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GERHARD FISCHER

E D ITO R I AL JAVIER ALVAREZ-HERRERA
MARLON-HANS RODRIGUEZ

Editor y coeditores

Revista Colombiana de Ciencias Horticolas

Por tercera vez consecutiva las entidades editoriales de la Revista Colombiana de Cien-
cias Horticolas (RCCH), - Sociedad Colombiana de Ciencias Horticolas, Universidad
Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia y Universidad Francisco de Paula Santander -,
presentan a los lectores un fasciculo con 25 articulos dentro de la nueva periodicidad
cuatrimestral, iniciada desde el 2018. Este y el Gltimo nimero del afio (septiembre-di-
ciembre), contendrdn articulos en los tres idiomas (espafiol, inglés y portugués), ya
que a partir del préximo afio la revista publicard solamente en inglés, para aumentar
su visibilidad internacional y nivel académico. Por otro lado, debido a la gran cantidad
de articulos que llegan de diferentes paises, especialmente de Sur y Centro América, la
RCCH daré prelacién solamente a los articulos de las especialidades de frutales, hor-
talizas, ornamentales y hierbas aromdticas. Este segundo ntmero del afo, contiene
articulos de paises como Brasil, Chile, Alemania y Colombia, en los idiomas espafiol
(13), inglés (10) y portugués (2).

En el caso de la Seccién de Frutales con la mayor cantidad de articulos (13), se abor-
dan temas como la identificacién y caracterizacién molecular del genoma completo de
virus en lulo (Solanum quitoense), las deficiencias y excesos de I, K y B en plantulas de
aguacate (Persea americana), dos trabajos en pifa (Ananas comosus) buscan en primer
lugar aumentar el tiempo en vitrina implementando el minimo procesamiento con
distintos tipos de corte y envase en la variedad Oro Miel y la segunda investigacion
realiza una validacién del Sistema Integrado de Diagnéstico y Recomendacién (DRIS)
en la interpretacién de los andlisis foliares en los cultivos del Valle del Cauca.

Tenemos un aumento en los articulos del cultivo de vid (Vitis vinifera); dos de ellos
provienen de la zona productora de Boyacéd (Colombia) donde se evalta los conteni-
dos de clorofila mediante métodos no destructivos y la eficiencia del parasitoide Tri-
chogramma junto con la del depredador Chrysoperla para el control de la plaga Compsus
viridivittatus. Mientras en el Valle del Huasco (Chile), se buscan alternativas a las
condiciones adversas del clima a través de una cobertura de mallas para la variedad
Thompson Seedless.

En citricos, se evalGa en un primer articulo, la eficacia de insecticidas neonicotinoides
y piretroides sobre poblaciones de Diaphorina citri, mientras que en mandarina (Citrus
reticulata) se aplican tratamientos térmicos para prolongar la vida util del fruto. De
igual forma, en guayaba (Psidium guyava) se caracterizaron los carotenoides, clorofilas
y pectinas durante la maduracién de diferentes cultivares de Santander (Colombia), y
en los sistemas de produccién colombianos de uchuva (Physalis peruviana), gulupa (Pas-
siflora edulis) y rosa (Rosa sp.) se realiza una evaluacién preliminar de virus asociados a
estos sistemas productivos. En caso de los sistemas productivos brasileros, se adelanta-
ron evaluaciones sobre las distancias de siembra y condiciones ambientales de meldén
(Cucumis melo) ‘Cantaloupe’ y la descripcién de un protocolo de micropropagacién para
cultivares nativos de mora-verde (Rubus erythroclados).

Seis articulos se incluyeron en la Seccién de Hortalizas con mayor prevalencia en el cul-
tivo de tomate de mesa (Solanum lycopersicum), que por ejemplo procuraron maximizar
el desempefio productivo y la calidad del fruto a través de reguladores de crecimiento
y nutrientes; la combinacién y compatibilidad entre fungicidas quimicos y bioldgicos
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con polinizadores; y la deteccién temprana o asintomadtica de Fusarium oxysporum con
reflectancia en la hoja. Para el cultivo de zanahoria (Daucus carota), se estudia el efecto
del agua magnetizada sobre la produccién, entre tanto, en yuca (Manihot esculenta) se
proyectan planes de fertilizacién convencional junto con biofertilizantes en diferentes
suelos, y finaliza la seccién con el potencial del compost de residuos orgdnicos domici-
liares en la produccién urbana de lechuga (Lactuca sativa).

En la Seccién de Plantas Ornamentales se presenta el estudio de los sustratos de casca-
rilla de arroz y la poda en la produccién de Gypsophila paniculata en sistemas de recircu-
lacién de agua. Dentro de la Seccién de Plantas Aromaticas, Medicinales y Condimen-
tarias, se analiza la produccién de capitulos florales y rendimiento de aceite esencial
en manzanilla (Chamomilla recutita) y la propagacién por estacas de especies nativas
brasileras de Piper usando dcido indolbutirico.

La Seccién de Otras Especies describe el efecto de inhibidores de etileno en la madura-
cién del fruto de café (Coffea arabica) y un segundo trabajo la formacién del drea foliar
en la propagacién de estacas de lapulo (Humulus lupulus) bajo nebulizacién intermi-
tente. Finalmente, una Nota Cientifica presenta el desarrollo y morfologia de raices de
maracuyé en diferentes sustratos.

La amplia gama de temas del presente nimero en las 4reas de horticultura y especies
afines, responden al interés de nuestros lectores que provienen en su mayoria de Sur y
Centroamérica. Como siempre, estamos apoyando a que nuevos investigadores logren
publicar sus hallazgos, con el fin de trabajar en conjunto en el desarrollo de la horticul-
tura en el trépico.

Gerhard Fischer

Editor en Jefe
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completo de tres virus en cultivos de lulo (Solanum
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RESUMEN

El lulo es uno de los renglones agricolas mas promisorios para la regién andina de Colombia, gracias a sus
excelentes caracteristicas organolépticas y a su potencial para el procesamiento industrial. En Antioquia, se
ha observado en los Gltimos afos la presencia de plantas con sintomas de enfermedades virales, que incluyen
amarillamientos intervenales, mosaicos y deformacién de brotes. En este trabajo, se evalué dicha situacién
en un grupo (bulk) de muestras foliares de plantas sintométicas de lulo obtenidas en municipios del Oriente
Antioquerio, utilizando la metodologia molecular de secuenciacién de nueva generacién (NGS), y la confir-
macién posterior por RT-PCR. Los anélisis bioinformaticos de las secuencias obtenidas (10.777.822 de reads)
indicaron la presencia de tres virus de RNA en el transcriptoma evaluado; el Cucumber mosaic virus (CMV) se
encontrd en mayores niveles de infeccion (40,4% del total de reads), mientras que los otros virus correspondie-
ron al Potato yellow vein virus (PYVV) (0,09%) y Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV) (0,06%), siendo posible
obtener sus genomas completos. La ocurrencia de los tres virus fue confirmada en plantas individuales de lulo
mediante pruebas de RT-PCR/secuenciacién Sanger con cebadores especificos disefiados a partir de los datos
de NGS (ANSV y CMV), o con cebadores reportados previamente (PYVV). En el futuro serd necesario evaluar
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los efectos de estos virus sobre los rendimientos, longevidad de plantas y calidad de semilla en los cultivos de lulo en
el pafs, asf como sus métodos de transmisién, rango de hospedantes y sintomatologfa especifica.

Palabras clave adicionales: Crinivirus, Cucumovirus, RT-PCR, secuenciacion de nueva generacion, Tospovirus.

ABSTRACT

Lulo is one the most promising crops in the Andean region of Colombia because of its unique organoleptic proper-
ties and potential for industrial processing. In Antioquia, there has been a marked increase of lulo plants exhibiting
typical symptoms of viral diseases, such as interveinal yellowing, mosaics and sprout deformation. In this research,
we studied the presence of viruses infecting lulo in bulked leaf samples from Eastern Antioquia. Viruses were de-
tected using Next-generation sequencing (NGS), with confirmation by RT-PCR. The NGS resulted in a total of
107777,822 paired-end reads, of which 40.4% corresponded to Cucumber mosaic virus (CMV), 0.09% to Potato yellow
vein virus (PYVV) and 0.06% to Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV). Complete genome sequences were obtai-
ned for each of these viruses. RT-PCR primers for CMV and ANSV detection were designed using the assembled
genomes reported in this study. Future research should investigate the effect of these viruses on crop yield, plant

longevity and seed quality as well as their means of transmission, host range and specific symptoms.

Additional key words: Crinivirus, Cucumovirus, RT-PCR, next-generation sequencing, Tospovirus.

Fecha de recepcion: 01-02-2018  Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCCION

El lulo o naranjilla (Solanum quitoense Lam.), es un
frutal de la familia Solanaceae de origen andino, culti-
vado principalmente en Ecuador y Colombia en siste-
mas de produccién campesinos (<1,2 ha). Sus frutos
se caracterizan por sus excelentes caracteristicas orga-
nolépticas, un alto contenido nutricional como fuen-
te importante de vitamina C, hierro, calcio y fésforo y
gran potencial para su procesamiento industrial en la
fabricacién de jugos, helados, néctares y pulpas con-
geladas (Franco et al., 2002; Cardona et al., 2016). En
Ecuador se cultivan cerca de 10.000 ha, principalmen-
te con materiales hibridos derivados de cruces entre S.
sessiliflorun X S. quitoense, mientras que en Colombia
para el afio 2015, se registraron unas 8.600 ha, princi-
palmente con las variedades Lulo de Castilla var. sep-
tentrionale (con espinas) y var. guitoense (sin espinas),
ademds del hibrido La Selva (S. hirtum X S. quitoen-
se) (Camara de Comercio de Bogotd, 2015; Agronet,
2018). Los departamentos de Huila (1.853 ha), Valle
del Cauca (1.055 ha), Tolima (988 ha) y Antioquia
(620 ha) son los principales productores de este fru-
tal en Colombia, y aunque el rendimiento promedio
nacional se estima en 9,63 t ha', existen grandes
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diferencias entre dichas regiones, pues en Antioquia
se alcanzan 12,37 t ha', mientras que en Huila este
valor es tan sélo de 6,69 t ha; lo que dista mucho de
los rendimientos éptimos estimados para este frutal
(17 t ha!) (Franco et al., 2002).

Diferentes factores relacionados con la seleccién ade-
cuada de las zonas de siembra, calidad de las semillas,
practicas agricolas (ej. podas, fertilizacién) y condi-
ciones de la cosecha inciden en los bajos rendimien-
tos alcanzados en este cultivo en Colombia (Ardila
et al., 2015; Camara de Comercio de Bogotd, 2015;
Cardona et al., 2016). Adicionalmente, el lulo se ve
afectado por diferentes plagas y enfermedades, sien-
do el gusano perforador del fruto (Neoleucinodes ele-
gantalis) y el barrenador del tallo (Faustinus sp.) dos
de los insectos mds limitantes; mientras que la gota
(Phytophthora infestans), la antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides) 'y la fusariosis (Fusarium oxysporun)
son las enfermedades micdticas mds importantes;
asi como lo son la marchitez bacterial (Ralstonia so-
lanacearum), los neméatodos agalladores (Meloidogyne
spp.) y el virus de la hoja pequeia, que inicialmente
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se registré en Antioquia en 1986, y que en la actuali-
dad se considera endémico para todas las zonas pro-
ductoras de Colombia (Tamayo et al., 2003; Camara
de Comercio de Bogotd, 2015). Desafortunadamente,
la etiologia de esta enfermedad viral no se ha confir-
mado adn, aunque estudios preliminares sugieren su
afinidad seroldgica con el Potato leafroll virus (PLRV),
un polerovirus que afecta drasticamente cultivos de
papa en todo el mundo (Tamayo ez al., 2003; Marin
y Gutiérrez, 2016). Ademds de esta enfermedad, en
cultivos de lulo de Colombia se ha registrado otra de
posible origen viral denominada como “Amarillamien-
to de la hoja u hoja en forma de abanico” (Zuluaga,
1996); aunque nuevamente, su etiologia especifica se
desconoce, siendo inicialmente descartado por Vaca et
al. (1999) que fuera causada por un potyvirus.

En el mundo sélo se ha confirmado plenamente la in-
feccién de una especie viral en plantas de lulo bajo
condiciones naturales, registro que se realizé re-
cientemente en la provincia de Pastaza en Ecuador,
sobre plantas con sintomas de mosaicos y manchas
cloréticas del hibrido “Puyo”; y que corresponde a un
nuevo tymovirus cuyo nombre tentativo es Naran-
jilla chlorotic mosaic virus (NarCMV) (Green et al.,
2018); mientras que utilizando inoculaciones bajo
condiciones de invernadero, se identificaron reaccio-
nes de hipersensibilidad de S. quitoense ante el Tobacco
necrosis virus (INV) y de lesiones locales cloréticas/
necroéticas y mosaicos sistémicos al Alfalfa mosaic vi-
rus (AMVY), Potato aucuba mosaic virus (PAMV), Potato
virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) y Tobacco rattle virus
(TRV) (Horvath, 1987); estos virus también se repor-
tan afectando diferentes plantas solandceas (King et
al., 2012; Marin y Gutiérrez, 2016).

Recientemente, en un estudio de reconocimiento
de enfermedades virales en cultivos de plantas so-
lanédceas del Oriente de Antioquia (Colombia), se
encontraron plantas con una sintomatologia mixta
asociada a virosis, que inclufa mosaicos, moteados,
amarillamientos intervenales y deformacién de bro-
tes. Ante las evidentes deficiencias de informacién
que actualmente se tiene sobre los agentes causales
de virosis en este cultivo, se decidié realizar el presen-
te estudio, tendiente a identificar las especies de virus
presentes en dichos tejidos sintomadticos, utilizando
la metodologia molecular de secuenciacién de nueva
generacién (NGS) y la posterior confirmacién de los
virus detectados mediante pruebas de RT-PCR con
cebadores especificos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Durante los meses de Abril a Junio de 2017, se reali-
zaron recorridos de reconocimiento de enfermedades
virales en cultivos de lulo de los municipios de Mari-
nilla (2 lotes), Sonsén (2 lotes) y San Vicente Ferrer
(2 lotes), ubicados en el Oriente de Antioquia. En los
dos lotes de Marinilla y San Vicente Ferrer y en un
lote de Sonsén, se evidenciaron plantas con sinto-
mas posiblemente asociados a infecciones virales (ej.
mosaicos, moteados, amarillamientos intervenales y
deformacién de brotes) (Fig. 1), selecciondndose dos
plantas de cada lote para la extraccién de 4cidos nu-
cleicos en el laboratorio.

Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

A cada una de las 10 muestras sintomdticas obteni-
das, se les realizé la extraccién del RNA total utili-
zando el método del Trizol (Ambion, Thermo-Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), previa maceracién
con nitrégeno liquido, y se evalué la concentracién de
RNA y su pureza con lecturas a 260 y 280 nm en Na-
nodrop 2000C (Thermo-Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Posteriormente, se realizé6 una mezcla
(bulk) de 10 uL de RNA de cada muestra, para ser
utilizada como base del NGS, utilizando el sistema
llumina HiSeq-2500 (Macrogen, Seul, Corea del Sur),
previa degradacién del RNA ribosomal con el trata-
miento Ribo-Zero Plant (Illumina, San Diego, CA,
USA) y la construccién de la librerfa de cDNA con
el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina,
San Diego, CA, USA). Una vez obtenidas las secuen-
cias, se procedié a la remocién de los adaptadores y
de las bases de baja calidad (Phred <30) utilizando el
software Trimommatic (Bolger et al., 2014) y al en-
samblaje de contigs mediante Trinity (Grabherr ez al.,
2011). Los contigs asociados a genomas virales fueron
identificados mediante BLASTN y BLASTX (Gish y
States, 1993). Las secuencias de los genomas virales
fueron confirmadas por mapeo con respecto a geno-
mas de referencia utilizando el programa BWA (Li y
Durbin, 2009) y los marcos abiertos de lectura (ORF)
fueron identificados por comparacién con GenBank
usando BLASTX (Gish y States, 1993). Los analisis
filogenéticos con las secuencias obtenidas de los ge-
nomas virales, se realizaron con el programa MEGA7
(Kumar et al., 2016), utilizando el método de méxima
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Figura 1. Sintomas observados de virus en plantas de lulo en el Oriente de Antioquia. A. Deformacion de brotes; B. Mosaico y
deformacion de tejido foliar; C. Moteados foliares; D. Amarillamiento intervenal.

verosimilitud con el modelo general de tiempo rever-
sible y 1000 réplicas de bootstrap (Nei y Kumar, 2000).

Confirmacién viral por RT-PCR
Una vez identificados mediante NGS, los virus pre-

sentes en las muestras sintomaticas de lulo, se proce-
dié a su confirmacién en las 10 plantas individuales
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mediante pruebas de RT-PCR con cebadores especi-
ficos disefiados en este trabajo a partir de las secuen-
cias de los genomas completos de CMV (CMV1RP_F:
CGTCCACTGACATGATTGTTACC y CMVIRP_R:
CTCCACGACTGACCATTTTAGC) y ANSV (Tos-
po_S_F: CAGAATCAGGCTGCATTTAATTTCC vy
Tospo_S_R: CAACGCTTCCTTTAGCATTAGG) con
ayuda del software Primer-3 (Untergasser er al.,
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2012); asi como con los cebadores reportados por
Alvarez (2016) para PYVV (PYVV_F _CP: TCAGG-
TTAGAGCAGACAGAGG y PYVV_R _CP: AGTT-
GCTGCATTCTTGAACAGQG). Para esto, se realizé la
sintesis del DNA complementario ((DNA) de primera
cadena utilizando 100 pmol de cada cebador reverso,
200 U de la enzima RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1X
de buffer RT, 0,5 mM de los cuatro dNTPs, 20 U de in-
hibidor de RNAsas (RiboLock, Thermo-Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA) y de 100 a 500 ng de RNA.
Las reacciones se incubaron a 42°C por 60 min y fi-
nalmente la enzima se desactivé a 70°C por 10 min.
De esta forma, 50-100 ng del cDNA fueron utilizados
para las reacciones de PCR en un volumen total de 25
uL, que contenfan 1 U de la enzima Taq DNA poly-
merase (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 1X de buffer, 1,8 mM de MgCl,, 0,2 mM de
los cuatro dNTPs, 0,2 uM de los cebadores especificos
para cada virus, y 1 uL de albumina de suero bovino
(10 mg mL"). La amplificacién se realiz6 en un ter-
mociclador T3 (Biometra, Goettingen, Alemania) y
consistié de una desnaturalizacién inicial a 95°C por
3 min, seguido por 40 ciclos de: 94°C (30 s), 52°C (1
min) y 72°C (1 min); y una extensién final por 5 min
a 72°C. La presencia de amplicones se determiné por
electroforesis en gel de agarosa al 1,8% y tincién con
GelRed 1X (Biotium, Fremont, CA, USA), utilizando
un visualizador de luz ultravioleta Bio Doc Analyze
transilluminator (Biometra, Goettingen, Alemania).
Finalmente, al menos tres de los amplicones del ta-
manfo esperado fueron purificados del gel utilizando
el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo-Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA) y su naturaleza viral fue
confirmada por secuenciacién Sanger en ambas di-
recciones en un equipo ABI Prism 3730xl sequencer
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de la
comparia Macrogen (Sedl, Corea del Sur).

RESULTADOS Y DISCUSION

Secuenciacion de nueva generacion

En el NGS se obtuvieron 10.777.822 reads de 101 nt,
siendo posible identificar mediante anélisis bioinfor-
maticos un 58,54% de los reads (6.309.549) como co-
rrespondientes a diferentes tipos de RNA vegetal (ej.
mensajero, ribosomal, no codificante, etc.) de origen
nuclear (32,24%) y citoplasmatico (3,14% mitocon-
drial y 23,16% cloropléstico), especialmente deriva-
dos de secuencias de plantas de la familia Solanaceae.

Adicionalmente, se encontré una baja cantidad de
transcritos asociados a insectos (ej. afidos, moscas
blancas, trips), bacterias (ej. Niastella spp., Methylo-
bacterium spp.) y hongos (ej. Colletotrichum spp., Bipo-
laris spp.). De estos reads, 4.356.916, equivalentes al
40,4% del total obtenido, correspondieron a secuen-
cias de origen viral, lo que confirma que la sintomato-
logfa observada en los cultivos de lulo efectivamente
estaba asociada a muy altos niveles de infeccién vi-
ral. Al realizar los ensamblajes en contigs, se lograron
obtener los genomas completos de los virus de RNA:
Cucumber mosaic virus (CMV), Potato yellow vein virus
(PYVV) y Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV).

Cucumber mosaic virus (Bromoviridae)

Los reads derivados del genoma del CMV fueron ma-
yoritarios en el transcriptoma bajo andlisis, al repre-
sentar el 99,6% (4.340.953) de los reads virales, siendo
posible ensamblar su genoma completo de 8.523 nt,
distribuidos en tres segmentos de RNA de cadena
sencilla positiva y con una profundidad promedio
de 73.169x%, 93.172x y 155.105x, para el RNA 1, 2 y
3, respectivamente (Fig. 2A). El RNA 1 present6é un
tamafo de 3.342 nt y un ORF que codifica para la
proteina la de 995 aminoécidos (aa) implicada en la
replicacién del virus, pues presenta los dominios fun-
cionales metil-transferasa en el extremo N-terminal
y helicasa en el C-terminal. Por su parte, el RNA 2
de 3.024 nt, contiene dos ORF (2a y 2b), que codifi-
can para la replicasa viral (2a), una RNA polimerasa
dependiente de RNA (RDRP) y para una proteina su-
presora de silenciamiento de genes (2b) que se expresa
a partir de la estrategia de RNA subgenémico y es re-
ferido en este virus como RNA 4A (Zitter y Murphy,
2009). EIRNA 3 presenté una extensiéon de 2.157 nt 'y
tiene dos ORF: el 3a que codifica para una proteina de
movimiento (MP) de 279 aa, esencial para el desplaza-
miento del virus de célula a célula y el 3b codifica para
la proteina de la capside (CP) de 218 aa, que se expresa
a partir de un segundo RNA subgenémico, denomi-
nado como RNA 4. Esta proteina CP, ademads de su
funcién protectora del genoma viral, presenta los de-
terminantes de transmisién no persistente del CMV
por parte de sus insectos vectores, que corresponden a
cerca de 80 especies de éfidos, incluyendo Myzus pet-
sicae y Aphis gossypii (Zitter y Murphy, 2009; Nouri et
al., 2014). Las secuencias completas de este genoma
fueron depositadas en GenBank con los cédigos de ac-

cesion: MG696854, MG696855 y MG696856.
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Figura 2. A. Diagrama del genoma del Cucumber mosaic virus (CMV) indicando las posiciones de los ORF identificados y los
niveles de profundidad para cada segmento de RNA; B. Arbol filogenético basado en secuencias de la capside para el
aislamiento de CMV de lulo y de otros hospedantes. Los niimeros sobre las ramas indican los valores de hootstrap y
las denominaciones en la derecha corresponden a los subgrupos hasta ahora identificados en este virus.

EI CMYV, especie tipo del género Cucumovirus (Bromo-
viridae) (King et al., 2012), es posiblemente uno de los
virus de plantas con mayor distribucién geogréfica y
amplio rango de hospedantes, pues se ha reportado
infectando cerca de 1.200 especies de plantas de 100
familias botanicas diferentes, incluyendo un alto nd-
mero de solandceas (Nouri et al., 2014; Thompson et
al., 2015), lo que es compatible con el presente regis-
tro sobre S. quitoense, que por lo demds se constituye
en el primer reporte de este virus sobre este hospe-
dante. El andlisis filogenético realizado con base en
la secuencia de CP, ubicé al aislamiento obtenido en
lulo, en el clado que representa el subgrupo I de dicha
especie, y especificamente en el linaje IA (Fig. 2B). En
este clado, también se ubicaron aislamientos obteni-
dos en diferentes paises a partir de plantas cucurbité-
ceas, musaceas y solandceas, entre otros hospedantes,
siendo el aislamiento Bn2ec (KU127245) procedente
de banano de Ecuador, el que compartié mayores ni-
veles de identidad (98%) con el CMV de lulo; mien-
tras que dichos niveles fueron del 90-94%, 81% y del
90% con respecto a los aislamientos de los subgrupos
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IB, II y III, respectivamente. La especie CMV inicial-
mente se dividié en los subgrupos I y II, con base en
criterios bioldgicos, serolégicos, fisicoquimicos y de
porcentajes de hibridizacién entre genomas (Jacque-
mond, 2012). Posteriormente, el subgrupo I se sepa-
16 en dos linajes definidos con base en secuencias del
gen CP y de los extremos 5” del RNA 3 (Roossinck
et al., 1999) y maés recientemente, se encontré un
tercer subgrupo (III) a partir de anélisis de genomas
completos de este virus (Liu e al., 2009; Jacquemond,
2012). Los subgrupos IA y II tienen una distribucién
global y amplio rango de hospedantes, mientras que
el IIB se ha detectado principalmente en Asia; ademas
se han encontrado diferentes cepas de CMV que no
se agrupan en ninguno de los tres subgrupos y que
representan variantes recombinantes de este virus
(Nouri et al., 2014; Thompson et al., 2015). En este
sentido, mediante pruebas de RT-PCR convencional
y secuenciacién Sanger, en este trabajo se confirmé
de manera independiente la identidad del linaje IA de
otros dos aislamientos de CMV procedentes de plan-
tas individuales de lulo con sintomas de mosaicos y
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deformacién de brotes de un lote de San Vicente Fe-
rrer y otro de Marinilla, obteniéndose un amplicon de
920 pb del RNA 1 con los cebadores disefiados a partir
del genoma obtenido mediante NGS. En este caso,
ambos amplicones compartieron niveles de identidad
superiores al 98% con respecto a secuencias deposi-
tadas en GenBank para el linaje IA de este virus (ej.
HE793683, AM183117) (Tepfer et al., 2016). Sin em-
bargo, dados los muy altos niveles de diversidad que
presenta CMV como resultado no sélo de las altas
tasas de mutacién propias de los virus de RNA, sino
también de la frecuencia de eventos de recombinacién
homoéloga y heterdloga reportados para esta especie
viral, y de los re-arreglos genémicos no sélo entre
segmentos de cepas de diferentes subgrupos de CMV,
sino también entre especies de cucumovirus (ej. CMV
y Peanut stunt virus -PSV) (Roossinck et al., 1999; Jac-
quemond, 2012; Thompson et al., 2015), es necesario
emprender estudios de variabilidad genética de ais-
lamientos de CMV obtenidos en cultivos de lulo de
diferentes regiones del pais. Dicha informacién, serd
fundamental para disefiar las estrategias de manejo
mads apropiadas para evitar la dispersién del virus en-
tre regiones del pafs, identificar reservorios naturales
(ej. arvenses), vectores especificos y para el disefio de
herramientas de diagndstico que apoyen futuros pro-
gramas de certificacién de semilla y de mejoramiento
genético de este frutal andino.

Alstroemeria necrotic streak virus (Bunyaviridae)

Este virus fue detectado en el transcriptoma de lulo
a partir de 6.582 reads, que una vez ensamblados per-
mitieron obtener la secuencia completa (16.708 nt)
de los tres segmentos genémicos (RNA: S, M y L)
con profundidades de ensamblaje de 55x%, 67x y 159x,
respectivamente (Fig. 3A). El RNA pequefio (S) tiene
una extensién de 3.113 nt y dos ORE el que codifica
para la proteina no estructural (NSs) de 477 aa en el
sentido del virién (vs) y que actia como supresor de
RNA de interferencia (RNAI); y el que codifica para
la proteina de la nucleocépside (N) de 259 aa en el
sentido complementario al virién (vc) (Dominguez
y Crespo, 2008; King e al., 2012). El RNA mediano
(M) tiene un tamafo de 4.839 nt e igualmente dos
OREF ambisentido: el que codifica para la proteina de
movimiento (NSm) de 304 aa, en el sentido del viridn,
y el GnGC (vc) que codifica para el precursor de las
glicoproteinas G1 y G2 asociadas a la envoltura ex-
terna del virién (Dominguez y Crespo, 2008; King et
al., 2012). Finalmente, el RNA grande (L) de polaridad
negativa tiene 8.756 nt y un sélo ORF en el sentido
ve que codifica para la RNA polimerasa viral de 2.875

a.a. La secuencia del ANSV se deposité en GenBank
con los nimeros de accesién MG696853, MG696852
y MG696851, y corresponde al primer registro en el
mundo del genoma completo de este virus.

El ANSV  (Tospovirus, Bunyaviridae) fue reportado
inicialmente en Colombia infectando plantas de Als-
troemeria sp. (Hassani-Mehraban et al., 2010), obte-
niéndose la secuencia de un segmento de 1.240 nt del
RNA'S, que inclufa el ORF N completo y cerca de 152
nt de laregiéon UTR 57 y 311 nt de la regién intergéni-
ca; los niveles de identidad encontrados en ese trabajo
para la proteina N, correspondieron a niveles del 82,
81 y 80% con respecto a las especies Tomato chlorotic
spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV)
y Tomato spotted wilt virus (TSWV), respectivamente,
valores inferiores al 90% indicado como base para di-
ferenciar especies dentro de este género (King er al.,
2012). Andlisis filogenéticos recientes basados en
secuencias del ORF N y de la regién 5°-UTR de 28
especies de tospovirus, ubicaron al ANSV en el clado
Americano 1 (AM-C1) en conjunto con otras ocho
especies que incluyen el TSWV, TCSV y Pepper necro-
tic spot virus (PNSV) (Hassani-Mehraban et al., 2016),
previamente reportadas afectando plantas solandceas
en diferentes paises suramericanos (Williams ez al.,
2001; Torres et al., 2012; Ebratt et al., 2013). Este mis-
mo resultado fue obtenido cuando se realiz6 el anali-
sis filogenético con la secuencia del ORF N derivada
del anélisis NGS, pues el aislamiento de ANSV de lulo
se ubico en el clado AM-C1 y compartié un 99% de
identidad con la secuencia ACZ18222, inicialmente
reportada por Hassani-Mehraban et al. (2010) en la
descripcién de esta especie (Fig. 3B). Adicionalmen-
te, Olaya et al. (2017) reportaron la infeccién natu-
ral del ANSV en plantas de pimentén y tomate con
sintomas de lesiones y anillos necréticos en hojas y
tallos, obtenidas en los departamentos de Risaralda y
Antioquia, y especificamente para este Gltimo, en el
municipio de Marinilla, lo que coincide con el presen-
te reporte de ANSV en lulo, pues algunas de las mues-
tras fueron también obtenidas en dicho municipio.
De gran interés resultara en el futuro evaluar la pato-
genicidad cruzada entre aislamientos de ANSV pro-
cedentes de estas solandceas, asi como identificar sus
vectores especificos, que para los tospovirus, general-
mente corresponden a trips (Hassani-Mehraban et a/.,
2010). La confirmacién independiente de la infeccién
de ANSV en plantas de lulo del Oriente Antioquefio,
se realizé mediante RT-PCR con cebadores especificos
diseflados con base en el genoma del ANSV obtenido
en este estudio, y fue positiva (613 pb) para cuatro de
las muestras (Tab. 1). Las secuencias obtenidas para
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Figura 3. A. Diagrama del genoma del Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV) indicando las posiciones de los ORF identi-
ficados y los niveles de profundidad para cada segmento de RNA; B. Arbol filogenético basado en secuencias de la
capside para el aislamiento de ANSV de lulo y de otros hospedantes. Los nimeros sobre las ramas indican los valores
de bootstrap y las denominaciones en la derecha corresponden a los subgrupos hasta ahora identificados en este

Tabla 1. Deteccion en plantas de lulo de tres virus de RNA
mediante RT-PCR con cebadores especificos.

Lote / Virus PYWV CMV ANSV
Marinilla 1 +, + -, - +.,+
Marinilla 2 +,+ +,- +,-

San Vicente 1 +,+ +,+
San Vicente 2 +,+ +,- +,-
Sonson 1 +,- +,-

+/-: Resultado de la amplificacién por RT-PCR de un fragmento de 495, 920 y
613 pb para PYVV, CMV y ANSV, respectivamente. Los simbolos /- represen-
tan los resultados de las evaluaciones para dos plantas por cada lote.

dichas muestras presentaron un 99% de identidad con
respecto a dos secuencias de]l ORF N de aislamientos
de ANSV de Colombia y depositadas en GenBank con
los nimeros de accesiéon KX833218 y GQ478668. La
deteccién de ANSV en este trabajo, reafirma el lla-
mado de atencién planteado por Olaya et al. (2017)
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sobre los riesgos fitosanitarios que puede representar
el ANSV en Colombia y otros paises andinos sobre
cultivos de solandceas de importancia econémica y
por esto, de la necesidad de evaluar su distribucién
geografica y sus posibles mecanismos de transmision
en campo, evaluaciones en las que se podrian utilizar
los cebadores especificos disefiados en este trabajo.

PYVV (Closteroviridae)

De los reads virales identificados en el transcriptoma
de lulo, 10.480 estuvieron asociados a los tres segmen-
tos genémicos del PYVV (Crinivirus, Closteroviridae),
siendo posible ensamblar sus secuencias completas
con tamafios de 7.829 nt (RNA 1), 5.296 nt (RNA 2)
y 3.875 nt (RNA 3) y niveles de profundidad de 42x,
174x y 214x, respectivamente (Fig. 4A). En el RNA 1
se identificaron dos OREF, el ORF1 (a y b) que codifica
para las proteinas de replicacién del virus que incluyen
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Figura 4. A. Diagrama del genoma del Potato yellow vein virus (P,YVV) indicando las posiciones de los ORF identificados y los
niveles de profundidad para cada segmento de RNA; B. Arbol filogenético basado en secuencias de la capside para el
aislamiento de PYVV de lulo y de otros hospedantes. Los niimeros sobre las ramas indican los valores de bootstrap.

los dominios de L-proteasa, metiltransferasa, helicasa
(la) y la RDRP (1b); mientras que el ORF2 lo hace
para una pequefia proteina hidrofébica (p7) de 61
aa (Livieratos et al., 2004; Alvarez et al., 2017). En el
RNA 2 se 1dent1f1caron los cinco ORF reportados para
este segmento en los closterovirus y que incluyen la
proteina de choque térmico 70 (HSP70h), la proteina
pequena p7 (de funcién desconocida hasta ahora), la
proteina estructural p60, la proteina p10 (de funcién
desconocida) y la cépside viral (CP); el ndmero esti-
mado de aa para dichas proteinas en el aislamiento
de PYVV de lulo, correspondié a 554, 55, 521, 84 y
255 aa, respectivamente (Livieratos et al., 2004 Al-
varez et al., 2017). Por su parte, el RNA 3 presentd
los ORF que codifican para la proteina pequefa p4
(85 aa), la cdpside menor (CPm, 674 aa) y la proteina
P26 (230 aa) de funcién desconocida (Livieratos et al.,
2004; Alvarez et al., 2017). Los ntimeros de accesién
del genoma de este aislamiento de PYVV correspon-
den a MG696857, MG696858 y MG696859. Al com-
parar las secuencias completas de los tres segmentos
de este virus con las depositadas en GenBank, se

encontré que el RNA 1 compartia 96% de identi-
dad con respecto a cepas de PYVV obtenidas en
papa criolla (KR998193) y tomate (KX573901) en
el Oriente de Antioquia y reportadas por Alvarez e
al. (2017) y Mufioz-Baena et al. (2017), respectiva-
mente; mientras que los RNA 2 y 3 presentaron 99%
de identidad con la cepa LU1 de papa criolla de La
Unién (Antioquia) (KR998194, KR998195) y con la
cepa Chota de Cajamarca (Pert), originalmente utili-
zada por Livieratos et al. (2004) en la descripcién del
genoma de esta especie viral (AJ557129, AJ508757).
El anélisis filogenético realizado a partir de la secuen-
cia de CP, generé un dendrograma con dos clados,
uno mayoritario en donde se ubicé el aislamiento de
PYVV de lulo en conjunto con otros 22 aislamien-
tos de Colombia y Perti obtenidos principalmente en
papa (S. tuberosum y S. phureja); mientras que el otro
clado sélo incluyé aislamientos de PYVV en tomate,
los que recientemente fueron identificados por Mu-
noz-Baena et al. (2017) como una nueva variante de
PYVV en Colombia (Fig. 4B). La confirmacién inde-
pendiente por RT-PCR con los cebadores disefiados
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por Alvarez et al. (2017), resulté positiva para nueve
de las diez muestras de plantas individuales (Tab. 1).
Al secuenciar tres de los amplicones de 495 pb, se en-
contraron niveles de identidad del 99% con respecto
a diferentes aislamientos de PYVV obtenidos en papa
en el Oriente Antioquefio (KR998194, KR998190) y
en Cundinamarca (AJ586117, KC257443). En estas
zonas productoras de papa de Colombia, el PYVV es
uno de los virus que presenta mayores niveles de in-
cidencia en cultivos de papa y papa criolla (Guzman
et al., 2012), e incluso se ha estimado que en dichos
hospedantes puede ocasionar pérdidas en rendimien-
to del 33-48% y 25-50%, respectivamente (Salazar
et al., 2000; Guzman et al., 2012). Este virus induce
amarillamientos de venas secundarias en la ldmina
foliar y es reconocido como restringido al floema y de
transmisién natural por moscas blancas de la especie
Trialeurodes vaporariorum (Guzman et al., 2012; Alva-
rez et al., 2017). Ademas de la papa, su rango de hos-
pedantes incluye el tomate y diversas arvenses como
Catharanthus roseus, Malva sp., Polygonum sp., Tagetes
sp. y Rumex sp. (Salazar et al., 2000; Guzmén y Ro-
driguez, 2010). En el presente estudio, se realiza este
nuevo registro en lulo, pues, aunque Salazar et al.
(2000) habian evaluado su infeccién en este hospe-
dante en Rionegro (Antioquia), su deteccién resulté
negativa empleando la metodologia NASH (Nucleic
Acid Spot Hybridization). La secuencia completa del
genoma de PYVV en lulo, se constituye en el cuarto
reporte de este tipo para este virus en el mundo y
amplia la base de informacién para evaluar niveles
de variacién genética intraespecifica, busqueda de de-
terminantes de transmisién y la funcién de algunas
de sus proteinas (ej. p4, p26, p7, p10).

