

Materiales y métodos

Taxa y área de estudio

El grupo de estudio es Passiflora subgénero Astrophea, el cual agrupa las especies arborescentes y leñosas del género siendo nativo de América Tropical (Escobar, 1994). El área de estudio abarca a Colombia, que se ubica al noroccidente de Suramérica entre los 12°26'46''N y los 4°13'30''S, y entre los 66°50'54'' y 79°02'33'' O, dentro de la franja intertropical (Andrade–C, 2011).

Diversidad

Las colecciones biológicas suministraron información sobre diversidad, distribución y nicho, por lo que colecciones de herbario del subgénero Astrophea fueron revisadas a nivel nacional: COL, COAH, VALLE, CUVC, FAUC, HUA, HUQ, JAUM, JBB, LLANOS, MEDEL, PSO, TULV, TOLI, CDMB, UIS y UDBC. Similarmente, se revisó la colección virtual del herbario MO, aportando información de 17 herbarios internacionales (MA, MO, US, TEX, NY, A, GH, PH, K, BM, P, G, L, U, B, BR, S) y se consultaron portales web como The Plant List, GBIF y Jstor, a fin de obtener mayor número de registros que permitan una aproximación real en la distribución de las especies, además de garantizar su identidad taxonómica.

La diversidad de especies del subg. Astrophea para Colombia fue registrada a partir del inventario de colectas en campo, visitas a herbarios y revisión de información secundaria (Escobar, 1994; Hernández & Bernal, 2000; Feuillet, 2002; Ulmer & MacDougal, 2004; Ocampo et al. 2007), además de la evaluación del índice Shannon Weaver. La base de datos se generó en Excel 2010© con la lista de especies, endemismo e información geográfica.

Patrones de distribución

Utilizando el software DIVA–GIS 7.5© se estableció la distribución actual mediante puntos de presencia en capa del mapa oficial de Colombia, teniendo en cuenta la distancia máxima (MaxD) entre cualquier par de observaciones y el área circular (CAr) con un radio de 2 Km por observación (Hijmans et al. 2001). La riqueza se calculó de acuerdo a Hijmans & Spooner (2001), con relación al número de especies en un área mediante el análisis de point–to–grid, con un grid 0.5x0.5 (e.g. 1x10 km2) y aplicando la opción circular neighborhood con un radio de 0.5.

La predicción de ocurrencia de especies de P. subg. Astrophea se generó con base en datos climáticos derivados de una red de 12500 estaciones ubicadas en América Latina y agrupados en la base de datos de WorldClim (Bioclim) con una resolución de 30 grid (ejemplo: 0.5 km2 × 0.5 km2) y que relaciona 19 variables climáticas asociadas a los puntos de presencia (> 5 observaciones) a través de DIVA–GIS 7.5© (Hijmans et al. 2005).

Conservación

Con base en la metodología IUCN (2014), aplicando los criterios B1 y B2 que relacionan el Área de Extensión (EOO) y Ocupación (AOO) se determinó el estatus de conservación para las especies del subg. Astrophea. También se contrastó la capa de Áreas Protegidas versus la distribución actual en DIVA–GIS 7.5© (Bonilla, Gallego & Aguirre, 2014).

Resultados y discusión

Diversidad

La Tabla 1, presenta el inventario de especies del subgénero Astrophea en Colombia, partiendo de 375 observaciones que relacionan 24 especies listadas por rango infragenérico, aumentando el número de especies para el país. Escobar (1994) describe 51 especies para el grupo, cifra aumentada a 57 por Feuillet & MacDougal (2003). En Colombia, Hernández & Bernal (2000), registran 20 especies, de estas, P. costata sin espécimen de referencia para Colombia.

Las especies más abundantes son P. arborea (96), P. sphaerocarpa (77), P. spinosa (59) y P. emarginata (39), de acuerdo a las observaciones en herbarios colombianos (Tabla 1). P. arborea, P. sphaerocarpa y P. emarginata hacen parte de la supersec. Astrophea sec. Astrophea, y dentro del subgénero, son parte del grupo de los árboles de amplia distribución en Suramérica (Ulmer & MacDougal, 2004). Passiflora arborea, es la especie con mayor número de registros (96) debido a su abundancia en los Andes, pero también a confusiones de determinación por las similitud morfológica con P. emarginata y P. sphaerocarpa, lo que dificulta su determinación, sumado a la escases de herramientas taxonómicas para el subgénero.




Patrones de distribución

La distribución espacial del subgénero Astrophea en Colombia es principalmente Andina, concentrada en los departamentos de Antioquia, Caldas, Risaralda, Quindío, Tolima, Cundinamarca y Valle del Cauca. Los Andes acumulan el 73% de las observaciones, seguido de la Amazonía (12%), Orinoquía (8%), Caribe (4%) y Pacífico (3%). Los resultados coinciden con la distribución de Passifloraceae, a lo largo de los Andes y la Amazonía (Ocampo et al. 2007), de lo que se infiere que el subgénero Astrophea presenta un patrón de distribución similar al de la familia en Colombia, a pesar de que éste concentra su mayor diversidad en los bosques bajos de la Amazonía brasileña (Ulmer & MacDougal, 2004).

En la Figura 1, se observa acumulación de puntos en las tierras bajas de los valles interandinos de los ríos Cauca y Magdalena, donde las condiciones bioclimáticas favorecen el establecimiento de las especies, principalmente de la supersec. Astrophea. El pie de monte y los valles interandinos presentan características geográfica especiales ya que la división de los Andes genera nichos de diversidad únicos que permiten catalogar a Colombia dentro de los países megadiversos (Andrade–C, 2011). Tan importante es la aparición de Passiflora en la región Andina que ha sido catalogado como un indicador en la evaluación de áreas perturbada y su presencia como estrategia para el manejo de la biodiversidad en la zona cafetera (Ocampo et al. 2010).
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Amplios vacíos de colecta se destacan en las regiones Amazónica, Pacífica, Caribeña y del Orinoco (Figura 1), que suman el 27% de las observaciones abarcando 12 especies en gran parte del territorio nacional, similar a lo observado para el género (Ocampo et al. 2010). Las especies registradas para estas bioregiones corresponden a P. spinosa, P. pyrrhantha, P. securiclata, P. holtii y P. spicata, de la supersec. Pseudoastrophea secc. Botryastrophea, P. skiantha, P. phaeocaula y P. franciscoi de la supersec. Pseudoastrophea sec. Pseudoastrophea, P. macrophylla y P. tica, especies arborescentes de la supersec. Astrophea sec. Astrophea, y P. pittieri y P. jussieui, de la supersec. Astrophea, sec. Capreolata, siendo la última destacable en el mapa por ser la única de la supersec., presente en la Amazonía; lo que permite cuestionar la identidad de la especie, su ubicación infragenérica o su historia evolutiva como especie intermedia entre las dos supersecciones.

La distribución potencial del subgénero Astrophea comprende la bioregión amazónica, con ocurrencia de entre una a siete especies (Figura 2A), donde los departamentos de Guainía, Vaupés y Guaviare son los de mayor idoneidad. Estos datos contrastan con el mapa de distribución actual (Figura 1) y las preferencias climáticas de Astrophea en Colombia reportadas para la región Andina (Ocampo et al. 2010). Las demás bioregiones agrupan entre una y cinco especies (excepto Caribe), siendo mayor la proporción de área idónea para el establecimiento de una a tres. La Amazonia se considera de mayor importancia por los nichos ecológicos potenciales para el establecimiento del subg. Astrophea. El pie de monte, los valles interandinos y la distribución en rango altitudinal de las especies (Figura 4), hacen de los Andes un área importante, principalmente los departamentos de Antioquía, Santander, Quindío y Tolima.
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Al modelar separadamente la distribución potencial de las supersecciones, se encontró que la supersec. Astrophea acoge la bioregión Andina como la de mayor idoneidad para el establecimiento de las especies que agrupa (Tabla 1), principalmente Caldas, Tolima, Huila, Quindío, Valle del Cauca y Nariño, donde es posible encontrar hasta seis especies. El área idónea en la Amazonía se explica por las preferencias de distribución de las especies de la secc. Capreolata, principalmente P. jussieui, de igual manera en la región Caribe. La supersec. Pseudoastrophea presenta la Orinoquía y la Amazonía como las regiones con mayor idoneidad para las nueve especies que agrupa (Tabla 1), principalmente en Guainía y Vaupés. Los límites entre Antioquia, Bolívar y Santander se muestran como una área idónea para las especies de la supersec., siendo interesante, pues esta zona posee tierras bajas que confluyen con los valles del río Magdalena.