En este estudio, utilizando la metodologia molecular
NGS y confirmacién independiente por RT-PCR, se
identificaron tres virus multipartitas de RNA (CMV,
ANSV, PYVV) infectando plantas sintométicas de
lulo obtenidas en lotes de cultivo del Oriente Antio-
quefio. Estos hallazgos se unen al reciente reporte de
Green et al. (2018) en Ecuador, en donde se detecté
una nueva especie de tymovirus nombrada tenta-
tivamente como Naranjilla chlorotic mosaic virus
(NarCMV). En Colombia, aunque se han descrito
al menos dos enfermedades de posible origen viral
en cultivos de lulo de la regién andina del pais (de-
partamentos Cundinamarca, Boyacd y Antioquia),
denominadas como “virus de la hoja pequena” y
“amarillamiento de la hoja” (Zuluaga, 1996; Vaca et
al., 1999); no se ha confirmado plenamente la iden-
tidad de sus agentes causales, aunque se ha sugerido
que en el primer caso podria ser el PLRV (Tamayo
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et al., 2003) y en el segundo, aunque se detectaron
secuencias de potyvirus, no se pudo asociar su infec-
cién con la sintomatologia propia de dicha enferme-
dad (Vaca et al., 1999). La ocurrencia de infecciones
virales como las detectadas en este trabajo asocia-
das a plantas con diversos de sintomas que incluyen
algunos de los descritos para las dos enfermedades
indicadas anteriormente (ej. amarillamientos inter-
venales, deformacién de hojas y mosaicos), ya se ha
reportado en Colombia para otros frutales solana-
ceos como tomate de drbol (Jaramillo er al., 2011)
y uchuva (Gutiérrez et al., 2015; Alvarez, 2016) y
son muestra de que el conocimiento que tenemos
del viroma de estos hospedantes es atn incipiente.
El hallazgo de estas tres especies de virus afectando
cultivos de lulo, conduce al planteamiento de mu-
chos interrogantes sobre la biologfa, patogenicidad,
mecanismos de transmisién, métodos de deteccién
especifica y estrategias de manejo de estos proble-
mas fitopatolégicos; aunque inicialmente resultard
fundamental evaluar la sintomatologia especifica
que cada virus induce en plantas de lulo de las dife-
rentes variedades cultivadas en Colombia, asi como
su posible patogenicidad cruzada entre solandceas
y otros cultivos frecuentemente intercalados o es-
calonados con lulo en los andes Colombianos (ej.
frijol, arveja). Por Gltimo, serd fundamental evaluar
su posible transmisién por semilla sexual en lulo de
Castilla, y por estacas, chupones o injertos para los
materiales hibridos que se cultivan en el pafs.

CONCLUSIONES

Utilizando la metodologia molecular de secuenciacién
de nueva generacién del transcriptoma de plantas de
lulo con sintomas asociados a enfermedades virales,
se identificé la infeccién de tres especies de virus de
RNA: CMV, ANSV y PYVV, con genomas multiparti-
tas; siendo el CMV, el que presenté mayor porcentaje
de reads (99,6% de los reads virales) en el set de datos
obtenido.

En los tres virus detectados fue posible el ensambla-
je de sus genomas completos, los que presentaron
extensiones de 8.523 nt, 16.708 nt y 17.000 nt para
CMYV, ANSV y PYVV, respectivamente. El reporte de
la secuencia del genoma completo de ANSV es el pri-
mero para este tospovirus, mientras que para CMV
y PYVV corresponde a los primeros registros de este
tipo para aislamientos que infectan lulo.
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La infeccién de los tres virus en muestras sintoma-
ticas foliares de plantas de lulo individuales fue con-
firmada mediante pruebas de RT-PCR, para lo que
fue necesario disefar cebadores especificos con base
en los genomas de CMV y ANSV; mientras que el
PYVV se detecté con cebadores previamente dise-
fados para aislamientos de papa. Estos cebadores
podran ser empleados en evaluaciones futuras de
niveles de incidencia viral en lotes de cultivo, para
apoyar programas de certificacién de semilla de lulo
o para evaluar los insectos vectores especificos de di-
chos virus en las diferentes regiones de este cultivo
en Colombia y otros paises.
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Efecto de las deficiencias y excesos de fosforo, potasio
y boro en la fisiologia y el crecimiento de plantas de
aguacate (Persea americana, cv. Hass)

Effect of deficiencies and excesses of phosphorus,
potassium and boron on the physiology and growth of
avocado (Persea americana, cv. Hass) plants

MARIA ALEJANDRA NOVOA' 2

DIEGO MIRANDA?
LUZ MARINA MELGAREJO' ®

Planta juvenil de aguacate var. Hass.
Foto: M.A. Novoa

RESUMEN

Para conocer el efecto de los nutrientes minerales potasio (K), boro (B) y f6sforo (P), sobre variables fisiolégicas
y de crecimiento en aguacate var. Hass, se evaluaron siete tratamientos y cuatro réplicas con tres niveles de
dosis: (1) deficiencia del respectivo elemento: 50% de la fertilizacién completa, (2) completa o tratamiento
control: 100% y (3) exceso con un 150% por encima de la fertilizaciéon completa, dispuestos en un disefio
completamente aleatorio. Las plantas crecieron en bolsas de polietileno, con suelo, y bajo condiciones de in-
vernadero. Se realiz6 fertilizacién y riego semanal. Las variables evaluadas fueron el area foliar (AF), nimero
de hojas (NH), contenido relativo de clorofilas (CC), eficiencia méxima fotoquimica del fotosistema II (Fv/
Fm) y transpiracién (E), ademas se describié la sintomatologia de deficiencias o excesos en hojas. Se encontré
que los valores de AF, NH y CC fueron menores en relacién con el control. De igual forma, Fv/Fm y la E fueron
menores con respecto al control, sugiriendo probable estrés ocasionado por los tratamientos; presentandose
en mayor proporcién para I, seguido de K'y B. Los signos visuales de estrés nutricional se observaron de forma
mas clara en las plantas sometidas a deficiencia que en aquellas sometidas a exceso, siendo acorde a lo repor-
tado para esta variedad.

Palabras clave adicionales: nutricion mineral, area foliar, fluorescencia de la
clorofila, transpiracion, sintomas de deficiencia y exceso, frutales.
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ABSTRACT

In order to observe the effects of nutrients: potassium (K), boron (B) and phosphorus (P), on physiological and
growth variables in avocado var. Hass, seven treatments and four repetitions with three dose levels were evaluated:
(1) deficiency of the respective element: 50% or half of the complete fertilization, (2) complete or control treatment:
100%, and (3) excess of the respective element, 150% above the complete fertilization, arranged in a completely
random design. The plants were grown in polyethylene bags with soil and cultivated under greenhouse conditions;
weekly fertilization and irrigation were also carried out. The evaluated variables included leaf area (LA), number of
leaves (NL), relative chlorophyll content (CC), maximum photochemical efficiency of PSII (Fv/Fm) and transpira-
tion (E); the symptomatology of deficiencies and excesses were described in the leaves. The LA, NL and CC values
were lower in relation to the control. Similarly, the Fv/Fm and E were lower compared to the control, suggesting
probable stress caused by the treatments, presenting a greater proportion of P, followed by K and B. The visual signs
of nutrient stress were observed more clearly in the plants subjected to deficiency than in those subjected to excess,

consistent with what has been reported for this variety

Additional key words: mineral nutrition, leaf area, chlorophyll fluorescence,

transpiration, deficiency and excess symptoms, fruits.

Fecha de recepcion: 06-04-2018 Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es el cuarto fruto
tropical mds importante para el consumo humano a
nivel mundial, estimdndose una produccién global de
5,6 millones de toneladas anuales (FAO, 2016). Una
de las variedades de Persea americana que se destaca
por su actual demanda mundial es la variedad Hass
(Bartoli, 2008). Esta presenta éptima calidad en sus
frutos, alto rendimiento, maduracién tardia (Bernal
y Diaz, 2005) y se adapta a condiciones subtropicales
y tropicales, con temperaturas de 5 a 19°C y altitu-
des entre los 1.600 y 2.100 msnm (Mejfa, 2010; ICA,
2012).

Los mayores cultivos de aguacate se encuentran en
América, donde se destaca México como el primer
productor mundial. Colombia ocupa el quinto lu-
gar de los pafses con mayor drea cultivada de agua-
cate en el mundo (FAO, 2016). Sin embargo, llama
la atencién que, a pesar del gran potencial que tie-
ne el aguacate como producto exportable, el pals no
haya podido consolidarse como un exportador neto
(Yabrudy, 2008). Ademés, que internacionalmente
Colombia no figure como un productor importante
(Agronet, 2016).

Como limitantes en la produccién, incide el bajo de-
sarrollo tecnoldgico del cultivo, los deficientes canales

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

de comercializacién y las pérdidas causadas por pla-
gas (ICA, 2012). Asf como la alta demanda interna y
la falta de practicas agricolas apropiadas que dificul-
tan el acceso a los mercados internacionales (Rios y
Tafur, 2003).

A su vez, Maldonado er al. (2013) afirman que algu-
nos de los principales limitantes de la produccién son
las diferencias entre el rendimiento promedio y los
méximos registrados, los cuales estarfan indicando
la existencia de factores restrictivos de la produccién
que no han sido identificados apropiadamente y que
requieren ser investigados para proponer mejores al-
ternativas, que conduzcan a la obtencién de altos ren-
dimientos y 6ptima calidad de fruto, como es el caso
de la nutricién mineral.

De acuerdo con Salazar et al. (2009) las recomenda-
ciones de fertilizacién implementadas en los sistemas
de produccién de aguacate son generales y suelen ser
usadas sin considerar las variaciones en la fertilidad
de los suelos, ni la condicién nutricional de los arbo-
les, o el efecto de esta sobre los mismos. Esto genera
como consecuencia que se apliquen menos nutrientes
de los necesarios para maximizar la produccién o que
se incurra en una aplicacién excesiva, lo que condu-
ce a la aparicién de desbalances nutricionales, que
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ademads de limitar la productividad pueden producir
contaminacién de los recursos naturales (Salazar y
Lazcano, 2003).

De esta manera es posible afirmar, que la adecuada
nutricién mineral de un cultivo est4 determinada, en-
tre otros, por el conocimiento de los requerimientos
de la planta y por la cantidad y disponibilidad de nu-
trimentos del suelo (Salas, 2002).

Es asi, como resulta de gran importancia conocer el
efecto de la aplicacién excesiva o deficitaria de nu-
trientes, como fésforo, potasio y boro, sobre variables
de crecimiento y desarrollo, asi como su aspecto sin-
tomatolégico en plantas de aguacate, cv. Hass, en su
fase vegetativa.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y material vegetal

Elestudio se llev a cabo en los invernaderos de la Uni-
versidad Nacional de Colombia, Bogotd (4°38’09,1”
N v 74°05’13,6” W) a 2.640 msnm, temperatura del
aire entre 18-20°C y humedad relativa entre 60-90%.
El material vegetal consistié en plantas de aguacate
(Persea americana, cv. Hass, injertado sobre patrén
Criollo) de 8 meses de edad, las cuales se sembraron
en bolsas de polietileno (0,5x0,7 m) con suelo prove-
niente del municipio El Rosal-Cundinamarca (Tab. 1).

Las plantas se mantuvieron en condiciones 6ptimas
de irrigacién. La fase de laboratorio se desarroll6 en
el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento
de Biologfa de la Facultad de Ciencias de Universidad
Nacional de Colombia, Bogota.

Diseno experimental

Se empleé un diseio completamente aleatorizado
(DCA). Se establecieron siete tratamientos y cuatro
réplicas de cada uno: tres niveles o dosis de los nu-
trientes potasio (K), fésforo (P) y boro (B): 50, 100,
150% (Tab. 2). Se realizaron aplicaciones de solucién
nutritiva de manera semanal. Las fuentes utilizadas
fueron: acido fosférico liquido, fosfato monopotésico
y acido bérico. En total se evaluaron 84 plantas en 13
muestreos con una frecuencia de 15 d (durante 6,5
meses). En cada muestreo se evaluaron cuatro plantas
de cada tratamiento.

Andlisis estadistico

La organizacién de los datos y el andlisis grafico se
realizé con el programa Excel 2016 (Microsoft Offi-
ce, 2016) y SigmaPlot 10.0. El anélisis de los datos se
ejecutd con el programa SAS 9.1 (Statistical Analysis
Systent), utilizando la prueba de comparacién de Dun-
can con una significancia del 95%. Los datos que no
cumplieron supuestos de normalidad y homogenei-
dad de varianza fueron sometidos a la transformacién
de Box y Cox.

| Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo empleado en el estudio.

Textura
mg kg'!
122 | 605 | 032 | 157 | 487 | 224 | <012 0 | 32 [ 8 FA
| Tabla 2. Fertilizacion de las plantas de aguacate de acuerdo con los tratamientos. |
. Control P150 P50 K150 K50 B150 B50
Nutriente
g/planta-semana
P,0s 8.6 12.9 4,3 8.6 8.6 8.6 8.6
K,0 11,5 11,5 11,5 17.3 5.8 11,5 11,5
B 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 05
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Andlisis de crecimiento

Se realizaron mediciones directas del nimero total
de hojas de cuatro plantas por tratamiento y el drea
foliar de tres plantas por tratamiento, esto debido al
numero total de unidades experimentales disponibles
para realizar muestreos destructivos. El 4rea foliar
se determiné mediante el software Image]® 1-45s
(http://imagej.nih.gov/ij/).

Cuantificacion relativa de clorofilas

Se determiné realizando cuatro mediciones en tres
hojas completamente expandidas de cuatro plantas di-
ferentes, de cada tratamiento, con un medidor de clo-
rofila portatil (SPAD 502DL; Konica Minolta, Tokio,

Japén).

Fluorescencia de la clorofila

Se realizaron mediciones de la eficiencia maéxima
fotoquimica del PSII (Fv/Fm) empleando el equipo
fluorémetro no modulado modelo Handy PEA (Han-
satech Instruments, Pentney, UK) en tres hojas del
tercio medio del dosel de cuatro plantas diferentes,
por tratamiento. Las hojas fueros adaptadas a oscuri-
dad por 30 min para poder realizar la medicién en las
primeras horas de la mafana (6:00 a 11:00 h).

Intercambio de gases

Se evalud en las primeras horas de la mafana (6:00
a 11:00 h), el intercambio de gases en tres hojas del
tercio medio del dosel de cuatro plantas diferentes,
monitoreando variables como temperatura de la hoja,
resistencia estomatica, transpiracién y radicacién fo-
tosintéticamente activa, empleando el equipo poré-
metro (LI-1600; Li-Cor, Lincoln, NE).

Sintomatologia

Se realizé la descripcién de la sintomatologia de las
deficiencias y excesos de nutrientes, tanto en hojas
jévenes como adultas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de crecimiento

Nimero de hojas (NH)

Potasio. Se presentaron diferencias significativas
(P=<0,05) a los 180 dias después del trasplante (ddt)
entre K50 y el tratamiento K100, y entre todos los
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tratamientos a los 195 ddt. A lo largo del ciclo, K50
presenté el més bajo nimero de hojas (62,4 hojas),
siendo 14% menor con respecto a K150 (72,9 hojas)
y 18% con K100 (76,1 hojas) (Fig. 1A). De acuerdo
con Jordan y Pellerin (2004) el menor nimero de ho-
jas por deficiencia de K, puede estar relacionado con
el retraso en la aparicién de las mismas, as{ como
una ligera aceleracién en el proceso de senescencia.

Boro. Se evidenciaron diferencias estadisticas
(P=0,05) entre B50 y B150 a los 90 ddt y entre todos
los tratamientos a los 195 ddt (Fig. 1B). En general,
a lo largo del ciclo de evaluacién el tratamiento B50
(82,3 hojas) present6 el mayor NH, seguido de B100
(76,1 hojas) y B150 (68,9 hojas). La superioridad de
B50 en esta variable fue del 8% maés sobre B100 y
19% con respecto a B150. El menor nimero de hojas
puede asociarse con el efecto defoliante del exceso
de este nutriente (Retamales, 2005). El mayor NH
en las plantas sometidas a B50, posiblemente se re-
laciona con la existencia de entrenudos muy cortos,
lo cual generé mayor nimero de nudos (B50: 106
nudos; B100: 97 nudos y B150: 94 nudos) y hojas
por unidad de drea. Estos resultados coinciden con
lo observado por Sindoni et al. (1994) en ajonjoli
(Sesamum indicum), donde la deficiencia severa de B
activé las yemas axilares acortando los entrenudos
apicales, dando a la arquitectura de la planta y a la
disposicién de las hojas un aspecto de roseta.

Fésforo. Se presentaron diferencias significativas
(P=<0,05) entre tratamientos desde los 150 ddt has-
ta el final del experimento (Fig. 1C). P50 presenté
los valores més bajos para esta variable (62,8 hojas),
seguido de P100 (76,1 hojas) y P150 (84,9 hojas). El
NH de P50 fue 18% menor en relacién al de P100 y
26% con respecto al de P150. De acuerdo con el IPNI
(2010), el efecto més acentuado de la deficiencia de
fésforo en las plantas es la reduccién en el ndmero
de hojas. Segtn Kass (1998), el fésforo al ser un nu-
triente que se encuentra en fuertes concentraciones
en los tejidos meristematicos, ser fuente primaria
de energfa via ATP, formar parte de las coenzimas
NAD y NADP y participar activamente en la sinte-
sis de proteinas, si hiciese falta, se produciria menor
crecimiento y emisién de nuevos érganos vegetati-
vos. Por otra parte, Oliva et al. (1999) afirman que
las concentraciones superiores de I, no generan un
aumento significativo en el NH.

Area foliar (AF)

El comportamiento del AF mostré una tendencia as-
cendente en todos los puntos de muestreo. La méxima
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Figura 1. Deficiencias y excesos nutricionales sobre el ni-

mero de hojas de aguacate ‘Hass’. A. Potasio (K);
B. Boro (B) y C. Fosforo (P). Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa entre
tratamientos, de acuerdo a la prueba de Duncan
(P<0,05).

AF delas plantas durante el ciclo de cultivo se presen-
té en aquellas con el tratamiento P150 (9.943,6 cm?),
seguido del control (9.346,8 cm?) a los 180 ddt. Para
este mismo periodo de tiempo, el AF minimo eviden-
ciado en las plantas del tratamiento K50 (5.343,3 cm?)
mostré una disminucién del 43% comparado con el
control (Fig. 2A).

El potasio es el nutriente con mayor efecto sobre la
velocidad de crecimiento, principalmente del 4rea fo-
liar (Fairhurst, 1999). En tanto, Pillimue et al. (1998)
afirmaron que la disminucién en el AF presentada por
la deficiencia de K, puede ser debida al importante pa-
pel que este nutriente cumple para equilibrar la absor-
cién de nitrégeno, mantener la turgencia de las hojas
y facilitar el transporte de asimilados.

Por otro lado, las plantas de los tratamientos B150
(7791,8 cm?) y P50 (8671,1 cm?) presentaron una re-
duccién del AF del 17 y 7%, respectivamente, frente
al control (Fig. 2B y 2C). Para el caso del fésforo, su
reduccién puede ser indicio del importante papel que
desempena este elemento en los procesos energéticos,
de tal manera que su deficiencia haya disminuido la
formacién de hojas. Por su parte, la reduccién del AF
en el tratamiento B150, puede estar relacionada con
el efecto defoliante del exceso de este nutriente (Re-
tamales, 2005).

Contenido relativo de clorofilas

Potasio. Se observaron diferencias significativas
(P=<0,05) entre el tratamiento K50 y los tratamientos
K100 y K150 a los 135 ddt. A lo largo del ciclo pudo
observarse que los valores de SPAD, para K50 fueron
menores en relacién con los de K150 y K100. El conte-
nido relativo total de clorofila en las hojas de plantas
con deficiencia de K fue 2,3% menor al de las plantas
control (Fig. 3A).

Los resultados de este estudio pese a no ser tan limi-
tantes, pueden correlacionarse con lo encontrado en
algodén (Gossypium hirsutum) por Zhao et al. (2001),
quienes determinaron que ante deficiencia de K hubo
una disminucién del contenido de clorofilas en el 88%
respecto al control. Okanenko y Berstein (1969) por
su parte, sugieren que el bajo contenido de clorofilas
es debido a la pobre ultra estructuracién del cloro-
plasto causada por la deficiencia de K. En contraste,
Knypl y Rennert (1970) establecieron que el K, favo-
rece la sintesis de clorofila a partir de mecanismos es-
pecificos, lo cual puede relacionarse con los mayores
valores presentados por K100 y K150.
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foliar de aguacate ‘Hass’. A. Potasio (K); B. Boro
(B) y C. Fésforo (P). Promedios con letras distintas
indican diferencia significativa entre tratamientos,
de acuerdo con la prueba de Duncan (P<0,05).
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Figura 2. Deficiencias y excesos nutricionales sobre el area Figura 3. Deficiencias y excesos nutricionales sobre el con-

tenido relativo de clorofilas (SPAD) de aguacate
‘Hass’. A. Potasio (K); B. Boro (B) y C. Fésforo (P).
Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa entre tratamientos, de acuerdo con la
prueba de Duncan (P<0,05).
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Boro. Se observaron diferencias significativas
(P=0,05) entre B100 y los tratamientos BS0 y B150
a los 75ddt y entre B150 y B100 a los 150 y 165ddt
(Fig. 3B).

Moubhtaridou et al. (2004) sugieren a partir de su estu-
dio con manzana (Malus domestica), que el contenido
de clorofilas decrece a medida que la concentracién de
B aumenta, lo cual puede asociarse con los menores
valores presentados por B150, respecto a B100.

En forma complementaria, a lo largo del ciclo de eva-
luacién se pudo observar que el tratamiento B50 (42,1
SPAD) present6 en promedio un contenido relativo
de clorofilas de 3,5% menor, en relacién al de B100
(43,6 SPAD). Este resultado estaria en concordancia
con Sharma y Ramchandra (1990), quienes encontra-
ron que la deficiencia de B reduce el contenido de clo-
rofilas y proteinas solubles en las hojas, lo que resulta
en una inhibicién de la reacciéon de Hill y la tasa de
fotosintesis neta.

Fosforo. Se observaron diferencias significativas
(P=0,05) entre el tratamiento P150 y P100 a los 135 y
165 ddt. De acuerdo con Quintana er al. (2017) ante
exceso de fésforo los contenidos de clorofila tienden
a reducirse drasticamente debido a la ocurrencia de
un antagonismo con aniones como el NO; ya que la
capacidad fotosintética y, por ende, la clorofila, estdn
relacionadas directamente con el contenido de fésfo-
ro y de nitrégeno en la planta (Singh y Reddy, 2015).

En adicién, al analizar los resultados como consoli-
dado, fue posible evidenciar que los valores para P50
(41,2 SPAD) fueron menores en un 5,5 % al compa-
rarlos con los valores de P100 (43,6 SPAD) (Fig. 3C).
Esta reduccién de los pigmentos fotosintéticos, bajo
la deficiencia fue consistente con otros estudios (Sin-
gh et al,, 2013). Singh et al. (2017) sugieren que bajo
deficiencia de P la disminucién en el contenido de clo-
rofilas se produce como un mecanismo para evitar el
exceso de captacién de luz, en pro de proteger el PSII
del dafio luminico.

Fluorescencia de la clorofila

En la figura 4 no se observé un patrén claro de la Fv/
Fm para los diferentes tratamientos, que durante los
primeros 90 ddt los valores se alejaron ligeramente del
valor de referencia 0,83 para plantas sin estrés (Perci-
val, 2004; Kitajima y Butler, 1975). Esto podria indicar
un ajuste de respuesta de la planta frente a las nuevas

condiciones del sitio de evaluacién. Un patrén similar
se observé en el pardmetro de transpiracion (Fig. 5).

Potasio. Solamente se presentaron diferencias signifi-
cativas (P=<0,05) a los 195 ddt entre K50 y los trata-
mientos K100 y K150 (Fig. 4A).

Aunque los efectos de la deficiencia de K son eviden-
tes en variables relacionadas con el intercambio ga-
seoso, su relacién con la eficiencia del PSII se conoce
poco. Se reporta que la deficiencia de este elemento
no tiene un efecto significativo sobre la eficiencia
méxima potencial de las plantas (Saeed et al., 2009).
De acuerdo con Salazar-Garcia (2002), el exceso de
potasio puede causar deficiencia de Mg y Yuan et al.
(2016) describieron en plantas de calabaza (Cucurbita
pepo) deficientes de Mg una disminucién en Fv/Fm,
lo cual atribuyeron a que el Mg estd involucrado en la
modulacién de la actividad de enzimas fotosintéticas
como la Rubisco (Laing et al.,, 2000). De igual forma,
Ling et al. (2009), mencionan que las limitaciones no
estomaticas pueden ser los principales factores que
determinan la respuesta de la fotosintesis cuando se
presenta deficiencia de Mg, ya que, la baja asimila-
cién de CO, estd acompaiada por un incremento de
la concentracién de CO, intercelular. La deficiencia
de Mg induce un deterioro en el transporte linear de
electrones fotosintéticos, causando foto inhibicién en
las hojas por aumento de las especies reactivas de oxi-
geno, lo que conduce en un incremento de la emisién
de luz en forma de fluorescencia para proteger el PSII.

Boro. Unicamente se presentaron diferencias signifi-
cativas (P=0,05) a los 15 ddt entre B50 y B150 (Fig.
4B). Momento para el cual B50 presenté valores 2,1
y 7,9% menores a los exhibidos por B100 y B150, res-
pectivamente. Estos resultados son acordes con lo
descrito por Dell y Huang (1997) quienes indican que
la deficiencia de B puede afectar indirectamente la
fotosintesis porque reduce el drea fotosintéticamente
activa y altera los constituyentes foliares.

Pese a que los resultados del experimento no demos-
traron de forma clara el efecto del exceso de B sobre
la relacién Fv/Fm, autores como Gimeno et al. (2012)
reportan que los mayores niveles de B generan una
reduccién significativa de la relacién Fv/Fm. Ellos
atribuyen este comportamiento a la pérdida de la
eficiencia cuédntica del PSII, debido a un dafio en el
complejo captador de luz (Guerfel et al.,, 2009). Asi-
mismo, Papadakis ez al. (2004) explican que otra de las
consecuencias del exceso de B en las hojas, es el dafio
en la estructura del cloroplasto, lo cual tiene un efecto
directo sobre la tasa de fotosintesis.
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Fosforo. Se observaron diferencias significativas
(P=0,05) entre P150 y P100 a los 45 ddt. Momento en
el cual P150 mostré valores para Fv/Fm 6,3% mayores
a los presentados por P100 (Fig. 4C).

Es sabido que el P no afecta directamente la fotosin-
tesis, pero es un nutriente fundamental en el meta-
bolismo de las plantas, como componente de acidos
nucleicos y de moléculas ricas en energfa (Jiménez et
al., 2015). A pesar de ello, segtin Salazar-Garcia (2002),
el exceso de fésforo puede ocasionar deficiencias de
manganeso (Mn). Roosta et al. (2017) encontraron en
plantas de lechuga (Lactuca sativa), que la relacién Fv/
Fm fue significativamente afectada por la deficien-
cia de este microelemento. Este efecto ocurre como
resultado de los dafios a los centros de reaccién del
PSII, por el incremento de las cantidades de electro-
nes y radicales libres. De igual forma, Qu ez al. (2012)
afirman que el estrés por deficiencia de Mn disturba
severamente el transporte de electrones o genera un

dafio en la estructura de la membrana tilacoidal en el
lado donador del PSII.

Por otra parte, y a pesar de la ausencia de diferencias
significativas en el comportamiento de P50 respecto
al de P100, es importante agregar que la deficiencia de
P, puede llegar a generar una disminucién en Fv/Fm,
por la produccién de una fotoinhibicién en las hojas
(Singh er al., 2017). La fotoinhibicién usualmente re-
sulta en una reduccién de la eficiencia cuéntica rela-
tiva del PSII, y ésta en una reduccién en el transporte
de electrones, lo cual puede atribuirse a una disminu-
cién del ndmero de centros de reaccién del PSII y la
eficiencia en la captura de energia por estos centros
(He et al., 2011).

Transpiracion

Potasio. Se presentaron diferencias significativas
(P=<0,05) entre K100 y K50 a los 30 ddt y entre K150
y los tratamientos K100 y K50 a los 150 ddt (Fig. 5A).
Haciendo referencia al efecto de la deficiencia de K,
Behboudian y Anderson (1990) en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum), y Zhao et al. (2001), en plantas
de algodén (Gossypium hirsutum), determinaron, que
esta genera una disminucién significativa de la tasa
de transpiracién, lo cual se traduce en una supresién
del crecimiento. Adicionalmente, Tang er al. (2015)
indicaron que existe evidencia sustancial, para afir-
mar que el daflo en la estructura de los cloroplastos
causada por la deficiencia de K, altera la regulacién
estomatal y no estomatal de CO, y el flujo de H,O en
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Figura 4. Deficiencias y excesos nutricionales sobre la efi-

ciencia maxima fotoquimica del PSIl (Fv/Fm) en
aguacate ‘Hass’. A. Potasio (K); B. Boro (B) y C.
Fosforo (P). Promedios con letras distintas indi-
can diferencia significativa entre tratamientos, de
acuerdo con la prueba de Duncan (P<0,05).
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las hojas, limitando asf la tasa transpiratoria. Sin em-
bargo, para el caso especifico de este estudio, se pudo
establecer que la deficiencia de K al 50%, no generé un
detrimento considerable de la tasa de traspiracién, de-
bido probablemente a que los niveles de K no fueron
lo suficientemente bajos como para promover esta
reaccion.

De igual forma, al observar el comportamiento de las
plantas ante el exceso de K a los 150 ddt, se evidencia
que estas presentaron valores significativamente ma-
yores en relacién con los del control. Este resultado
puede correlacionarse con lo encontrado por Farhat
et al. (2013) en plantas de girasol (Helianthus annuus),
donde se establece que tanto por efecto del exceso K
como por el efecto de deficiencia de Mg, pueden ocu-
rrir alteraciones en la tasa de transpiracién.

Boro. Se observaron diferencias significativas
(P=<0,05) entre B100 y los tratamientos B150 y B50
a los 30 ddt. Y entre B50 y los tratamientos B100 y
B150 a los 150 ddt. (Fig. 5B). No obstante, la mayor
transpiracién presentada por B50 a los 150 ddt, estd
en contra posicién con lo descrito por Mukhopadh-
yay et al. (2013) en plantas de té (Camellia sinensis),
sometidas a deficiencia de B. Puesto que, ellos esta-
blecieron que, ante deficiencia de B se produce un
decrecimiento de la tasa de transpiracién, la cual se
relaciona con una baja conductancia estomadtica, cau-
sada por el alto dafio oxidativo en las hojas. Por lo
cual, concluyen que todos los pardmetros relaciona-
dos con el intercambio gaseoso son influenciados por
la deficiencia del nutriente. Adicionalmente, sugieren
que la aparicién de hexosas libres puede desencadenar
una baja regulacién del ciclo de Calvin y por ende in-
hibir las tasas de fotosintesis.

En contraste, cuando se analizan los resultados pre-
sentados por B150 se observa que estdn en concor-
dancia con lo expuesto por Shaniez al. (1992), quienes
reportan que el exceso de B no genera una reduccién
significativa en la transpiracién. Pero que, si la con-
centracién de B aumenta exponencialmente, la tasa
transpiratoria comenzard a verse afectada (Ben-Gal y
Shani, 2003).

Fosforo. Se evidenciaron diferencias significativas
(P=0,05) entre P150 y los tratamientos P100 y P50 a
los 15 ddt, y entre P50 y P100 a los 60 dtt (Fig. 5C).
La menor tasa de transpiracién expuesta por P150 a
los 15 ddt, puede asociarse al efecto del bloqueo de la
asimilacién de K, causado por un aumento del flujo
de Mg ante exceso de P (Navarro y Navarro, 2014).
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Figura 5. Deficiencias y excesos nutricionales sobre la

transpiracion de aguacate ‘Hass’. A. Potasio (K);
B. Boro (B) y C. Fosforo (P). Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa entre tra-
tamientos, de acuerdo con la prueba de Duncan
(P<0,05).
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Lo cual se explica a través del papel que ejerce el K
sobre la regulacién estomatal y no estomatal de CO,
y el flujo de H,O en las hojas (Tang et al., 2015).

A su vez, también es posible establecer que el com-
portamiento de P50 frente a P100, discierne de lo re-
portado en la literatura. Veronica et al. (2017) afirman
que la deficiencia de P resulta en una reduccién de
la tasa de transpiracién, asi como de la conductancia
estomdtica y la concentracién intercelular de CO,, lo
cual atribuyeron a una limitacién estomaética.

Sintomatologia

Potasio. Los sintomas de la deficiencia se presenta-
ron Gnicamente en hojas bajeras, primero en forma de
una banda amarillenta ancha cerca del borde, seguida
de otra verde claro que dejé ver areas pequefias mas
oscuras de bordes indefinidos (Fig. 6A). Posteriormen-
te estas mostraron las venas amarillas y dreas necroti-
cas café rojizo desde los bordes hacia el interior de la
ldmina. En algunos casos se presentd necrosis en los
bordes de las hojas limitada por un halo verde ama-
rillento. Las hojas jévenes presentaron clorosis leve

(Fig. 6B y 6C).

De acuerdo con Salazar-Garcia (2002), el exceso de
potasio puede causar deficiencias de Ca o Mg. En las
plantas sometidas a exceso fue posible observar una
clorosis leve, que inicié en el pice o por la zona media
delahojay avanzé por los bordes hacia toda la lamina
(Fig. 7A 'y 7B). Lo cual puede asociarse a sintomas re-
lacionados con deficiencia Mg, similares a lo descrito
por Navarro y Navarro (2000). En algunas plantas se

observaron sintomas asociados a clorosis de la lamina
foliar, acompafnados de puntos necréticos que coale-
cen en los bordes sin un patrén evidente (Fig. 7C y D).