La riqueza de especies del subgénero Astrophea se agrupa en dos área con alto valor, una entre Chocó, Antioquia, Risaralda, Caldas, Tolima, Cundinamarca y Boyacá, y otra entre Santander, Norte de Santander, Bolívar y Cesar, siendo estás los puntos calientes de diversidad donde se encuentran hasta ocho especies (P. arborea, P. sphaerocarpa, P. engleriana, P. macrophylla, P. tica, P. pittieri, P. spinosa y P. pyrrhantha) (Figura 3).
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Los departamentos con mayor índice de diversidad (>1) se encuentran en la Amazonía (Guaviare: 1,099; Vichada: 1,292; Vaupés: 1,727), el Pacífico (Choco: 1,277) y los Andes (Cundinamarca: 1,164; Antioquía: 1,187; Norte de Santander; Santander: 1,221) (Tabla 2). En contraste, análisis especiales para Passiflora presentan la región Andina como la más diversa (Ocampo et al. 2007), debido a que el género agrupa especies netamente Andinas, como las Tacsonia, entre otras. Por lo anterior, la Tabla 2, registra un patrón diferente para el subgénero Astrophea.
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La mayor abundancia se da en los Andes de Antioquía (77), Valle del Cauca (55), Cundinamarca (33) y Santander (23) (Tabla 2), relacionada con pasifloras arborescentes. Escobar (1994), asocia los especímenes revisados con un notorio esfuerzo de muestreo en los Andes. Para Passiflora, las principales colectas y expediciones tienen un enfoque andino (Ocampo et al. 2007; Ocampo et al. 2010). No obstante, Astrophea concentra mayor diversidad en la Amazonía, área poco conocida pero potencial para ampliar el conocimiento del grupo, principalmente de la supersec. Pseudoastrophea.

La distribución por rango altitudinal muestra que entre los 0 y 500 msnm se encontró la mayor acumulación de especies (15) con 125 observaciones (Figura 4), contrastando con Ocampo et al. (2010), quienes establecen el mismo rango pero con un máximo de nueve especies. Así, P. spinosa es la más frecuente en este rango, con 53 observaciones, seguida de P. holtii (11) y P. pyrrhantha (10). Registros anteriores cuentan con 20 observaciones para P. spinosa y una solo para P. holtii y P. pyrrhantha (Ocampo et al. 2007).

P. franciscoi, P. phaeocaula, P. pittieri y P. securiclata presentan entre 5 y <10 observaciones, mientras P. jussieui, P. haughtii, P. macrophylla, P. tica y P. sphaerocarpa poseen entre 2 y <5 observaciones, P. callistemma, P. skiantha y P. spicata poseen una única observación en este rango (Figura 4). La mayoría de estas especies se ubican en la supersec. Pseudoastrophea, que según Ulmer & MacDogal (2004), se distribuye principalmente en la cuenca del río Amazonas.




Entre los 501–1000 m.s.n.m., se registran cinco especies con 29 observaciones, siendo P. sphaerocarpa la más representada con 20 observaciones, P. spinosa registra seis individuos, mientras que P. phaeocaula, P. pittieri y P. tica poseen una sola observación, presentando una acumulación de especies similar a la del rango anterior.

Entre los 1001 y 1500 m.s.n.m., se registraron 86 observaciones para siete especies siendo las mayormente representadas P. sphaerocarpa (43), P. arborea (21) y P. emarginata (11), seguidas de P. macrophylla (7), P. lindeniana (2), P. grandis (1) y P. pittieri (1), rango en el cuál se tiene mayor representatividad de las especies arborescentes (supersec. Astrophea). La máxima altitud registrada para Astrophea fue 2481 m.s.n.m., así se tiene que entre los 1501 y los 2500 msnm ocurren ocho especies con 135 observaciones, representadas por P. arborea (76), P. emarginata (28), P. engleriana (15) y P. sphaerocarpa (10), P. macrophylla (2), P. putumayensis (2), P. tica (1) y P. mutisii (1). Aunque algunas especies alcanzan altitudes superiores a los 2000 m, la distribución del subgénero no es principalmente Andina (Escobar, 1994), tal es el caso de la sección Botryastrophea, la cual encuentra en la Amazonía su centro de diversidad (Escobar, 1994; Ulmer & MacDogal, 2004).

Estado de conservación

Siguiendo los criterios de la IUCN (2014), se estimó el estatus de conservación para las especies del subg. Astrophea, encontrándose que el 46% de éstas posee algún grado de amenaza y un 4% (P. mutisii) se considera con Datos Deficientes (DD) (Figura 5). P. mutisii ha sido considerada extinta (EX) (Ocampo et al. 2007), por no presentar registro de colecta desde el tipo. En contraste, Hernández & García (2006), la catalogan con DD por conocerse de un único espécimen, en concordancia, esta investigación la cataloga en la misma categoría. Sin embargo, problemas taxonómicos y de posible sobreclasificación pueden existir, dada la similitud morfológica con P. pittieri y P. mariquitensis, además relaciones geográficas permiten su cuestionamiento.
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La Figura 5, muestra que el 21% de las especies se ubican en la categoría En Peligro Crítico (CR) como P. grandis, P. haughtii, P. callistemma y P. mariquitensis endémicas de Colombia y conocidas de la localidad tipo, y P. putumayensis con dos observaciones del suroccidente andino del país. Ésta última se encuentra en Ecuador y Perú (Ulmer & MacDougal, 2004), lo que la pondría en una categoría de Preocupación Menor (LC). Por su parte, P. grandis, P. haughtii y P. callistemma son especies restringidas a su localidad tipo y conocidas por las descripciones morfológicas y tratamientos taxonómicos (Escobar, 1994) más no por sus relaciones ecológicas. Igualmente, ocurre con P. mariquitensis, con el agravante de que la información taxonómica no clara, pues Escobar (1994), la considera como sinónimo de P. pittieri.

El 17% de las especies (P. engleriana, P. lindeniana, P. venosa y P. franciscoi ) se encuentran En Peligro (EN), otro 8% son Vulnerables (VU) (P. skiantha y P. spicata) y las especies restantes, por su amplia distribución, abundancia y observaciones en campo, no se consideran bajo algún grado de amenaza. En cuanto a las especies EN para Colombia, P. engleriana es endémica y abundante, pero exclusiva del departamento de Antioquía, con una sola colecta en Cundinamarca. P. lindeniana, P. venosa, P. spicata y P. skiantha (VU) son conocidas en diferentes países (Feuillet & MacDougal, 2003), por lo que, teniendo en cuenta su completa distribución; su categoría cambiaría a Casi Amenazado (NT) o preocupación menor (LC), dependiendo del taxón.

Las especies encontradas en áreas protegidas de Colombia, relacionan principalmente las de amplía distribución y algunas endémicas, entre estas P. emarginata y P. sphaerocarpa (endémicas), P. arborea, P. tica y P. pittieri conforman un primer grupo que se ubica en los Andes montañosos y valles interandinos de Antioquía, Norte de Santander, Risaralda y Valle del Cauca (Figura 6). Las especies exclusivas de Colombia (P. emarginata y P. sphaerocarpa) también son consideradas en LC por Hernández & García (2006), ya que poseen un número de poblaciones representativo. Las restantes especies poseen una amplía distribución y se encuentran en sitios estratégicos para su conservación.
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Un segundo grupo reúne las especies con distribución altitudinal en tierras bajas, P. holtii, P. spinosa, P. pyrrantha, P. skiantha, P. jussieui, P. phaeocaula, P. securiclata y P. franciscoi, las cuales se encuentran en áreas protegidas de la Orinoquía, Amazonía o ambas, y P. macrophylla en el departamento de Chocó, especies que no se encuentran en zonas legalmente protegidas en Colombia, encontrándose expuestas a efectos antrópicos como la expansión de la frontera agrícola y crecimiento urbano, deforestación y minería. Actividades que pueden causar la desaparición de poblaciones nativas y endémicas que se encuentran fuera de las áreas protegidas (Pereira et al. 2012). Así se tiene que aproximadamente la mitad de las especies del subgénero Astrophea presentan algún grado de amenaza, mereciendo particular atención. Por ejemplo, P. mariquitensis registra escasa información, además su identidad taxonómica es cuestionable, puesto que Escobar (1994), la considera como sinónimo de P. pittieri, aunque Ocampo et al. (2007), reportan una colecta y la definen como especie, sin embargo no se obtiene la suficiente claridad sobre su respectiva identidad.

Conclusiones


	Colombia se considera el país más rico en Passiflora subgénero Astrophea, y junto con Brasil agrupan gran cantidad de especies endémicas, principalmente en las tierras bajas (0–500 m.s.n.m.) de la Amazonía y los valles interandinos.