Boro. En general, las plantas deficientes en boro pre-
sentaron los primeros sintomas en las hojas jovenes;
estas se tornaron mas pequefas, flacidas y perdieron
el brillo. Cuando la deficiencia avanzd, se presentaron
deformaciones en la ldmina. Adicionalmente, se pre-
sentd clorosis que inici6 en el dpice de las hojas. Por el
contrario, en hojas adultas se observé una coloracién
verde claro ligeramente mate (Fig. 8).

Ante el exceso, pudo observarse necrosis apicales y un
aumento de tamafo en la l[dmina foliar (Fig. 9), esto
quizds asociado a un aumento en el nivel de RNA v,
en consecuencia, un incremento de la divisién celular
en los meristemos (Wild y Jones, 1992), esto por el pa-
pel del elemento en la elongacién celular y la sintesis
de acidos nucleicos (Taiz y Zeiger, 2010).

Fésforo. Los sintomas de deficiencia se manifestaron
como una clorosis difusa de tono opaco en las hojas
adultas (Fig. 10A), esta evolucioné como manchas ne-
créticas sin patrén definido (Fig. 10C-E). La textura
de las hojas se torné coridcea, mientras que el color
se mantuvo verde muy oscuro sin brillo. La venacién
se conservé de color verde oscuro. No se observé clo-
rosis generalizada en hojas jovenes ni en el resto de la
planta. Sin embargo, se presenté una leve evidencia
de acumulacién de antocianinas (Fig. 10B).

De acuerdo con Salazar-Garcia (2002) el exceso de
fésforo puede manifestarse como deficiencias de mi-
cronutrientes como Mn y/o Zn.

Avance de necrosis en hojas adultas.

Figura 6. Sintomas de deficiencia de potasio en hojas de plantas de aguacate var. Hass. A. Clorosis en forma de banda; By C.
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Figura 7. Sintomas de exceso de potasio en hojas de plantas de aguacate var. Hass. A y B. Cloresis en hojas adultas;
C y D. Puntos necroticos sin patrén evidente.

Figura 8. Sintomas de deficiencia de boro en hojas de plantas de aguacate var. Hass.

Figura 9. Sintomas de exceso de boro en hojas de plantas de aguacate var. Hass. |

Vol. 12 - No. 2 - 2018
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Figura 10.Sintomas de deficiencia de fosforo en hojas de plantas de aguacate var. Hass. A. Clorosis en hojas adultas;
B. Acumulacion de antocianinas en hojas jovenes; C., D. y E. Manchas necroticas sin patrén definido.

Figura 11. Sintomas de exceso de fosforo en hojas de plantas de aguacate var. Hass. Hojas jovenes cloréticas y con creci-
miento lanceolado.
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En las plantas sometidas a exceso de P pudo obser-
varse sintomas de clorosis en hojas jévenes, no muy
intensa y extendida en la lamina de la hoja. Lo cual
coincidirfa con lo descrito por Sierra (2003), para los
sintomas de deficiencia de Mn. Adicionalmente pudo
evidenciarse un crecimiento algo lanceolado y redu-
cido en hojas nuevas (Fig. 11). Herndndez y Pacheco
(1986) describen estos sintomas para la deficiencia de
Zn en cardamomo (Elettaria cardamomum).

CONCLUSIONES

Las plantas de aguacate var. Hass en fase vegetativa
del crecimiento, bajo condiciones de invernadero de
plastico y sometidas a deficiencia de potasio o exceso
de boro, presentaron los menores valores para las va-
riables nimero de hojas y 4rea foliar en comparacién
con el control.

En cuanto a pardmetros relacionados con fotosintesis
e intercambio de gases, se observé que los tratamien-
tos de deficiencia y exceso de los nutrientes evaluados
no presentaron diferencias significativas consistentes
a través del tiempo, respecto al control. Esto podria
estar sugiriendo que la deficiencia al 50% y el exceso
al 150%, no son lo suficientemente limitantes como
para generar un detrimento considerable de dichos
procesos fisiolégicos. Adicionalmente, estos resulta-
dos constituirfan una evidencia para considerar que
la dosis comercial no provee los niveles dptimos de
nutrientes, puesto que las plantas a lo largo del ciclo
no expusieron los valores de referencia.

Finalmente, al referirse a la expresién de sintomas vi-
suales de estrés nutricional, es posible indicar que esta
ocurrié de forma mas evidente en plantas sometidas
a deficiencias, que en las sometidas a excesos. Esto
ultimo posiblemente asociado a que, al no ser la dosis
comercial aquella que proveyera los niveles éptimos
de nutrientes, la dosis al 150% no estaria representa-
do realmente un exceso.
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Efecto del tipo de corte y tipo de envase en la
conservacion de pina [Ananas comosus (L.) Merr]
‘Oro Miel” minimamente procesada

Effect of cutting and packaging type on the conservation of
fresh-cut ‘Golden’ pineapple fruit [Ananas comosus (L.) Merr]
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Fruto de pina, variedad Oro Miel.
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RESUMEN

La pifna es un fruto tropical apreciado en el mundo por su sabor, textura y color, y es apropiado para el procesa-
miento minimo. Esta investigacién tuvo como objetivo determinar el efecto del tipo de corte y tipo de envase
de pifia minimamente procesada sobre sus atributos de calidad durante la refrigeracién a 5+1°C y 85-90% de
humedad relativa. Durante el almacenamiento refrigerado fueron monitoreados el color, textura y aceptacién
sensorial durante 12 dfas. Las muestras se analizaron estadisticamente mediante un disefio factorial por par-
celas subsubdividas completamente al azar. Los factores a evaluar fueron tres tipos de cortes y tres diferentes
empaques y las variables de respuesta los atributos de calidad. Todas las mediciones fueron realizadas con tres
repeticiones. Se aplico estadistica descriptiva, ANOVA y comparacién de medias segin Duncan. En general,
tanto el tipo de corte como el tipo de empaque afectan los atributos de calidad de la pifia ‘Oro Miel’ durante el
almacenamiento. La condicién mds adecuada de conservacién fue pifia cortada en cuartos rodajas y envasada
al vacfo alcanzando 12 dias de almacenamiento.

Palabras clave adicionales: calidad, cuarta gama, envasado al vacio, almacenamiento refrigerado.
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ABSTRACT

Pineapple is a tropical fruit appreciated worldwide for its flavor, texture and color, and is suitable for minimal pro-
cessing. The objective of this research was to determine the effect of the cut type and type of container for minima-
lly processed pineapple on quality attributes during refrigeration at 5+1°C and 85-90% relative humidity. During
the refrigerated storage, the color, texture and sensorial acceptance were monitored for 12 days. The samples were
analyzed statistically by means of a factorial design using completely random subsubdivided plots. The evaluated
factors included three cut types and three types of packaging, and the evaluated response variables included quality
attributes. All measurements were taken in triplicate. Descriptive statistics, ANOVA and means comparison using
Duncan test were used. In general, both the cut type and the type of packaging affected the quality attributes of
the ‘Golden’ pineapple during storage. The best preservation condition was pineapple cut into quarter slices and

vacuum-packed, reaching 12 days of storage.

Additional key words: quality, fourth range, vacuum packaging, refrigerated storage.

Fecha de recepcion: 06-11-2017  Aprobado para publicacién: 30-05-2018

INTRODUCCION

La pifia [Ananas comosus (L.) Merr.] es una de las
frutas tropicales de mayor produccién en el mundo
después del banano y los citricos (Uriza-Avila, 2005).
De acuerdo con Alarcén y Sdnchez (2012), la mayor
produccién de pifia, a nivel mundial, se encuentra en
Asia, América y Africa, lo que ha permitido el abas-
tecimiento mundial de la fruta. En Colombia la pifia
es una fruta de importancia econémica, se encuentra
entre las 15 frutas més consumidas en el pafs y segin
cifras del DANE (2015), Colombia exporté alrededor
de US$ 2,25 millones en un reglén de la agricultura
en crecimiento. La variedad MD?2 originaria de Hawéi
e identificada en Colombia como pifia ‘Oro Miel’, es
la més conocida a nivel mundial, posee una forma
cilindrica, simétrica y uniforme, pericarpio entre co-
lor amarillo-naranja, pulpa de color amarillo intenso,
dulce, compacta, con un peso promedio de 1,3 a 2,5
kg, presenta un alto contenido de aztcares, vitami-
na C y bajo contenido de acidez en comparacién con
otras variedades (Chan et al., 2003). La pifia minima-
mente procesada cuenta actualmente con un merca-
do en crecimiento, ya que proveen al consumidor un
alimento listo para consumir con beneficios para la
salud (Escobar et al., 2014). Sin embargo, este tipo de
producto tiene una vida Gtil de sélo 5-7 d a 1-7°C,
principalmente por procesos de degradacién fisiologi-
cos y microbianos (Pan et al., 2015).

Por lo tanto, si se logra inhibir la degradacién fisiol6-
gica y microbiolégica de la pifia minimamente proce-
sada, es posible extender la vida Gtil de este tipo de
productos. Dussan-Sarria et al. (2014) afirman que,
si se aplican técnicas combinadas sinérgicamente, el
crecimiento microbiano y las reacciones fisicas, qui-
micas y bioquimicas serian reducidas en los tejidos
vegetales. En el procesamiento minimo de pifia el
tipo de corte y el tipo de envase utilizado tiene una
repercusién directa en la fisiologfa y mantenimiento
de la calidad del producto vegetal. Se utilizan técnicas
que se combinan sinérgicamente limitando el creci-
miento microbiano y el metabolismo del producto.
Algunas de estas técnicas son el enfriamiento rapido,
la refrigeracién, la atmosfera modificada y recubri-
mientos comestibles (Montero-Calderén et al., 2008;
Sanjinez-Argandofia et al., 2010; Dusssan-Sarria et al.,
2014). Sin embargo, la calidad de la piia minimamen-
te procesada variedad MD2 cultivada en Colombia, no
ha sido evaluada a pesar del potencial agroindustrial
que esta fruta cuenta en el suroccidente colombiano.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del
tipo de corte y envase apropiado para mantener la re-
sistencia a la penetracién, color y aceptacién sensorial
de la pifila minimamente procesada bajo condiciones
de almacenamiento refrigerado.
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MATERIALES Y METODOS

Materia de estudio

Los frutos de pifia variedad Oro Miel, destinados para
la investigacién, se adquirieron en Oriente S.A., culti-
vados en el corregimiento Barrancas de Palmira, Valle
del Cauca (temperatura 23°C, 1.000 msnm, 40% HR).
Luego de pruebas preliminares fisico-quimicas y sen-
soriales, se selecciond el grado de madurez 3 (Icontec,
1996), como el adecuado para el procesamiento mini-
mo. Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de
Tecnologia de Frutas y Hortalizas de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Palmira.

Procesamiento minimo

Pifias enteras con grado de madurez 3 fueron lavadas
con agua potable y desinfectadas en solucién hipoclo-
rito de sodio (100 uL L!) durante 10 min de inmersién
(Sothornvit y Rodsamran, 2008). Los frutos fueron
almacenados a 10°C por 12 h previo al procesamien-
to. Al dfa siguiente, manualmente fueron retirados las
coronas, epicarpio y corazones. A la pulpa se le reali-
zaron tres tipos de corte: cuartos de rodajas (6X2x4
cm), cubos (2Xx2X2 cm) y julianas (6X2x2 cm). Pos-
teriormente los cortes fueron inmersos en solucién de
hipoclorito de sodio a 20 uL L por 2 min para retirar
impurezas en pulpa y se retird el exceso de agua por
gravedad durante 2 min. Los cortes del fruto més ho-
mogéneos fueron seleccionados y sumergidos en so-
lucién de cloruro de calcio CaCl, al 1% (v/v), &cido
citrico al 1% (v/v), &cido ascérbico al 1% (v/v) con el
fin de conservar la estructura y evitar la oxidacién en-
zimatica (Robles-Sanchez et al., 2013; Dussan-Sarria
etal., 2014).

Los cortes fueron sometidos a centrifugacién a 2.800
rpm durante 15 s para eliminar el exceso de humedad.
Posteriormente se acondicionaron 150 g de cada corte
en tres tipos de empaque (Tab. 1).

Los frutos empacados fueron almacenados a 5=1°C
y 85-90% de HR segtn recomienda Silva et al. (2005).
Los tratamientos evaluados fueron de la siguiente
manera: CR-PET: cuartos de rodaja en cajas de polie-
tileno tereftalato (PET); C-PET: cubos en PET; J-PET:
julianas en PET; CR-Poliestireno o PVC: cuartos de
rodaja en bandeja de poliestireno; C-Poliestireno o
PVC: cubos en bandeja de poliestireno; J-Poliestireno
o PVC: julianas en bandejas de poliestireno; CR-Bol-
sa Vacio: cuartos de rodaja en bolsa de vacio, C-Bolsa
Vacio: cubos en bolsa de vacio, J-Bolsa Vacio: julianas
en bolsa de vacio. Durante el almacenamiento refrige-
rado, cada 3 d durante 12 d se determinaron los para-
metros que se describen a continuacién.

Color

El color del fruto fue evaluado mediante las coorde-
nadas CIELab (L*, a*, b*), usando un colorimetro
Kénica Minolta CR-410 (Tokio, Japén). De estas
determinaciones y debido a las caracteristicas par-
ticulares de la pifia se analizé la coordenada L* que
representa el brillo o luminosidad el cual aumenta a
mayores valores de L a* (cromaticidad (-) verde a (+)
rojo) y b * (cromaticidad (-) azul a (+) amarillo).

Resistencia a la penetracion

Se empled el texturémetro Shimadzu EZ-500 (Kyo-
to, Japén) para evaluar la fuerza de penetracién en
Newton (N) con una célula de carga de 500 N, un
cilindro de prueba de 8 mm de didmetro y 60 mm de
largo, y una velocidad de ensayo de 10 mm min™. El
pico méximo durante los ensayos fue tomado como
la resistencia a la penetracién (Rocculi et al., 2009).

Andlisis sensorial

El anélisis sensorial fue realizado utilizando la me-
todologia prueba de satisfaccién de escala hedénica,

Tabla 1.
de permeabilidad.

Tipos de envases utilizados para el almacenamiento de piiia ‘Oro miel’ minimamente procesada con sus propiedades

Bandeja de poliestireno cubierta con policloruro de vinilo
(10x10 cm)

Envase utilizado Propiedades

PVC calibre 14 um, permeabilidad al CO, de 5.183 y al 0, de 14.803 cm®*m? d"!

Bolsa de polietileno de baja densidad. Espesor 70 um
(PEBD, 1520 cm)

Permeabilidad al CO, de 112 cm*m?d"'y al 0, de 3.940 cm®* m? d"

Cajas de polietileno tereftalato (PET) (11x9x2,5 cm)

Permeabilidad al CO, de 112 cm® m? d"'y al 0, de 3.940 cm® m? d!
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siguiendo lo propuesto por Peryamm y Pilgrim (Lim,
2011). El anélisis se realizé en los dias 0, 10 y 12 de
almacenamiento con un grupo de 30 panelistas no en-
trenados los cuales analizaron el sabor y la apariencia
general de los cortes de fruto. Fue utilizada la escala
hedénica afectiva de 5 puntos que define el grado de
satisfaccién asi: 1 = no me gusta, 2 = me disgusta
ligeramente, 3 = ni me gusta ni me disgusta, 4 = me
gusta ligeramente, 5 = me gusta mucho. Los cortes
se consideraron sensorialmente aceptables con notas
iguales o superiores a 3.

Analisis microbioldgico

Fueron analizados las cantidades presentes o ausentes
de microrganismos aerobios meséfilos segtin la NTC
4519 (Icontec, 2009a), coliformes totales segin la
NTC 4516 (Icontec, 2009b), coliformes fecales segtin
Invima (1998a) y recuento de mohos junto a levadu-
ras segin Invima (1998b). Los andlisis fueron realiza-
dos en los dfas 0, 10, 12 y 15 de almacenamiento.

Andlisis estadistico

Las muestras se analizaron estadisticamente median-
te un disefo factorial por parcelas subdividas comple-
tamente al azar. Se realizé un andlisis de varianza y
comparacién de medias utilizando la prueba de rango
multiple de Duncan (P=<0,05). Los datos fueron anali-
zados usando el software estadistico SAS® v. 9.1. Los
factores a evaluar fueron los tres tipos de cortes y los
tres tipos de empaques.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré un descenso en la aceptacién sensorial
para todos los tipos de cortes y empaques evaluados
(Tab. 2; Figs. 1, 2, 3, 4 y 5). En general la pifia en cuar-
tos de rodaja empacada al vacio presenté las mejores
notas sensoriales de aceptacién durante todo el alma-
cenamiento refrigerado. El aroma (Fig. 2) fue uno de
los pardmetros més afectados sensorialmente durante
el almacenamiento, autores como Torri et al. (2010)
afirman que la pifia minimamente procesada pierde el
aroma a fruta fresca, por la disminucién de compues-
tos como los aromaéticos-alifaticos, aldehidos, cetonas
y compuestos menos polares, en contraste con el in-
cremento de los compuestos que dan aroma desagra-
dable como los azufrados, polares, alcoholes, cetonas

y terpenos a medida que avanza el almacenamiento.
De igual forma sucedié con el sabor (Fig. 3), puesto
que por las reacciones enzimaticas que se desarrollan
en el fruto, desarrollan sabor a fermentando segin
el perfil de compuestos volatiles para pifia cortada y
almacenada bajo refrigeracién como mencionan Spa-
nier et al. (1998). La degradacién de la textura (Fig.
4) se vio afectada por la pérdida de agua en la pulpa,
autores como Escobar (2014), considera que la pér-
dida de textura en frutas y vegetales minimamente
procesados se asocia al deterioro fisiolégico de peso
que probablemente surge de la plasmolisis de las célu-
las vegetales y la disminucién del color (Fig. 1) en los
dias 6 y 9 de almacenamiento (Fig. 5). La evidencia
de la degradacién de la textura de la pulpa se observé
en la pérdida de apariencia general de la pulpa duran-
te todo el almacenamiento (Fig. 5). Segin Antoniolli
et al. (2012), la pifia minimamente procesada puede
conservar sus caracteristicas de fruta fresca hasta el
dfa 6 de almacenamiento, después de ahi puede desa-
rrollar olor desagradable y sabor a fruta fermentada.

En relacién con los empaques, seguramente la utili-
zacién de la caja PET no fue lo suficientemente her-
mética y la bandeja de icopor con PVC (tratamiento
Poliestireno) presenta una alta permeabilidad a los
gases, principalmente por parte del icopor, lo que sig-
nificé una atmésfera modificada incompleta produ-
ciendo alteraciones sensoriales, de firmeza y color en
la pina minimamente procesada. Por su parte el vacio
proporcionado por el PEBD de 70 um (tratamiento
Bolsa Vacio), fue suficiente para evitar intercambios
gaseosos con el producto, que produjeran alteraciones
significativas durante el periodo de almacenamiento
evaluado.

Considerando el empaque al vacio como el mejor
aceptado sensorialmente, en valores de firmeza y co-
lor, y de acuerdo con las notas sensoriales encontradas
en el atributo de aceptacién general de pifia cortada,
se sugiere que el corte en cuartos de rodaja (CR) es el
preferido por los panelistas.

Durante el procesamiento minimo de la pifia, suce-
den diferentes operaciones unitarias como seleccién,
lavado, pelado, higienizacién, centrifugacién y empa-
que, y el producto continta con el proceso metabdlico
de maduracién, favoreciendo en muchas ocasiones la
proliferacién de microorganismos (Rangel y Lopez,
2012). En el dia 0 de almacenamiento no hubo pre-
sencia de microorganismos tipo aerobios meséfilos,
coliformes totales, coliformes fecales, ni mohos y
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hedodnica de 5 puntos.

Tabla 2. Valores de notas sensoriales de pifia ‘Oro Miel’ minimamente procesada con 30 panelistas no entrenados y una escala

Variables de respuesta (tratamiento corte-empaque)

Tratamiento Dias
Efecto del aroma Efecto del sabor Aceptacion general
0 4,2+0,84 4,4+0,55 4,4+0,54
CR-PET 10 2,8+0,84 4,0+0,70 3.6+0,54
12 2,4+09 2,8+1,30 3,2+0,45
0 4,4+09 4,6-0,55 4,2+0,45
C-PET 10 2,8+0,45 3,0+01,22 32+0,84
12 2,2+0,84 2,6+0,55 2,8+0,84
0 4,4+0,55 4,6-0,55 4,2+0,45
J-PET 10 24+1,14 2,0+1,0 2,0=1,0
12 1,6=0,90 2,0=1,00 1,8+1,1
0 4,4+0,55 4,2+0,45 4,2+0,45
CR-poliestireno 10 2,4+09 3,8+1,1 3,6+0,90
12 1,8+0,45 2,0=1,0 2,2+0,45
0 4,2+0,4 4,2+0,84 4,0+0,70
C-poliestireno 10 2,6+0,9 3,0=1,58 2.8+0,84
12 1,6+0,55 1,4+0,89 1,8+0,45
0 4,8+0,45 4,4+0,55 4,2+0,45
J-poliestireno 10 2,8+0,84 3,2+0,84 3,2+0,84
12 2,0+1,22 2,0=1,0 2,2+0,84
0 4,6-0,55 4,0+0,70 4,2+0,45
CR-BolsaVacio 10 3.9+1,41 3,9+0,84 3,6+0,55
12 3.6=1,14 3,60,55 3,6+0,45
0 4,2+0,84 4,2+0,45 4,2+0,45
C-BolsaVacio 10 3.8+0,84 4,0=0,70 3.8+0,45
12 3,60,55 3.2+0,44 3.2+0,84
0 4,2+0,45 4,2+0,45 4,2+0,45
J-BolsaVacio 10 4,0+0,70 3,6+0,89 3,8+0,45
12 3.8+0,45 3,60,89 3.2+0,54
ANQOVA
Tiempo (T) xxx rxx xxx
Tratamiento corte-empaque NS NS *

Promedios = desviacion estandar; (*) significativo P<0,05; (**) significativo P<0,01; (***) significativo P<0,001.

CR: cuartos de rodaja; C: cubos; J: julianas; PET: cajas de polietileno tereftalato; poliestireno: bandeja de poliestireno y cubierta policloruro de vinilo; Bolsa Vacio:

bolsa de polietileno de baja densidad al vacio.

levaduras. En el dia 12 de almacenamiento se observé
formacién de colonias de algunos microorganismos,
sin embargo, los recuentos fueron inferiores a los to-
lerables a la salud humana segtn la Resolucién 3929
(Ministerio de Salud y Proteccién Social en Colombia,

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

2018) y De Pablo y Moragas (2008). En el dia 15 de
almacenamiento el recuento de todos los grupos de
microorganismos cuantificados sobrepasé los umbra-
les aceptados por el Invima en alimentos destinados
para consumo humano.
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Figura 1. Evaluacion de la aceptacion sensorial del color en piiia ‘Oro Miel’ minimamente procesada con 30 panelistas no en-
trenados y una escala hedonica de 5 puntos. A. Envase de bolsa de vacio; B. Envase de PVC o poliestireno; C. Envase
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Figura 2. Evaluacion de la aceptacion sensorial del aroma en pina ‘Oro Miel' minimamente procesada con 30 panelistas no
entrenados y una escala hedonica de 5 puntos. A. Envase de bolsa de vacio (v); B. Envase de PVC o poliestireno (P);
C. Envase en PET o polietileno tereftalato (poli); R. Cuartos de rodaja; J. Julianas; C. Cubos.

Resistencia a la penetracion

La tabla 3 presenta los resultados obtenidos para fir-
meza, es posible observar que no existe diferencia es-
tadistica respecto al tipo de corte ni tipo de empaque.
Los tratamientos con empaque al vacio exhibieron
presencia de liquido exudado, sin embargo por ser un
valor inferior al 1% no se considerd representativo.
La pérdida de firmeza est4 relacionada directamente
con una pérdida de agua debido a la degradacién de
membranas durante el almacenamiento bajo refrige-
racién (Portela y Cantwell, 2001; Escobar et al., 2014).
Resultados similares reportan Santos et al. (2005), los

autores asocian este ablandamiento, con la degrada-
cién de las pectinas asociada a la accién de las enzimas
pectinametilesterasa y poligalacturonasa. De acuerdo
con Toivonen y Brummell (2008), el ablandamiento
de los tejidos vegetales es uno de los mayores proble-
mas que limitan la vida atil de los frutos minimamen-
te procesados, y la firmeza es un factor importante
que influencia la aceptabilidad del consumidor de ese
tipo de productos (Rojas-Grati et al., 2008).

La pérdida de liquido exudado de productos vegetales

frescos se debe a la pérdida de agua originada por el
proceso de transpiracién influenciado por la diferencia
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Figura 3. Evaluacion de la aceptacion sensorial del sabor en piiia ‘Oro Miel' minimamente procesada con 30 panelistas no en-
trenados y una escala heddnica de 5 puntos. A. Envase de bolsa de vacio (v); B. Envase de PVC o poliestireno (P); C.
Envase en PET o polietileno tereftalato (poli); R. Cuartos de rodaja, J. Julianas, C. Cubos.
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Figura 4. Evaluacion de la aceptacion sensorial de la textura en pifa ‘Oro Miel' minimamente procesada con 30 panelistas no
entrenados y una escala hedonica de 5 puntos. A. Envase de bolsa de vacio (v); B. Envase de PVC o poliestireno (P);
C. Envase en PET o polietileno tereftalato (poli); B. Cuartos de rodaja; J. Julianas; C: Cubos.

de presién de vapor entre la muestra de fruto y el am-
biente de refrigeracién. La pérdida de liquido se hace
mdés evidente en productos frescos cortados (Kader,
2002; Barreiro y Sandoval, 2006). Los leves cambios
en los valores de los pardmetros fisico-quimicos expli-
can el comportamiento tipico de vegetales no clima-
téricos como la pina (Kader, 2002).

Color

En la tabla 4 se observan los valores de L* o lumino-
sidad. La pina en cubos present6 los mayores valores

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

de luminosidad, seguida de la pifa en julianas y por
ultimo la pifa en cuartos de rodaja. La disminucién
de L* en frutas minimamente procesadas se asocia
a pardeamiento por la accién de la enzima polifeno-
loxidasa, pérdida gradual de agua o deshidratacién
superficial (Pérez er al., 2016; Dijioua et al., 2010).
Resultados similares reportaron Chitarra y Da Silva
(1999) y Sarzi y Durigan (2002) en pifia Perola, alma-
cenada a 9°C durante 12 d. El cierto grado de pérdi-
da de luminosidad de la pifia puede ser indicativo de
mejor aceptacién por el consumidor por asociarse a
mejor sabor y suculencia (Sarzi y Durigan, 2002).
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Figura 5. Evaluacion de la apariencia general en pifia ‘Oro Miel' minimamente procesada a través de la aceptacion sensorial
con 30 panelistas no entrenados y una escala hedonica de 5 puntos. A. Envase de bolsa de vacio (v); B. Envase de PVC
o poliestireno (P); C. Envase en PET o polietileno tereftalato (poli); R. Cuartos de rodaja; J. Julianas; C. Cubos.

Promedios = desviacién estandar.

Promedios con letras distintas, en una misma columna, indican diferencia signi-
ficativa segln la prueba de rango mdltiple de Duncan (P<0,05).

C: corte en cubos; J: corte en julianas; CR: corte en cuartos de rodajas; PVC:
bandejas de poliestireno cubierta con policloruro de vinilo; PET: cajas de polieti-
leno tereftalato; Vacio: bolsa de polietileno de baja densidad al vacio.

Para la coordenada cromatica a* que se ubicd entre
los valores negativos que indican verde, no presenté
diferencias significativas (P<0,05) entre los envases
pero si entre los cortes. Puede estar asociada a las dife-
rencias naturales del color dentro de un mismo fruto
(Sarzi y Durigan, 2002).

Montero-Calderén er al. (2008) observaron igual-
mente una reduccién del 22% en los valores de la
coordenada L* en pifia minimamente procesada con

Tabla 3. Analisis comparativo del efecto del tipo de corte y Tabla 4. Analisis comparativo del efecto del tipo de corte y
envase sobre los valores de firmeza y liquido exu- envase sobre el color en piia ‘Oro Miel’ minimamen-
dado de pina ‘Oro Miel' minimamente procesada te procesada para el dia 12 de almacenamiento.
para el dia 12 de almacenamiento.

Muestra L a* b*
Muestra Firmeza (N) Liquido exudado (%) CPVC 60.06=4.1ac | -205+12a | 29.93+28¢
C-Pve 83820 00 C-PET | 6132+43bc | -2.25+09a | 29,61+2,1ch
C-PET 1482 020 C- Vaci 57,22+4,4 1,85+06a | 30,1723 ch
C- Vacio 6.61+28 00 L LoD R0 | R | et
JPVC 976426 00 J-PVC 57,60+6,1ab | -1,71=1,7b | 29,09+1,7b
JPET 9.40+14 0+0 J-PET 59,61+54b | -1,94+0,7b | 27,09%=25hbc
J- Vacio 74811 0+0 J- Vacio 55,17+3,5¢c | -1,43=0,7b | 28,11+27b
CR-PVC 947+24 0,10+2.8 CR-PVC 47,72+31ab | -3,13=1c | 26,08+3,1 ba
CR-PET 8,69+5,3 0,33x2,7 CR-PET 46,42+32ac | -291+09c | 2430+22a
CR-Vacio 8,52+2,3 0,96+29 CR-Vacio 49,18+29ca | -353+06¢c | 2752+2,1¢ch

Promedios = desviacién estandar.

Promedios con letras distintas, en una misma columna, indican diferencia signi-
ficativa segln la prueba de rango mdltiple de Duncan (P<0,05).

C: corte en cubos; J: corte en julianas; R: corte en cuartos de rodajas; PVC:
bandejas de poliestireno cubierta con policloruro de vinilo; PET: cajas de polieti-
leno tereftalato; Vacio: bolsa de polietileno de baja densidad al vacio.

recubrimiento comestible de alginato de sodio y adi-
cién de cloruro de calcio a 20 d de almacenamiento a
5°C. Gonzalez-Aguilar er al. (2004) también observa-
ron una disminucién significativa de las coordenadas
de color L* durante 14 d de almacenamiento de roda-
jas de pina tratadas con 4cido ascérbico (0,05%).

De acuerdo con Antoniolli et al. (2003), el cloruro de

calcio aplicado en trozos de pifia resulté en descenso
de los valores de la coordenada L* indicando cierto
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oscurecimiento de las muestras. Por otro lado, Melén-
dez-Martinez, et al. (2004) afirman que la adicién de
antioxidantes, evita la disminucién de la luminosidad
de pifia durante el procesamiento y almacenamiento.

La disminucién de los valores de la coordenada b*
corresponden a un cambio de tonalidad amarillo a
una tonalidad mds oscura en la pifia minimamente
procesada, esto debido a la degradacién de carotenoi-
des asociados a la coloracién amarilla. Considerando
un mismo tipo de corte, la pifia acondicionada al va-
cfo exhibi6 los mayores valores de b*, esto se atribu-
ye a la exclusién del oxigeno, contribuyendo a que
los carotenoides no presentaran degradacién alguna
y por tal motivo se mantuviera el color caracteristico
de la pifa.

CONCLUSIONES

La pifia ‘Oro Miel’, minimamente procesada, presen-
ta alteraciones fisico-quimicas y cambios sensoriales
durante el almacenamiento refrigerado por efecto del
tipo de corte y tipo de empaque.

De acuerdo a las caracteristicas de calidad evaluadas
para cada tipo de corte y empaque y la evaluacién
sensorial, es posible establecer que la pifa variedad
Oro Miel minimamente procesada, es aceptable para
el consumidor hasta el dia 12 de almacenamiento.

El tipo de corte y empaque que conserva mejor las
caracteristicas de calidad de la piia Oro Miel minima-
mente procesada y que presenté mejor aceptabilidad,
corresponde al corte en cuartos de rodajas empacado
al vacio.

Conflicto de intereses: el manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quie-
nes declaran no tener algin conflicto de interés que
coloquen en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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Sistema Integrado de Diagndstico y Recomendacion
(DRIS) para pina (Ananas comosus), variedad Oro Miel
(MD-2)

Diagnosis and Recommendation Integrated System (DRIS) for
pineapple (Ananas comosus), Honey Gold variety (MD-2)
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Cultivo de pifa, 13 meses de edad después de la
siembra.

Foto: J. Lopez-Montoya

RESUMEN

La pifa (Ananas comosus), es la tercera especie tropical més importante, se cultiva en paises tropicales y subtro-
picales, en ese orden de ideas y dada la importancia del cultivo, se hace necesario contar con una herramienta
para un adecuado diagndstico nutricional, es asf como la presente investigacién buscé determinar las normas
DRIS (Sistema Integrado de Diagnéstico y Recomendacién) para el cultivo de pifia, esta es una metodologia
de interpretacién de analisis foliares, basada principalmente en el establecimiento de poblaciones de referen-
cia para la obtencién de normas o relaciones ideales de nutrientes, las cuales sirven para la interpretacién del
contenido nutricional de una determinada especie. Se utilizé un disefio en bloques completos al azar, con seis
tratamientos y cuatro repeticiones basados en diferentes planes de fertilizacién muestreando cuatros etapas
del cultivo. Se usé un suelo con pH de 3. Los resultados mostraron deficiencias de B, S y Zn, elementos como el
Cuy Na presentaron limitaciones por excesos seguido del Fe solo para la primera etapa y el P fue uno de los ele-
mentos minerales que presentd un equilibrio durante toda la etapa del cultivo. El orden decreciente de las limi-
tantes por deficiencia para concentraciones en tejido foliar en pifia se dividié en cuatro etapas de desarrollo del
cultivo, la primera etapa de 3 meses después de la siembra, se encontré Mn>B>S>Ca>K>Mg>Cu>N>P>Z-
n>Na>Fe, la segunda etapa de 6 meses después de la siembra Zn>B>Na>Ca>Mn>Mg>K>N>P>S5>Cu,
la tercera etapa de 9 meses después de la siembra B>Zn>S>Mn>Ca>N>K>P>Mg>Na>Cu, y la tltima
etapa de 12 meses después de la siembra B>Zn>Mn>Ca>Mg>N>K>S5>Na>P>Cu.

Palabras clave adicionales: andlisis foliares, frutales, rendimiento, nutricion,
valores de referencia, fertilizacion, diagnéstico nutricional.
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ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus) is the third most important tropical species and is grown in tropical and subtropical
countries. Given the importance of this crop, it is necessary to have a tool for proper nutritional diagnosis. So, the
present study sought to determine the DRIS (Integrated Diagnostic and Recommendation System) standards for
the cultivation of pineapple, that is, a methodology for the interpretation of foliar analyzes, based mainly on the es-
tablishment of reference populations for obtaining norms or ideal relationships of nutrients, which serve for the in-
terpretation of the nutritional content of a certain species. A randomized complete block design was used, with six
treatments and four repetitions, based on different fertilization plans, sampling four stages of the crop. A soil with
a pH of 3 was used. The results showed deficiencies of B, S and Zn; elements such as Cu and Na showed limitations
as a result of excesses, followed by Fe, but only for the first stage, while P was one of the mineral elements that pre-
sented a good balance during the entire stage of the crop. The decreasing order of deficiency constraints for the leaf
tissue concentrations in the pineapple was divided into four stages of crop development: the first stage 3 months
after sowing: Mn>B>5>Ca>K>Mg>Cu>N>P>Zn>Na>Fe, the second stage 6 months after sowing: Zn>B>-
Na>Ca>Mn>Mg>K>N=>P>5>Cu, the third stage 9 months after sowing: B>Zn>S> Mn>Ca>N>K>P>M-

g>Na>Cu, and the last stage 12 months after sowing: B>Zn>Mn>Ca>Mg>N> K>S5>Na>P>Cu.

Additional key words: foliar analysis, interpretation, nutrients, fruit plants, yield,

nutrition, reference values, fertilization, nutritional diagnosis.

Fecha de recepcion: 16-10-2017 Aprobado para publicacién: 30-05-2018

INTRODUCCION

Ananas comosus (L.) Merr., es una planta fruticola
herbacea perenne tropical perteneciente a la familia
Bromeliaceae, su centro de origen estd ubicado en
América del Sur en la regién del Mattogroso entre
Uruguay y Brasil (Leén, 2000) y se conoce con los
nombres de pifia, nand, anands, pifa tropical y pifia
de aztcar (Garcia y Serrano, 2005).

A nivel mundial la pifla ocupa el tercer lugar entre
las frutas tropicales, después del banano y los citricos
(Sema et al., 2010). Los cinco mayores productores
son los paises de Tailandia, Brazil, Indonesia, Filipinas
y Costa Rica, mientras el 70% de su producén es con-
sumida internamente, solamente el 30% es exportado
(Hassan et al., 2011).

En Colombia, para el afio 2016, se produjeron 801.081
t, de un total de 18.378 ha cosechadas y los depar-
tamentos como Santander, Meta, Valle del Cauca y
Cauca ocupan los primeros lugares en produccién
(Ministerio de Agricultura, 2016). Combatt et al.
(2008) reportan que la pifa se cultiva en diferentes
suelos en Colombia y solamente en pocos casos se
aplican las correcciones necesarias.

“El manejo de la fertilizacién es uno de los factores de
mayor relevancia en el cultivo de pifa” (Marca-Hua-
mancha et al., 2018). Actualmente existen métodos

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

eficientes para el diagnéstico nutricional de los cul-
tivos, entre los que se encuentran de uso frecuente
son el diagnéstico de los niveles criticos, rangos de
suficiencia y el Sistema Integrado de Diagndstico y
Recomendacién (DRIS), solo por mencionar algunos
(Chacén, 2012). El DRIS, por sus siglas en inglés, “es
un conjunto de normas de diagndstico nutricional de
cultivos, mediante la calibracién de la composicién de
los tejidos, la composicién del suelo, las condiciones
ambientales y practicas integrales de manejo del cul-
tivo” (Rodriguez y Rodriguez, 2000).

EI DRIS fue propuesto inicialmente por Beaufils en la
década de los afios 60’s (Sumner, 1977), en proyectos
de fisiologfa y nutricién vegetal para el cultivo de cau-
cho en Vietnam, maiz y cafia de aztcar en Surafrica
(Rodriguez y Rodriguez, 2000). Muchos paises cuen-
tan con estas normas para diversos cultivos, existen
reportes de investigaciones en café (Da Costa er al.,
1997), cana (Beaufils y Sumner, 1976; Elwali y Gas-
cho, 1984), maiz (Baldock y Schulte, 1996), limén
(Cerda et al., 1995), pifia (Angeles er al., 1990), vid
(Sharma et al., 2005), soya (Bell et al., 1995), entre
otros.

Para el establecimiento de la norma es necesario con-
tar con poblaciones de referencia basadas en valores
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de alto y bajo rendimiento para el cultivo de estudio
(Chacén, 2012). A partir de los datos de rendimien-
to y andlisis foliares, se originan relaciones directas
o inversas entre pares de nutrientes (Urricariet et al.,
2004) para obtener los indices que finalmente son
interpretados en la tabla de referencia propuesta por

Wadt (1996).

Es de resaltar que el cultivo de la pifia ha sido bien
aceptado a nivel mundial, pues atrae a producto-
res-inversionistas. Es una planta de metabolismo
CAM (Crassula acid metabolism) con eficiente uso
de agua (Véasquez et al., 2012). A pesar de ello, hay
una serie de factores de gran relevancia que limitan
la produccién y éptima calidad, como es la nutricién
vegetal (Herrera, 2015). En Colombia las investigacio-
nes en normas DRIS son escasas para varios cultivos.
La interpretacién de los andlisis foliares se realiza a
través del nivel critico o rangos de suficiencia en la
mayoria de los casos, en ese sentido el cultivo de pifia
carece de investigacioén local con resultados acordes a
las condiciones del pafs, ya que el diagndstico nutri-
cional se realiza con datos de otros pafses.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar el Sistema
Integrado de Diagnéstico y Recomendacién (DRIS),
para el cultivo de pifa (Ananas comosus), variedad oro
miel (MD-2), en condiciones edafoclimaticas del mu-
nicipio de Santander de Quilichao, Cauca (Colombia).

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizé en el municipio de Santan-
der de Quilichao, Cauca (Colombia), a 03° 30’53,2”
Ny 76°18°02,2 W, una altitud de 1.030 msnm, con
una temperatura media de 27°C, humedad relativa
del 60% y una precipitacién promedia de 1.800 mm

afo™! (Ideam, 2016). Segtn andlisis, el tipo de suelo
fue franco-arcilloso, con un pH de 3,6, muy por deba-
jo de lo recomendado por Vasquez ez al. (2012) con un
6ptimo entre 5y 6.

Se evalud plantas de pifa variedad MD-2, estableci-
das a una densidad de siembra de 66.000 plantas/ha.
Las unidades experimentales (UE) fueron divididas en
parcelas de 4,5x5 m para un drea de 22,5 m?, seis par-
celas por cada bloque, con una separacién de parcelas
de 1 m?y la separacién entre bloques de 2 m?; el drea
total tenfa 50 m? largo por 20 m? ancho.

Se utiliz6 un disefio en bloques completos al azar con
seis tratamientos y cuatro repeticiones, para un to-
tal de 24 unidades experimentales. Los tratamientos
consistieron en la aplicacién de diferentes niveles de
NPK teniendo en cuenta las concentraciones de los
nutrientes en el suelo y los planes de fertilizacién que
aplican los agricultores de la zona. La concentracién
de nutrientes en el suelo sin fertilizar se tomé como
tratamiento testigo T0; T1y T2 fueron tratamientos
recomendados por agricultores de la zona, los trata-
mientos T3, T4, TS fueron tratamientos propuestos
por los investigadores guardando relacién entre los
nutrientes NPK y la concentracién de estos en el sue-
lo segtn el resultado del anélisis de suelos, los demés
elementos se aplicaron de acuerdo con las dosis esta-
blecidas por los agricultores. En la tabla 1 se muestran
la descripcién de los tratamientos, dosis y productos
aplicados.

Se colectaron en horas de la mafana un total de 72
muestras foliares de acuerdo con la metodologia
planteada por Centro Internacional para Agricultura
Tropical (CIAT, 1993), consisti6 en colectar la planta
completa y se tomaron hojas de la parte baja, media
y alta de la planta; en cuatro etapas de desarrollo del

| Tabla 1. Descripcion de tratamientos, dosis y productos evaluados en piia ‘Oro Miel en Santander de Quilichao, Colombia. |

Fertilizante aplicado por planta (g/unidad experimental)

Tratamiento [Cg(rKIT-I i Fos[f(.'all\tlol_I zﬁg}i?ico Cloruro[ I((jgl ]potasio Sulfat[t:( 2dSe();:]otasio Squ[?;c\?Hii ;gl?nio "E&EISSE%E“]:O
k) ULkl 4.
T0 0 0 0 0 0 0
T 8.125 2.250 6.000 4.750 750 1.500
T2 13.000 1.750 8.125 4.500 0 0
T3 5.068 4.656 3.792 4.500 0 0
T4 6.464 4.884 4.872 4500 0 0
T5 7.528 7.444 6.264 4.500 0 0
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cultivo 3, 6, 9 meses en etapa vegetativa y a los 12
meses etapa de floracién en cada una de las etapas se
tomaron un ndmero total de 18 muestras, tres repe-
ticiones por tratamiento. Las variables de respuesta
fueron el contenido de nutrientes en g kg! de peso
seco y rendimiento en kg. Se utilizé un anélisis de va-
rianza para comparar las dos poblaciones (de referen-
cia y no referencia).

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de servi-
cios analiticos del CIAT para su anélisis quimico, en el
cual se determindé N y P por espectrometria, Ca, Mg,
Cu, Zn, Mn y Fe total por absorcién atémica (Ab. At),
Na por Em. Atémica, B por espectrometria Azome-
tina y S total por turbidimentria para las muestras
foliares. El laboratorio contaba con una temperatura
de 22+3°C y humedad relativa 60+5%.

Para determinar las poblaciones de referencia (alto y
bajo rendimiento), se parti6 de los andlisis foliares y
los valores de rendimiento; estos se calcularon a par-
tir de la multiplicacién del peso fresco promedio del
fruto por la densidad de plantas establecida en el lote
experimental, segin lo propuesto por Rebolledo et al.
(2006), fueron organizados en una hoja de calculo de
Microsoft Excel, a estos se les realizé un anélisis es-
tadistico para la obtencién de medias, desviaciones
estandar y coeficientes de variacién (Herrera, 2015).
Con los resultados anteriores se obtuvo la media ge-
neral de todos los datos de rendimiento y aquellos va-
lores que estuvieron por encima de la media general
se escogieron como poblacién de referencia y los que
estuvieran por debajo de la media general, fueron la
poblacién de no referencia.

Obtencion de los indices DRIS foliares e
interpretacion

Las normas del Sistema Integrado de Diagndstico y
Recomendacién, se determinaron a partir de la me-
todologia propuesta por Sumner (1977), en donde las
relaciones directas e inversas entre los elementos, dos
a dos para la poblacién de alto y bajo rendimiento, ex-
presando que “la relacién es directa si el nutriente en
cuestién aparece en el numerador (A/B), y la relacién
es inversa si aparece en el denominador” (Mourdo-Fil-
ho, 2004), ademas de ello se calculd para cada una de
las relaciones, la media (x), la desviacién estandar (s),
la varianza (S) y el coeficiente de variacién (CV). Y
para saber el ndmero de relaciones posibles (RP) se
utilizé la férmula (1) reportada por Herrera (2015).

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

RP=n(n-1) (1)

donde, 1 es el nimero de nutrientes en estudio.

Para la obtencién de las relaciones que se convirtie-
ron en norma o relaciones ideales, se usé la metodo-
logfa utilizada por Beaufils (1976), en donde se tiene
en cuenta las varianzas de las distintas relaciones en
cada una de las poblaciones (referencia y no referen-
cia), seleccionando las relaciones que presentan me-
nor variabilidad (Franco, 2007). Para ello se dividi6
las varianzas de la poblacién de no referencia sobre
la varianza de la poblacién de referencia (Chacén,

2012).

Para cada una de las muestras tomadas, se calcularon
los indices DRIS, utilizando como valores de referen-
cia el promedio de las concentraciones en la poblacién
de bajo rendimiento, las funciones DRIS se calculan
con el método de Beaufils (Chacén, 2012). “Esto con
el fin de identificar los posibles desbalances nutricio-
nales y establecer el orden de requerimiento para cada
uno de los nutrientes a nivel foliar” (Sdnchez et al.,

2009).

1 (A _"/s _ 1000 2

)fB_a/b 1 @)
A a4/, 1000

2 fE_l_ﬁT ©)

donde, A/B es relacién de la muestra, a/b relacién de
poblacién de referencia, CV coeficiente de variacién.
Se aplicé el caso 1) cuando A/B es mayor o igual aa/b,
férmula (2) y el caso 2) cuando A/B es menor o igual
aa/b, férmula (3).

Una vez realizadas las funciones de cada una de las
relaciones, se calcularon los indices de los elementos
involucrados y se determind las ecuaciones generales
de los indices DRIS para cada uno de los elementos
segtin Garcfa (2000).

Cada uno de los indices es la medida de las funciones
de las relaciones donde estd el nutrimento. “Si la re-
lacién es directa se le respeta el signo (+), pero si es
inversa se le cambia de signo (-)”. Una vez obtenido
el calculo de cada uno de los indices de los nutrientes,
se establece el Indice de Balance Nutricional (IBN ), el
cual es una suma algebraica de los valores absolutos
de cada uno de los indices para cada elemento mineral

(Chacén, 2012), ast:
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IBN=|I(N)[+|I (P)|+|I (K)|+|I (Ca) |+ |I
Mg) |+ 1T (Na)|+ [T (Cu)[+ | (Zn)[+ I
(Mn) [+ T (Ee) [+ [T (S)[+]T (B)]

También se calculé el IBN medio (Wadt, 1999), el cual
se determina mediante el resultado de IBN sobre el
ndmero de indices (n), asi.

IBNm=IBN/n )

Interpretacion de los indices DRIS

Wadt (1996) clasificé los valores obtenidos para cada
nutriente de acuerdo con el potencial de respuesta al
manejo de la fertilizacién realizado (Tab. 2).

‘ Tabla 2. Criterio para la interpretacion de los indices DRIS. ‘

Criterio Estado nutricional

I(N) <Oy B
| [{N) | > IBNm Deficiente
[(N)>0 B
\ |(l\(l) )| < IgNm Equilibrado
| 1(N) | > IBNm Exceso

N: corresponde al nutriente de andlisis. Fuente: adaptado de Wadt (1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se establecié la poblacién de referencia basados prin-
cipalmente en el promedio general del rendimiento de
los tratamientos (Tab. 3).

Tabla 3. Promedios de rendimiento (por unidad experimen-
tal) de piia ‘Oro miel’ en los tratamientos evalua-

dos para Santander de Quilichao, Colombia.

Valores promedio de rendimiento (kg)

TO (Testigo) 446,75
T 939,25

T2 742,00

T3 786,50

T4 743,00

T5 946,00
Promedio 767,25

Tratamientos descritos en tabla 1.

Esta seleccién cumple con los criterios establecidos
por Letzsch y Sumner (1984), quienes postularon que
la poblacién de referencia al menos debe contener un

10% de las observaciones de una base de datos global,
esto con el fin de garantizar diferencias significativas
con la poblacién de no referencia. Para poblacién de
referencia se tuvo un rendimiento total de 2.671,75
kg/unidad experimental, comparado con la poblacién
de baja produccién que solo obtuvo un rendimiento
de 1.931,75 kg/unidad experimental.

Hay que tener en cuenta que para las 132 relaciones
posibles (RP) de los nutrientes evaluados en los ané-
lisis foliares, se debe determinar las cuatro etapas y
las dos poblaciones. Se calculé para cada relacién:
media, desviacién estandar, varianza y coeficiente de
variacién para la obtencién de las normas (Urricariet
et al,, 2004). La tabla 4 presenta los valores obtenidos
de los nutrientes evaluados en cada uno de los analisis
foliares.

En consecuencia de lo anterior, se puede decir que la
varianza por lo general es menor en una poblacién de
referencia que en una poblacién de baja produccién
(Herrera, 2015). También que el valor promedio de N
en las dos primeras etapas de desarrollo del cultivo es
mayor en la poblacién de alto rendimiento, contrario
alo que sucede en las dos siguientes etapas que el con-
tenido promedio disminuye conforme avanza la edad
de la planta (Chacén, 2012).

Por otra parte, en la poblacién de no referencia el con-
tenido promedio de N se mantiene casi estable duran-
te toda la etapa de crecimiento, esto puede deberse a
que las plantas de la poblacién de alta productividad
aprovecharon el N en las primeras etapas de desarro-
llo para la formacién de estructuras como tejidos o
alimento para la planta (Marschner, 2011), pero que
en la poblacién de no referencia la planta se mantuvo
en un tamafio y peso constante y no necesito del N
esencialmente para la formacién de algin tipo de es-
tructura la cual le permitiera tener mejor rendimien-
to. El K que es uno de los elementos que aumenté
considerablemente en todas las etapas de desarrollo
en las dos poblaciones.

El P en la poblacién de referencia presenta una ma-
yor absorcién en la segunda etapa del cultivo y en
las dos Gltimas etapas esta absorcién disminuye, este
comportamiento es similar al de la poblacién de no
referencia, pero esta poblacién presenta menores can-
tidades de absorcién.

EI K presenta un comportamiento y absorcién pare-

cido en las dos poblaciones, incrementan la demanda
de K a medida que avanza el crecimiento del cultivo,
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Tabla 4. Analisis foliares de piiia ‘Oro miel’ en diferentes etapas de crecimiento para la poblacion de referencia y no referencia
de un estudio DRIS.
. Pablacion de referencia Poblacion de no referencia
Nanane Media Desviacion Varianza Coeficiente Promedio Desviacion Varianza Coeficiente

Etapa 1 (3 meses de edad)
N (g kg7) 18,1 0,53 0,28 .21 17,79 4,93 24,32 0,27
P (gkg') 1,26 0,17 0,03 0,13 1,14 0.29 1,21 0.25
K (g kg") 10,46 1,80 3.25 0,17 12,79 4,58 20,99 0,35
Ca (gkg') 2,46 0,42 0,18 0,17 2,82 0,70 0,50 0,24
Mg(g kg) 1,98 0,18 0,03 0,09 2,12 0.48 0,23 0,22
Na (g kg”) 0,073 0,0040 0,00002 0,05 0,07 0,02 0,00 0,27
Cu (gkg?) 0,02 0,013 0,00017 0,56 0,03 0,02 0,00 0,56
Zn (g kg") 0,070 0,011 0,00012 0.15 0,06 0,02 0,00 0,34
Mn(g kg) 0,24 0,05 0,0025 0.2 0,38 0,18 0,03 0,46
Fe (g kg™) 0,34 0,07 0,004 0,2 0,36 0,07 0,01 0.2
S(gkg’) 1,49 0.16 0,03 0.1 1,60 0,33 0.1 0.2
B (g kg”) 0,0093 0,0004 0 0,043 0,01 0,001 0,00 0,01
Etapa 2 (6 meses de edad)
N(g kg?) 23,21 1,92 3,68 0,08 19,78 3,95 15,60 0.19
P (gkg’) 1,50 0.1 0,01 0,06 1,40 0,12 0,01 0,08
K (g kg") 37,67 5,85 34,23 0,15 40,41 3.05 9,30 0,075
Ca(gkg') 1,48 0,32 0,10 0.21 2,53 1,00 0,99 0,39
Mg(g kg) 1,72 0,33 0,11 0.19 2,14 0,62 0,38 0.28
Na (g kg) 0,10 0,03 0,001 0.3 0,09 0,02 0,001 0.25
Cu (g kg) 0,03 0,01 0,0001 0,33 0,03 0,01 0,0001 0,36
Zn (g kg") 0,08 0,01 0,0001 0,12 0,04 0,01 0,0002 035
Mn(g kg) 0,31 0,03 0,001 0.1 0.41 0.11 0,01 0,26
Fe (gkg”) 0,0003 0,0001 0 0,00 0,0001 0
S(gkg') 1,74 0,08 0,01 0,045 1,67 0.21 0,04 0,12
B (gkg’) 0,04 0,03 0,00 0,75 0,02 0,01 0,0001 0.4
Etapa 3 (9 meses de edad)
N (g kg7) 18,54 3.02 9,10 0,16 19,03 312 9,74 0,16
P(gkg’) 0,97 0,07 0,00 0,07 0,82 0.1 0,01 0,13
K (g kg") 47,54 2,76 7,61 0,05 44,82 3.87 14,99 0,08
Ca (gkg') 2,39 0,55 0,30 0,23 2,73 0.79 0,62 0.28
Mg(g kg) 2,09 0,39 0,15 0,18 2,33 047 0,23 0,2
Na (g kg) 0,06 0,01 0,0001 0,16 0,06 0,01 0,0001 0.16
Cu (gkg?) 0,02 0,01 0,0001 0,5 0,02 0,01 0,0001
Zn (g kg”) 0,04 0,004 0 0,03 0,01 0,0001 0,33
Mn(g kg) 0,24 0,04 0,0017 0.16 0,29 0,06 0,0038 0.2
Fe (g kg) 0,0002 0,00003 0 0,0001 0,00002 0,0000
S(gkg') 2,19 0,17 0,03 0,07 2,23 0,22 0,05 0,09
B (g kg”) 0,03 0,01 0,0001 0,33 0,02 0,004 0,00002 0.2

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.
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Continuacion Tabla 4.

. Paoblacion de referencia
Variable

Poblacion de no referencia

Media Desviacion Varianza Coeficiente Promedio Desviacion Varianza Coeficiente
Etapa 4 (12 meses de edad)
N (g kg') 13,30 1,52 2,30 0,11 19,51 1,36 1.84 0,069
P{gkg") 1,04 0,06 0,00 0,04 0,94 0,05 0,00 0,05
K(gkg”) 56,48 4,28 18,35 0,07 40,78 13,02 169,56 0,31
Ca(gkg') 2,25 0,27 0,07 0,11 2,91 1,56 2,43 0,53
Mg(g kg') 1,85 019 0,03 0,09 2,33 1,16 1,35 0,49
Na (g kg') 0,11 0,02 0,001 018 0,09 0,01 0,00 0,11
Cu (gkg™) 0,02 0,01 0,0001 0,43 0,02 0,00 0,00 0.2
Zn (g kg') 0,05 0,02 0,0003 0.2 0,04 0,01 0,00 017
Mn(g kg) 0,32 0,05 0,003 0,156 0,51 0,11 0,01 0,21
Fe (g kg') 0,0001 0,00002 0,000 0,0001 0,00 0,00
S (gkg) 1,91 012 0,01 0,05 1,88 0,15 0,02 0,07
B (gkg’) 0,03 0,003 0,00001 0,09 0,03 0,00 0,00 0,03

incluso la poblacién de no referencia presenta mayo-
res valores de absorcién en la primera etapa compara-
da con la poblacién de referencia.

El comportamiento de los demds elementos se pue-
de clasificar en tres grupos, Ca-Mg-Mn-Fe presen-
taron mayor absorcién en las poblaciones de no
referencia y tuvieron picos de mayor absorcién en
diferentes etapas de desarrollo del cultivo en ambas
poblaciones.

Por otro lado, Zn, B y Na presentan mayor absorcién
en las poblaciones de referencia con respecto a las po-
blaciones de no referencia, el Zn tuvo un comporta-
miento de absorcién decreciente, las primeras etapas
tuvieron mayor demanda y al final del ciclo la deman-
da disminuyd, el B presenté mayores valores de absor-
cién en el segundo ciclo del cultivo mientras el Na va
aumenta su requerimiento.

El Cu y el S presentaron comportamientos de absor-
cién y concentraciones similares en las poblaciones de
referencia y de no referencia.

Obtencion de la norma o relaciones ideales

Las relaciones que se convirtieron en normas fueron
seleccionadas con base a las diferencias significativas
entre las varianzas (Franco, 2007) para cada una de las
etapas de desarrollo del cultivo. Del andlisis total de

las muestras foliares por etapas se eligié un ndmero
total de 66 relaciones de las 132, esto concuerda con el
estudio realizado en caucho por Chacén et al. (2012)
en donde seleccioné de las 132 RP un total de 66 y
que ademaés considero como importantes las relacio-
nes N/P, N/K 'y N/Ca.

De las 66 relaciones ideales escogidas para cada una
de las etapas de crecimiento del cultivo, se observa
que 22 tiene una varianza alta, las relaciones Mg/S
y Na/Cu presentaron varianzas demasiado negativas,
mientras 42 mostraron menor variabilidad, entre los
que se destaca las relaciones de K con la mayoria de
los elementos.

Obtencion de los indices DRIS

De los andlisis foliares de cada una las etapas se reali-
zaron el diagnéstico nutricional junto con las normas
DRIS obtenidas para cada una de las etapas. Hay que
tener en cuenta que esta metodologia dice que la in-
terpretacion se valida con la estimacién de los indices
para cada par de nutrientes, tanto de la muestra folia-
res tomada en campo como de las relaciones ideales
DRIS correspondientemente (Chacén et al, 2012). En
la tabla 5 se muestran los indices DRIS para cada ele-
mento en todas etapas de desarrollo del cultivo.

Se manifiesta que los coeficientes de variacién no
estdn en porcentajes, por lo tanto, hay valores muy
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Tabla 5. indices DRIS de interpretacion de los diferentes
nutrientes para las cuatro etapas de desarrollo en
el cultivo de piiia ‘Oro Miel'.

Nutriente | Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

N 176,83 4,30 -2,86 -12,87

P 278,09 191,55 97,87 285,16

K -20,11 -3,97 0,41 9,93

Ca -70,92 -635,57 -160,49 -101,86

Mg 20,53 -46,51 1640,89 -48,4

Na 6183,73 -1430,65 4344,49 126,82

Cu 45,44 | 76909,78 7861,65 | 14417,24

Zn 894,71 | -39449,85 -2665,65 -6676,75

Mn -76239,88 -653,5 -590 -558,86

Fe 75743,95

S -99,02 323,30 -1504,29 73,10

B -1084,72 | -35116,55 -9022,9 -7582,99

IBN' 160857,95 | 15476553 | 278915 29893,98

IBNm? 13404,82 | 1289712 2324,29 2491,16

'IBN: indice de balance nutricional.
?IBNm: indice de balance nutricional medio.

pequefios comparados con valores grandes, es por ese
motivo que algunos valores de indices DRIS son tan
altos. Ademads de ello que los valores del anélisis foliar
todos se encontraban unidades de g kg, por lo tanto,
habia valores muy pequefios en gramos, principal-
mente en los micronutrientes, y los elementos ma-
yores no se encontraban en porcentaje. Esto tltimo
se hizo con el fin de estandarizar los valores de los
analisis foliares.

Interpretacion de los indices DRIS

De acuerdo con la metodologia reportado por Beaufils
(1973) y clasificada por Wadt (1996), los resultados de
los indices DRIS para los primeros 3 meses de desarro-
llo del cultivo de pifia muestran que el elemento que
presenté deficiencia fue el Mn y que los nutrientes
N, P, Mg, Na, Cu y Zn estaban en equilibrio. Por otra
parte, el elemento Fe, fue el que mostré excesos, pues
el indice era superior IBNm.

Los nutrientes que presentaron mayor de-
ficiencia, para la primera etapa desarro-
llo, se encuentran en el siguiente orden:

Mn>B>S>Ca>K>Mg>Cu>N>P>Zn>Na>Fe.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

El Fe fue uno de los elementos que presenté mayor va-
riabilidad en las dos poblaciones, pues se vio que en la
primera etapa de desarrollo se encontraba en cantidad
probablemente altas, pero que cuando fue avanzada
la edad del cultivo este disminuyé considerablemente.

Ya para la segunda etapa de desarrollo del cultivo, el
By el Zn fueron los elementos més limitantes para el
desarrollo vegetal por déficit. La deficiencia de B pue-
de ser el causando de grietas en el fruto (Malézieux y
Bartholomew, 2003), pero que no fueron observados
en el cultivo. Los nutrientes N, Py S se encontraban
equilibrados. Y el Cu fue para esta etapa de desarrollo
el més excesivo.

Los nutrientes que presentaron mayor deficiencia para
la segunda etapa de desarrollo del cultivo se encontra-
ban en el siguiente orden de acuerdo con los indices
DRIS: Zn>B>Na>Ca>Mn>Mg>K>N>P>5>Cu.

En la tercera etapa de desarrollo del cultivo se pudo
observar que los elementos B y S se encontraban en un
estado limitante del desarrollo vegetal por deficiencia
por lo contrario el Cu seguia presentando excesos en
la planta, como también el Na. EI P fue uno de los
elementos que permanecid equilibrado, siguiendo con
la tendencia de la primera etapa.

El orden de los nutrientes que presentaron ma-
yor deficiencia para la tercera etapa de desarro-
llo del cultivo de pifa fueron los siguientes:
B>7n>S>Mn>Ca>N>K>P>Mg>Na>Cu.

Por tltimo, B y Zn siguieron presentando deficiencias,
el Cu fue el nutriente més limitante por excesos en
esta etapa, mientras el P permanecié en estado equi-
librado durante toda la etapa del cultivo, teniendo en
cuenta que el P contribuye al crecimiento en todas las
partes de esta especie frutal (Vasquezer al., 2012). Los
demads elementos no presentaron un valor acorde a los
establecidos en el pardmetro de interpretacién DRIS.

El orden de los nutrientes que presentaron mayor defi-
ciencia para la Gltima etapa de muestreo fue el siguien-
te: B>Zn>Mn>Ca>Mg>N>K>S5>Na>P>Cu.

El comportamiento de los nutrientes en cada una de
las etapas concuerda con lo reportado en el cultivo de
palma (Herrera, 2015), donde los elementos menores
se encuentran en menor limitacién y los elementos
mayores en mayor limitacién, mientras en un estudio
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realizado en nogal, Medina (2004) reporta que el Mn
es el elemento que se encuentra en mayor limitacién.

CONCLUSIONES

EID, Ny K no presentaron limitaciones por excesos ni
por defecto lo que puede traducirse en que la planta
asimil6 las aplicaciones de fertilizaciones de manera
eficiente.

Las dosis de los tratamientos propuestos lograron
suplir los requerimientos del cultivo, sin embargo,
es necesario tener en cuenta las cantidades aplicadas
para que mantengan la relacién entre los nutrientes y
no haya desbalances nutricionales sobre todo con los
elementos menores.
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Estimacion de la concentracion de clorofila mediante
métodos no destructivos en vid (Vitis vinifera L.)
cv. Riesling Becker

Chlorophyll concentration estimation using non-destructive
methods in grapes (Vitis vinifera L.) cv. Riesling Becker
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Cultivo de Vitis vinifera, cv. Riesling Becker.
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RESUMEN

El anélisis de pigmentos en plantas es un procedimiento de laboratorio y comtnmente no es una medida
inmediata que se realice in situ. El SPAD 502 y CCM-200 son equipos para estimar de modo indirecto, no
destructivo y rdpido el contenido de clorofila. La concentracién de pigmentos fotosintéticos se relaciona con
la concentracién foliar de nitrégeno, por lo que de forma indirecta se puede conocer la deficiencia o exceso del
elemento, puede servir como fundamento técnico para sugerir el manejo adecuado del cultivo, en busca de
potencializar la eficiencia fotosintética, calidad y el rendimiento de un vifiedo. La investigacién buscé compa-
rar las mediciones entre el medidor portétil de clorofila SPAD-502 y CCM-200, en la variedad de uva Riesling
Becker, bajo condiciones de clima frio tropical, y con ello determinar el comportamiento de clorofila durante el
crecimiento de las hojas 4, 5y 6, desde floracién hasta vendimia. La relacién entre las mediciones con el SPAD-
502 y el CCM-200 se ajustaron a un polinomio de segundo grado determinado por la ecuacién, para el Indice
de Concentracién de Clorofila, como ICC = 0,014SPAD?*0,2396SPAD+5,8021. Con un valor de R*=0,9343
(n=96; P<0,0001), el cual indica que existe una alta correlacién entre los equipos portatiles empleados en
el presente estudio para determinar la clorofila de forma no destructiva. Las evaluaciones realizadas con los
equipos permitieron obtener medidas rdpidas y confiables. Siendo importante la eleccién del momento de
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medicién de acuerdo con el estadio fenolégico de la planta debido a la alta variabilidad en los contenidos de clorofila
que se presentan en relacién a la filotaxia.

Palabras clave adicionales: pigmentos, medidor portatil, CCM-200, SPAD 502,
métodos no destructivos, vifiedos tropicales, indicadores diagnésticos.

ABSTRACT

Pigment analysis is a laboratory procedure and is not an immediate measurement to be performed in situ. The
SPAD 502 and CCM-200 are equipments used for non-destructive, fast, and indirect estimates of chlorophyll con-
tents. The concentration of photosynthetic pigments is related to the foliar concentration of nitrogen, so indirectly,
it is possible to observe the deficiency or excess of this element, providing a technical basis to suggest the proper
management of the crop in order to potentiate the photosynthetic efficiency, quality and yield of a vineyard. This
research sought to compare measurements between the portable chlorophyll meter SPAD-502 vs. CCM-200 in the
Riesling Becker grape variety under cold tropical climate conditions to determine the behavior of chlorophyll du-
ring the growth of leaves 4, 5 and 6, from flowering to harvest. The relationship between the measurements with
the SPAD-502 and the CCM-200 were fit to a second degree polynomial determined with the equation for the
Chlorophyll Concentration Index: CCI = 0.014SPAD2-0.2396SPAD + 5.8021. With a value of R?=0.9343 (n=96;
P=<0.0001), which indicates that there was a high correlation between the portable equipment used in the present
study to determine chlorophyll with a non-destructive method. The evaluations carried out with the equipment
obtained fast and reliable measurements, with the choice of the moment of measurement according to the pheno-
logical stage of the plant being important because of the high variability in chlorophyll contents that are presented
in relation to the phylotaxy.

Additional key words: pigments, portable meter, CCM-200, SPAD 502,
non-destructive methods, tropical vineyards, diagnostic indicators.
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INTRODUCCION

En Colombia se cuenta con pocas regiones que presen-
tan ambientes favorables para el establecimiento del
cultivo de vid destinada para la elaboracién de vinos
(Pinzén-Sandoval et al., 2017; Walteros et al., 2012). A
pesar de ello, posee lugares adecuados por ser un pafs
tropical con condiciones de radiacién solar y tempe-
raturas variables, que sumado a un adecuado manejo
del cultivo pueden alcanzar hasta dos cosechas por
ano (Almanza-Merchan er al., 2012a). De acuerdo
con Agronet (2018), en Colombia se registré una pro-
duccién nacional de 30.000 t de uva para el ano 2016,
donde los departamentos de Valle del Cauca y Huila
participaron con las mayores producciones, 24.379
y 5.286 t, respectivamente. La mayor produccién de
uva con fines vinicolas en el afio 2016 se registré en
Boyaca, con 106,5 t, siendo éste el departamento pro-
ductor de uva para vino mds importante en el pafs.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Quijano (2004) indicé que en este las condiciones cli-
maticas, y en especial la luminosidad, se convierte en
el factor fundamental para la obtencién de uva para
elaboracién de vinos de alta calidad.

Almanza-Merchén et al. (2012b) senalan que gracias
a las condiciones ambientales que presentan algunos
municipios de las provincias del alto Ricaurte, Suga-
muxi, Tundama, Valderrama y Norte en Boyaca, se
pueden cultivar diversas variedades de uva con fi-
nes viticolas. Quijano (2004) sefiala que desde hace
35 afios se seleccionaron las variedades actuales que
se adaptaron a las condiciones climaticas de la loma
de Puntalarga, en donde se presentan condiciones
equivalentes a la regién de Alsacia en Francia, lugar
de origen de algunas variedades como Riesling, Pi-
not Noir y Riesling Becker. Ademés, Almanza (2011)
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menciona como las regiones boyacenses en las cuales
se encuentran situados los vifiedos se caracterizan
por poseer suelos de textura liviana, franco-arenosos
y con fertilidad natural baja y que de acuerdo con el
sistema de clasificacién de zonas de vida propuestas
por Holdrige, se presenta una sola zona de vida: bos-
que seco montano bajo (Bs-MB). Teniendo en cuenta
las condiciones que poseen estas zonas productoras
de uva se hace necesaria la implementacién de nuevas
tecnologfas las cuales permitan un mejor control en
el comportamiento fisiolégico de las plantas, optimi-
zando asi el manejo del cultivo.

El contenido de clorofila en hojas se presenta como
una de las variables importantes en el momento de
evaluar el estatus fisiolégico de las plantas y su rela-
cién entre las fuentes y vertederos (Do Amarante et
al., 2009). Esto, facilitarfa determinar en qué momen-
to una planta se encuentra en circunstancias de estrés
por salinidad o por cualquier otro tipo (Alizadeh et
al., 2010; Delegido et al., 2010; Elarab et al., 2015), los
cuales perjudican el proceso fotosintético y generan
una reduccién en la asimilacién de nitrégeno y en
la fijacién del carbono, factores que modifican en la
planta su concentracién interna de clorofila alterando
su coloracién normal de la cual es responsable la mo-
lécula de clorofila (Steele et al., 2007).