	La distribución potencial para el subgénero abarca las actuales áreas con vacíos de información, por lo que se hace necesario enfocar esfuerzos de colecta en estas zonas, principalmente en la Amazonía y Orinoquía colombiana.

	El análisis espacial por categorías infragenéricas permite una mejor comprensión de los grupos taxonómicos, como se evidenció con las supersecciones Astrophea y Pseudoastrophea.

	El subgénero presenta un alto grado de amenaza por lo que conocer su estatus de conservación y el alcance de resguardo en áreas protegidas favorece el desarrollo de estrategias de conservación in situ y ex situ que permitan la preservación de las especies.
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Resumen

La principal causa de la baja productividad en campo es la sequía, y como la mayoría de métodos para contrarrestarle son costosos e inasequibles para los agricultores de bajos recursos, se ha encontrado que el mejoramiento genético es la opción más económica para incrementar o estabilizar la producción de frijol común en condiciones de sequía. Por lo tanto el objetivo principal de esta investigación fue obtener líneas de frijol provenientes de cruzas inter acervo, con el fin de seleccionar líneas tolerantes a estrés hídrico. En la generación F5:6, se seleccionaron las 54 mejores líneas elites en términos de rendimiento y características agronómicas favorables, de un total de 492 líneas cosechadas. Posteriormente se codificaron como líneas DAB (Drought Andean Bean). Se evaluaron estas 54 líneas elites en ensayos de rendimiento en dos condiciones de sequía, pudiéndose elucidar que las líneas DAB 18, DAB 49, DAB 52 y DAB 3, presentaron mayor rendimiento con un rango de 2506.2 a 2682.3 Kg. ha -1 en las dos condiciones de sequía evaluadas; lo cual aporta genotipos con características de importancia para ser multiplicados y distribuidos a agricultores, además de obtener líneas parentales para generar nuevos programas de mejoramiento con tolerancia a sequía.

Palabras clave: Características de importancia, compuestos masales, estrés hídrico, líneas tolerantes a sequía, selecciones individuales.



Abstract

Drought is the main cause of low productivity in field conditions, and like most of methods to counter; they are costly and unaffordable for low–income farmers, the plant breeding has found the most economical option to increase or stabilize the common bean production under drought conditions. Therefore, the main objective of this research was to obtain bean lines derived from inter– gene pool crosses, in order to select lines tolerant to water stress. In the F5:6 generation, the top 54 elite lines in terms of performance and favorable agronomic traits, from 492 harvested lines. In addition, they were coded as DAB lines (Drought Andean Bean). These 54 elite lines were evaluated in yield trials in two conditions of drought, being able to elucidate the DAB 18, 49 DAB, DAB 52 and DAB 3 lines, showed a higher performance with a range of 2506.2 to 2682.3 kg. ha -1 in the two drought conditions evaluated, which brings genotypes with traits of importance to be multiplied and distributed to farmers, in addition to obtaining parental lines to generate new plant breeding programs to improve drought tolerant lines.

Keywords: Drought tolerant lines, individual selections, massal compounds, traits of importance, water stress.



Introducción

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.), es la leguminosa alimenticia más importante para el consumo humano directo, ya que representa el 50% del grano de leguminosas consumido en el mundo (Broughton et al. 2003). Se produce en diversos ambientes, lo que hace del frijol común, una especie cosmopolita (Gepts, 2001). Sin embargo, se ha estimado que el 60% de los cultivos de frijol son sembrados bajo el riesgo de una sequía intermitente o terminal (Miklas & Singh, 2007).

Por lo anterior, la principal causa de la baja productividad en campo es la sequía, por lo cual se han implementado diferentes técnicas para contrarrestar los efectos de la misma como: riego suplementario y algunas prácticas agronómicas. Sin embargo, han sido de poca utilidad ya que el alto costo de la infraestructura necesaria, la ausencia de agua para riegos y rubros asociados, impiden que los agricultores de bajos recursos accedan a estas prácticas. Por tal motivo el mejoramiento genético se ha convertido en la mejor opción en términos económicos, ecológicos y de sostenibilidad para incrementar y/o estabilizar la producción de frijol en condiciones de sequía (Rosales–Serna et al. 2000). Aunque no es reconocido como una especie tolerante a sequía, el frijol posee estrategias que le confieren dicha tolerancia (Beebe et al. 2013)

El progreso de mejoramiento para tolerancia a sequía en frijol ha sido lento, aunque se han obtenido avances en cuanto a los criterios a utilizar, para seleccionar líneas tolerantes a estrés hídrico (Beebe et al. 2013; White et al. 2009). Actualmente, el rendimiento de grano se ha definido como el criterio más claro para seleccionar correctamente genotipos tolerantes a sequía (Acosta–Gallegos & Adams, 1991; Beebe et al. 2013; Mir et al. 2012; Terán & Singh, 2002).

El objetivo del presente estudio es obtener líneas provenientes de cruzas inter acervo, con el fin de identificar líneas tolerantes a sequía y dilucidar el comportamiento de las mismas en dos ambientes, correspondientes a sequía intermitente y sequía a floración.

Materiales y métodos

La evaluación y caracterización de las líneas en campo, se llevó a cabo en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), el cual está ubicado en Palmira, Colombia (03°31'N, 76°18'O: 1001 m.s.n.m.). Las líneas utilizadas se generaron de cruzas simples entre líneas tolerantes a sequía de origen mesoamericano (SER8, SER16, SER22, SEC16, SEQ11) desarrolladas en el CIAT y líneas susceptibles a sequía de importancia agronómica en Zimbabwe (África) de origen andino (Red Canadian Wonder, CAL143, SUG131, PAN147, Natal Sugar) (Beebe, Makunde, Blair, Chirwa, & Lungu, 2007). Las cinco líneas tolerantes fueron cruzadas con las cinco líneas susceptibles, para un total de 25 cruzas, utilizando un diseño Norte Carolina II.

Las poblaciones fueron avanzadas durante los años 2005, 2006 y 2007; donde se desarrollaron tanto compuestos masales (F1, F3, F4) como selecciones individuales (F2, F5), con el fin de alcanzar líneas en generación F6 y obtener líneas uniformes con alto grado de homocigosidad. Cabe aclarar que las selecciones individuales que se realizaron en F2 y F5, no estuvieron direccionadas hacia la tolerancia a sequía, sino a rasgos morfoagronómicos de alta heredabilidad como: color de grano, hábito, tamaño de grano, etc. Se utilizó el método de mejoramiento combinado genealógico.

En la estación seca del 2008 (junio–agosto) se evaluaron 459 líneas F5:6 en condiciones de sequía sin repeticiones, y se tomó datos de producción por parcela y adaptación. A partir de este resultado se seleccionaron 54 líneas y se codificaron como Líneas DAB (Drought Andean Bean), con las cuales se realizaron ensayos de rendimiento en condiciones de sequía en el CIAT, Palmira, entre enero – abril de 2009.

Para la evaluación de las líneas DAB se consideró el rendimiento de grano como la variable más importante en la selección de genotipos tolerantes a estrés hídrico (Acosta–Gallegos & Adams, 1991; Beebe et al. 2013; Terán & Singh, 2002)nine drought resistant lines selected from interracial or intergene pool populations, and two drought resistant and two susceptible checks. The 36 genotypes were evaluated in drought–stressed (DS. Se utilizó un diseño en lattice 8x8 con tres repeticiones, en dos ambientes: Sequía intermitente (SI) y sequía a floración (SF). Como testigos fueron incluidos los padres involucrados en las cruzas y dos variedades comerciales: Tio canela y Diacol Calima. El tamaño de la parcela experimental fue de 3.09 m x 0.6 m.

Las condiciones climáticas en la localidad de CIAT, Palmira durante la estación seca (julio – octubre de 2008), donde se sembró la población F5:6 fueron: temperatura máxima entre 24.5 y 35°C con un promedio de 30°C, temperatura mínima entre 16.6 y 21°C con un promedio de 19°C, precipitación total de 163.5 mm distribuidos irregularmente, la evaporación total fue de 416.8 mm y se determinó como sequía intermitente. Se realizaron tres aplicaciones de riego, uno de ellos para germinación y los dos restantes, para el establecimiento del cultivo de fríjol. En la estación donde se evaluaron las líneas DAB (F5:7) correspondiente a la estación seca (enero – abril de 2009), se presentó una temperatura máxima entre 23.8 y 33°C con un promedio de 30.5°C, temperatura mínima entre 17.4 y 21.3°C con un promedio de 19.4°C, la precipitación total fue de 270.2 mm distribuidos irregularmente, La evaporación total fue de 408.6 mm se determinó como sequía intermitente. Los suelos en los lotes del CIAT, Palmira, fueron clasificados como Aquic Haplustoll (Molisol), con un pH de 7.0.