Varios estudios indican la existencia de la relacién
directa entre el contenido de clorofila y el contenido
de nitrégeno en hojas, debido a que este elemento es
necesario dentro del proceso de sintesis de la molécu-
la de clorofila, y asi mismo se encuentra ligado en la
fase luminosa del proceso fotosintético (Salisbury y
Ross, 1992). Trabajos realizados por Sainz y Echeve-
rria (1998), indican la importancia del uso de méto-
dos indirectos como el clorofilémetro de tipo SPAD®
(Konica Minolta, Osaka, Japén) como herramienta
para el monitoreo de la disponibilidad de nitrégeno,
asociada con el rendimiento del cultivo de maiz. De
igual forma, Rincén y Ligarreto (2010) encontraron
relacién directa entre el contenido de nitrégeno y los
valores obtenidos con el clorofilometro en plantas de
maiz bajo diferentes dosis de nitrégeno. Ramirez et
al. (2012) proponen el uso de medidores portatiles
de clorofila como herramienta para la deteccién tem-
prana de deficiencias de nitrégeno y disminuciones
del rendimiento asociados a condiciones de estrés en
plantas de café.

El uso de diferentes medidores portatiles de clorofi-
la se fundamenta en que parte de la luz que llega a
la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se
refleja entra en contacto con la celda detectora de los

equipos siendo estéd convertida en una sefal eléctrica.
De acuerdo con sus fundamentos de uso, los equi-
pos presentan similitudes, pero difieren en cuanto al
rango de longitud de onda utilizados. Es asi como el
CCM-200® (Opti Sciences, Hudson, NH, USA) pre-
senta longitudes de onda que van desde 665 (rojo)
hasta 940 nm (infrarrojo) (Cate y Perkins, 2003; Cao
et al., 2015). En tanto, el SPAD 502 (Konica Minolta,
Osaka, Japén), utiliza longitudes de onda central de
650 nm (rojo) y 940 nm (infrarrojo) (Kapotis et al.,
2003; Hawkins et al., 2009; Romano et al., 2011).

Po lo anterior, el presente trabajo tuvo como objeti-
vo evaluar dos métodos no destructivos para estimar
las concentraciones de clorofila en hojas de Vitis vi-
nifera L. cv. Riesling Becker durante el crecimiento y
desarrollo, en condiciones de clima frio tropical en el
municipio de Corrales, Boyaca.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrollé en el municipio de Corrales,
departamento de Boyacs, situado a 5°46'47,1” N y
72°568’36,5” W, a una altitud de 2.450 msnm. EI cli-
ma de la zona se caracteriza por presentar una tem-
peratura promedio anual de 16,5°C y precipitacién
bimodal media de 700 mm afo”. Se emplearon 10
plantas que presentaban una edad de 15 afos y que
correspondian a la seleccién clonal de Vitis vinifera L.
cultivar Riesling x Silvaner, también conocida como
Riesling Becker procedente de Alsacia, Alemania. Es-
tds fueron sembradas a una distancia de 1,20 x 0,90
m, el sistema de manejo es el de tipo guyot simple con
conduccién en espaldera a tres alambres.

Las plantas monitoreadas pertenecian a zonas del lote
donde histéricamente el cultivo demuestra buen cre-
cimiento, desarrollo y frutos aptos para la elaboracién
de vinos. El plan de fertilizacién y el manejo fitosani-
tario se realizé segtin requerimiento del cultivo.

Cuando las plantas se encontraron en estadio princi-
pal 5 (inflorescencia claramente visible), de acuerdo
con la escala de la BBCH propuesta para vid por Lo-
renzet al. (1994), fueron seleccionados tres pdAmpanos
por planta a partir de los cuales segln la filotaxia fue-
ron marcadas las hojas 1 a 12 en cada uno. Con el fin
de establecer el comportamiento de la concentracién
de clorofila en relacién con la posicién, se tomaron
seis mediciones por hoja para posteriormente obtener
un dato promedio, para evitar variacién de los valores
las mediciones fueron obtenidas de la parte basal me-
dia y apical de las hojas. La concentracién de clorofila
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se determind a través de los equipos portatiles para
medicién no destructiva CCM-200 (Opti Sciences,
Tynsgboro, MA) y el SPAD 502 (Konica Minolta,
Osaka, Japén). Las mediciones fueron realizadas cada
15 d con el fin de cubrir los estadios de crecimiento y
desarrollo del fruto de vid hasta llegar al estadio prin-
cipal 8 (maduracién del fruto).

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de
normalidad y homogeneidad mediante las pruebas
Shapiro Wilk y Levene respectivamente, compro-
bando supuestos se procedié a realizar el andlisis
de varianza, sometiendo a pruebas de comparacién
de medias de Tukey (P<0,05). Para el andlisis de los
datos se empled el programa estadistico SAS® v. 9.2
(Cary, NC, USA). Para la determinacién de la corre-
lacién entre métodos se emplearon modelos de tipo
polinomial.

RESULTADOS Y DISCUSION

En relacién con el contenido de clorofila evaluado a
través de los dos métodos de medicién de la hoja 1 a
12 hojas fueron encontradas diferencias significativas
(P=<0,05) para los dos métodos en relacién a la posi-
cién de la hoja en funcién del racimo. El menor valor
se encontré en la hoja 1 para los dos métodos eva-
luados con valores de 8,8+0,28 unidades de Indice de
Concentracién de Clorofila (ICC) y 33,8+0,24 unida-
des SPAD, mientras que las hojas 6 y 7 mostraron los
valores més altos con 15,4+0,1 y 15,1+0,2 unidades
ICC respectivamente, y 43,9+0,4 y 44,4=0,7 unida-
des SPAD respectivamente (Fig. 1).

Los resultados indican que los valores més altos para
los dos métodos se presentan en el tercio medio de
la planta (hojas 4 a 7). De acuerdo a la posicién de
la hoja, los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Novoa y Villagran (2002), quienes
encontraron la mayor distribucién de clorofila en el
tercio medio en plantas de maiz. Asi mismo, Ocon
(2008) reporta que debido a la gran movilidad que po-
see el nitrégeno, las plantas logran acumular el mayor
contenido de clorofila y N en las hojas ubicadas en su
tercio medio. Numerosos estudios soportan como el
comportamiento de la clorofila y el nitrégeno repre-
sentan un valor proporcional al de las unidades SPAD
y ICC en especies como Solanum lycopersicum cv. Rio
Grande (Rodriguez et al., 1998), Solanum tuberosum
(Arregui et al., 2000; Borhan et al., 2017), Zea mays
(Reyes et al., 2017) y Gossypium hirsutum (Rosolem y
Mellis, 2010), especies para biodiesel como Jatropha
curcas (Senger et al., 2014).

De igual manera, Zulini et al. (2007) reportan como
en V. vinifera cv. “White Riesling’ se observa el mismo
fenémeno donde a medida en que las hojas se acercan
al apice se marca la disminucién de clorofila (medida
como unidades SPAD) y aumentando en la parte me-
dia de los pAmpanos. La cuantificacién de la clorofila
mediante los métodos CCM-200 y SPAD en relacién
al estadio fenoldgico presentd diferencias significa-
tivas segln la prueba de Tukey (P=<0,05), siendo el
estadio de envero en el que se presentd los mayores
valores con 14,1%0,3 unidades ICC y 43,4%0,2 uni-
dades SPAD, mientras que el estadio antesis se pre-
sent valores de 7,2+0,3 unidades ICC y 33,2+0,9
unidades SPAD siendo los menores valores (Fig. 2).
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Figura 1. Contenido de clorofilas totales medido con: A. CCM-200 y B. SPAD 502 en hojas de Vitis vinifera L. cv. ‘Riesling Becker’
bajo condiciones de tropico alto. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la prueba de
Tukey (P=<0,05). Barras verticales indican error estandar (n=3).
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Figura 2. Contenido de clorofila: A. CCM-200 y B. SPAD 502, en diferentes estadios fenoldgicos Vitis vinifera L. cv. ‘Riesling
Becker’ bajo condiciones de tropico alto. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la

Tabla1. Ecuaciones de regresion para dos métodos de cuantificacion no destructiva de clorofila en hojas de Vitis vinifera L.
cv. ‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Hoja Ecuacién método CCI Ecuacién método SPAD R?
4 y = -1,8683x2 + 10,124x + 0,3483 y =-2,0917x2 + 11,856x + 25,195 0.9
5 y = -2,1542x2 + 12,08x - 2,8625 y = -3,4458x2 + 20,688x + 12,786 09
6 y = -2,2983x2 + 13,472x - 5,2217 y = -2,5608x2 + 15,521x + 19,726 09

El contenido de clorofila se ajusté a polinomios de
segundo grado para los dos métodos analizados con
coeficientes de determinacién R? superiores a 0,9 indi-
cando que estos modelos son adecuados para explicar
el comportamiento de las clorofilas al cuantificarlas
mediante los dos métodos (Tab. 1).

En la investigacién se encontré que a medida en que
las hojas adquirfan tonalidades de verde intenso, el va-
lor de unidades SPAD y ICC aumenté (Fig. 2), es por
ello que se hace importante tener en cuenta la planta
y la hoja a evaluar a través de estos tipos de medidores
con el fin de obtener una mayor confiabilidad en el
resultado, la lectura de los medidores portétiles va-
rfa marcadamente entre hojas apicales de vid y hojas
completamente expandidas (Fanizza er al., 1991).

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Allen er al. (2012), quienes indican que el contenido
de clorofila, el drea foliar y la absorcién de la radiacién
aumentan en medida en que la hoja se hace fotosin-
téticamente madura. A su vez, Candolfi-Vasconcelos
y Koblet (1991) indican que existe una tendencia en

el comportamiento de la clorofila en plantas de vid,
en el que se da un aumento gradual, alcanzando un
méximo nivel en el estadio fenoldgico envero, y pos-
teriormente en el estadio de maduracién disminuye,
posiblemente como respuesta de la planta a una adap-
tacién por excesos de luz generado por una senescen-
cia temprana de la hoja.

Por su parte, autores como Almanza-Merchén et al.
(2012a) reportan como a medida que las hojas ad-
quieren mayor desarrollo se convierten en las prin-
cipales érganos de sintesis de fotosintatos, supliendo
las demandas de los frutos, los cuales se convierten
en demandantes de fotosintatos, durante los periodos
herbaceo y envero; lo anterior concuerda con el conte-
nido de clorofila de las hojas observado en el presente
estudio.

Teniendo en cuenta los estudios realizados por Al-
manza-Merchén et al. (2012a), los cuales encontraron
que en plantas de V. vinifera var. Riesling x Silvaner
las hojas 4, 5 y 6 tienen un efecto directo sobre la ca-
lidad de los frutos gracias a la capacidad para retener
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el mayor contenido de solidos solubles totales y fo-
toasimilados traslocdndolos hacia el racimo. En este
contexto, se realizé un andlisis en dichas hojas encon-
trando como se presentan los valores mas altos en la
hoja 4 durante el estadio fenolégico antesis hasta lle-
gar a envero, alcanzado valores de 12 unidades ICC, a
partir de ahi y hasta llegar a la maduracién los valores
mds altos se encontraban en la hoja 6 con valores de
16 unidades ICC, posiblemente causado por que las
hojas 4 y 5 estaban entrando en un proceso de senes-
cencia, donde finalmente para la etapa de cosecha la
concentracién de clorofila en las tres hojas tiende a
estabilizarse, con valores cercanos a las 12 unidades
ICC (Fig. 3).
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Figura 3. Contenido de clorofila cuantificado mediante medi-
dor tipo CCM-200° en hojas de Vitis vinifera L. cv.
‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (P=<0,05).

Barras verticales indican error estandar (n=3).

Teniendo en cuenta los resultados, se puede recomen-
dar realizar evaluaciones de concentracién de clorofila
en hojas fotosintéticamente activas de plantas de vid
presentes en el tercio medio de la planta, utilizando
cualquiera de los dos equipos portatiles mencionados
anteriormente. Dichas hojas se encuentran totalmen-
te desarrolladas en los estadios fenolégicos antesis,
herbéceo y envero.

Resultados similares a los encontrados en el presen-
te estudio fueron hallados por Bertamini y Nedun-
chezhian (2003), quienes indican cémo se presenta
relacién directa entre el 4rea foliar, el contenido de clo-
rofila y la absorcién de la radiacién, la cual va aumen-
tando a medida en que la planta crece y se desarrolla.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Los mismos autores, también indican que en plantas
de vid la concentracién de clorofila tiene un aumento
gradual alcanzando su maximo valor al llegar al esta-
dio fenoldgico envero, con una disminucién hasta lle-
gar a la maduracién de los frutos como consecuencia
del proceso de senescencia del 4rea foliar de la planta
(Young et al., 2007; Callejas et al., 2013; Wang et al,,
2016).

De acuerdo al contenido de clorofila encontrado en
las hojas 4, 5 y 6 cuantificado a través del medidor
portatil de clorofila SPAD 502¢ (Fig. 4), se puede ob-
servar la misma tendencia encontrada con el equipo
CCM-200°, teniendo la hoja 4 una tendencia crecien-
te en la concentracién del contenido de clorofila, don-
de presenta valores que van desde las 32 a 44 unidades
SPAD hasta llegar al inicio del estadio fenoldgico en-
vero o a los 45 d después de presentarse la antesis,
donde posteriormente esta variable no presenta di-
ferencias significativas en las tres hojas. Al iniciar el
estadio fenolégico de maduracién (75 d), la concen-
tracién de clorofila se presenta de manera estable en

estas hojas, las cuales presentan valores que van de
los 40 a 45 unidades SPAD.
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Figura 4. Contenido de clorofila cuantificado mediante medi-
dor tipo SPAD 502° en hojas de Vitis vinifera L. cv.
‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
Barras verticales indican error estandar (n=3).

Los resultados encontrados en el presente estudio
coinciden con los estudios realizados por Hunter y
Visser (1989), quienes observaron que la mayor con-
centracién de clorofila se encuentra en hojas cerca-
nas al racimo durante los periodos de brotacién y
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floracién, asi mismo en estas hojas se presentan las
tasas mds altas de eficiencia fotosintética. De acuerdo
con esto, se puede afirmar la relacién que existe entre
el contenido de clorofila y la fotosintesis, dado que la
presencia de frutos estimula estos dos pardmetros en
vid (lacono et al., 1995).

Las mediciones obtenidas con los dos equipos se
ajustaron a un polinomio de segundo grado (Fig. 5),
determinado por la ecuacién para el indice de concen-
tracién de clorofila como ICC=0,014SPAD?-0,2396S-
PAD+5,8021. De acuerdo con modelo polinémico se
obtuvo un valor de R?=0,9343 (n=96; P<0,0001),
el cual indica que existe una alta correlacién signifi-
cativa y positiva entre los dos equipos portatiles de
determinacién de clorofila. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo coinciden con estudios realiza-
dos por Callejas et al. (2013), al comparar los mismos
equipos en dos variedades de uva de mesa.

25 1
y=0,014SPAD? - 0,2396SPAD + 5,8021
R2=0,9343
20 1
8 151
g
S
5 10 4
5 4
0 : : : : ‘
0 10 20 30 40 50

Unidades SPAD

Figura 5. Correlacion entre los métodos no destructivos
CCM-200°® y SPAD 502° para la cuantificacion del
contenido de clorofila en hojas de Vitis vinifera L.
cv. ‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico
alto.

Las desigualdades encontradas en los dos equipos po-
drian estar relacionadas a las diferencias que poseen
los equipos, principalmente a la variedad en las lon-
gitudes de onda emitidas y las 4reas de evaluacién de
los equipos, donde el CCM-200 presenta un area de
lectura de 0,71 cm? con una longitud de onda que va
desde 940 a 660 nm y 0,6 cm? y 940 a 650 nm para el
SPAD 502. A pesar de que este tltimo posee un area
de lectura de mds o menos 10 veces menos, autores
como Richardson et al. (2002) aseguran que no exis-
te una mayor confiabilidad en el CCM-200 respecto

del SPAD, lo cual fue demostrado en hojas de abedul,
donde la mayor precisién la obtuvo el SPAD 502.

Con el fin de obtener una mayor confiablidad y un
valor més distintivo, autores como Chang y Robin-
son (2003) sugieren corregir esta limitacién a través
de un muestreo més representativo por hoja, el cual
posea mas de cinco lecturas en cada una, con el fin de
controlar la variabilidad dentro de la muestra y crean-
do a su vez medidas maés ajustadas.

CONCLUSIONES

Las evaluaciones realizadas con los medidores de
clorofila SPAD 502® y CCM-200® permiten obtener
medidas rdpidas y confiables, siempre y cuando que
generen un numero adecuado de mediciones, esto en
relacién a cada especie. En el presente estudio, cinco
mediciones por hoja generaron un modelo ajustado.
De igual manera, es importante la eleccién del estadio
fenoldgico de la planta y del sector en el cual serd rea-
lizada la medicién, principalmente por la alta variabi-
lidad en los contenidos de clorofila que se presentan
en relacién a las hojas y su filotaxia.

Conflicto de intereses: el manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quie-
nes declaran no tener algin conflicto de interés que
coloquen en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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RESUMEN

En Chile, una parte importante de la produccién de uva de mesa se produce en el Desierto de Atacama, carac-
terizdndose por un ambiente de altas temperaturas, alta radiacién solar y velocidad del viento. Con el objetivo
de aminorar los efectos indeseados sobre las plantas y su rendimiento, se evalué en Vitis vinifera L., uva de
mesa ‘Thompson Seedless’, el uso de un sistema de cobertura total conformado por una malla pléstica de
color blanco y de 80% de porosidad, como proteccién de las plantas a los efectos del viento y la radiacién solar
en el Valle del Huasco, Chile. Se evaluaron dos tratamientos, (a) testigo en condiciones naturales y totalmente
expuestas y (b) plantas bajo el sistema de cobertura (malla), con 10 repeticiones mediante un disefio com-
pletamente aleatorizado. Se evaluaron el crecimiento vegetativo, variables fisiolégicas, productivas, asi como
también la temperatura, humedad relativa, velocidad del viento y radiacién solar. El sistema de cobertura
redujo la velocidad de viento entre 35 y 55% y la radiacién incidente en un 14%. Las condiciones de tempera-
tura y humedad relativa no se alteraron. Los cambios ambientales producidos generan cambios en las plantas
protegidas bajo el sistema de cobertura en relacién a las plantas expuestas, principalmente en el tamafo de las
hojas y porcentaje de brotacidn, sin embargo, no se detecté efecto sobre los rendimientos y calidad de la fruta.

Palabras clave adicionales: vid, efecto del viento, sombreamiento, déficit de presion de vapor, radiacién solar.
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ABSTRACT

In Chile, a significant portion of the table grape is produced in the Atacama Desert, characterized by an environ-
ment of high temperatures, high solar radiation and the presence of wind. So, with the aim of reducing unwanted
effects on plants and yield, the use of a total coverage system was evaluated in Vitis vinifera L. Thompson Seedless
table grape variety, composed of a white plastic mesh with 80% porosity, in order to protect plants from the effects
of wind and solar radiation in Huasco Valley, Chile. Two treatments were performed: (a) control under natural
and fully exposed conditions and (b) plants under the cover system (plants under mesh). Vegetative growth, phy-
siological and productive variables, as well as temperature, relative humidity, wind speed and solar radiation were
evaluated. The coverage system reduced the wind speed by between 35 and 55%, and the incident radiation was
reduced by 14%. The conditions of temperature and relative humidity were not altered. The environmental changes
generated agronomic responses in the protected plants under the cover system, as compared to the exposed plants,
mainly greater leaf area and sprouting percentage, but no significant differences were observed in the productive

parameters or fruit quality.

Additional key words: vine, wind effect, shading, vapor pressure deficit, solar radiation.

Fecha de recepcién: 30-10-2017  Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCCION

Debido al cambio climético, la temperatura se ir4 in-
crementando en el tiempo, proyectdndose 2°C mds
que en la actualidad, lo que junto al aumento y fre-
cuencia de eventos climéticos, tales como vientos
célidos, olas de calor y menor humedad ambiental,
traerd un claro incremento de la demanda atmosfé-
rica, exigiendo un mayor consumo de agua de riego.
Se estiman perfodos mds secos para algunas regiones
de Chile (5 a un 15%), con un incremento del uso de
agua dulce en la industria y, sobre todo, para el consu-
mo humano (CMNUUC, 2016).

En la produccién de uva de mesa en Chile y como
muchas partes del mundo (Pert, México, Israel, In-
dia), superficies importantes se ubican en regiones
semidridas o desérticas, con alta demanda atmosfé-
rica, radiacién y la velocidad del viento que pueden
dafar las plantas y su produccién. Se ha constatado,
que sistemas de proteccién contra el viento generan
respuestas de importancia agronémica que se tradu-
cen en mayores y mejores producciones, disminuyen-
do el dafio mecénico en las plantas y modificando las
condiciones de temperatura y humedad relativa de la
zona en la cual se ejerce su accién (Onoda y Anten,
2011). Ademés, al reducir la radiacién incidente se
generan cambios de consideracién agrondémica rela-
cionados con calidad de fruta (principalmente color)
(Bergqvist et al., 2001), desarrollo vegetativo (Bird et

al., 2007) y consumo de agua de riego (Hendrickson
et al., 2003).

En India, las mallas de sombreado (factor sombreado
75%) se utilizan donde la temperatura del aire supera
41°C y la humedad cae por debajo del 25%, con el ob-
jetivo de proteger brotes jévenes del estrés severo cau-
sado por la luz solar directa intensa (NRC, 2008). En
esta misma linea, Shahak ez al. (2008) corroboran que
el cubrimiento de las unidades productivas con mallas
fotoselectivas, permite mejorar el rendimiento de los
cultivos horticolas, especialmente en climas extremos
de zonas dridas. Segin Novello y De Palma (2013), en
condiciones semidridas, limitar la irradiacién solar a
nivel del dosel puede ser Gtil para reducir la tasa de
transpiracién y, por lo tanto, el déficit hidrico del cul-
tivo, pero en el caso de la uva de mesa y a pesar que
se ha difundido su uso, todavia se dispone de relati-
vamente poca informacién sobre sus efectos fisiolégi-
cos sobre el funcionamiento de las hojas y la calidad
de la uva. Pugliese (2009) encontré que la red blanca
(sombreado del 10-15%) redujo el peso de la baya y
del racimo y el color de la piel de la baya en ‘Red Glo-
be’; resultado atribuido al efecto de la limitacién de
la luz en la produccién de fotoasimilacién. Por otro
lado, De Palma et al. (2012) sefialan que los efectos
de los materiales plasticos colorantes que cubren no
son univocos; parecen interactuar con la sensibilidad
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del cultivar al “efecto de color” y/o con el vigor del
genotipo. En Chile existe informacién, pero no la
suficiente en otras especies y en la zona centro sur
del pafs. Rodriguez y Morales (2015), trabajando en
ardndanos y Bastias et al. (2012) en manzano, sefialan
que esta técnica tiene relevantes efectos sobre la fruta
y el desarrollo de la planta, presentdndose como un
manejo que requiere ser estudiado por los beneficios
productivos que genera.

EI cultivo de la uva de mesa en la Regién de Ataca-
ma, Chile, alcanza un 15,3% del total nacional, con
aproximadamente 8.000 ha de huertos comerciales
(ODEPA, 2010). Bajo estas caracteristicas climaticas,
el cultivo se realiza en condiciones de estrés para las
plantas con radiaciones solares en torno a los 3.000
pumol m?s?! a mediodia solar en verano y rafagas de
viento, lo que genera, entre otras cosas, gran cantidad
de fruta de rechazo o no exportable por la generacién
de color dmbar (amarilla) de los racimos en ‘Thomp-
son Seedless’ (Sdenz-Diez, 2009), dafio, manchas
(“russet”) y malformaciones.

Debido a los antecedentes sefialados, el objetivo de
este estudio fue determinar los cambios ambientales,
fisiolégicos y de desarrollo de las plantas por efecto
del uso de un sistema de cobertura con malla de color
blanca.

MATERIALES Y METODOS

El establecimiento de este ensayo se realizé en plantas
de uva de mesa (Vitis vinifera L.) ubicadas en comuna
de Alto del Carmen, Regién de Atacama (28°54’56” S
y 70°16’37” W; 1.179 msnm) con ‘Thompson Seed-
less’ en plena produccién, de 25 afos de edad, con-
ducidas en sistema de parronal espafiol, con una
distancia de plantacién de 3X3 m, regadas con una
linea de goteros separados 1 m, con caudal de 4 Lh 1.
La clasificacién climatica de la zona es de desierto o
arido (Climatologfa de Chile, 2001). En las tempora-
das 2009 y 2010, se realizaron dos tratamientos, tes-
tigo en condiciones naturales y totalmente expuestas
frente a plantas con sistema de cobertura (plantas
bajo malla de color blanco y 80% de porosidad), con
10 repeticiones en un disefio completamente aleato-
rizado e instalado previo a la brotacidn, en el mes de
septiembre de 2009.

Se evalud la velocidad del viento utilizando el anemé-

metro de la estacién climatolégica portétil Weather
Capture de Honeywell (Morris Plains, NJ), modelo

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

TE923W ubicado 0,8 m sobre las plantas. La radiacién
incidente a mediodia solar (12 a 16 h) con un cep-
témetro Accupar, modelo LP-80 (Decagon Devices,
Pullmann, WA) con la barra del instrumento ubicada
en un dngulo ligeramente superior a los 90° (en diago-
nal). La temperatura del aire (°C) y la humedad relati-
va (%) se midié a 1 m de altura sobre el suelo (Gélvez,
2011), con un higrotermémetro digital, modelo AZ
8701 (AZ Instrument Corp., Taichung, Taiwén). Para
evaluar el area foliar, previamente se generd una fun-
cién predictora a partir del largo de las hojas (Pentén
et al., 2006). Para esto se escogieron 100 hojas de plan-
tas ubicadas en el sector expuesto y otras 100 hojas
de plantas bajo sistema de cobertura (plantas bajo
malla) abarcando el mayor espectro de tamafios de
hojas observadas y en laboratorio se les midié el largo
de la ldmina con regla graduada (mm) y el area en
forma individual con el instrumento CI-203 (Laser
Area Meter, CID, Washington DC, USA). Luego, para
cada planta del ensayo y en forma no destructiva, se
seleccionaron cuatro cargadores (de orientacién Sur,
Oeste, Norte y Este) y en éstos se obtuvo el érea fo-
liar, midiendo el largo de todas las ldminas de las hojas
con regla graduada (mm).

El peso de poda se evalué en invierno utilizando una
pesa electrénica, siguiendo el criterio comercial de
poda del parronal. En primavera se registrd la cali-
dad de brotacién, cuando el brote mds desarrollado
alcanzé una longitud de 50 cm. Se evalud el ndme-
ro de yemas brotadas en relacién a las yemas totales
que contenfa los mismos cargadores utilizados para
el rea foliar. El contenido total de clorofila en hojas
se determiné por medios no destructivos (Callejas et
al. 2013), utilizando un medidor portatil de clorofila
(CCM-200; Opti-Science, Hudson, NH, USA) que en-
trega valores en unidades CCM para calcular el indice
del contenido de clorofila (CCI) basado en la absor-
bancia medida a 660 y 940 nm. Las mediciones se rea-
lizaron en tres fechas diferentes una vez estabilizado
el crecimiento del tercer brote del cargador, utilizando
siempre una hoja de los nudos 2, 4, 6 y 8 del cuarto
brote del cargador analizado.

El potencial hidrico xilematico (¥x) se evalué a me-
diodia solar (14-16 h) en hojas sombreadas que se
cubrieron con bolsas plasticas, envueltas con papel
de aluminio por un periodo de 90 min. Se retird la
hoja de la planta y sin retirar ésta de la bolsa, se mi-
di6 inmediatamente el Wx (MPa) con una cdmara de
presién tipo Scholander, modelo Pump-up (PMS Ins-
truments, Albany, OR, USA) (Gélvez et al., 2014). La
conductancia estomética fue medida en el transcurso
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del dia, con un porémetro foliar modelo SC-1 (Deca-
gon Devices, Pullman, WA, USA) en una misma hoja
y expuesta a la radiacién solar, tomando la precau-
cién de no sombrearla al momento de la medicién.
La conductancia estomatica de estas hojas se evalué
en la etapa de llenado de bayas (10 mediciones en el
transcurso del dia) y una semana antes de la cosecha
(7 mediciones en el transcurso del dia).

Se evalué el peso de cada racimo con balanza de so-
bremesa Veto (Santiago, Chile) de capacidad de 5 kg
y una precisién de 2 g. A cosecha, el didmetro de baya
con pie de metro electrénico graduado (mm) y el nivel
de sélidos solubles con un refractémetro (Veto, San-
tiago, Chile. Rango 0-32° Brix). Los racimos fueron
clasificados segtn color utilizando la norma requerida
para exportacién, clasificdndola en color verde, cre-
ma, dmbar y amarillo (Roa, 2013).

Para todas las variables medidas en este ensayo se uti-
lizé la distribucién t de Student para comparar los va-
lores promedios de ambos tratamientos. Se utilizaron
los programas computacionales MINITAB® v15.0 e
InfoStat®. Para verificar el supuesto de normalidad se
utilizo la prueba de Anderson-Darling y para compro-
bar la homogeneidad de varianza, se utiliz6 la prueba
de Barlett.

RESULTADOS Y DISCUSION

Velocidad del viento

Dentro de los pardmetros ambientales y tal como se
puede observar en la tabla 1, el sistema de cobertura
redujo la velocidad del viento entre un 40 y 55% y la
velocidad de las rafagas de viento entre un 35 y 55%.

De acuerdo a McLeod (2000), las velocidades del vien-
to que se registraron en el sector expuesto (testigo) se

clasifican como viento moderado, el cual provoca que
se agiten las ramas y se muevan las hojas lo que es
conocido como “ramaleo”. En el sector bajo el sistema
de cobertura se considera como viento débil, el que
solo provoca una moderada agitacién de las hojas de
las plantas, no produciendo un movimiento impor-
tante de las ramas. En las evaluaciones realizadas por
Whitehead (1957), con plantulas de Helianthus annus,
velocidades de viento de 14,8; 8,5, 4,03 y 0,44 m s
produjeron plantas con menor 4rea foliar y menor
peso seco total a medida que se aument? la velocidad
de viento. La diferencia de 4rea foliar y peso seco to-
tal, entre las plantas sometidas a 4,03 y 0,44 m s, fue
de un 40% mayor en area foliar y 42,4% en peso seco
en las dltimas. En la tabla 1, se puede observar que
el tratamiento de plantas expuestas estan sometidas
a velocidades de viento sobre los 4 m s! y como se
discute posteriormente en la informacién de la tabla
2, si se produce la respuesta esperada respecto de la
reduccién de area foliar.

Radiacion solar

A mediodia solar, la radiacién solar incidente en el
sector donde se ubicaron las plantas expuestas, pre-
sent6 una intensidad de 2.960 umol m” s™ y en el sec-
tor bajo el sistema de cobertura de 2.490 umol m?2s.
Estos valores de radiacién incidente son muy criticos
para las plantas ya que, como sefialan Hendrickson ez
al. (2003), sobre los 1.500 wmol m? s existe una alta
probabilidad de fotoinhibicién, generdndose un des-
balance entre los mecanismos fotoquimicos captores
de energia y aquellos que la disipan, traduciéndose en
una pérdida de la eficiencia fotosintética en las hojas
afectadas, principalmente las que se encuentran en la
capa superior en el parronal (Ferguson er al., 2011).
Por otro lado, la malla utilizada como sistema de co-
bertura de un 20% de porosidad, redujo la radiacién
incidente en las plantas en un 14%. Al respecto, en
un estudio realizado en la zona de Andalucia en que
se utilizaron nueve tipos de malla de uso agricola

Tabla 1.

trados en todas las campaiias de evaluacion.

Descripcion de la intensidad del viento entre el sector con y sin proteccion del viento en uva de mesa ‘Thompson
Seedless’. Los porcentajes de reduccion de la velocidad de viento y de las rafagas corresponden a los rangos regis-

Reduccion de la velocidad =~ Reduccion de la velocidad
del viento respecto del

Tratamiento sector de las plantas

expuestas (%)

de las réfagas de viento
respecto del sector de las
plantas expuestas (%)

Promedio = desviacion es-

tandar de velocidad rafagas

de viento (13:00 a 19:00 h)
(ms7)

Promedio * desviacion

estandar de velocidad de

viento (13:00 a 19:00 h)
(ms?)

Plantas bajo malla 40 a 55 35a5bb

2,69=+0,35 3.69+1,52

Plantas expuestas - -

4,77+1,00 5,70=1,57
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(Romero-Gémez et al., 2012), se concluyd, que mallas
de color blanco presentan una mayor transmisividad
de la radiacién solar comparado con mallas color ver-
de y negro.

Déficit de presion de vapor

El déficit de presién de vapor (DPV) no presenté dife-
rencias estadisticamente significativas en las distintas
horas del dia (Fig. 1), dejando de manifiesto que el
sistema de proteccién no altera las condiciones de hu-
medad relativa y temperatura del sector que protege.
Esto se deberia a la alta porosidad de la malla utilizada
para construir el sistema de cobertura en la zona bajo
estudio, pues como lo sefiala Guyot (1989), entre ma-
yor es la porosidad de una malla cortaviento, menor
es el cambio que produce en un determinado micro-
clima. En este estudio, la porosidad fue del 80% lo que
es considerado como permeable o abierta (Scarabino
et al., 2007), razén por la cual, su preferencia por los
productores de la zona para no reducir excesivamente
la luz incidente en las plantas y pueda generar pro-
bables problemas con la fertilidad de las yemas. Ade-
mas, las mallas menos permeables requieren de una
mayor infraestructura para resistir las rafajas de vien-
tos, encareciendo su instalacién.

—e— Plantas bajo malla —o— Plantas sin malla

2,6 1
2,4 1
2,2 1
2,0 4
1,8 1
1,6 1
1.4 1
1,2 1
1,0 4
0,8

Deficit de presion de vapor (KPa)

Horas del dia

Figura 1. Déficit de presion de vapor en el transcurso del
dia, en el sector bajo sistema de cobertura y en el
sector de plantas expuestas (noviembre), evalua-
do debajo del follaje para uva de mesa ‘Thompson
Seedless’. Promedios con letras distintas, en la
hora del dia, indican diferencia significativa segiin
la prueba t de Student (P<0,05), n=10.
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Area foliar

El &rea foliar presentd diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) (Tab. 2), siendo mayor en las
plantas bajo el sistema de cobertura de mallas que en
las plantas expuestas, considiendo con lo publicado
por Onoda y Anten (2011) en sus trabajos en Plan-
tago. La causa de la reduccién del area de las hoja se
debe a un cambio en la distribucién de asimilados,
desde la produccién de material foliar a la produccién
de tallos y raices, mejorando el anclaje de la planta y
aumentando la resistencia mecanica (Onoda y Anten,
2011), sefialandose que comprender la respuesta de la
planta al viento es complejo, teniendo en cuenta que
este factor no solo implica estrés mecanico, sino que
también afecta el microclima de la hoja. Otros estu-
dios sefialan que plantas expuestas a altas velocidades
de viento presentan hojas méas gruesas en relacién a
una menor exposicion al viento (Bird et al., 2007), asi
como, un mayor nivel de rompimiento de las hojas
debido al “ramaleo” lo que también conduce a reducir
el 4rea foliar (McLeod, 2006). Por otra parte, es fac-
tible que el mayor sombreamiento generado por la
malla utilizada como proteccién del viento, produce
un mayor crecimiento de las hojas que se aclimata-
ron bajo esta condicién de sistema de cobertura, tal
como lo sefiala Sdenz-Diez (2009), quien encontrd
que hojas de vid ‘Thompson Seedless’ sometidas a
dos condiciones de sombreamiento, con cubiertas
que presentaron una transmisividad de luz de 46 y
20%, mostraron un aumento de drea foliar de un 20%
y 50%, respectivamente, en comparacién a hojas sin
estructura de sombreamiento.

Tabla 2. Area foliar para plantas de uva de mesa ‘Thomp-
son Seedless’ bajo el sistema de proteccion y
expuestas.

Tratamiento Avrea foliar (cm?)

Plantas bajo malla 82,25+7,19a
75,04+5,43 b

Plantas expuestas

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba t
de Student (P<0,05); = indica desviacion estandar.