Para las líneas F5:7, se realizaron análisis de varianza por ambiente para observar las interacciones entre genotipos dentro de cada uno de los mismos y un análisis combinado para observar la interacción fenotipo por ambiente y la variación entre los ambientes, la diferencia mínima significativa fue usada para el análisis de los datos y selección de las líneas tolerantes a sequía en términos de rendimiento. Se usó el paquete estadístico SAS (v9.1.3 ®) y finalmente, se estimaron los coeficientes de correlación simple entre las variables evaluadas y rendimiento con el fin de dilucidar posibles estrategias de tolerancia a sequía.

Resultados y Discusión

El hecho de utilizar un método de mejoramiento genealógico brinda la oportunidad de tener una visión general de la posible habilidad combinatoria general y específica de cada genotipo (Vallejo & Salazar, 2002), aún después de pasadas varias generaciones como en este caso; y así poder identificar buenos padres para futuros procesos de mejoramiento.

De las líneas sembradas F5:6, se cosecharon el 97%, que corresponde a 479 de un total de 492 líneas. Durante la inspección en campo se observó que las cruzas que involucraban como madre a SER16 y SER22 fueron las que mejor estaban adaptadas, seguidas de las que involucraban SER8 y SEQ11, finalmente las menos adaptadas fueron las que involucraron SEC16. Los padres andinos que mejor se comportaron fueron SUG131 y NATAL SUGAR, seguidos por PAN127 y RED CANADIAN WONDER, finalmente las cruzas que involucraban a CAL143, resultaron ser las menos adaptadas a las condiciones de sequía (Tabla 1).

Fueron seleccionadas por rendimiento, 26 líneas provenientes de cruzas con SER22, 13 líneas de cruzas con SER16, 8 líneas de cruzas con SEQ11, 7 líneas de cruzas con SER8 y finalmente no fueron incluidas líneas provenientes de cruzas con SEC16, ya que presentaron rendimientos bajos con respecto a los padres y a las demás líneas (Tabla 1).

Con base a los datos de rendimiento, se encontró que la familia de mayor rendimiento fue SER22 x CAL143 con 2822 Kg/ha-1 en promedio, y la familia con menor rendimiento fue SEC16 x NATAL SUGAR con un rendimiento de 1168 Kg.ha-1 en promedio. La familia SER22 x SUG131 aunque presento un menor rendimiento, las características del grano fueron conformes a lo buscado en términos de tamaño (36g/100 semillas), color y forma, por lo que se seleccionaron 16 líneas de esta cruza (Tabla 1).




En total fueron seleccionadas 54 líneas que corresponden aproximadamente al 12% de las líneas cosechadas, las cuales se codificaron como líneas DAB (Drought Andean Bean) formando parte de un grupo elite de líneas tolerantes a sequía. Las 54 líneas seleccionadas fueron evaluadas en un ensayo de rendimiento en dos ambientes correspondientes a sequía intermitente (SI) y sequía a floración (SF).

El rango de rendimiento en el tratamiento de SI, fue de 758 a 2682 Kg.ha-1 con un promedio general de 1694.9 Kg.ha-1, los valores más bajos de rendimiento fueron de los testigos PAN127, SUG131 y NATAL SUGAR con 831.4, 848.4 y 758 Kg.ha-1 respectivamente, indicando que los testigos que se seleccionaron para este ensayo fueron ideales en el proceso de selección ya que se pudo tener el contraste entre testigos susceptibles y tolerantes a estrés hídrico. Las líneas que tuvieron mayores rendimientos fueron DAB3 y DAB52 con 2448 y 2278 Kg.ha-1 respectivamente, seguidos por los testigos SEQ11 y TIOCANELA con 2374 y 2521 Kg. ha -1 (Tabla 3).

El rango de peso de cien semillas en el tratamiento de SI fue de 16.5 a 51 gramos, con un promedio de 31 gramos (Tabla 3). Los valores más bajos de peso de cien semillas fueron de los testigos RED CANADIAN WONDER, TIOCANELA y SER16 con 16.1, 20.8 y 23.2 gramos respectivamente, en este caso es esperado que las líneas TIOCANELA y SER16 presenten tamaño de grano pequeño ya que es una característica propia de los mismos; en el caso de RED CANADIAN WONDER que es una línea de acervo andino, el hecho de que presente grano pequeño es posiblemente a causa de su susceptibilidad a el estrés hídrico, ya que el estrés por sequía puede causar reducción en el rendimiento, biomasa, numero de semillas y peso de 100 semillas hasta en un 60%. (Rosales–Serna et al. 2000). Las líneas que tuvieron mayor peso de cien semillas, fueron: DAB48, DAB53 y DAB54 con 49.6, 48.7 y 51.5 gramos, indicando que se realizó una buena selección de líneas en términos de peso de cien semillas, ya que los tamaños de semillas fueron superiores a los testigos. Es importante el hecho de que se pudieron introgresar genes de tolerancia a sequía de las líneas mesoamericanas a las líneas DAB, manteniendo el tamaño de grano grande, altos rendimientos y características morfoagronómicas de interés comercial.




En el tratamiento de SF, el rango de peso de cien semillas fue de 19 a 54 gramos, con un promedio general de 30 gramos. Los valores más bajos de peso de cien semillas fueron DAB20 y TIOCANELA con 21.2 y 19.6 gramos respectivamente. Por otro lado, el tamaño de grano pequeño pudo haber sido una característica heredada de su madre SER 16 (Mesoamericano), por lo tanto, es posible que esta línea no sea tenida en cuenta en futuros cruzamientos.

En el tratamiento de SI, el rango que se presentó en días a floración fue de 29 a 37 días, con un promedio general de 34 días (Tabla 2). Adicionalmente, se presentó una disminución en el promedio general de 3 días aproximadamente al comparar SF y SI (Tabla 3).
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En cuanto a los días a madurez fisiológica, el rango que se presentó en el tratamiento de SI fue de 60 a 70 con un promedio de 63 días a madurez fisiológica. Los genotipos más precoces fueron DAB30, DAB31, DAB32 con 60 días a madurez fisiológica y con rendimientos mayores a 1700 Kg.ha -1. Los genotipos más tardíos fueron PAN127 y DAB38 con 70 días a madurez fisiológica. En el tratamiento de SF el rango fue de 60 a 71 días con un promedio de 64 días. Se presentó un incremento de 1 día aproximadamente en el promedio general al comparar SF y SI (Tabla 2).

Se pudo observar que tanto para el rendimiento como para peso de cien semillas, el promedio general del tratamiento de SF es menor que el promedio general del tratamiento SI, pero no presentan diferencias estadísticamente significativas (Tabla 2). Cabe mencionar que aunque el tratamiento de SF en comparación al tratamiento SI, se expuso menos tiempo en días a estrés hídrico; la época que presenta mayor sensibilidad a condiciones de sequía en fríjol común, es la época reproductiva, por tal razón posiblemente los tratamientos a pesar de sus diferencias en niveles de estrés, produjeron el mismo efecto sobre las líneas evaluadas.

Por otro lado, se presentaron diferencias significativas entre genotipos, tanto para rendimiento, como para peso de cien semillas. El análisis de varianza combinado muestra una interacción significativa genotipo × ambiente de tipo cualitativo ya que los mejores genotipos en SI no fueron los mejores en SF en términos de rendimiento y peso de cien semillas, indicando que los tratamientos afectaron los genotipos de manera diferencial (Tabla 2).

Se encontró una correlación negativa significativa entre rendimiento y días a floración junto con días a madurez fisiológica (Tabla 4). Este resultado fue reportado en estudios anteriores por Rosales Serna et al. (2000), donde el ajuste en el número de días al inicio de la floración y madurez, favorece el incremento en el rendimiento del cultivo.
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En los ensayos de rendimientos, se encontró una correlación negativa altamente significativa entre rendimiento y peso de 100 semillas (Tabla 4), lo cual es una característica de genotipos mesoamericanos tolerantes a sequía. Estos resultados también fueron reportados por Terán y Singh (2002), encontrando una correlación negativa entre el rendimiento y peso de cien semillas tanto en estrés hídrico como en riego.

Conclusiones


	Las líneas DAB48, DAB53, DAB54 con 54.1, 48.8 y 49.3 gramos y rendimientos mayores a 1700 Kg.ha-1, son promisorias para ser utilizadas como fuente de genes de tolerancia a sequía bajo diversas condiciones.
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Tabla 1. Requerimientos diarios de hierro segin la OMS

Grupo Edad (afios)  Requerimiento diario (mg)
0521 055
123 027
Nifos
4a6 023
7a10 032
Mats 055
Hombres 15217 050
18 050
Mats 055
Mujeres 15217 035
18+ 035

Fuente: (FAO & WHO, 2002)
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Figura 2. Valores de humedad durance el estudio. Se presenta el valor pro-
medio (n = 4) y barras de error (£ 1 ds)
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Tabla 4. ANOVA para Color (A E) vs temperatura, tiempo.
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‘Tabla 2. Andlsis exomorfolégicos de hojas "D de Ananas comosus cultivadas en dos sistemas de cultivo, a campo (C) e invernadero.

(0en o cunro estacones del a0
Verano Otono Inviermo Primavera
< ' < ' < ' < '

3 ECh Gase  masma  msa | mec 2N [T [EED

o naze 9074 1esp  1sse 1520m 16750 16000 2374

o 1899 1s8e 213¢ 2400 217¢ 2538 2540 400a

LM (mm) 1990 0576 osec ossa om7c 081 1030 0395

o a3sc ssic  s249a 0% sima 89590 850 7955¢

e osb 026 1166 1790 1720 1740 128 105
espines por cm')

A ol (A7), Pesofresco PP, Peso seco (75, Expesr mediode o lamina (ELM), Contenidorelatvo de agus (CRA) nimero de zpinss po m delminsflo.
bt st st ko g g ot ey e





OEBPS/Images/v65n4a11f3.jpg
s

100070

som

(1) Marcador de peso molecular (1 Kpbl; (2) control de r
el ‘ophagus manihotis; (6) Glomus 5p. Glomeraceae
Ma; (7) Glomera






OEBPS/Images/v65n4a09e3.jpg
1

00103x 00053 ¥=V






OEBPS/Images/v65n4a09e1.jpg
TN

@





OEBPS/Images/v65n4a07t1.jpg
Tabla 1. Condiciones optimizadas para cada técnica de anélisis

Plaguicida
Parémetro
Mancozeb  Carbofurano
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Potencial final mV 300 700
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Figura 4. Relacién encre ISPy P,, en Pastizales nativos, secundarios, Siste-
‘mas Forestales (PN+PS+FO) y Sistemas Agricolas (A).
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Tabla 2. ANOVA para Humedad vs Temperatura, Tiempo

scsc ™
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GL: Degrees of freedom, SC Sec: Sum of sequential square, SC Adj: Sum of
squared adjusted, CM: adjusted mean squares, F: F statistic, P: Scatistical P
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Figura 5. Acumulacion de especies de Astrophea por categoria de conser-
vacién para Colombia (IUCN, 2014).
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Tabla 2. Plantas recolectadas por los agricultores en tres agroecosistemas de produccién.
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Figura 1. Morfotipos encontrados en los analisis morfolégicos. (A-F) Familia
Glomeraceae; (6-) Familia Acaulosporaceas; (K) Familia Diversisporaceae;
(L) Familia Gigasporaceae.
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Tabla 2. Origen y caracteristicas de las bacterias celuloliticas aisladas

Morfologia de

Respuestaa

Aislamiento Origen e la Tincién
L) de Gram
1 Bacilos +
2 Bacilos .
5 Bosque nativo El Bacilos -
7 MmO, Streprobacilos 2
s Bacilos +
9 Bacilos +
i Bacilos +
12 Bacilos =
13 Bosque natvoEl COc0s Y Diplococos +
14 ot Bacilos +
17 Bacilos <
20 Bacilos Esporulados +
Ell Bacilos 5
Reserva Natural .
2 e Diplococos
33 Bacilos .
Trayecto lguaque
a1 ety Bacilos &
51 Bacilos &
Hoya del Rio .
53 P Bacilos
54 Bacilos .
7 Compostera Bacilos -

(Puente Piedra)
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Figura 4. Valores de Amonio para los dias 01y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4) y barras de error (= 1 ds)
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Figura 4. Comparacion de acidez y pH en diferentes temperaturas de
almacenamiento

Medias y LSD de Fischer al 95% de confiabilidad
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en Colombia
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Tabla 1. Valores promedio del porcentaje de colonizacién por HMA en raices |
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Tabla 1. Distribucion de angulos foliares y de ramas en el dosel

Distribucién de angulos foliares

Plansfila

Plagiofila

Erectsfila

Extremdfila

El arreglo foliar de las hojas es en su mayoria horizontal,
con la mayor frecuencia de datos entre 0-30°.

El arreglo foliar de las hojas tiene su mayor frecuencia de
datos entre 31-60°.

El arreglo foliar de las hojas es predominantemente verti-
cal,con la mayor frecuencia de datos entre 61-90°,

Presenta un doble pico de angulos de inclinacion foliar con
méximos en 0°y 90°.

Distribucién de angulos en ramas

Plansfila

Erectdfila

La mayor frecuencia de datos presenta ramas con dngulos
de insercién entre 45-90° en relacién al tallo principal
(ramificacién plagiogeotrépica)

La mayor frecuencia de datos presenta ramas con dngulos
de insercién entre 0-45° en relacién al tallo principal (rami-
ficacion ortogeotrépica)
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Tabla 2. Anélisis de varianza combinado para lineas DAB.

Cuadrados Medios

Fuente devariacien  GL  Rendimiento P100
Ambience 1 72419004 5551
Bloque(d) 4 27470125 1967
Genotipo 6 omEs2aens 2191

Genotipox Ambiente 63 13797,17+ 650+

Error 22 8160072 332
ww 1755 ss8

P100: Peso 100 semillas * Significancia P<0.0:
*sSignificancia P<0.001

** Significancia P<0.01;
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Figura 7. Comparacion de firmeza en diferentes temperaturas de
almacenamiento

Medias y LSD de Fischer al 95% de confiabilidad





OEBPS/Images/v65n4a05t2.jpg
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Tabla 1. Factores y niveles de estudio del disefio experimental para la
optimizacién de recubrimiento comestible

Niveles
Factores
Alto Bajo
Concentracién de proteina de suero 10% 5%

Concentracién de cera de abeja 15% 5%
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Tabla 4. Alimentos utilizades como vehiculos en fordficacién

Alimento

Nutriente

Frutas y bebidas enlaadas.
Productos lcteos enlatados y secos

Cereales secos, harina, pan, pasta y
productos lacteos

Productos de cereales, productos
lacteos, aceites vegetales y
chocolate

Productos de cereales, pan, leche
enpolvo

Productos de cereales y pan

Vitamina C

Tiamina, riboflavina y niacina

Vitamina A

Hierro

Calcio

Fuente: (Latham, 2002)
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Tabla 1. Proporcién bovina presente en los municipios adjuntos a cada
20na establecida por la red meteorolégica de Cenicafia.

Z0NA MUNICIPIOS BOVINOS*

1 Agule, El Cairo, Ansermanuevo,
Argela, Cartago, Ulloa, Alcal, Versalles,

Norte Toro, Obando, El Dovio, La Unién, La
Vietoria,Roldanillo, Bolivar, Zarzal, Sevill,  47.18%
Caicedonie.

Bugalogrande, Trujilo, Riofrio, Andalucia,

CentroNorte  Tylus, San Pedro, Buga, Yotoco, Darién.  2938%
pdle Guacar, Ginebra, Restrepo, Vijes, El

b Cerrito, Palmira. S0

Cali, Yumbo, Dagus, La Cumbre, Candela-
Ceneiim tia, Pradera, Forida. ke
Sur Jomundi. 274%

“Como porcentaje de un nimero total de animales de 470.035. El mu-
nicipio de Buenaventura, con 389 animales, no fue incluido debido a la
susencia de una estacién meteorolégica de la red de Cenicafia.
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Figura 2. Voltagrama de la oxidacién del carbofurano.
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Tabla 3. Condicones deproceso experimenaies
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Figura 1. Publicaciones sobre *food fortification” (Scopus, 2015a).
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Tabla 4. Distribucion de los angulos de inclinacién en ramas para 25
genotipos de C. arabica L.