Peso de poda

El peso de poda no presenté diferencias significativas
al comparar ambos tratamientos (Tab. 3). Esto no
coincide con los resultados de Dry et al. (1989), en
donde las vides del cv. Cabernet Franc protegidas del
efecto del viento presentaron un 55% mayor de peso
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de poda comparado con las expuestas, debido a una
mayor tasa de crecimiento vegetativo. Es importante
tener en cuenta, que el peso de poda responde a una
suma de factores externos e intrinsecos de la planta
(Walteros et al., 2012) y que en este caso serfa el re-
sultado del crecimiento y desarrollo durante 25 afios
(edad de las plantas), por lo tanto, considerando que
al momento de la evaluacién el sistema de cobertura
llevaba sobre el patrén solamente 18 meses desde su
instalacién, el efecto ejercido sobre este pardmetro re-
querirfa de un mayor tiempo de proteccién para que
los cambios se manifiesten.

Tabla 3. Peso de poda para plantas de uva de mesa ‘Thomp-
son Seedless’ bajo el sistema de proteccion y
expuestas.

Tratamiento Peso de poda

(kg)
Plantas bajo malla 2,2+006a
Plantas expuestas 26=x05a

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segtn la prueba t
de Student (P<0,05); = indica desviacién estandar.

Para el caso del estudio y de acuerdo con la tabla 3,
las plantas son consideradas de vigor medio, proba-
blemente por efecto del viento a través del tiempo.
Al respecto, Mérquez et al. (2007) en los cv. Perlette,
Flame Seedless y Sugraone, indican que plantas de vi-
gor bajo y sobre pie franco presentan pesos de poda
menores a 2 kg.

Porcentaje de brotacion

Las plantas bajo malla presentaron un porcentaje de
brotacién significativamente mayor que las plantas
expuestas (Tab. 4). Dry et al. (1989), sefalan que vi-
des protegidas del viento presentan mayores rendi-
mientos que vides expuestas, debido principalmente
a una mayor y mejor brotacién. Por otra parte, Fer-
guson et al. (2011) indican que la temperatura juega
un rol fundamental en este aspecto, la que debiera ser
evaluada en las semanas cercanas a brotacién para de-
terminar la influencia de este factor en cuanto a la
brotacién bajo estas condiciones. Otra posibilidad de
la menor brotacién podria explicarse por una mayor
deshidratacién de las yemas expuestas al viento, si-
tuacién que se aminora en el tratamiento con malla.
Los efectos del viento sobre el aumento de la deshi-
dratacién de tejidos vegetales ha sido demostrado en
hojas de Trifolium spp. y frutos de Malus spp., pues
el viento remueve las ceras epicuticulares que son la

principal barrera a la deshidratacién (Van Gardingen
y Grace, 1991), afectando de igual forma a las yemas
de las plantas.

Tabla 4. Nivel de brotacion para plantas de uva de mesa
‘Thompson Seedless’ bajo el sistema de proteccion
y expuestas.

Brotacion (%)
73,1a
63,8 b

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segin la prueba
t de Student (P<0,05).

Tratamiento
Plantas bajo malla

Plantas expuestas

Indice de clorofila

El indice del contenido de clorofila en hojas, aumenté
desde octubre (brotacién) hasta enero (cosecha). No se
presenté diferencias entre los tratamientos para cada
fecha de evaluacién (Tab. 5). Bertamini ez al. (2003),
senalan que en condiciones de alta iluminacién ocu-
rre reduccién de la clorofila en las hojas, debido a
su degradacién por accién de la enzima clorofilasa.
Ademas, Pallioti et al. (2000) mencionan que las ho-
jas desarrolladas bajo condiciones de sombreamiento
tienen mayor concentracién de clorofila. Lo anterior
no se evidencié en ambos tratamientos, para ninguna
de las fechas de medicién, debido probablemente a la
alta porosidad de la malla (80%) permitiendo un alto
paso de luz que no manifesto la respuesta esperada.

Tabla 5. indice de clorofilas en hojas adultas para plantas
de uva de mesa ‘Thompson Seedless’ bajo el siste-
ma de proteccion y expuestas.

Tratamiento

Fecha de evaluacion

27-oct Plantas bajo malla 11,22 a
(cuaja) Plantas expuestas 11,59 a
22-nov Plantas bajo malla 15,88 a
(envero) Plantas expuestas 15,84 a
11-ene Plantas bajo malla 17,10 a
(cosecha) Plantas expuestas 16,95 a

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba
t de Student (P<0,05).

Potencial hidrico xilematico

Respecto al potencial hidrico xilematico, se obtuvie-
ron diferencias significativas, tanto en las mediciones
realizadas en la etapa de llenado de bayas (a fines de
noviembre) como previo a la cosecha (a mediados de

Vol. 12 - No. 2 - 2018



344 SALAZAR / CALLEJAS / MORALES

diciembre) (Tab. 6). El potencial hidrico xilematico ha
sido propuesto como un indicador estdndar para de-
terminar el estado hidrico de las plantas (Ferreyra et
al., 2002), pues como seflalan Choné ez al. (2001) es el
resultado de la transpiracién de la planta, la conducti-
vidad hidrdulica del suelo y la interaccién suelo-raiz,
indicando la capacidad que tiene la planta para con-
ducir agua desde el suelo a la atmésfera. Laker (2004)
afirma, que el estado hidrico de la planta es afecta-
do por condiciones ambientales como luz, tempera-
tura, humedad relativa, velocidad de viento y DPV.
Las plantas expuestas estuvieron sometidas a mayo-
res intensidades de radiacién solar lo que conlleva a
un mayor déficit hidrico que se traduce en menores
potenciales hidricos xilemadticos y segin Anten et al.
(2010), hojas expuestas a mayores intensidades de

viento, como es el caso de las plantas expuestas, pre-
sentan una mayor tasa de liberacién de vapor de agua
impuesto por un mayor DPV en la capa limite. De
esta manera, las condiciones generadas por el sistema
de cobertura, de disminucién de la radiacién inciden-
te y velocidad de viento, se tradujeron en un mayor
potencial xilemético en las plantas protegidas, pero
siempre dentro de rangos aceptables del manejo del
riego para ambos tratamientos (Galvez et al., 2012).

Conductancia estomatica

Con respecto a la conductancia estomatica (Fig. 2 y
3), se presentaron diferencias significativas con ma-
yores resultados en plantas expuestas. Dado que, la

semana previo a la cosecha (8 de diciembre).

Tabla 6. Potencial hidrico xilematico y déficit de presion de vapor para plantas de uva de mesa ‘Thompson Seedless’ bajo el
sistema de proteccion y expuestas, medidos a mediodia solar en la etapa de llenado de bayas (25 de noviembre) y una

Llenado de bayas Previo a cosecha

Potencial xilematico (IMPa) DPV (KPa) Potencial xilematico (IMPa) DPV (KPa)
Plantas bajo malla -0,73+0,03 b 2,7+02a -0,68+0,02 br 24+0,2a
Plantas expuestas -0,78=0,02 a 25+0,1a -0,73+0,04 a 24x0,2a

Promedios con letras distintas, en columnas, indican diferencia significativa segtin la prueba t de Student (P<0,05); = indica desviacion estandar.
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Figura 2. Conductancia estomatica para plantas de uva de
mesa ‘Thompson Seedless’ bajo el sistema de
proteccion y expuestas en el transcurso del dia,
en la etapa de llenado de bayas. Promedios con
letras distintas, en sentido vertical, indican dife-
rencia significativa segin la prueba t de Student
(P<0,05). Noviembre de 2010.

Figura 3. Conductancia estomatica para plantas de uva
de mesa ‘Thompson Seedless’ bajo el sistema
de proteccion y expuestas en el transcurso del
dia, 1 semana previa a cosecha. Promedios con
letras distintas, en sentido vertical, indican dife-
rencia significativa segin la prueba t de Student

(P<0,05). Diciembre de 2010.
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conductancia estomatica representa la velocidad a la
cual se produce el flujo de agua transpirada desde las
hojas hacia la atmésfera a través de los estomas, en
la medida que los estomas se mantengan abiertos la
velocidad serd mayor, por al contrario, si es que existe
déficit hidrico estos tienden a cerrarse provocando una
disminucién dréstica de la conductancia estomatica
(Riveros, 2002). Los resultados obtenidos por Sdenz-
Diez (2009) indican que hojas bajo una condicién de
80% de sombreamiento presentan menores tasas de
conductancia estomdtica que aquellas que se encuen-
tran en una condicién de 54% de sombreamiento y
plantas totalmente expuestas a la radiacién solar. Lo
anterior coincide con este estudio, a pesar que el sis-
tema de cobertura que se utilizé genera solamente
un 14% de sombreamiento, considerando un valor
bajo comparado con la malla utilizada en el estudio
desarrollado por Saénz-Diez (2009) (80 y 54% de
sombreamiento).

Parametros productivos

No se presentaron diferencias significativas en el ren-
dimiento total por planta, peso de los racimos, séli-
dos solubles, didmetro de bayas y fruta de rechazo
(Tab. 7). Por el contrario, se menciona que plantas de
vid mds expuestas al viento presentan menores ren-
dimientos que plantas protegidas (Bird et al., 2007),
debido principalmente a interrupcién de cuajado de
bayas, menores tasas de conductancia estomadtica y
dano mecanico. De igual manera, Carey et al. (2007)
no encontraron diferencias en relacién al rendimiento
por planta, peso de bayas y sélidos solubles de vides
expuestas al efecto del viento comparado con vides

protegidas, indicando que estos pardmetros producti-
vos se afectan dependiendo de la diferencia de inten-
sidad de viento y tiempo de exposicién de las plantas,
lo que queda de manifiesto en este estudio, el cual
duré solamente 18 meses.

Color de bayas

No se detectaron diferencias entre los tratamientos
en ninguna de las clasificaciones de color (Tab. 8).
Greer et al. (2014) afirman que las bayas expuestas
a la radiacién solar pierden su color verde torndn-
dose amarillas antes que las bayas no expuestas. En
este sentido, Suazo (1999) plantea que los racimos
‘Thompson Seedless’ expuestos a condiciones de sol
directo se tornan mds amarillos, pudiendo llegar a co-
lores dorados. Claramente el efecto de la cubierta de
malla no fue suficiente para disminuir el exceso de
luminosidad que recibe el racimo, ni el porcentaje de
fruta color &mbar, probablemente por baja retencién
de luz directa (14%).

CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en que se realizo el es-
tudio, se concluye que la temperatura y humedad
relativa no se alteraron por el uso de un sistema de
cobertura de malla de 80% de porosidad; el sistema de
cobertura reduce la velocidad de viento entre un 35 y
55% y la radiacién incidente en un 14%. Ademas, las
modificaciones generadas por el sistema de cobertura
producen un mayor area foliar, mayor porcentaje de
brotacién, menores tasas de conductancia estomaética

Tabla 7.
cion y expuestas.

Evaluacion de parametros productivos para plantas de uva de mesa ‘Thompson Seedless’ bajo el sistema de protec-

Tratamiento Pesoracimo  Sdlidos solubles Diametro bayas Fruta de rechazo por planta  Rendimiento promedio por
(9) (°Brix) (mm) (kg) planta (kg)
Plantas bajo malla | 610,9+103,2a 19,607 & 18,17+1,01 & 4,00+1,23a 18,165,557 &
Plantas expuestas 622,2+445a 19,3=06a 18,12+0,44 a 4,89+0,92a 18,41+3,95a

Promedios con letras distintas, en la misma columna, indican diferencia significativa segun la prueba t de Student (P<0,05); = indica desviacion estandar.

bajo el sistema de proteccidn y expuestas.

Tabla 8. Clasificacion de los racimos de acuerdo a la norma de exportacion para plantas de uva de mesa ‘Thompson Seedless’

Racimos color verde (%)

Tratamiento

Plantas bajo malla 9a 59a

Racimos color crema (%)

Racimos color ambar (%) Racimos color amarillo (%)
28a 43

Plantas expuestas 6a 58 a

33a Ja

Promedios con letras distintas, en sentido vertical, indican diferencia significativa segdn la prueba t de Student (P<0,05).
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y mayores potenciales xilematicos en las plantas pro-
tegidas en relacién a las plantas expuestas. También,
no se detectaron diferencias en los pardmetros pro-
ductivos y la calidad de la fruta.

Conflicto de intereses: el manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quie-
nes declaran no tener algiin conflicto de interés que
coloquen en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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Efecto parasitico de Trichogramma y del depredador
Chrysoperla sobre huevos de Compsus viridivittatus,
plaga de Vitis vinifera, en laboratorio

Parasitism of 7richogramma and predation of Chrysoperla
on Compsus viridivittatus eggs, a Vitis vinifera pest,
under laboratory conditions
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Individuos del picudo, C. viridivittatus,
confinados en condiciones de laboratorio, UPTC,
Tunja (Colombia).
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RESUMEN

Se evaluaron los potenciales parasiticos de Trichogramma exiguum y Trichogramma pretiosum y del depredador
Chrysoperla carnea sobre huevos del picudo Compsus viridivittatus, plaga presente en cultivos de vid en Boyaca,
Colombia. En ensayos con T. exiguum y T. pretiosum, se emplearon grupos de 240 huevos del picudo expuestos
a densidades de 0, 15, 30 y 45 parasitoides. En el ensayo con C. carnea se empled una larva de segundo instar
del depredador y densidades de presa de 80, 160 y 240 huevos de C. viridivittatus. Los ensayos se establecieron
en condiciones de laboratorio (18+2°C y 60+5% HR) con un disefio experimental completamente al azar. En
los ensayos con T. exiguum y T. pretiosum el mayor porcentaje de parasitismo se obtuvo con una densidad de
45 parasitoides (69,4 y 82,5%, respectivamente). Se establecié que T. pretiosum fue mas efectivo, parasitando
huevos de C. viridivittatus que T. exiguum, originando una emergencia de larvas inferior al 13% y parasitismo
superior al 70%. El ensayo con C. carnea evidencié que el mayor nivel de consumo (85,8%) se obtuvo con una
cantidad de presas de 80 huevos de C. viridivittatus. No se presenté emergencia de los parasitoides tanto en los
huevos expuestos a T. exiguum como T. pretiosum, atribuible a las condiciones ambientales y/o caracteristicas
intrinsecas del huésped C. viridivittatus. Los entomodfagos evaluados originaron porcentajes de mortalidad en
huevos del picudo, superiores al 50%, sugiriendo su posterior evaluacién en campo para establecer un posible
uso en programas de control biolégico de C. viridivittatus en vid en Boyaca.
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ABSTRACT

The parasitic potential of Trichogramma exiguum and Trichogramma pretiosum and the predatory effect of Chrysoperla
carnea were evaluated on Compsus viridivittatus eggs, an insect pest in grape fields in Boyaca, Colombia. The T exi-
guum and T. pretiosum tests used 240 eggs groups exposed to 0, 15, 30 and 45 parasitoids densities. In the C. carnea
test, a second instar larva was placed with prey densities of 80, 160 and 240 C. viridivittatus eggs. A completely
randomized design was used under laboratory conditions (18+2°C and 60+5% RH). In the trials with 1. exiguum
and T. pretiosum, the highest percentages of parasitism were obtained with the 45 parasitoid density (69.4% and
82.5%, respectively). It was established that T. pretiosum was more effective in the parasitism of C. viridivittatus than
T exiguum, resulting in larvae emergence under 13% and parasitism over 70%. The test with C. carnea showed that
the highest consumption percentage (85.8%) was obtained with the 80 C. viridivittatus egg density. There was no
emergence of parasitoids from the eggs parasitized by T. exiguum and T pretiosum, probably because of the environ-
mental conditions and/or C. viridivittatus host intrinsic characteristics. The tested entomophagous species showed
over 50% C. viridivittatus egg mortality, suggesting that they can be used in future field tests in grape vine crops in

order to observe their potential in C. viridivittatus biological control programs in Boyaca.

Additional key words: biological control, parasitism, predation, grape.
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INTRODUCCION

En Colombia el cultivo de uva estd presente en va-
rias regiones y en el departamento de Boyaca se ubica
en zonas de clima frio localizadas en las provincias
del alto Ricaurte, Sugamuxi, Tundama, Valderrama y
Norte, en producciones comerciales exclusivas para la
elaboracién de vinos (Almanza et al., 2012).

En la actualidad, uno de los factores limitantes en la
produccién de uva, es el picudo C. viridivittatus (Co-
leéptera: Curculionidae), insecto de aparicién reciente
en el cultivo de vid en Boyac4, el cual segiin observa-
ciones en campo, causa defoliacién con la consecuen-
te pérdida de vigor de las plantas y reduccién de la
produccién de uva y deterioro de su calidad.

EI potencial reproductivo de este insecto es alto; la
hembra puede colocar posturas compuestas desde 53
a 94 huevos cada una, con més de 3.500 huevos ovipo-
sitados durante su etapa adulta. El ciclo de vida puede
durar entre 134 a 268 d, con 1,36 a 2,72 generacio-
nes por ano, en las cuales el insecto adulto consume
follaje, realizando cortes irregulares en los bordes de

las hojas y las larvas que son rizéfagas, consumen la
corteza de la raiz (Cano et al., 2002).

En evaluaciones realizadas en cultivos de vid se ha de-
terminado la presencia del picudo de los citricos C.
viridivittatus en poblaciones que sobrepasan el umbral
de dano econémico (Rincédn et al,, 2015). Este es un
insecto polifago, que se alimenta de una gran varie-
dad de citricos (lima rangpur, mandarina cleopatra,
naranja valenciana, tangelo mineola, toronja), cipera-
ceas, mataratén, palma areca, mangostino, banano,
guayaba, aguacate, mango, platano, yuca, guacimo,
bejuco trifoliado, frijol, café, algodén, mani, sorgo,
maracuyd, entre otros (Pefialoza y Diaz, 2004).

EI control biolégico busca disminuir la poblacién de
organismos plaga, ya sea de forma temporal o perma-
nente (Van Driesche et al., 2007) empleando diversos
agentes como entoméfagos (parasitoides y depreda-
dores) o entomopatégenos. Hasta ahora, no se repor-
ta la implementacién de enemigos naturales para C.
viridivittatus en vid como estrategia generalizada, sin
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embargo, en algunas zonas productoras de citricos
en Colombia se han documentado parasitoides como
Aprostocerus sp. (Hymenoptera: Eulophidae) y Trigo-
nospila sp. (Diptera: Tachinidae) y se ha evaluado el
parasitoide Fidiobia sp. (Hymenoptera: Platygastri-
dae) en campo, este tltimo, exhibiendo promedios de
parasitismo cercanos al 50% en huevos de Compsus
sp. (Estrada y Soto, 2011). En entomopatégenos, se
observé en laboratorio el efecto de Beauveria bassia-
na 'y Metarhizium anisopliae sobre adultos del picu-
do, encontrdndose algunos aislamientos promisorios
(Marin y Bustillo, 2008; Rincén y Montoya, 2015)
y aislamientos de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisoplia y nematodos Steinernema sp. y Heterorhab-
ditis sp., obtenidos de suelos citricolas, causaron mor-
talidades en adultos de C. viridivittatus entre el 94 y
100% para los hongos y 42 y 65% para los nematodos
(Zuluaga et al., 2015). Se evidencia asi, que el control
biolégico de C. viridivittatus puede ser una alternativa
viable dentro de programas de manejo integrado de
plagas en cultivos de uva.

Los parasitoides del género Trichogramma, tienen
gran importancia, por incluir especies de interés en
el control biolégico de plagas y por su facilidad para
reproducirse masivamente en laboratorio (Navarro,
1990; Oliveira et al. 2000); dentro de las especies mas
importantes para el control de plagas se encuentran
Trichogramma pretiosum Riley y Trichogramma exiguum
(Garcfaet al., 2011) como parasitoides de huevos de le-
pidépteros. En Coledptera son escasos los reportes de
parasitoidismo de huevos por especies de Trichogram-
ma; sin embargo, existen estudios de Ceratogramma
etienney en huevos de Diaprepes abreviatus (coleoptera:
curculionidae) (Amalin et al., 2005), Haeckeliania spe-
rata igualmente en huevos de D. abreviatus (Carrillo
et al., 2008) y Uscana lariophaga en huevos de Calloso-
brucbus maculatus (Fabricius) y Bruchidius atrolineatus
Pic, (Coleoptera: Bruchidae) (Van Huis et al., 1991).
En el caso especifico del género Compsus, Estrada y
Soto (2011) mencionan el parasitismo de Haeckeliana
sp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

En cuanto a otro tipo de entomoéfagos, los hébitos
depredadores son caracteristicos del orden Neurdp-
tera, entre los cuales se destaca Chrysoperla carnea
(Stephens), por ser un buen controlador natural de-
bido a su distribucién geogréfica, su tolerancia a in-
secticidas como abamectinas (Cerna et al, 2012),
alta voracidad, capacidad de busqueda y facilidad de
produccién en laboratorio (Nasreen et al,, 2005). C.
carnea es depredador de una amplia gama de artrépo-
dos de cuerpo blando (4fidos, escamas, thrips, dcaros,
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etc) y estados inmaduros como huevos y larvas (Ya-
dav y Pathak, 2010), sin embargo, no se han reportado
como depredadores de C. viridivittatus, desconocién-
dose el potencial controlador que este grupo pudiera
tener sobre el picudo. Los depredadores de Compsus
sp. reportados en campo incluyen a varias especies del
orden Hymenoptera, familia Formicidae, como Bra-
chymyrme sp., Pheidole sp., Solenopsis sp. y Camponotus
sp. (Estrada y Soto, 2011).

Dada la importancia econémica del cultivo de vid en
algunas zonas de Boyacd, y el impacto nocivo que ac-
tualmente C. viridivittatus esta ocasionando en el mis-
mo, el objetivo de esta investigacién fue determinar
el efecto depredador de C. carnea y el efecto parasitico
de T pretiosum y T. exiguum sobre huevos de C. viridivi-
ttatus en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé a partir de la colecta de
individuos adultos de C. viridivittatus, en un vifiedo
ubicado en el Valle de Sachica (Boyaca) (5°36’3,23” N
y 73°33711,84” W). Este municipio tiene una exten-
sion de 62,4 km?, temperatura promedio de 16,2°C y
una altitud de 2.150 m. El material de vid presente co-
rresponde a la cepa Cabernet Sauvignon, proveniente
en su mayor parte de Francia, y con una extensién
de 6 ha. Los individuos del picudo colectados fueron
trasladados posteriormente al Laboratorio de Control
Biolégico (18+2°C y 60+5% HR) de la Universidad
Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia, en la ciudad
de Tunja en donde se desarrollaron las pruebas biolo-
gicas (Fig. 1A).

La corroboracién taxondémica de la especie C. viridivit-
tatus (Guérin-Méneville) se realizé empleando la clave
desarrollada por O’Brien y Pefia (2012), para adultos
de Compsus Schoenherr (Coleoptera: Curculionidae:
Entiminae) colectados en Colombia. Se identificaron
los caracteres morfolégicos especificos de C. viridivit-
tatus descritos en la clave, como la extensién de una
franja triangular desde el protérax hasta la base de la
cabeza y la extensién de las cuatro franjas longitudi-
nales de coloracién verde con escamas metélicas sobre
los élitros, entre otros.

Los parasitoides T. exiguum y 1. pretiosum fueron su-
ministrados por la empresa Bioagro Cartago SAS
(Cartago, Valle del Cauca, Colombia) y el depredador
Chrysoperla carnea por la empresa Perkins Ltda. (Pal-
mira, Valle del Cauca, Colombia).
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Figura 1. Individuos de C. viridivittatus, confinados en condiciones de laboratorio. A. Macho y hembra; B. Montaje de recipien-

Los huevos de C. viridivittatus se obtuvieron de los
adultos colectados en campo y mantenidos en el la-
boratorio. Para tal fin, se ubicaron machos y hembras
en proporcién 1:5, en recipientes de polietileno trans-
parentes, de aproximadamente 2 kg de capacidad.
Cada recipiente contenia hojas de vid como sustrato
alimenticio y dos tiras dobles de plastico de 4 cm de
ancho y 20 cm de largo, de color blanco, para proveer
un sitio de oviposicién, adaptando la metodologia
propuesta por Estrada y Soto (2011) (Fig. 1B).

Diariamente se revisaron las tiras plasticas y las hojas
de vid, con el objeto de retirar los huevos que serfan
empleados posteriormente en las pruebas de parasi-
tismo y depredacién.

Potencial parasitico de T. pretiosum y T. exiguum
en huevos de C. viridivittatus

En la evaluacién de los parasitoides se emplearon gru-
pos de 240 huevos de C. viridivittatus, presentes en
las tiras de plastico blanco antes mencionadas, evi-
tando su manipulacién, para no afectar su desarrollo
normal. La unidad experimental consistié en enva-
ses de pléstico transparentes, con una capacidad de
32 onzas, con ventilacién, pero cierre hermético, en
donde se ubicaron los huevos. En cada envase se in-
trodujeron posteriormente los individuos del parasi-
toide a evaluar (T. pretiosum o T. exiguum) empleando

la presentacién comercial de los mismos y ajustada
segln lo requerido. Los seis tratamientos evaluados se
describen en la tabla 1A.

Tabla 1. Tratamientos experimentales empleados en labo-
ratorio en las pruebas de parasitismo (A) y depre-

dacion con huevos (B) de C. viridivittatus.

T - Especie de Parasitoides/unidad
ratamiento o :
parasitoide experimental
T I pretiosum 15
1 T2 T pretiosum 30
T3 T pretiosum 45
T T exiguum 15
2 T2 T exiguum 30
T3 T exiguum 45
Testigo - 0
Larvas de .
Ensayo Tratamiento depredador/ Huevo§/ unidad
o experimental
recipiente
3 T2 1 160
T3 1 240
Testigo 0 240
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Transcurridas 72 h se retiraron los parasitoides del re-
cipiente y se continué con el seguimiento al desarro-
llo de los huevos del picudo. Las variables evaluadas
diariamente fueron: ntimero de larvas de C. viridi-
vittatus emergidas, nimero de huevos parasitados y
numero de individuos emergidos de cada especie de
parasitoide evaluado. Las larvas y parasitoides emer-
gidos se separaron diariamente del recipiente después
del conteo.

Los ensayos con cada especie de parasitoides se esta-
blecieron con un disefio experimental completamente
aleatorizado (DCA), con tres repeticiones y un testigo
absoluto sin presencia de parasitoides.

Efecto depredador de Chrysoperla carnea sobre
huevos de C. viridivittatus

En la evaluacién de C. carnea se empled la misma me-
todologia que en el ensayo anterior y el mismo tipo
de unidad experimental. En cada recipiente pléstico se
ubicaron los huevos de C. viridivittatus (Tab. 1B) y se
introdujo posteriormente una larva de segundo instar
del depredador C. carnea, excepto en el testigo.

Las unidades experimentales se observaron diaria-
mente, por un periodo de 15 d, tiempo de duracién
méxima del estado de huevo de C. viridivittatus, antes
de su emergencia. Se tomaron datos como el nimero
de larvas del picudo emergidas y el nimero de huevos
consumidos por C. carnea.

El ensayo se estableci6 con disefio experimental com-
pletamente aleatorizado (DCA), con tres repeticiones

y un testigo absoluto sin depredador. En todos los
ensayos se realizé andlisis de varianza (ANOVA) y
Prueba de Comparacién de Medias de Tukey (95%)
utilizando el programa estadistico SAS V. 8.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial parasitico de Trichogramma pretiosum
en huevos de C. viridivittatus

En la evaluacién del efecto parasitico de T. pretiosum
sobre huevos de C. viridivittatus en condiciones de
laboratorio, el andlisis de varianza indicé diferencias
significativas (P<0,05) entre los tratamientos evalua-
dos respecto del porcentaje de parasitismo.

La prueba de comparacién de medias de Tukey co-
rroboré dichas diferencias, siendo los tratamientos
de 45 y 30 individuos de T. pretiosum los que brinda-
ron mayor control sobre los huevos del picudo, con
porcentajes de parasitismo de 82,5 y 79,3% (Fig. 2A).
Aunque la densidad de 15 individuos presenté el me-
nor control entre los tres tratamientos evaluados, el
porcentaje de parasitismo de 72,7% se considera un
valor importante. En el tratamiento control los hue-
vos se desarrollaron de manera normal, permitiendo
una emergencia casi completa de las larvas de C. viri-
divittatus (92,08%).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados
por Basso et al. (1999), quienes en Uruguay, en plan-
tas de vid, evidenciaron un porcentaje de parasitismo
producido por adultos de T. pretiosum sobre Bonagota

A B
90 | b a 100 a
2 80 b 90
] T 2 0
2 704 g 8
S 2 70
2 % ) 60
€ 50 | g
] s 50
=
4 4
g ¥ )
@ ] 20
g 207 £ 2 b b
0 ‘ 0
Testigo 15 30 45 Testigo 15 30 45
Figura 2. A. Parasitismo y B. Emergencia de larvas en huevos de C. viridivittatus, expuestos a tres densidades de Trichogram-
ma pretiosum en laboratorio. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la prueba de Tukey
(P=<0,05).
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cranaodes (Lepidoptera: Tortricidae) del 82,5%, igual al
que se obtuvo en el presente estudio con 45 parasitoi-
des, pero sobre un coleéptero. Por otro lado, Estrada
y Soto (2011) con Fidiobia sp. (Hymenoptera: Platy-
gastridae) obtuvieron un parasitismo menor (55%) al
de este estudio, sobre huevos de Compsus sp. en cul-
tivos de citricos, cuando se liberaron 500 adultos del
parasitoide. Lo anterior puede indicar que aunque T.
pretiosum se recomienda generalmente para el manejo
de lepidépteros, es potencialmente Gtil para el control
de C. viridivittatus en vid, toda vez que los huevos son
colocados en las hojas.

Respecto al porcentaje de emergencia de larvas de C.
viridivittatus y acorde con los resultados anteriores, se
observaron diferencias significativas entre los trata-
mientos y el testigo (P<0,05), obteniéndose valores
de emergencia de 12,5; 9,0 y 6,8%, para 45, 30 y 15
individuos de T pretiosum, respectivamente, lo cual
indica que cualquiera de las densidades de parasitoi-
des utilizadas, pueden generar una alta mortalidad de
huevos de esta plaga (Fig. 2B, Fig. 5A).

Potencial parasitico de Trichogramma exiguum en
huevos de C. viridivittatus

En la evaluacién del efecto parasitico de T. exiguum
sobre huevos de C. viridivittatus en condiciones de
laboratorio, el anélisis de varianza indicé diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0,05), se
identificaron tres grupos estadisticamente diferentes
(Fig. 3A), siendo el porcentaje de parasitismo, mayor
en el tratamiento de 45 parasitoides, con un 69,4%,

seguido por 30 y 15 parasitoides con 50,9 y 17,9%,
respectivamente.

De acuerdo con lo reportado por Estrada y Soto (2011)
para Fidiobia sp. (Hymenoptera: Platygastridae), que
presenté un parasitismo de 55% sobre huevos de
Compsus sp. en cultivos de citricos con 500 adultos
del parasitoide, se observa que el valor obtenido en el
presente estudio es mayor, en virtud a que empleando
menos individuos (45) de T. exiguum se logré cerca del
70% de parasitismo. Se debe considerar sin embargo,
que las condiciones en el presente trabajo fueron con-
troladas en laboratorio, mientras que en el estudio
con Fidiobia sp. se realizé con arboles confinados en
jaulas en campo.

En T exiguum se han reportado valores de parasitismo
de 80 y 65% sobre huevos de los tortricidos Argyro-
taenia sp. y Gymnandrosoma aurantianum, respectiva-
mente (Basso et al,, 1999), afectando vid en Uruguay;
estos difieren en buena parte con los valores aqui ob-
tenidos, posiblemente por las caracteristicas de espe-
cificidad, adaptabilidad biolégica y fisiolégica de los
parasitoides hacia sus hospederos (Madrigal, 2001).

En cuanto a la variable, emergencia de larvas de C.
viridivittatus, se pudo evidenciar que hubo diferen-
cias significativas entre los tratamientos (P=<0,05)
estableciendo tres grupos distintos con porcentajes
de 74,0; 50,1 y 18,8%, de emergencia para 15, 30 y
45 parasitoides, respectivamente; el tratamiento
de 45 parasitoides generd entonces el mayor porcen-
taje de parasitismo sobre los huevos de C. viridivit-
tatus, afectando la emergencia de larvas del picudo

(Fig. 3B, Fig. 5B).
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Figura 3. A. Parasitismo y B. Emergencia de larvas en huevos de C. viridivittatus, expuestos a tres densidades de Trichogram-
ma exiguum en laboratorio. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey
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Lo anterior indicarfa que se puede lograr un alto por-
centaje de parasitismo de Trichogramma exiguum sobre
huevos de C. viridivittatus, pero empleando densidades
altas o proporciones mayores a 1:5 (huésped: parasi-
toide), lo cual indicarfa que una estrategia inundativa
seria mds aconsejable con este parasitoide.

Las variaciones en el porcentaje de parasitismo pue-
den deberse a varios factores como calidad del hos-
pedero, hébitat, condiciones climaticas, especie de
parasitoide (Zago et al, 2007) y cada especie de Tri-
chogramma spp. presenta caracteristicas distintas en
cuanto a capacidad de dispersién y parasitismo del
hospedero (Pinto et al., 2003).

100
90 | a4
80 |
70 | -
60 |
50 |
40 |
30 |
20 |

o

Ho

Porcentaje de huevos consumidos

C

Testigo 80 160 240

Figura 4. Depredacion de huevos de C. viridivittatus, por lar-
vas de Chrysoperla carnea sometidas a tres den-
sidades de presa. Promedios con letras distintas
indican diferencia significativa segtn la prueba de
Tukey (P<0,05).

En el presente trabajo, la variable emergencia de pa-
rasitoides no se pudo cuantificar, en virtud a que lue-
go de ser parasitados los huevos, trascurrieron varios
dias, observandose cambios en la coloracién, pero en
ningn momento hubo emergencia de parasitoides;
cabe resaltar que los parasitoides con los cuales se
realiz6 la investigacién, son multiplicados comercial-
mente en huevos del lepidéptero Sitotroga cerealella y
ademas las condiciones medio ambientales variaron
desde el sitio de produccién (Palmira, Valle del Cauca)
al sitio del ensayo, lo cual pudo influir en la viabilidad
del parasitoide, evitando que cumpla todo su ciclo de
vida dentro de los huevos de C. viridivittatus.

Asi mismo, diferencias debidas a caracteristicas in-
trinsecas del hospedero como ancho del corion, area
superficial del huevo (Smith, 1994), calidad nutri-
cional del huevo, presencia de volatiles (Pratissoli ez
al.,, 2004) y a la misma cantidad de huevos expuestos
(Polanczyk et al., 2011), pudieron alterar el nivel de
parasitismo y el normal desarrollo de los parasitoides
evaluados.

Efecto depredador de Chrysoperla carnea en
huevos de C. viridivittatus

En la evaluacién del efecto depredador de Chrysoperla
carnea sobre huevos de C. viridivittatus, en laborato-
rio, no se presentaron diferencias significativas entre
las densidades de presa de 160 y 240 huevos, pero si
con respecto a la de 80 huevos (P<0,05). En la prueba
de Tukey se establecié que hay dos grupos estadisti-
camente diferentes, en relacién con el porcentaje de

nes de laboratorio.

Figura 5. Huevos de C. viridivittatus, parasitados por A. T. pretiosum; B. T. exiguum y C. Consumidos por C. carnea, en condicio-
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huevos consumidos; el mayor consumo se observé en
la densidad de presa de 80 huevos con un 85,8%. En
las densidades de 160 y 240 huevos, el porcentaje de
huevos consumidos fue menor, pero siempre se ubicé
por encima del 50% (67,9 y 61,2%, respectivamente)
(Fig. 4), lo cual indicarfa un nivel de consumo poten-
cialmente atil para afectar la poblacién de C. viridivit-
tatus en condiciones de campo.