" Frecuencias
Angulo

Gowipo meteds Dot Il
‘GRUPO 1 (porte alto)
GRUPO 2 (porte bajo)

Cxsas 476 029 o7t Plansfila
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Tabla 1. Historia de manejo agricola de los Sitios evaluados

sitio Lote Historia de manejo agricola
$ A ) 555 posara (11 o
ABOCC  60% agricultura por ciclos cortos - 40% pastura
i 0% egricutuns (103102)-20% pesra 3
60% agricultura por ciclos largos (8 afios con
AsocL rotacion avena-soja en el Ultimo afio)- 40%
pastura (5 afios)
o 100% agricultura (rotacién tigo-soja en el
Gicmo afo)
FOA monte de Acacia
FOE monte de Eucalipto
N pastizal nativol
2 100 agricultura (20 afios) bajo siembra directa
FOE mone de Eucalipto
Fop monte de pinos (13 afios)
ps pastizal secundario (2 afios)
N pastizal nativo
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Tabla 1. Relscién encre agrobiodiversidad y tres agroecosistemas de produccidn usados por los agricultores de San F. Usde, Son J. Boutsts Tiacustaintepec y
SonA- Teoulipam, Ousaca.

Agroscosistemas (Frec.obs) Frec.Obs.
Laderss Lomerios Planices 0% el otan

Preguntay clasificacion de respucsta

Sistemes de cutvo (0 = 1.79", 1 = 387 loes de produccén)

Wonocutive (rumeuiive) 5 s £ a6
Asocado (dos omis) b} i @ 23650
Lotes de semils de maizcon nombres asignades po Iosagriclores X = 33.9%, n = 380 otes sembrados)
Torco T T 7 W
Amarito & i 15 %2042
Negro B 1 3 2009
Pto 3 2 ' 506
Roio 2 o 1 308
Tipo de acervogenéaco de maizsembrado (X = 7.0% = 380 loes de produccén)
T T = B2 e
Fibrio 1 v 3 i
Veridod meorads i 1 H 103
Lotes de semil e ol con nombres asignados por o3 agriculores (€ » 3837 = 341 loes sembrados)
7 Bl 2 3268
3 i o 2367
2 1 o 21062
Critlo (o) 10 " o 21062
Negro con lanco 14 s ' 2162
Noche buena s 7 o 209
Frjol d bejuco s H o 29
Nescate(Mucun pruiens (L) OC) 1 2 o 1966
Moyero . 5 o 1966
Nenari 7 H o 1863)
Cusrentena s 2 2 760
Florde moyo. " 2 o 1647)
2 H o 1261
2 2 o 1368
s 1 o 1368
1 o o 1265
1® v o 1009
” 1 o 1009
"® ' o 10089
. 1 o 906
2 i o 309
Tipo de scervo genéccs d frjol 0 = .14, 1+ 154 lces sembrador)
oo o B = e
Varedad meirsds 3 o o 309
Tipo de habio decrecmiento d friol 0= 5% = 154 loes sembrados)
ey % 7 7 79613
Mo “ 2 1 friry
Semguis s 1 P ey
Lot de semila e clabaza nata con nombres aignades por losagrculores X' 118%,n 7 loes)
o @ 7 £ B
1 o o 100
2 1 o 361
Calahaza redands H o o 201

"o signiicatve (P > 0,05 signiicatves s P < 0:01 (prucba de X Frec. obs.= frecuendis observede.
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Figura 8. Valores de TPHs para los dias 0 y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4) y barras de error ( 1 ds)
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Cuando T < 22.22C; entonces ICCVl =
(52.8+ (0.06 * HR) + (0.66*T) - (0.39*Vv)
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Tabla 4. Correlaciones entre variables medidas en poblacion de lineas
DAB, de los dos ambientes en conjunto.

Rendi-
oF DM miento P100(5)  DPR
(kg/ha)
N 050 4+
Rendimiento 010 020+
P00 028 012% 013
DPR 027 0704 015 036%

R 073 0220m .04 040%*% 085k

P100: Peso de cien semillas, DF: Dias a floracion, DM: Dias a Madurez,
DPR: Dias del periodo  reproductivo, IR: indice reproductiv
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N/E: no se especiica el valor para dicho rango de edad o poblaciin.
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Tabla 3. Valores horarios medios, méximos (Max), minimos (Min) y desvia-
cién estandar (D.E) de la radiacién solar. Para este ejemplo, se tomé infor-
macicn diaria de los ltimos 12 meses (Julio de 2014 a Junio de 2015) de la
estacion meteorolégica RUT.

Horas 6 7 8 9 10 1 12

Media 11 327 1481 3148 5066 6453 7201
DE 09 201 694 1200 1530 1658 1690

00 12 81 279 1068 133 1370

58 1149 3309 5619 9067 10159 10337
Horas 13 1415161711
Media 7290 6516 5191 325 1840 516 20

DE 1770 1744 1642 1295 835 314 18

Min. 1207 627 186 279 35 12 00

Max. 11250 10124 8441 6304 3773 1846 139
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Figura 2. Relacién entre P-CaCl, y P-Bray1 en sistemas agricolas (A), Fores-
tales (FO), Pastizales nativos (PN) y secundarios (PS).
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Figura 1. Valores de pH durante el estudio. Se presenca el valor promedio
(n=4)y barras de error (+ 1 ds).
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Tabla 3. Parémetros de validacién para el mancozeb y el carbofurano

Awibuce Wancozeh  Carbofurans
Nomerode sandares s 0
Rongo ol ossomgl  057omgl
Regresién nel seonee g
Cocfcenedecomelocin @098 R-0%962
e de conianza o -
Limie de deeceion oowcamgl  000022mg
lime decusnicacin osmgt oamgt
Sensividad ppm 2611 317609
Recuperacion adiconado ko % 96126 55603
Recuperscionadiconadobajo 91130 w023
Precision (reproducibilidad) % 87,646 88,625
J— 55350 o555
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Figura 3. Publicaciones sobre “Iron bioavailability” (Scopus, 2015¢).
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Figura 1. Contenido relativo de clorofila en hojas “D" de Ananas comosus
cultivadas en dos sistemas de cultivo, a campo (a) ¢ invernadero (A) en las
cuatro estaciones del afio, verano (V), otofio (0), invierno (1) y primavera (P).
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Tabla 1. Rangos aceptados de las variables de proceso

Variable Rango
Temperatura (°C) 2070
Concentracion (Brix) 2570
Tiempo (h) 02548
Contenido de humedad (%, w/w) 725944
Contenido de slidos (Brix) 85186
Porosidad (%) 16273
Area superfiial (cm?) 688
Longitud caracteristica (cm) 020225
Relacién masica solucidn: fruta 216011
Agiacion 0s1
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‘Tabla 2. Cuandificacién de mancozeb y carbofurano en aguas.

Georrefendacién Carboturane

o de s Latid Longitud (g
T SaseE 73438725 osser
s sans a0 1ot
3 saz0is 7300058 3
s s T80 oozt
s sas26 005+
B 5367 o533t
7 sazsore 3437078 g0
s 5436089 73435872 os1or
o sam 3008047 03120 osesr
0 5300802 73491576 <to osor
" 5383093 73493979 ooser 030+
1 s3sseds 73488185 osssr ossar
s st 7380818 o307+ o
1 507208 73.464625 R 025t
15 sa0e72 a8 <o e
1 sas183 7345326 o725t osser
” 5308683 73460850 <to oasse
® s3se751 asns7s P
1 saviez 73306081
2 5304503 73511018
2 536529 752703 pres
2 5380605 73515886 P
zz 5302169 73501962 <o
P 5399005 351689 <o
2 s3vsa16 73528058 <o

Uimie Mbximo Residusl MR Mancozeby crbofuranc: 00001 mg/L

+No Cumple
LD Mancoseb: 0,0003mgL.

LD Carbofuranc: 0,00022 mg/L.
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Tabla 3. Variables morfoanatémicas de hojas “D" de Ananas comosus
cultivadas en dos sistemas de cultivo, a campo e invernadero cosechadas
en primavera.

Variable Campo __Invernadero
Estomas (mm?)! 96274 176
Espesor de lémina (mm) 1936 1642
Espesor parénquima clorofiliano 1095 1032
(mm) (56.54%) (63.12%)
: 8 b 0845 050a
spesor parénquma acuffero(mm) (H8L0 et
Casquetes esclerenquiméticos G Gia

(mmy!

Valores seguidos de letras iguales en las filas, no difieren entre si segin
test de Tukey, a 5% de probabilidad. Los valores entre paréntesis son los.
porcentajes de tejido parenquimatico en cada sistema de cultivo, conside-
il e THOM ol gt 45 B Ui,
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Tabla 3 Descripeion de sistema de producién de mois con base el respusstos de ogricukores enrevistodos en la Chinanta oaxaqueh.

Agroecosistemas (Frec. obs)

Frec.Obs.
Variabies evaluadas
Laderss Lomerios cies (% del totah)
Condicones de humedad paracutar (X = 63.5% n = 387 o de produccién)
Temporst g 5 £l pE)
Humedad resgulo tonamt 5 1 i s
Superfcsembrads e hectireos 0 = 2906 = 276t do producié)
o 3 0 o 207
o5 7 o 2 78
07 3 o 1 104
0 ® o 5 sean)
i 5 o H 65038
20 2% o h 208
is 3 o 1 a0
35 © o ° 1066
M de siembra 00= 80.9% = 389 o de produccén)
oo E) 5 = s
Jono 106 2 i 124619
Yoo b H J 264
Ocwre 1 o o 102
Novembre 2 2 3 200103
Oicembre. E " & 137652
Eners 2 o o 205
Mes de Rorocién 0= 904 = 389 ot de producaén)
oo T T 7 T
Febrero 2 1 2 2564)
Marzo & ©» & 143663)
ot 5 o 2 708
Lo " s 1 26(67)
Agosto 108 H 7 128630
Septembe w“ 1 2 720,
Gesre 5 o o 903
Mex de cosech (= 104.1% = 38 oes de produccién)
Febrero 3 H H 705
Mo ' o o 103
o 2 H 2 st
Moyo F H 3 118604
Jorte ¥ H 3 708
Agorto 5 4 o 1260
Sepoemire & H " 77008
Genbee n 2 7 o1
Novembre 2 i 2 24(62)
Dicembre is o H fexs)

= signiicatvo a P <001 (prusba de AL Frec. obe.= frecusncle cbserveds.
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Figura 4. Acumulacién de especies de Passiflora subg. Astrophea por rango
altitudinal en Colombis
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Tabla 3. ANOVA para porcentaje de Grasa con respecto a temperatura y
tiempo.

T
B A N
e 2 181,21 181,21 90,61 18,93 0,00
e
Tepe 1 mm mm mm e oo
Teme 1 s i e s om
M as as as ost os
:S’I;"u'a‘ 9 4307 4307 479
Corpwe 5 s s 5o

T 1 e

ez o
correlacién= 80,79% (ajustado)= 76,53%

GL: Grados de libertad; SC Sec: Sumatoria de cuadrados secuenciales; SC
Ajust: Sumatoria de cuadrado ajustados; CM: Cuadrados medios ajustados;
F: Estadistico F; P: Estadistico P

GL: Degrees of freedom, SC Sec: Sum of sequential square, SC Adj: Sum of
squared adjusted, CM: adjusted mean squares, F: F statistic, P: Statistical P.
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Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de pérdida
de peso
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Area de influencia de las estaciones de la
Red Meteoroldgica Automatizada - RMA

Figura 1. Disrbucidn espacial de s estaciones meceoroldgices automaizadas del secor szucarero par el Valle del Coucs.
Fuente: hup:/iwww.cenicans.org/eepsimapes._ma.php
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Figura 3. Valores de Nitratos para los dias 0y 60 del estudio. Se presenta el
valor promedio (n = 4) y barras de error (z 1 ds)
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Tabla 1. Medidas de temperaturaz y humedades relativas méximas y minimas medias mensuales durante el periodo de realizacién del experimento.

Temperatura (€1 Humedad relativa 0
Compo Invernaders Compo Invernaders

Mixms  Winms  Wixme  Minms  Wixms  Winma  Mixms _ Minma

Eners Ex) 26 50 ED) s 7 166 £
Febrero 3615 210 326 246 8955 w010 sse 50
Morzo 27 1859 3760 1913 o213 3810 7958 240
Aot 213 1668 857 0 430 3746 %667 3304
Moye 2705 1349 n02 1419 510 506 21 a5t
Jomio 259 102 es o3 a2 9840 a0
Lo 2038 60 a6 £ 37 %0 48
Agosto 281 7 128 956 3626 4 £
Septimire 200 1077 38 9823 3660 o124 58
Ocuve 045 12 1604 9334 o1 o132 851
Noviembre 210 202 26 o381 0358 9399 25
Dicembre. 10 202 2557 9453 a5 30 a2

Fuente: Sscema de culivo @ Campo de la Estacin Metcoradgice del Campo Didécoko y Experimental facultd de Ciencas Agrares Universdad Nacionl

bt A T A SRR M R A T 7 T
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3. Copacidad celulolicca de los aislamientos bacterianos, indicada por I

mplitud del halo de hidrolisi producido alrededor de la colonia

Densidad de a suspensian uiza- sl tercerdinde Amplitud del halo producido, i tercer dia
Astamiento Ta prucba decrecimiento
(Cetuiad mi, ity
T BN 168 (031) 065 (003)
2 120100 188 (015) 054039
7 28010 208 @07 033 005)
s o5x10 118 (005) 030 000)
n 75x100 135 (003) 030 (000)
2 30 115 (003) 025 003)
” 30 095 (003 025 003
2 130100 155 (003) 025 003
B 12100 110000 020 000)
= 59110 103002 020 00)
" 1axior 100 000) 020 003
5 170100 108 (002) 020000)
s 18100 103 002) 0200000)
" sexi0r 038 (005 018 002
5t 561107 125 (003 010 000)
s 3x10 075 003 000 (000)
s 19100 080 000 000 (000)
" 8100 088002 000 (000)
= 175100 120 000) 000 (000)
n 810" 113 0089 000 (000)
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Tabla 1. Pruebas de normalidad y varianzas iguales

Prueba realizada Textura Humedad Grasa (Z'E"
Varianzes Barlew 02 03 05 03
lguales Levene 027 0,63 055 064
Normalidad AndesonDarwng 002 004 090 040
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Figura 3. Comparacién de pérdida de peso en diferentes temperaturas de
almacenamiento

Medias y LSD de Fischer al 95% de confiabilidad
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Tabla 2. Abundancia, riqueza, endemismo y diversidad (Shannon Weaver)
de P. subg. Astrophea por departamentos para Colombia.

Departa-  Abundan  pigy,y  Endemis GG
Weaver)
pess— % 3 o osis
Anconuis 7 s : 1187
hesues B 2 o o3
o 2 2 i oss3
Boyacs 2 i o o0
Cadas : i o o0
Conuess s 2 o oss3
Cosanare 7 2 o o5t
cowe . 2 o 052
Cosar : i o o0
Choco o . o 177
Cordobs 1 i o o0
Cundramarca 33 5 o st
Guaiis B s o 037
Guavire s s o 1099
vt . 2 o ose2
Magdaiens s i o o0
ves 7 B o osse
Narivo . o os77
Norede 5 3 i
Purumayo . B o o2
Quindio 1 4 1 0977
oralds . 2 o o
Somander » s : 1221
Taima s . i o577
Vle e = ) o
Vaupes o s o w7
Viehad i . 0 1292
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W=-1,6066 + 3,967*P + 1,71292*C - 0,205025*P2 -
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Figura 2. Colonizacién micorrizica en raices de aguacate. (A) Apresorio: (B,
CMlicelio internor (D) Vesiculas: (E, P Arbsculos i ¢
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Figura 1. Representacin bidimensional: rendimiento vs peso de cien
semillas (P100) para el ambiente .
Nota: Genotipos con leyenda en rojo corresponden a testigos.
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Figura 5. Valores de Fosforo para los dias 0 y 60 del estudio. Se presenca el
valor promedio (n = 4) y barras e error (z 1 ds)
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Figuro 5. Reacén cnie GSP y P CaCl, en Pastizals nothos, secundario y Ssemos Foressles (PN+PS+F0) (F0) y icemes oricolos A) por o S 1 2o
profundidades 03y 520 cm.
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Tabla 5. Erroresy desviaciones estandar de los valores predichos frente a
los valores experimentales

ML 56
MAE 637 413
MRE (%) 1899 62.00
sD, 577 359
ST, 0158 0943

Nimero de datos 104 74
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3. Resultado de Ia evaluacién en os dos ambientes de los genotpos de frjol provenientes de cruzas inter acervo codificadas como lineas DAB.
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Tabla 2. Valores observados Vs valores ajustados segin la ecuacién del mo-
delo obtenido por metodologia de superficie de respuesta

Corrida cperimental g, S, Hosiades
1 17,0002 171874
2 19,0065 19,3278
3 18,5424 18,9053
4 18,3202 18,4083
5 19,0343 19,1785
5 179233 17,386
7 164 16,5601
s 165022 15,9603
9 12,9822 12,7976
10 16,5423 18,1356
1 21,0084 20276
12 212223 19,8536
13 203444 19,3565
1 19,0223 201268
15 200021 18,3302
16 18,3452 17,5084
7 144309 16,9085
18 133276 13,7459
19 182344 16,8549
2 19.22 18,0053
2 173322 185728
2 178034 18,0758
3 18,9923 18,846
2 15,2333 17,0535
2 15,2345 16,2276
2% 18,0301 156278

27 12,5487 12,4652
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‘Tabla 2. Valores minimos, medios y méximos de temperatura, humedad relativa y velocidad del viento de las 27 estaciones meteoroldgicas del Valle del Cauca.

s Temperatura () Humedad elative (04 Velocidad del viento (m/s)
Winima. Wixims Wi Wicdis  Mixima  Winima  Media  Mixime
Norwe 5 o 23 4 o 8 00 o 12 02
Centrooree ) 03 27 29 s 4 100 ° 15 103
cenwro ) o 22 a3 o s 100 ° 15 98
Cenosur 6) o 3 w05 ° 78 100 o 1 8
surtn) 24 27 39 3 8 100 3 1 65
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Tabla 5. Metodologias utilizadas para la fortficacién de alimentos.