En la densidad de presa de 80 huevos, como se men-
ciond, C. carnea ejercié una depredacién superior al
80%; estos resultados son similares a los reportados
por Castro et al. (2016) en donde se observé un con-
sumo del 80% de ninfas de T. vaporariorum por C.
externa, con una densidad de presa de 75 individuos.
Se resalta que en ambos estudios las condiciones de
temperatura y humedad relativa fueron similares, en
virtud que se realizé en el mismo laboratorio, aunque
con diferente presa.

Segtn se observa en la figura 4, se evidencié una me-
nor capacidad de consumo de C. carnea a mayor den-
sidad de huevos de C. viridivittatus, caso contrario a
lo reportando por Hassanpour et al. (2015) quienes
obtuvieron un consumo promedio por parte de C.
carnea, de 150 individuos, a pesar de emplear dife-
rentes densidades de presa, aunque con individuos
de Aphis fabae.

Los anteriores resultados demuestran que probable-
mente una densidad de presas de 80 huevos de C. vi-
ridivittatus, es suficiente alimento para el depredador,
como lo sugieren autores como Barbosa ez al. (2008),
quienes mencionan que una vez se consumen la can-
tidad de presas necesarias para su desarrollo, las larvas
de C. externa reducen su nivel de consumo, eviden-
ciando una respuesta de tipo funcional.

Estudios especificos de depredacién de estados in-
maduros de Colebpteros como huevos o larvas por
Chrysoperla spp. no son muy evidentes en la literatu-
ra cientifica, aunque se mencionan algunos usos en
control de Crysomelidos como Leptinotarsa decemli-
neata en cultivos de berenjenas. Estas aplicaciones se
basan en las caracteristicas principales de este grupo
de depredadores como su amplio rango de presas,
considerandolas de habitos polifagos, especialmente
las larvas de uso comercial y su eficiencia en la depre-
dacién, toda vez que las larvas consumen una gran
cantidad de alimento para completar su desarrollo
(Pappaset al., 2011).

No obstante, las observaciones realizadas, se debe
complementar los estudios de consumo de huevos de

C. viridivirtatus por C. carnea, para concluir al respecto,
toda vez que el drea experimental que se implemen-
te, especialmente si es a pequefa escala, puede afec-
tar el nivel de consumo, en virtud que el depredador
encuentra a su presa con mayor rapidez (Montserrat
et al. 2000), como se observé en el presente estudio
(Fig. 5C). Por lo anterior, serfa conveniente desarrollar
estos estudios sobre plantas en confinamiento para
establecer la capacidad de busqueda de los huevos de
C. viridivittatus por C. externa en condiciones menos
controladas.

CONCLUSIONES

El porcentaje de parasitismo sobre huevos de Compsus
viridivittatus, con densidades desde 15 individuos de
Trichogramma pretiosum fue superior al 70%; mientras
tanto, en el caso de Trichogramma exiguum, densidades
inferiores a 45 individuos no representaron un efecto
negativo significativo sobre la emergencia de las lar-
vas de C. viridivittatus.

Chrysoperla carnea ejercié una accién depredadora su-
perior al 80% sobre huevos de C. viridivittatus, cuando
existe una proporcién 1: 80 (depredador: presa).

Trichogramma pretiosum 'y Chrysoperla carnea pueden
ser consideradas herramientas potenciales de control
biolégico de C. viridivittatus, en el cultivo de vid en
Boyac4, aunque se requieren pruebas de campo para
su validacién.
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insecticides in Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
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Evaluacion de la eficacia de insecticidas neonicotinoides y
piretroides sobre poblaciones de Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) en Colombia

AUGUSTO RAMIREZ-GODOY"

GINA PUENTES-PEREZ!
HERMANN RESTREPO-DIAZ' 2

Diaphorina citri in ‘Tahiti’ lime.
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ABSTRACT

The Asian citrus psyllid Diaphorina citri is the insect vector of the disease known as huanglongbing (HLB),
which is the most devastating disease of citrus crops in the world. The Asian citrus psyllid was officially re-
ported in Colombia in 2007, and a national phytosanitary emergency was declared because of the presence of
HLB in 2015. Two different experiments were carried out in two locations (Apulo and Jerusalén, Department
of Cundinamarca) in Colombia to evaluate the effectiveness of neonicotinoid (clothianidin, imidacloprid and
thiamethoxan) and pyrethroid applications (bifenthrin, deltamethrin and lambda cyhalothrin) on the control
of D. citri populations (adults, nymphs and eggs) in ‘Tahiti’ lime trees established under tropical dry forest
conditions. In the first experiment, trees were foliarly treated as follows: (1) untreated trees; (2) trees treated
with 100 g ha! of imidacloprid; (3) trees treated with 60 g ha™! of bifenthrin; (4) trees treated with 12.5 g ha'!
of deltamethrin and (5) trees treated with a co-formulation of 70 g ha' of a neonicotinoid (thiametoxan)
and 53 g ha' of a pyrethroid (lambda cyhalothrin). In the second experiment, trees were treated with 100 g
ha of clothianidin. Foliar insecticide applications were carried out at 0 and 4 weeks after the initiation of
treatments (WAT). In the first trial, the control presented a mean number of individuals per flush of =1.14,
whereas the trees treated with neoinicotinoids and pyrethroids showed 50% fewer individuals (0.53-0.61).
For the population of immatures, the number of nymphs was 2.25 nymphs per flush in the control, as com-
pared to 0.82-1.22 individuals observed in the treatments with insecticides. The mean number of eggs was
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also between 80-100% higher in the control trees (2.37 individuals), as compared to the treated trees (1.14-1.78).
In the second trial, the use of clothianidin showed a higher control of eggs. The results suggest that the rotation
of neonicotinoids with pyrethroids can be a tool to reduce populations and delay resistance processes in D. citri in
citrus trees established under tropical dry forest conditions in Colombia.

Additional key words: Asian Citrus Psyllid, greening, insecticide
resistance, insecticide rotation, percentage of efficacy.

RESUMEN

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri es el insecto vector de la enfermedad conocida como huanglonbing
(HLB), la cual es la enfermedad més devastadora de estos cultivos en el mundo. El psilido asidtico de los citricos
fue reportado oficialmente en Colombia en 2007 y se declaré la emergencia nacional fitosanitaria por HLB en 2015.
Con el objetivo de estudiar estrategias de manejo del insecto vector, se llevaron a cabo dos experimentos diferentes
en dos localidades (Apulo y Jerusalén, Departamento de Cundinamarca) en Colombia, en los que la efectividad de
aplicaciones de neonicotinoides (clothianidin, imidacloprid y thiametoxan) y piretroides (bifentrina, deltametrina y
lambdacialotrina) fue evaluada sobre poblaciones de D. citri (adultos, ninfas y huevos) en drboles de lima ‘Tahiti’ es-
tablecidos en condiciones de bosque seco tropical. En el primer experimento, los arboles fueron tratados foliarmente
de la siguiente manera: (1) drboles sin tratar; (2) arboles tratados con imidacloprid a una dosis 100 g ha'i.a; (3) drbo-
les tratados con bifentrina a una dosis de 60 g ha''i.a; (4) drboles tratados con deltametrina a 12,5 gha'i.ay (5) una
coformulacién de thiametoxan y lambda-cyalothrina a una dosis de 70 g ha'i.a. El segundo experimento consisti6
en arboles tratados con clothianidin a 100 g ha'i.a. Las aplicaciones foliares de los insecticidas fueron desarrolladas
a las 0 y 4 semanas de iniciados los tratamientos (SIT). En el primer ensayo, el control presenté =1,14 individuos
promedio por brote, mientras los arboles tratados con neoinicotinoides y piretroides mostraron un 50% menos de
individuos (0,53-0,61). Con respecto a la poblacién de inmaduros, el nimero de ninfas promedio fue 2,25 ninfas por
brote en el control comparado a los 0,82-1,22 individuos observados en los tratamientos con insecticidas. El namero
de huevos promedio también fue entre un 80-100% mayor en drboles control (2,37 individuos) en comparacién a
arboles tratados (1,14-1,78). Con respecto al segundo ensayo, el uso de clothianidin presenté un mayor control de
huevos. Los resultados obtenidos permiten sugerir que la rotacién de neonicotinoides con piretroides puede ser una
herramienta para reducir las poblaciones del psilido asidtico de los citricos y retrasar procesos de resistencia del vec-
tor en cultivos de citricos establecidos en condiciones de bosque seco tropical en Colombia.

Palabras clave adicionales: psilido asiético de los citricos, greening, resistencia
a insecticidas, rotacion de insectidas, porcentaje de eficacia.

Fecha de recepcién: 14-03-2018 Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCTION

The Asian Citrus Psyllid (ACP) Diaphorina citri Kuwa-
yama (Hemiptera: Liviidae) is the vector of the bac-
terium Candidatus Liberibacter asiaticus, which is
the cause of the huanglongbing disease (HLB) (also
known as citrus greening) (Cocco and Hoy, 2008).
ACP is mainly associated with species of the Ruta-
ceae family (especially limes and lemons) and feeds

directly on the phloem content of young flushes (Boi-
na and Bloomquist, 2015).

ACP was officially reported in Colombia in 2007
(Santivanez et al., 2013). However, the Colombian
Agricultural Institute (ICA) declared a phytosanitary
emergency because of the presence of D. citri adults
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infected with the bacterium, which caused the HLB
disease in 2015 (ICA, 2015; 2017). Consequently, ci-
trus producers require the development of strategies
for the management of the vector. In Colombia, pyre-
throid and neonicotinoid insecticides may play an
important role in Integrated Pest Management (IPM)
programs (Sétamou et al., 2010). However, in the ma-
nagement of ACP there are no records of its use.

Several active ingredients have been evaluated to con-
trol ACP adults and immatures (Tiwari et al., 2011).
Systemic insecticides from the group of neonicoti-
noids, such as clothianidin, imidacloprid and thiame-
thoxane, have been widely used in crop protection,
showing positive results in the control of ACP popu-
lations (Elbert et al., 2008; Sétamou et al., 2010; Qu-
reshier al., 2014). Imidacloprid is one of the molecules
widely used in management programs (Ruiz-Galvan
etal.,2015). Boita et al. (2015) stated that foliar appli-
cations of neonicotinoids provide the longest lasting
protection (8-9 weeks), with imidacloprid having the
highest adult control (50-90%). Hernandez-Fuentes
et al. (2012) showed that foliar applications of imida-
cloprid exerted more than 85% control of ACP nym-
phs for 27 d after application. On the other hand,
thiamethoxan and clothianidin are second-genera-
tion neonicotinoids that are widely used in IPM pro-
grams (Maienfisch et al., 2001). Qureshi et al. (2009)
observed that thiamethoxan applications were more
effective than imidacloprid in controlling ACP popu-
lations in sweet orange (Citrus sinensis). ACP has also
shown susceptibility to the use of clothianidin. It has
been reported that the LCs, , through ingestion of clo-
thianidin and Imidacloprid, is 0.09 parts per million
(ppm) and 0.11 ppm for thiamethoxan (Langdon and
Rogers, 2017).

Insecticides of the pyrethroid group are currently
the main kind of neurotoxic insecticide and are wi-
dely used in crop protection (Davies et al., 2007).
Applications of several groups of pyrethroids, such
as fenpropathrin (Stansly et al., 2015), cypermethrin
(Boina and Bloomquist, 2015), lambda cyhalothrin
(Yamamoto ez al., 2009) and bifenthrin (Pardo er al.,
2017), have been reported in ACP population control
programs in several citrus species. In Colombia, there
is great ecological diversity, which creates the need to
design integrated management programs according
to these varied conditions. To do so, it is necessary
to study the control exerted by insecticides on D. ci-
tri populations in the different areas where this pest
can develop (the insect can establish itself in both dry
tropical forest areas and premontane wet and dry fo-
rests) (Ebratt-Ravelo er al., 2011). Chemical control
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has been a strategy that has shown positive results
in the reduction of insect populations, and knowled-
ge on the effectiveness of different active ingredients
allows for rotation with the purpose of decreasing
resistance within ACP populations (Sétamou et al.,
2010; Boina and Bloomquist, 2015; Ruiz-Galvan et
al., 2015). The objective of the present study was
to evaluate the effectiveness of foliar applications
of neonicotinoids (clothianidin, imidacloprid and
thiametoxan) and pyrethroids (bifenthrin and delta-
methrin) on the control of ACP populations in “Ta-
hiti’ lime orchards established in tropical dry forest
conditions.

MATERIAL AND METHODS

Neonicotinoid and pyrethroid evaluation

Two trials were carried out separately between No-
vember 2015 and January 2016 on farms under drip
irrigation conditions located in the municipalities
of Apulo (4°30°44.73” N and 74°34’57.58” W, altitu-
de: 420 m a.s.l.) and Jerusalén (4°33’33.91” N and
74°41’39.09” W, altitude: 316 m a.s.l.) in the Depart-
ment of Cundinamarca in Colombia. The climatic
conditions during the two trials are presented in figu-
re 1. The studies were conducted on 8 and 6 years-old
‘Tahiti lime’ trees (Citrus latifolia Tanaka), grafted on
‘Citrumelo CPB 4475 (Poncirus trifoliata X Citrus Fa-
radisi) in Apulo and Jerusalén, respectively.

The evaluated treatments were: (1) control (trees
without foliar application of any pesticide); (2) trees
treated with 100 g ha™ of a neonicotinoid insectici-
de, imidacloprid (Confidor® 350 SC; Bayer); (3) trees
sprayed with 60 g ha' of a pyrethroid insecticide,
bifenthrin (Brigada® 100 EC; EMC); (4) a treatment
with 12.5 g ha' of a pyrethroid insecticide, deltame-
thrin (Dinastia® 100 EC; Bayer) and (5) a commercial
insecticide co-formulation of 70 g ha™ of a neonico-
tinoid (thiametoxan) and 53 g ha'of a pyrethroid
(lambda cyhalothrin) (Engeo®; Syngenta).

Clothianidin evaluation

Two experiments were also carried out between
January and March 2016 on the “Tortugas” and
“Parcela 3” farms located in the municipality of Je-
rusalén (4°33’33.91” N and 74°41739.09” W, altitude:
316 m a.s.l.) in the Department of Cundinamarca in
Colombia. The climatic conditions during the trials
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Figure 1. Rainfall records, and maximum, minimum and average temperatures for neonicotinoid and pyrethroid evaluation
trials in Jerusalen (A and C) and Apulo (B and D). Data were obtained from two nearby weather stations [Jerusalen
(4°56'18°.06" N and 74°70'23.99", altitude: 297 m a.s.l.) and Las Mercedes (4°58'18.89" N and 74°52'66.11" W, altitu-
de: 810 m a.s.l.) stations] of the Institute of Hydrology, Meteorology and Environmental Studies of Colombia (IDEAM).

are summarized in figure 2. “Tahiti’ lime trees (Citrus
latifolia Tanaka) were used, grafted on the ‘Citrume-
lo 4475’ pattern Poncirus trifoliata X Citrus paradisi,
under drip irrigation conditions and aged 6 and 4
years, respectively. The treatments consisted of (1)
control (trees without applications) and (2) trees fo-
liarly treated with 100 g ha of clothianidin.

In general, all trees were spaced 8x5 m in all or-
chards. Also, the foliar applications of the insectici-
des were carried out (2 L/tree) at 0 and 4 weeks after
the treatments started (WAT) with a pesticide spra-
yer backpack (Classic model, Royal Condor, Bogota,
Colombia), wetting the upper and lower surfaces of
the leaves. Finally, all the experiments lasted 9 weeks.

Determined variables

The methodology described by Sétamou et al. (2008)
was used to estimate the population variability of
D. citri. The levels of D. citri adult, egg and nymph
infestation were estimated with a random review of
five young flushes per tree at the four cardinal points
(north, south, east and west) on the field. Also, eggs
and nymphs were counted and recorded per flush in
situ using a 15X hand held lens. In general, samples
were collected between 0 and 8 WAT at intervals of 7
d per sampling in all trials.

The procedure described by Henderson and Til-
ton (1955) was used to evaluate the efficacy of the
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Figure 2. Rainfall records (A), and maximum, minimum and average temperatures (B) for the clothianidin evaluation located
in the municipality of Jerusalen. Data were obtained from a nearby weather station [Jerusalen (4°56°18°.06” N and
74°70°23.99" W, altitude: 297 m a.s.l.) station] of the Institute of Hydrology, Meteorology and Environmental Studies

treatments on the development of D. citri populations
in the neonicotinoid and pyrethroid evaluation expe-
riment. Overall, the efficacy percentage in each treat-
ment was determined with the following formula:

(Ta x Cb) .
(Th x Ca) W

% Efficacy = 100 x <1 -
Where, T is the treated population, C is the control
population, a is the population after the treatment,
and b is the population before the treatment.

Statistical design

A statistical design in series of experiments, with
analysis in different localities, was used in the pre-
sent study for both experiments (Gémez and Gé-
mez, 1984). On each farm, the treatments were
randomly arranged in four blocks. The experiment
unit consisted of three trees surrounded by guard
trees. To analyze the D. citri population, a logarith-
mic transformation of the data was used because
they did not show a normal distribution. Data ex-
pressed as percentages were transformed using the
arcsine formula. The Tukey’s test of mean compa-
rison was used when significant differences were
observed in the analysis of variance. The data were
analyzed using the statistical program Statistix, v. 9
(Tallahasse, FL, USA).
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RESULTS

Neonicotinoid and pyrethroid evaluation

Significant differences (P<0.01) in the population
dynamics of D. citri adults were obtained with foliar
neonicotinoid and pyrethroid applications, as compa-
red to the control treatment between 1 and 7 WAT
(Tab. 1). In general, the use of active ingredients of
these two groups of insecticides reduced the adult po-
pulation per flush by 50-60%. The control trees had
=~1.14 mean individuals per flush, whereas the trees
treated with neoinicotinoids and pyrethroids showed
a mean number of individuals of between 0.53 and
0.61 throughout the trial (Tab. 4).

The dynamics of the D. citri nymphs were signifi-
cantly higher in the control trees at 4, 6 and 7 WAT]
as compared to the trees foliarly treated with insec-
ticides of both groups (Tab. 2). A mean number of
2.25 nymphs per flush was observed in the control,
compared to 0.82-1.22 individuals obtained in the in-
secticide treatments when the data were analyzed as
mean D. citri nymphs per flush (Tab. 4). On the other
hand, differences between the treatments were not
obtained for the population dynamics of the D. citri
eggs throughout the trial (Tab. 3). However, when
analyzing the effect of the treatments performed as a
mean number of eggs per flush, it was observed that
the number of eggs was between 80 and 100% higher
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Table 1. Population dynamics of adults of ACP (individuals per flush) under different foliar applications of active ingredients in
‘Tahiti’ lime trees. Applications of treatments were done at 0 and 4 weeks after starting the treatments.

Weeks after treatments (WAT)

Treatment 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Control 1.05 1.09a 0.85a 1.05a 1.20a 1.084a 1.32a 1.22a 1.45
Imidacloprid 0.99 030b | 024b | 0.70ab | 0.20b | 045b | 067b | 033b 0.82
Bifenthrin 1.13 0.46b | 0.43ab | 0.68ab | 042b | 047ab | 0.52b | 0.57ab 0.75
Thiamethoxan + Lambda cyhalothrin 1.01 0.51ab | 0.43ab | 0.66ab | 030b | 0.42b | 033b | 051b 1.32
Deltamethrin 0.84 0.42b | 050ab | 0.38b | 030b | 047ab | 050b | 0.52ab 1.10
Statistical analysis
Treatment (T) NS ** * * e * o ** NS
Locality (L) NS NS NS * * NS NS NS NS
TxL NS NS NS ** NS NS NS NS NS

Means with different letters indicate significant differences according to the Tukey test (P<0.05).
NS, *; ** and ***: not significant and significant at <0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

Table 2. Population dynamics of nymphs of Diaphorina citri (individuals per flush) under different foliar applications of active

ingredients in ‘Tahiti’ lime trees. Applications of treatments were done at 0 and 4 weeks after starting the treatments.

Treatment Weeks after treatments (WAT)
0~ 1 2 3 4 5 6 7 8
Control 1.53 2.28 1.64 2.58 1.68a 2.05 2.88a 2.28a 3.39
Imidacloprid 1.61 0.56 0.62 1.70 0.29b 0.62 039b | 057b 1.01
Bifenthrin 1.86 0.81 0.90 1.38 0.65 ab 0.65 084b | 0.66b 1.62
Thiamethoxan + Lambda cyhalothrin 1.55 0.96 1.23 1.53 081 ab 0.93 1.22ab | 1.64ab 1.14
Deltamethrin 1.47 0.95 1.40 1.74 051b 0.76 0.77b | 0.80b 1.97
Statistical analysis

Treatment (T) NS NS NS NS * NS o * NS
Locality (L) NS NS NS NS NS NS NS NS NS
TxL NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Means with different letters indicate significant differences according to the Tukey test (P<0.05).
NS, * and **: not significant and significant at P<0.05 and 0.01, respectively.

Table 3. Population dynamics of eggs of ACP (individuals per flush) under different foliar applications of active ingredients in
‘Tahiti’ lime trees. Applications of treatments were performed at 0 and 4 weeks after starting the treatments.
Treatment Weeks after treatments (WAT)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Control 1.91 1.55 1.96 2.48 2.65 2.25 212 2.33 410
Imidacloprid 1.79 0.84 1.06 1.52 0.72 1.21 0.86 0.68 1.58
Bifenthrin 1.34 0.97 1.05 2.08 0.73 0.84 1.22 1.21 1.64
Thiamethoxan + Lambda cyhalothrin 2.53 1.28 1.73 1.96 0.90 1.67 1.99 1.39 2.53
Deltamethrin 2.38 0.88 0.98 2.74 1.28 1.96 1.68 1.31 242

Statistical analysis

Treatment (T) NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Locality (L) NS NS NS NS NS NS NS NS NS
TxL NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS: not significant at P<0.05.

Vol. 12 - No. 2 - 2018



364 RAMIREZ-GODOY / PUENTES-PEREZ / RESTREPO-DIAZ

in flushes of the control trees (2.37 mean individuals
per flush) than in the treated trees (1.14-1.78 mean
individuals per flush) (Tab. 4).

Table 4. Individuals mean of ACP per flush under different
foliar applications of active ingredients in ‘Tahiti’
lime trees.

Developmental stages
Adults Nymphs Eggs
Treatments

Control 1.14 a 2.25a 237a

Imidacloprid 0.53b 0.82b 1.14b

Bifenthrin 0.60b 1.04b 1.23b

Thiamethoxan +

Lambda Cyhalothrin 0.61b 1.22b 1.78 ab

Deltamethrin 0.56b 1.15b 1.74 ab

Locality
Apulo 0.77a 1.27 1.96a
Jerusalén 0.61b 1.33 1.34b
Statistical analysis

Treatment (T) *xxy o Hax

Locality (L) *x NS **

TxL NS NS NS

Means with different letters represent statistically significant differences ac-
cording to the Tukey test (P<0.05).

NS, ** and ***: not significant and significant at £<0.01 and 0.001,
respectively.

Figure 3 shows the differences between the patterns
of accumulated adults, nymphs and eggs as a result
of the treatments performed throughout the trial. For
the accumulation of adults, a lower presence of total
individuals (=50%) was obtained in the trees with
insecticide applications from 1 to 8 WAT (Fig. 3A).
On the other hand, the nymph distribution was also
conditioned by the use of neonicotinoids and pyre-
throids, observing higher accumulations in the con-
trol trees from the 4 WAT (Fig. 3B). Finally, the use of
insecticides had a more noticeable effect on the accu-
mulation of eggs in flushes of the “Tahiti’ lime trees,
where imidacloprid and bifenthrin caused a reduction
of 75% on D. citri oviposition (Fig. 3C).

Differences were not obtained for the efficacy of the
imidacloprid, thiamethoxan, bifenthrin and deltame-
thrin on adult, nymph and egg populations of D. citri.
In general, the foliar application of both neonicoti-
noids and pyrethroids showed an efficacy of around
60% in the different stages of development of the in-
sect (Fig. 4 A, B and C).
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Figure 3. Accumulated ACP individuals for adults (A), nym-
phs (B) and eggs (C) in C. latifolia trees as a re-
sult of foliar treatments of insecticides (control
and chemical insecticides) in two localities. NS
Not significant; ***, **, * significant difference
at P<0.001, 0.01 or 0.05 according to the Tukey
test. The arrows indicate the timing of the foliar
applications.
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Figure 4. Efficacy percentage of the foliar treatments (neo-
nicotinoids and pyrethroids) on adults (A), nymphs
(B6) and eggs (C) of ACP in Citrus latifolia trees. S

Not significant.

Clothianidin evaluation

Table 5 shows the effect of the use of clothianidin on
the population dynamics of D. c¢itri adults, nymphs

and eggs during a period of 8 weeks. Differences
were only observed for the adult number per flush
at 7 WAT, where the trees treated with clothianidin
showed 1.37 individuals per flush, as compared to
3.12 individuals recorded in the control tree flushes.
However, the applications of this insecticide had a
greater impact on nymph and egg populations, ob-
serving that the number of individuals was generally
higher in the untreated trees throughout the trial. Si-
milar trends were obtained when the population dy-
namics were represented as accumulated individuals
where differences between nymphs and eggs were
also observed as a result of the treatments (Fig. 5).

[ Control @ Clothianidin
100 4 *xok

80 1
60 A ]
40
20

NS
oL [ lom

Adults

i

Nymphs
Development stages

Cumulative individuals per flush shoot (number)

Eggs

Figure 5. Accumulated individuals of Diaphorina citri
(adults, nymphs and eggs) in C. /atifolia trees as a
result of the foliar treatments of insecticides (con-
trol vs. clothianidin) on two farms. S Not signifi-
cant; *** and * significant difference at P<0.001
and 0.05 according to the Tukey test.

DISCUSSION

With the report of the presence of the ACP in Co-
lombia in 2007 and the declaration of the national
phytosanitary emergency as a result of the presence
of huanglongbing in 2017 (Santivafez et al., 2013;
ICA, 2017), the use of insecticides plays an important
role in ACP management and the reduction of the
spread and severity of HLB (Qureshi et al., 2014). Fo-
liar applications of neonicotinoids (clothianidin, imi-
dacloprid and thiametoxan) have been documented
as a tool within IPM programs for the control of ACP
populations because they have higher protection (8-9
weeks) (Boina and Bloomquist, 2015). Also, the effect
of insecticides belonging to the group of pyrethroids
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Table 5. Population dynamics of adults, nymphs and eggs of ACP (individuals per flush) in ‘Tahiti’ lime trees treated with insec-
ticide (Clothianidin) and control. Applications of treatments were done at 0 and 4 weeks after starting the treatment.
Weeks after treatments (WAT)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Adults
Control 1.00 1.00 0.75 0.87 1.50 1.37 1.25 3.12 0.75
Clothianidin 1.25 0.38 0.38 0.75 0.50 0.62 0.87 1.37 0.37
Statistical analysis
Treatment (T) NSz NS NS NS NS NS NS ** NS
Farm (F) * * * NS ** NS ** NS NS
TxF NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Nymphs
Control 4.37 6.50 9.25 6.87 7.62 6.00 7.62 13.50 29.15
Clothianidin 4.87 2.25 2.37 1.75 1.62 2.62 2.87 437 15.12
Statistical analysis
Treatment (T) NS * * *x NS * * *
Farm (F) NS * ** NS NS NS NS NS
TxF NS NS * NS NS NS NS NS
Eggs
Control 10.12 8.37 6.75 10.25 10.87 11.12 13.37 22.00 29.87
Clothianidin 8.87 1.75 2.75 1.75 237 5.12 4.62 8.37 11.75
Statistical analysis
Treatment (T) NS *xx * *xx * *x *x *
Farm (F) ** * NS ** NS ** NS **
TxF * ** NS NS NS NS NS NS

NS, *; ** and ***: not significant and significant at £<0.05; 0.01 and 0.01, respectively.

(bifenthrin and deltamethrin) has also been evalua-
ted for consideration in management programs of
this insect in citrus crops in recent years (Yamamoto
et al., 2009; Chen and Stelinski, 2017a). Consequent-
ly, field studies that evaluate a wide range of products
with different action mechanisms that allow product
rotations with the purpose of reducing populations
and delaying resistance processes are necessary for
growers (Qureshi et al., 2014; Chen and Stelinski,
2017b).

The application of imidacloprid showed a higher
control effect on the population of accumulated eggs
and nymphs, as compared to the other treatments in
the present study (Fig. 1 and 3). The above could be
due to the fact that imidacloprid can remain active
in leaf tissue for 6 to 8 weeks (Castle er al., 2005).
Studies carried out by Gatineau et a/. (2010) also ob-
served that the use of imidacloprid mainly affected
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the development of immature states. Qureshi et al.
(2014) observed a reduction of 76-100% in the popu-
lation of nymphs when Citrus sinensis (L.) trees were
treated with neonicotinoids (imidacloprid). Boina et
al. (2009) reported that ACP populations can be ex-
posed to sub-lethal concentrations of systemic insec-
ticides such as imidacloprid because the residuality of
this molecule in citrus trees over time, which may
affect the biology of the insect. The same authors
also stated that sub-lethal concentrations of imida-
cloprid affected the longevity, fertility and fecundity
of APC adults, as well as the time of development
and survival of nymphs.

Pyrethroids are neurotoxic insecticides widely used
in crop protection (Davies et al., 2007). In the pre-
sent study, the use of bifenthrin and deltamethrin
showed efficacy percentages around 60% in the con-
trol of D. citri adults and nympbhs. Pardo et al. (2017)
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also observed susceptibility in ACP adult and nymph
populations as a result of the use of bifenthrin and
argued that this susceptibility may be due to the fact
that this compound has been little used in the stu-
died region. The above information can also help to
understand the low resistance that D. citri presented
in the area of the present study since a reduction of
the susceptibility of the insect under a high use of
this molecule has been reported in other locations in
the Americas (Chen and Stelinski, 2017a).

Clothianidin had a mainly ovicidal effect over time
(Tab. 5). Hoffmann er al. (2008) also reported that
foliar applications of this molecule had an ovicidal
effect on Conotrachelus nenuphar. The ovicidal activity
may be related to the octanol-water partition coeffi-
cient (K,,) of this compound since the lipid layers of
the insect chorion provide a general barrier for hy-
drophilic compounds (low K,,) (Smith and Salkeld,
1966). Clothiadinin has a positive distribution coe-
fficient and, therefore, is able to move through the
chorion better (Hoffmann ez al., 2008).

In summary, the present study showed that foliar
applications of pyrethroids (bifenthrin) and neoni-
cotinoids (imidacloprid) had a percentage of efficacy
higher than or equal to 60% over the control of ACP
adults and nymphs. On the other hand, the use of
clothianidin showed a higher control of eggs. The re-
sults suggest that the rotation of these active ingre-
dients could be a tool to reduce populations and delay
resistance processes to reduce the spread of HLB in
‘Tahiti’ lime orchards established under tropical dry
forest conditions.
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Comportamiento poscosecha de frutos de mandarina
(Citrus reticulata Blanco) var. Arrayana: efecto de
diferentes tratamientos térmicos

Postharvest behavior of mandarin fruits (Citrus reticulata
Blanco) var. Arrayana: effect of different thermal treatments
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Frutos de mandarina ‘Arrayana’.

Foto: H.E. Balaguera-Ldpez

RESUMEN

La mandarina (Citrus reticulata Blanco) ‘Arrayana’ es una de las variedades mdas importantes en el pafs, sin em-
bargo, las pérdidas en poscosecha son altas por la alta perecibilidad del fruto. Por tanto, el objetivo de este es-
tudio fue evaluar el efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre el comportamiento poscosecha de frutos
de mandarina var. Arrayana almacenados a 2°C durante 40 dias. Se utilizé un disefio completamente al azar,
donde se evaluaron los siguientes tratamientos térmicos: (T1) frutos testigo, (T2) frutos tratados con agua ca-
liente a 50°C durante 5 minutos, (T3) frutos tratados con agua caliente a 53°C durante 3 minutos, (T4) frutos
sometidos a calentamiento intermitente con ciclos de 8 dias a 2°C + 1 dfa a 18°C y (T5) frutos sometidos a
calentamiento intermitente con ciclos de 12 dias a 2°C + 1 dfa a 18°C. Durante el almacenamiento no se pre-
sentaron sintomas de dafos por frio visibles. Al final de almacenamiento, no hubo diferencias estadisticas en
los aztcares sacarosa, fructosa y glucosa, la acidez total titulable, los dcidos citrico, mélico y ascérbico ni los
sélidos solubles totales. El calentamiento intermitente se caracterizé por aumentar las pérdidas de peso de los
frutos y la tasa respiratoria, pero generé mejor coloracién de los frutos porque indujo mayor cambio de color
de la epidermis al presentar mayor acumulacién de carotenoides totales y una baja concentracién de clorofilas.

Palabras clave adicionales: citricos, calentamiento intermitente, tratamiento con
agua caliente, dafos por frio, fruto no climatérico, maduracion.
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ABSTRACT

Mandarin (Citrus reticulata Blanco) ‘Arrayana’ is one of the most important varieties in the country; however, pos-
tharvest losses are high as a result of the high perishability of the fruit. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the effect of different thermal treatments on the postharvest behavior of mandarin fruits var. Arrayana
stored at 2°C for 40 days. A completely randomized design was used, where the following thermal treatments were
evaluated: (T1) control fruits, (T2) fruits treated with hot water at 50°C for 5 minutes, (T3) fruits treated with hot
water at 53°C for 3 minutes, (T4) fruits subjected to intermittent warming with cycles of 8 days at 2°C + 1 day
at 18°C and (T95) fruits subjected to intermittent warming with cycles of 12 days at 2°C + 1 day at 18°C. During
storage there were no visible symptoms of chilling injury. At the end of storage, there were no statistical differences
in sucrose, fructose and glucose, titratable acidity, citric, malic and ascorbic acids or total soluble solids. The inter-
mittent warming was characterized by increasing fruit weight loss and respiratory rate, but it generated better fruit
coloration because it induced a greater color change of the epidermis when there was a greater accumulation of total

carotenoids and a low concentration of chlorophylls.

Additional key words: citrics, intermittent warming, hot water treatment, chilling injury, non-climacteric fruit, ripening.

Fecha de recepcion: 03-02-2018 Aprobado para publicacién: 30-05-2018

INTRODUCCION

La mandarina ‘Arrayana’ es la variedad que maés se
cultiva en Colombia (Ordtz-Rodriguez et al., 2012;
Chaparro-Zambrano et al., 2017). Es una variedad
adaptada a trépico bajo, su fruto es reconocido por
sus atributos gustativos, su apariencia externa y co-
mercial (Ordtaz-Rodriguez et al., 2012). En Colombia,
los citricos, incluyendo la mandarina presentan altas
pérdidas en poscosecha que estdn entre un 12% a
25%, lo cual se debe, entre otros factores, al deficiente
manejo poscosecha que existe en el pafs, por tanto,
para reducir las pérdidas de frutos es importante com-
prender los factores de tipo biolégico y ambiental im-
plicados en la degradacién del fruto, asi como conocer
y utilizar la tecnologia poscosecha més adecuada para
retrasar la senescencia del producto y mantener la ca-
lidad por més tiempo (Carvalho ez al., 2012).

La conservacién en la que se emplea baja temperatura
es la tecnologia mds utilizada y eficaz para disminuir
el deterioro poscosecha de productos hortofruticolas,
ya que reduce las pérdidas comerciales durante el al-
macenamiento (Lado er al., 2015). Sin embargo, los
citricos presentan susceptibilidad a las bajas tempe-
raturas causando alteraciones o manchas en la epider-
mis, estos cambios, se les conocen como dafios por
frio y pueden generar altas pérdidas de calidad co-
mercial (Carvalho er al., 2012). En general los frutos
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de las diferentes especies de citricos y cultivares son
sensibles a dafios por frio cuando se almacenan por
debajo de 10°C (Lafuente y Zacarias, 2006). Al res-
pecto, Ladaniya (2008) recomienda temperaturas de
almacenamiento para mandarinas ‘Ellendale’, ‘Mur-
cott’ y ‘Nagpur’ entre 6 y 7°C.