Metodolog

Caracteristicas

Incorporacién a granel

Ingenieria genérica

Técnicas en cultivo

Técnicas de cria

Impregnacién al vacio

Implica la obtencion de las premezclas que
contienen los nutrientes a adicionar

Utiliza la manipulacién genéica para generar
Ia fortificacion (bio-fortificacion)

Implica cambios en las técnicas de pro-
duccién primaria como la fertilizacién con
micronutrientes (bio-fortficacion)

Se asocia la alimentacion de los animales con
la posibilidad de realizar las fortficaciones

Incorporacién de los micronutrientes en la
estruccura de los alimentos

Fuente:

ortés etal., 2005).
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Figura 5. Comportamiento tipico de la radiacién solar durante e dia. Los
valores del eje de las ordenadas, son propios para cada zona. Para este
cjemplo, se tomé informacién media horaria diaria de los Gitimos 12 meses
(ulio de 2014 & Junio de 2015) de la estacidn meteorolégica RUT.
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Tabla 3. Tipos de disribucién de los Sngulos foliares de acuerdo s tres metodologiss y coeficientes de extincién tedricos prs radiscién soler directa y difusa,
bezados n o diibucén epsoida d o ngulos folares e 25 genoupes de C arabia .
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Tabla 1. Nimeroy datos fenotipicos de lineas cosechadas vs lineas que fueron seleccionadas para siguiente generacion.

P o
B

- : e . :
oo : = % :
e : = - :
e 2 = = ) ;
= . r— :
s % s : :
= = - 2 -
brheie 2 = 2 i
e : z : :
s 2 - = :
s = = b : B
o d = = :
o : - H :
T T— =
R 5 = o : :
= e 2 . . :
P : = 3 : :
e P = 3 . :
= = s 5 .
me W = : ;
i = 2 i ;

5 - :

T — i

OCaniidia i





OEBPS/Images/v65n4a01e2.jpg
=07, (% X +B,)+B,) (2





OEBPS/Images/v65n4a02f6.jpg
10F 3

96 ]

2f 2 3
sef I

ToA TOR TIA TIR
Tratamientos

Indice de Madurez

Figura 6. Comparacion de indice de madurez a diferentes temperaturas de
almacenamiento

Medias y LSD de Fischer al 95% de confiabilidad





OEBPS/Images/v65n4a05t1.jpg
Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas preliminares del
suelo (n=2)

Humedad 6,32:0,21 (%)
Densidad real 2,1320,02 (g/cm3)
Conductividad eléctrica 1,57£0,05 (mS)
Porosidad total 56,9520,0 (%)
Nitraos wr/»:o;) 7430
PR, o P S

Fosforo (N-PO,) 6,72 mg/kg

Microbiolégicos
Recuento de heterétrofos totales UFC/g,, 2,02E+06+1,35E+06
Recuento de degradadores UFC/g,, 9,15E+04+7,05E+04

Contaminantes

Concentracién inicial de TPHs (mg/kg) 10,000 mg TPHs/ke,,
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Tabla 2. Valores de pH, carbono orgénico total (COT) en Sitios con difer-

entes usos del suelo

pH coT(gCkg?)
Sito Suelo
0-5cm  5-20em  0-5em  5-20em
Al 602 61ab  314c 343
as0,, 63 62ab  392bc 3086
g0 61a 5%b  390bc 306
As0,  64a 65 75 356
1
100 59 5%b  390bc  296b
oA s8a ssab 852 612
FoE s8a 576 4tbe 2990
PN 60a 620  s31b 3386
A0 sgab 57a 498 355
FoE sp s s s
2 Fop 50c s 86420 s
ps 580 55 867ab  681a
PN 59 61a 9220 4876
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Figura 7. Recuento en placa de microorganismos degradadores de hidro-
carburos por la técnica del NMP. Se presenta el valor promedio (n = 4) y.
barras de error (& 1 ds)
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Figura 1. Distribucién de Passiflora subgénero Astrophea en Colombia. Los
tridngulos muestran la distribucion de la superseccién Astrophea, mientras.
que los circulos presentan la distribucion de la superseccion Pseudoastro-

phea.





OEBPS/Images/v65n4a02f8.jpg
8

—— T0A

&

8

8

indice de respiracion (mg CO2/Kg™h)

T z 4 6 5 W o7 W ®
Tiempo (Dias)

3

—a— TOR
& 2 TIR

&

8

indice de respiracion (mg COZKg*h)

8

© z 4 © 8 W u 18 1.
Tiempo (Dias)
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Medias y LSD de Fischer al 95% de confiabilidad
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Figura 1. Prediccén de MLy SG para OD usando e modelo ANN. Para ML: experimental () y predicho () pora SG: experimental(a)  predicho (0. (Lo
condiciones experimencales 3¢ presencan en la Tabla 3.
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Tabla 5. Lineas DAB seleccionadas a partir de resultados de la Prueba de
Medias Duncan para rendimiento (kg. ha)

Linea DF DM Rendimiento  p100 P Cs
DABS2 BT 268232 2650 7
DAB4Y ECN S 266504 2619 7
DAB1E 2 e 250624 3077 6
DABS3 3 e 23615 4866 6
DAB4T 3 e 20382 0% 6
DABSO 7 e nseds 2576 7 2

eso de cien semillas, DF= Dias a floracién, DM= Dias a Madurez,
DMS= 470,8, 6.Rojo; 2.Crema; 5.Rosado; 7.Morado
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Tabla 3. Tipos de fortificacién en alimentos

Fortificacién

Caracteristicas

Cuando se tratan alimentos ampliamente.

Gojgmoda consumidos por la poblacién
Cuando se tratan alimentos diseados para

Focalizada subgrupos con caracteristicas especificas, como
los alimentos complementarios para nifios
Cuando la fortificacion de los alimentos es

Voluntaria realizada de manera intencional por parte de los

productores
Fuente: (WHO, 2006)
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Figura 2. Publicaciones sobre “iron fortfication” (Scopus, 2015b)
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Tabla 2. Arquitectura de la red neuronal para la construccién del modelo

Caracteristica

Configuracién

Tipo de red
Numero de neuronas en la capa de entrada
Nimero de neuranas enla capa de salida
Nimero de capas ocultas
Nimero de neuronas enla capa oculta
Funcién de ransferencia en la capa oculta
Funcién de transferencia en a capa de salida
Regla de aprendizaje
Criterio de terminacién

Nimero de iteraciones

Perceptron multicapa
10 (variables de entrada)
1 (variable de salida)

1
7 para MLy S para SG
Tanh
lineal
Regla delta modificada
Mse
10000
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Figura 3. Combinaciones de temperaturs, humedad rlatva y velocdad del viento que pueden generar esrés caliico e ganado de carne en pastoreo. HR:
humedad relstns, T: emperature ambient, TC:temperaturs corporal. Lot caloes, representan I incenzidad el ndice, s medida que o indice sumen
apimstan colores inks fomrtan.
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Tabla 5. ANOVA para los datos transformados de Textura

sc sc ™

fasats o Sec. Ajust. Ajust. i B
gl 2 o o8 om 1958 000
Tempe 1 008 o 008 7% 00
Temps 1 010 010 00 2196 000
Erorcesdual 9 000 000 000

Erorpuo 8 000 000 000
w1 0

w R ejusiado 97255

GL: Grados de libertad; SC Sec: Sumatoria de cuadrados secuenciales; SC

Ajust: Sumatoria de cuadrado ajustados; CM: Cuadrados medios ajustados;
F: Estadistico F; P: Estadistico P

(GL: Degrees of freedom, SC Sec: Sum of sequential square, SC Ad: Sum of
squared adjusted, CM: adjusted mean squares, F: F statistic, P: Statistical P.
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Figura 1. Productos quimicos de uso comin entre agricultores de la Chi
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