Para evitar los dafios por frio es recomendable el al-
macenamiento a temperaturas por encima del umbral
para evitar el desarrollo de esta fisiopatia. El proble-
ma, es que esto limita la supervivencia comercial del
producto, al estar almacenado a una temperatura
relativamente elevada para ralentizar los procesos
fisiolégicos, por tal razén, una solucién viable es la
aplicacién de tratamientos térmicos que disminuyan
la sensibilidad de los frutos de mandarina a los dafnos
por frio durante o después del almacenamiento a ba-
jas temperaturas. Se han reportado varios tratamien-
tos poscosecha para reducir los sintomas de dafios por
frio, estos incluyen el calentamiento intermitente, el
vapor y el agua caliente (Sala y Lafuente, 2000; Fallik,
2004; Liu ez al., 2015).

El calentamiento intermitente es un tratamiento que
consiste en refrigerar los frutos y periédicamente lle-
varlos a otro ambiente de mayor temperatura durante
unas horas o dias, con el fin de hacer reversible los
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procesos iniciales de dafios por frio a nivel fisiolégico
que ya han ocurrido, pero que no se han manifestado
en forma de sintomas. Posteriormente, se vuelve a ba-
jar la temperatura para beneficiarse de la refrigeracion
en la supervivencia del producto (Artés y Artés-Her-
nédndez, 2002). Este tratamiento ha sido utilizado con
resultados favorables en naranja ‘Navelate’ (Artés et
al., 1998). No obstante, Crisosto et al. (2008) men-
cionan que un calentamiento intermitente incorrecto
evita que el fruto recupere sus funciones metabdli-
cas, generando una senescencia acelerada. Esto indi-
ca la importancia de encontrar una recomendacién
precisa a la hora de llevar a cabo el calentamiento
intermitente.

Por su parte, los tratamientos térmicos mediante in-
mersién en agua caliente también son eficaces para
inducir tolerancia al frio en frutos, mediante la mo-
dulacién de los sistemas antioxidantes, encargados
de prevenir la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (Salay Lafuente, 2000; Ma et al., 2014). Este
tipo de tratamiento puede aumentar la produccién y
activacién de proteinas de choque térmico tal como
lo indican Rozenzvieg et al. (2004), y algunas de es-
tas proteinas pueden actuar como chaperonas, invo-
lucradas en el plegamiento, ensamblaje y transporte
de proteinas (Rozenzvieger al., 2004), muchas de las
cuales estdn presentes y tienen funciones biolégicas
en la membrana celular, evitando de esta manera un
mayor dafio atin en condiciones de bajas temperatu-
ras en este importante organelo celular. Investigado-
res como Ghasemnezhad et a/. (2008) en mandarina
‘Satsuma’, encontraron resultados favorables con
agua a 47,5°C por 2 0 5 min y con agua a 50°C por
2 min. De acuerdo con Holland ez al. (2012) tiempos
prolongados y altas temperaturas del tratamiento
térmico con agua pueden generar efectos negati-
vos en la calidad de los frutos. No obstante, tanto
el tiempo como la temperatura del tratamiento de-
pendera de la especie, el tamafio, estado de madurez,
entre otros (Ma et al., 2014).

En este estudio se quiere hacer énfasis en el efecto
que puedan tener los tratamientos térmicos sobre
el comportamiento poscosecha de los frutos, es asi
como Shadmani et al. (2015) mencionan el carécter
de los tratamientos térmicos en el retraso del proceso
de maduracién de los frutos. Al respecto, Ghasem-
nezhad er al. (2008) reportan que en mandarina ‘Sat-
suma’, el tratamiento con agua caliente a 50 0 55°C
por 2 min disminuyd la tasa respiratoria y también
la produccién de etileno, pero no afecté la acidez.
Mientras que Schirra et al. (2004) observaron que el

tratamiento térmico con agua caliente no afecté los
sélidos solubles totales, la acidez total titulable y el
dcido ascérbico en naranja ‘Valencia’. Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
diferentes tratamientos térmicos sobre el comporta-
miento poscosecha de frutos de mandarina (Citrus
reticulata Blanco) var. Arrayana almacenados a 2°C.

MATERIALES Y METODOS

Los frutos de mandarina (Citrus reticulata Blanco)
‘Arrayana’ fueron obtenidos de cultivos comerciales
del municipio de Apulo, Cundinamarca (Colombia).
Los frutos fueron recolectados en madurez de cose-
cha, con los pardmetros que se muestran en la tabla 1.
El experimento se realizé en el Laboratorio de Inves-
tigacién en Biologifa de la Universidad El Bosque y en
el Laboratorio de Fisiologfa Vegetal de la Universidad
Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de los frutos de manda-

rina ‘Arrayana’ al inicio del almacenamiento.

Parametro Valor

Peso (g) 112,77+12,76
indice de color de la epidermis

Acidez total titulable (%) 0,83+0,3
Sdlidos solubles totales (°Brix) 11,82+15
Tasa respiratoria (mg CO, kg™ h'") 1,94+0,22

Promedio de 10 frutos =+ desviacion estandar.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar y se eva-
luaron los siguientes tratamientos térmicos: (11)
frutos sin tratamiento térmico, (T2) frutos tratados
con agua caliente a 50°C durante 5 min, (T3) frutos
tratados con agua caliente a 53°C durante 3 min, (T4)
frutos sometidos a calentamiento intermitente con
ciclosde 8 d a2°C + 1da18°Cy (T5) frutos someti-
dos a calentamiento intermitente con ciclos de 12 d a
2°C + 1d a 18°C. Los tratamientos con agua caliente
se realizaron previo al almacenamiento refrigerado.
Cada uno de los tratamientos se repitié cuatro veces,
para un total de 20 unidades experimentales, y cada
unidad experimental estuvo compuesta por aproxi-
madamente 2 kg de fruta.

Los frutos se almacenaron a 2+0,5°C durante 40 d.
Periédicamente se determinaron las siguientes varia-
bles: tasa de respiracién, los frutos fueron puestos en
una cdmara hermética de 2 L, donde la emisién de
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CO, producto de la respiracion se determiné median-
te sensores infrarrojo de CO,acoplados a un sistema
de captura de datos denominado Labquest (Vernier
Software & Technology, Beaverton, OR, USA), fue
necesario registrar el peso de la muestra para final-
mente expresar la respiracién en mg CO, kg' h' (Ba-
laguera-Lépez et al., 2016). La pérdida de peso (%) se
realiz6 a través de medicién de la masa fresca a los
frutos en balanza de precisién con aproximacién de
0,001 g.

Al cabo de los 40 d de almacenamiento se determi-
né lo siguiente: indice de dafios por frio, siguiendo
la metodologia reportada por Balaguera (2015). Para
determinar carotenoides y clorofilas totales, se pesé
alrededor de 1 g de epidermis, se agregaron 5 mL de
acetona, se agité en vértex durante 1 min y luego
se centrifugd durante 10 min a 4.000 rpm. Luego se
ubicé el sobrenadante en un balén de 20 mL, al pe-
llet nuevamente se le adicion6 acetona, repitiendo el
anterior paso hasta que el pellet quedé incoloro. El
sobrenadante se llevé a volumen de 20 mL con ace-
tona, posteriormente se midié la absorbancia en es-
pectrofotémetro (UV-ViS Genesys 10; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) a 450 nm para carote-
noides y a 663 y 645 nm para clorofilas.

Para la firmeza (N), se hicieron dos mediciones en la
zona ecuatorial del fruto mediante el uso de un pe-
netrémetro digital (PCE-PTR200; PCE Instruments,
Alicante, Espaia), con puntal de 6 mm y precisién
de =0,5%. Para el color de la epidermis, se calculd
la diferencia o delta de color de acuerdo con la me-
todologia utilizada por Mendoza et al. (2000), para
lo cual, se determinaron los pardmetros del sistema
CIELab “L*”, “a*” y “b*” en tres puntos equidistan-
tes del fruto mediante colorimetro digital CR-20
(Konica Minolta, Tokyo, Japén). Mediante cromato-
graffa liquida de alta eficiencia (HPLC) se cuantificé
el contenido de sacarosa, fructosa y glucosa y acidos
organicos (citrico, malico, oxdlico y ascérbico), se
utilizé cromatégrafo HPLC Ultimate 3000 Dionex
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
equipado con columna Hypersil Gold Amino 250 x
4,6 x5 um, detector DAD en 4 canales (210, 240, 272
y 280 nm); indice de refraccién (35°C) y como fase
mévil acetonitrilo-agua 75:25 1,5 mL/min. La acidez
total titulable (ATT) se cuantificé a través de titu-
lacién 4cido base con NaOH (0,1 N), utilizando bu-
reta digital y los sélidos solubles totales (SST, °Brix)
con un refractémetro digital marca Hanna (Hanna
Instruments, Eibar, Espafia) de rango 0 a 85% con
precisién de 0,1 °Brix.
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El andlisis de los datos se realizé con el software Sta-
tistical Package for the Social Sciences (SPSS) v. 19,
se determinaron las pruebas de normalidad (test de
Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (test de
Levene), luego del cumplimiento de los anteriores su-
puestos se realizé un andlisis de varianza y posterior-
mente la prueba de comparacién de rangos multiples
de Tukey (P<0,09).

RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante mencionar que durante los 40 d alma-
cenamiento refrigerado a 2°C, los frutos de manda-
rina ‘Arrayana’ no presentaron sintomas de dafos
por frio visibles. Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Schirra y Cohen (1999), quie-
nes mencionan que en algunos casos, los sintomas
de danos por frio son visibles en los productos que
han sido removidos del almacenamiento refrigerado a
temperaturas superiores a las de almacenamiento. Por
el contrario, Ghasemnezhad et al. (2008) reportaron
dafios por frio durante el almacenamiento refrigerado
a 2°C en mandarina ‘Satsuma’. Esto indica que hay
factores genéticos que determinan la susceptibilidad
a los dafos por frio, pero sin olvidar también que di-
cha susceptibilidad también estd dada por factores
precosecha y manejo, durante el almacenamiento.

Pérdida de peso

Se presenté pérdida de peso en todos los tratamien-
tos, con diferencias estadisticas (P<0,01) a partir de
los 8 d de almacenamiento. Durante todo el almace-
namiento la mayor pérdida de peso se obtuvo en los
frutos sometidos a calentamiento intermitente de 8
d con una pérdida de 13,93+1,02% seguido muy de
cerca del calentamiento intermitente cada 12 d, mien-
tras que los frutos sin tratamiento térmico (testigo)
llegaron a una pérdida final del 8,43%, sin diferencias
estadisticas con los frutos sometidos a inmersién en
agua caliente (Fig. 1). Resultados similares fueron en-
contrados por Hong et al. (2007), quienes mencionan
que en mandarina ‘Satsuma’, el tratamiento con agua
caliente no afecté la pérdida de peso.

La pérdida de agua por traspiracién es la principal cau-
sa de disminucién de peso de los productos vegetales
en poscosecha, como segunda causa esté la pérdida de
materia seca por procesos respiratorios (Kader, 2002).
Por lo que se puede inferir que en los frutos some-
tidos a calentamiento intermitente la transpiracién
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Figura 1. Pérdida de peso en frutos de mandarina ‘Arra-
yana' almacenados a 2°C con diferentes trata-
mientos térmicos. Inmersion con agua caliente
en tratamientos de 5 y 3 min. Cl: calentamiento
intermitente. ns: sin diferencia estadistica; ** di-
ferencias estadisticas al 1%. Las barras indican
error estandar.
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Figura 2. Tasa respiratoria (TR) de frutos de mandarina
‘Arrayana’ almacenados a 2°C con diferentes tra-
tamientos térmicos. Inmersién con agua caliente
en tratamientos de 5 y 3 min. Cl: calentamiento
intermitente. ns: sin diferencias estadisticas; *
diferencias estadisticas al 5%; ** diferencias es-

tadisticas al 1%. Las barras indican error estandar.

fue mayor, ademés de que presenté la mayor tasa
respiratoria (Fig. 2) debido al traslado periddico de di-
chos frutos a temperatura ambiente, condicién que

aumenta la traspiracién y respiracién de los frutos.
Pues segin Herndndez-Munoz et al. (2008), la tempe-
ratura de almacenamiento determina la transpiracién
de los tejidos. Por esta razén, debe pensarse en me-
jorar la técnica del calentamiento intermitente, por
ejemplo encerando los frutos, ya que de acuerdo con
Kader (2002), la pérdida de agua es la principal causa
del deterioro del fruto porque conlleva a la disminu-
cién directa del peso fresco y la calidad, asimismo,
disminuye la vida en almacenamiento debido a que
se aceleran los cambios durante la maduracién y la
senescencia.

Los resultados también se relacionan con lo observa-
do por Bassal y El-Hamahmy (2011) quienes indican
que los tratamientos térmicos pueden incrementar o
disminuir las pérdidas de peso de los frutos, depen-
diendo del tratamiento y el producto agricola, princi-
palmente por la respuesta particular de cada fruto al
tratamiento con calor.

Tasa respiratoria

Se presentaron diferencias estadisticas en casi todos
los puntos de muestreo, con excepcién de los dias 1,
4 y 28 de almacenamiento. Fue caracteristico encon-
trar aumentos representativos en la tasa respiratoria
de los frutos sometidos a calentamiento intermitente
en los dias que fueron expuestos a temperatura am-
biente, lo cual también explica la mayor pérdida de
peso en estos tratamientos. Los frutos de los demds
tratamientos mantuvieron una tasa respiracién més
o menos estable durante el almacenamiento con un
leve aumento después del dia 28 (Fig. 2).

Estudios realizados por Balaguera-Lopez et al. (2015)
en frutos de uchuva, permitieron determinar que la
respiracién estd relacionada con la temperatura, de
tal manera que a mayor temperatura la respiracién
fue mayor, comportamiento que se ha encontrado en
diferentes productos agricolas y que explican lo ocu-
rrido en los frutos de mandarina con los tratamientos
de calentamiento intermitente, pues estos tratamien-
tos a diferencia de los tratamientos con agua calien-
te e incluso el tratamiento testigo, periédicamente
son sometidos a mayores temperaturas al retirarse
de manera ciclica del almacenamiento refrigerado a
temperatura ambiente. A pesar de que los frutos de
mandarina son frutos no climatéricos, es importan-
te mantener tasas respiratorias bajas para reducir la
actividad metabdlica del fruto, para conservar la ca-
lidad del fruto y retardar los procesos de senescen-
cia (Pereira et al., 2013). En este orden de ideas, los
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tratamientos con agua caliente serfan mds ventajosos
que el calentamiento intermitente por mantener ta-
sas respiratorias mas bajas, al parecer debido a que
la alta temperatura del agua caliente puede reducir
o eliminar la actividad enzimatica, lo cual afecta la
tasa respiratoria, tal como lo mencionan Alegria et al.
(2012).

Color y pigmentos

El cambio de color de la epidermis en los frutos de
mandarina mostré un aumento constante en funcién
del tiempo de almacenamiento. Con la inmersién en
agua caliente por 5 min a 50°C se encontré significati-
vamente (P<0,05) menor al cambio de color, por otro
lado, el calentamiento intermitente cada 8 d generé
mayor delta de color en los frutos (Fig. 3). Este tra-
tamiento también fue responsable de mayor conte-
nido de carotenoides totales con un valor de 976,6
ug g?, también con diferencias significativas entre
los tratamientos (Tab. 2). En relacién a la clorofila
total, los frutos de los tratamientos de inmersién
en agua caliente durante 3 min a 53°C y de calenta-
miento intermitente cada 12 d presentaron la menor
concentracién de clorofilas, los frutos de los demaés
tratamientos fueron significativamente superiores

(Tab. 2).

Los tratamientos térmicos con agua caliente tienen la
posibilidad de afectar la sintesis de etileno, pues Lurie
et al. (1996) afirman que con temperaturas superio-
res a 38°C se disminuy6 la abundancia de mRNA de
la enzima formadora de etileno ACC oxidasa. A esto
se le suma el hecho de que el almacenamiento de los
frutos de mandarina en dichos tratamientos fue con-
tinuo a 2°C, por tanto, se esperaria que la produccién
de etileno fuera mas baja que en los frutos con ca-
lentamiento intermitente, y como consecuencia los

—m— 5mina50°C —e— 3mina53°C
—a— Cl/12d
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80
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Figura 3. Delta de color en frutos de mandarina ‘Arrayana’
almacenados a 2°C con diferentes tratamien-
tos térmicos. Inmersion con agua caliente en
tratamientos de 5 y 3 min. Cl: calentamiento in-
termitente. ns: sin diferencias estadisticas; * di-
ferencias estadisticas al 5%. Las barras indican
error estandar.

cambios de color serdn menores, tal como ocurrié con
los frutos que fueron tratados con agua caliente du-
rante 5 min a 50°C. Al respecto, Rodrigo et al. (2013)
mencionan que el etileno esté involucrado en el cam-
bio de color de la epidermis de citricos.

Ademds, es posible que las fluctuaciones de tempe-
ratura presentadas en los tratamientos de calenta-
miento intermitente sean necesarios para la sintesis
y actividad de enzimas involucradas en la biosintesis
de carotenoides y en la degradacién de clorofilas, lo
cual explicarfa la mayor acumulacién de carotenoides
y la menor presencia de clorofilas en el tratamiento
de calentamiento intermitente cada 8 d, asf como el

Tabla 2. Parametros de maduracion de frutos de mandarina ‘Arrayana’ almacenados a 2°C.

Tratamientos Clorofila total Carotenoides totales Firmeza Acidez total titulable = Sdlidos solubles totales
térmicos (mgg") (ug g’) (N) (%) (°Brix)

Testigo 0,10+0,01a 715,14=70,39 b 19,62+1,27b 0,67+0,13b 11,98+0,87a
5 min a 50°C 0,09+0,008 a 572,45+73,12b 22,52+1,28a 0,85+0,10 ab 11,35+0,46 a
3 minab53°C 0,07+ 0,005 ab 760,93+64,91 b 23,08+1,11a 0,98+0,22a 13,25+0,17a
Cl/8d 0,05+0,02b 976,60+52,88 a 18,98+0,67 b 0,68+0,08 b 11,25+0,684a
Cl/12d 0,060,006 b 744,87+66,27 b 19,16+0,95 b 0,63=0,10b 11,28+1,08a
Significancia * o * ¥ ns

ns: no hay diferencia estadistica; **diferencias estadisticas al 1%. Promedios con letras distintas en la misma columna, indican diferencia significativa segun la

prueba de Tukey (P<0,05). Inmersién con agua caliente en tratamientos de 5 y 3 min. Cl: calentamiento intermitente.
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mayor cambio de color de la epidermis (Tab. 2). Al
respecto, Le Roux (2006) menciona la importancia de
la fluctuacién de la temperatura sobre el desarrollo
del color en citricos, y esta es una situacién intere-
sante para el proceso de comercializacién, teniendo
en cuenta que las mandarinas cultivadas en el trépico
frecuentemente generan un pobre desarrollo del color,
por lo que en muchos casos se opta por tratamientos
de desverdizado con etileno (Rodrigo ez al., 2013), por
esta razoén, es importante indicar que los tratamien-
tos de calentamiento intermitente se convierten en
una alternativa favorable como técnica poscosecha en
las mandarinas arrayanas.

Firmeza

Con diferencias estadisticas (P<0,05), los frutos de
mandarina de los tratamientos con agua caliente pre-
sentaron la mayor firmeza (Tab. 2). Estos resultados
coinciden con lo encontrado en frutos de kiwi, donde
la mayor firmeza se obtuvo con tratamientos térmi-
cos de agua a 35 y 45°C (Ma et al., 2014). Los trata-
mientos de calentamiento intermitente no afectaron
la firmeza en relacién a los frutos testigo, situacién
que difiere de lo encontrado en frutos de Capsicum
annuum donde el calentamiento intermitente redujo

los dafios por frio y mantuvo una mayor firmeza (Liu
et al., 20195).

Varios estudios reportan que las altas temperaturas
inhiben varias enzimas involucradas en el ablanda-
miento, por ejemplo, las enzimas B-mananasa y oy
B-galactosidasa en tomates (Sozzi ez al., 1997) y po-
ligalacturonasa en mango (Ketsa et al., 1998). Esto
puede ser debido a que las altas temperaturas pueden
generar cambios en la conformacién de proteinas
(Paliyath er al., 2008), procesos que al parecer se pre-
sentaron en los frutos de mandarina sometidos a los
tratamientos con agua caliente y explicarfan la mayor
firmeza en estos frutos.

Azicares y acidos organicos

No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, los SST oscilaron en promedio entre
11,25+0,68 y 13,25=0,17 °Brix (Tab. 2), asimismo,
para sacarosa, glucosa y fructosa tampoco hubo dife-
rencias estadisticas (Fig. 4). Para la acidez total titula-
ble, se presentaron diferencias estadisticas (P<0,05),
se encontrd que los frutos sometidos a inmersién en
agua caliente durante 3 min a 53°C presentaron ma-
yor ATT, mientras que los frutos testigos tuvieron
menor ATT (Tab. 2), para el acido oxéalico también

| O Sacarosa [ Fruclosa M Glucosa | O Citico  E Mélico 8 Oxdlico M Ascorbico |
80 25
a a
70 1 a a
a
ol @ 20 ¢ a
~ . 5 ][ % a
o 50 a =
2 aa [ . g 19
£ : 2 | |2 g 7 b b
230 | a 310 b
=< a a 2 a
| S a a
20 < 5 b a a
10 1
a a a a a
0 T 04 = m
Testigp  5mina 50°C 3mina53°C  Cl/8d Cl/12d Testigo  Smina 50°C 3mina 53°C  Cl/8&d Cl/12d
Tratamientos Tratamientos
Figura 4. Contenido de aziicares solubles en frutos de Figura 5. Contenido de acidos organicos en frutos de manda-
mandarina ‘Arrayana’ almacenados a 2°C con di- rina ‘Arrayana’ almacenados a 2°C con diferentes
ferentes tratamientos térmicos. Inmersién con tratamientos térmicos. Inmersion con agua calien-
agua caliente en tratamientos de 5 y 3 min. Cl: te en tratamientos de 5 y 3 min. Cl: calentamiento
calentamiento intermitente. Promedios con letras intermitente. Promedios con letras distintas indi-
distintas en el tratamiento, indican diferencia sig- can diferencia significativa entre el mismo acido
nificativa segun la prueba de Tukey (P<0,05). Las organico segin la prueba de Tukey (P<0,05). Las
barras indican error estandar. barras indican error estandar.
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hubo diferencias estadisticas, donde el agua caliente a
53°C por 3 min gener6 mayor presencia de este 4cido,
los demas tratamientos tuvieron valores significati-
vos mas bajos. Los acidos citrico, mélico y ascérbico
no evidenciaron diferencias significativas (Fig. 5).

Varios autores reportan que los tratamientos con
agua caliente incrementan los SST en frutos clima-
téricos (Liu et al., 2015; Lara et al., 2009), pero en los
frutos de mandarina por su cardcter no climatérico,
es comudn que los pardmetros relacionados con la ma-
durez interna no cambien de manera representativa
después de la cosecha, esto explicarfa la no existencia
de diferencias estadisticas en relacién a los aztcares,
a acidez y los 4cidos organicos, excepto en el dcido
oxalico. No obstante, Maldonado et a/. (2004) indican
que durante la refrigeracién puede presentarse una
disminucién de los 4cidos organicos, como indicativo
de los cambios en el metabolismo energético, estabi-
lidad del pH y compuestos de defensa que previenen
o estan implicados en la reparacién de los dafios cau-
sados por las bajas temperaturas, pero teniendo en
cuenta que no hubo dafos visibles por frio, incluso en
los frutos testigo, se puede pensar que el metabolismo
de los acidos organicos pudo tener mas implicacién en
los procesos propios de la maduracién que en la res-
puesta a dafos por frio en los diferentes tratamientos.

Por lo anterior, el mayor nivel de 4cido ox4lico en los
frutos tratados con agua caliente a 53°C por 3 min
puede estar asociado a cambios en la actividad en-
zimatica del metabolismo de los 4cidos orgénicos,
o como intermediario metabdlico en el proceso de
maduracién pero que no afecta la acidez total de los
frutos. En concordancia, Ghasemnezhad er al. (2008)
no observaron diferencias en la acidez de frutos de
mandarina con tratamientos de agua caliente y Schi-
rra et al. (2004) no encontraron efecto sobre los soli-
dos solubles totales, la acidez total titulable y el dcido
ascorbico en frutos de naranja.

CONCLUSIONES

No se presentaron sintomas de dafios por frio visibles
en los frutos de mandarina arrayana almacenados a
2°C durante 40 d. Al final del almacenamiento, los
tratamientos térmicos utilizados no afectaron signi-
ficativamente los aztcares, la AT T, los 4cidos citrico,
maélico y ascérbico ni los sélidos solubles totales, te-
niendo poco efecto sobre la madurez interna de los
frutos de mandarina. El calentamiento intermitente
se caracterizé por aumentar las pérdidas de peso de los

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

frutos, la tasa respiratoria pero generé mayor cambio
de color de la epidermis al presentar mayor acumu-
lacién de carotenoides totales y una baja concentra-
cién de clorofilas, siendo este Gltimo, un resultado
importante desde el punto de vista comercial porque
las mandarinas arrayanas comUnmente presentan po-
bre desarrollo del color, ademas, es un resultado que
deja abierta la posibilidad de seguir trabajando con el
calentamiento intermitente pero con algunas modifi-
caciones para lograr optimizarlo.
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Carotenoides, clorofilas y pectinas durante la maduracion
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Carotenoids, chlorophylls and pectins during ripening of guava
(Psidium guajava L.) from Santander, Colombia
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RESUMEN

Se evalué el contenido de carotenoides, clorofila y pectinas en frutos de guayaba Psidium guajava L. en tres
localidades del departamento de Santander, Colombia (Barbosa, Puente Nacional y Vélez), en cuatro varie-
dades (Regional Blanca, Raquira Blanca, Guavaté Victoria y Regional Roja) y en cuatro estados de madurez
(verde, madurez fisiol6gica, pintén y maduro). Los contenidos de carotenoides y clorofilas totales fueron
determinados por espectrofotometria en endocarpo y exocarpo. Los contenidos de pectina se determinaron
por el método gravimétrico. Los resultados fueron estadisticamente significativos (P<0,05), obteniendo los
mayores contenidos de carotenoides en la variedad Regional Roja (166,3 mg/100 g, estado pintén, en Barbo-
sa), de clorofila en Guavatd Victoria (89,87 mg/100 g, estado verde, en Vélez) y de pectinas en Regional Blanca
(1.79% p/p, estado madurez fisiol6gica, en Puente Nacional). Las variedades de pulpa Blanca (Regional Blanca,
Réquira Blanca y Guavaté Victoria) presentaron mayores contenidos de carotenoides en el exocarpo (11,19
mg/100 g), a diferencia de la variedad Regional Roja cuyo contenido fue mayor en endocarpo (13,06 mg/100
g). Los andlisis de componentes principales (ACP) y anélisis de conglomerado jerdrquico, evidenciaron una
relacién directa entre carotenoides, clorofila y pectinas en las variedades de pulpa blanca (Regional Blanca, Ré-
quira Blanca y Guavatd Victoria); a diferencia de la relacién inversa encontrada en la variedad Regional Roja.
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ABSTRACT

We evaluated the contents of carotenoids, chlorophyll and pectin in guava fruit, Psidium guajava L., in three loca-
tions (Barbosa, Puente Nacional, and Velez) in Santander Department, Colombia in four varieties (Regional Blanca,
Raquira Blanca, Guavata Victoria, Regional Roja) for four stages of maturity (green, physiological maturity, se-
mi-ripe, ripe). The total carotenoids and chlorophyll were determined with spectrophotometry, differentiating the
endocarp, exocarp and pectins using the gravimetric method. The results were statistically significant (P<0.05),
obtaining the highest contents of carotenoids in the variety Regional Roja (166.3 mg/100 g, semi-rate state in Bar-
bosa), the highest chlorophyll in Guavata Victoria (39.87 mg/100 g, green state in Vélez) and the highest pectins in
Regional Blanca (1.79%p/p, physiological maturity state, in Puente Nacional). The white fleshed varieties (Regional
Blanca, Raquira Blanca and Guavata Victoria) had higher contents of carotenoids in the exocarp (11.19 mg/100 g),
unlike the Regional Roja variety, which had a high content in the endocarp (13.06 mg/100 g). The principal com-
ponent analysis (PCA) and cluster analysis showed a direct relationship between the carotenoids, chlorophyll and
pectin in white-fleshed varieties, in contrast to in the inverse relationship found in the Regional Roja variety.

Additional key words: pigments, fruits, pulp, exocarp, endocarp.

Fecha de recepcion: 05-02-2018 Aprobado para publicacién: 30-05-2018

INTRODUCCION

La guayaba (Psidium guajava L.) es comercialmente
cultivada en varios paises tropicales y subtropicales
del mundo. Colombia junto a otros paises es produc-
tor del fruto, el cual es muy nutritivo y de buen sabor,
caracterizado por un alto contenido de pectina, fibra
dietaria, minerales, vitaminas principalmente la C,
aminodcidos esenciales y con alto potencial antioxi-
dante (Vasconcelos et al., 2017); ademads, presenta di-
ferentes caracteristicas farmacolégicas, y es bajo en
calorfas (Singh, 2011; Gonzalez et al., 2011). Es fa-
cilmente disponible y nombrada como “manzana de
trépicos” y “super fruta” por sus ricos valores nutra-
céuticos (Majiet al., 2015).

En Colombia, la mas amplia produccién estd locali-
zada en la regién noreste del Pals, regién que produ-
ce tradicionalmente dos variedades, conocidas como
“Regional Roja” (pulpa rosada) y “Regional Blanca”
(pulpa blanca), que se consumen principalmente. A
medida que la guayaba madura, el color de la piel
(exocarpo) cambia de verde a verde claro o amarillo.
La pulpa (endocarpo) de la fruta puede ser blanca,
amarilla, rosada o roja, dependiendo de la variedad.
Se puede consumir entera o cocinada y la mayor parte
de la cosecha es procesada como jalea, sorbete, pasta
o puré (Steinhaus e al., 2008; Gonzélez et al., 2011).

Esta fruta también es rica en sustancias pécticas (Gar-
cfa-Betanzos et al., 2017), las cuales son utilizadas en

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

la industria alimentaria, farmacéutica, del papel, en
preparacién de peliculas biodegradables, en metalur-
gia, y como antioxidante sanguineo, entre otras apli-
caciones (Ferreira, 2007).

El presente estudio aporta a la evaluacién de los con-
tenidos de carotenoides, clorofila y pectinas en gua-
yabas regionales de Colombia, que son consumidas
tradicionalmente en el pais y de las cuales es impor-
tante conocer sus componentes para aprovecharlos
en alimento, salud y agroindustria; debido a esto, se
abordan fuentes de variacién como variedad vegetal,
localidades de colecta, estados de madurez del fruto
y tejidos del fruto (exocarpo y endocarpo). Por tal
razoén, la presente investigacién tuvo como objetivo
evaluar el contenido de carotenoides, clorofilas y pec-
tinas en cuatro variedades regionales de guayaba du-
rante la maduracién del fruto, en tres localidades del
departamento de Santander, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de guayaba provenientes de
tres localidades del departamento de Santander (Co-
lombia): Barbosa ubicada a 1.570 msnm, 5°56’36” Ny
73°36’46” W, Puente Nacional a 1.720 msnm, 5°57°04”
Ny 73°41°07" W; Vélez a 1.890 msnm, 5°57°03” N y
73°39’45” W. Se evaluaron tres variedades de pulpa
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blanca: Regional Blanca, Raquira Blanca y Guavaté
Victoria, y una variedad de pulpa roja: Regional Roja.
Se evaluaron en cuatro estados de madurez, teniendo
en cuenta la edad (dias después de la floracion; ddf).
Los frutos fueron recolectados de la parte media del
dosel de los arboles (1=4) por variedad, asi: verde,
90-120 ddf; madurez fisioldgica, 121-140 ddf; pintdn,
141-159 ddf; y maduro, 160-170 ddf (Solarte et al.,
2014). En cada uno de los estados se determiné en
exocarpo (cdscara) y endocarpo (pulpa) los conteni-
dos de clorofilas y carotenoides; mientras que pecti-
nas se determino sin diferenciar tejido vegetal.

La seleccién de los frutos a analizar se basé en el color
del exocarpo, la firmeza del mismo, y las propieda-
des quimicas como pH, sélidos solubles y acidez to-
tal titulable, de acuerdo a la metodologia reportada
por Cantillo et al. (2011). Se tuvieron en cuenta los
criterios descritos anteriormente para la clasificaciéon
de los frutos, siguiendo especificamente las tablas de
calidad reportadas por Solarte et al. (2010a). Las medi-
ciones se realizaron por triplicado teniendo en cuenta
todas las fuentes de variacién (localidad, variedad, es-
tado de madurez y tejido vegetal); sin embargo, por
problemas de exceso de lluvias, plagas, enfermedades,
aborto de flores y frutos, o por muy baja produccién
no se pudieron tomar algunas muestras, lo cual im-
pidié realizar andlisis adicionales para separar las
medias por significancia estadistica entre los estados

de maduracién, inherentes a cada variedad en cada
localidad.

Determinacion de pectinas

Se determinaron pectinas por el método gravimétrico
con hexametafosfato de sodio (Ferreira, 2007), con las
siguientes modificaciones: se tomaron tres frutos por
estado de madurez, se pesaron 10 g y se agregaron
25 mL de solucién (NaPOs)ssegln las indicaciones de
Ferreira (2007). Se ajusté el pH a 4,5 con HCI 10%v/v.
El contenido de pectinas se expresé en % p/p.

Determinacion de clorofila y carotenoides totales

Las determinaciones de clorofila y carotenoides tota-
les se realizaron con base en lo descrito por Lichten-
thaler (1987) y Melgarejo (2010). Las muestras fueron
liofilizadas y posteriormente se pesaron 0,09 g de te-
jido vegetal para los respectivos andlisis. El conteni-
do de clorofilas y carotenoides totales se expresé de
acuerdo con el porcentaje de peso seco en mg/100 g.
Todos los reactivos fueron grado analitico Sigma.

Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasti-
cidad, siguiendo el test Shapiro-Wilk y Bartlett (De
la Garza et al., 2013), respectivamente. Se realizé la
prueba de Kruskal Wallis para evaluar el efecto de los
factores variedad, localidad, estado de maduracién
y sus interacciones en los cambios del contenido de
clorofilas, carotenoides y pectinas utilizando el pro-
grama R versién libre 2.10.0° 2009 (The R Founda-
tion for Statistical Computing) aplicando pruebas
como Kruskal y Wilcoxon). Se aplicaron herramien-
tas de andlisis multivariado de datos como el Anélisis
de Componentes Principales (ACP) para analizar las
variables estudiadas y su correlacién con los compo-
nentes (localidad, variedad, estado de maduracién)
determinados para este trabajo. Se realizé andlisis de
conglomerado jerdrquico para el agrupamiento de los
datos utilizando el programa Spad (2010) v. 7 con el
método de WARD, que usa la variacién de las distan-
cias euclidianas de los datos de los componentes de
ACP realizado anteriormente. Se identificaron gru-
pos y se validaron y consolidaron con el método de
K-means (De la Garza et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Kruskal Wallis mostré que hubo diferencias esta-
disticas significativas entre los factores principales:
localidad, variedad, estados de maduracién y la inter-
accién entre estos (Tab. 1). Los mayores contenidos

Tabla1. Valores de P. Prueba de Kruskal Wallis para los
contenidos de clorofila, carotenoides y pectinas
de guayaba segun localidad de colecta, variedad y

grado de madurez.

Clorofila  Carotenoides  Pectinas

Fuente de variacion

df | P-valor | df | P-valor | df | P-valor
Variedad 2| |3 o 3|
Madurez 3 3 e 3 e
Localidad 2| |2 e 2|
Variedad 3 3 e 3 e
Localidad 2| |2 Hx 1 e
Madurez 3 3 o 2|
Localidad*madurez 5 e 5 o 2 e
Localidad*variedad 5 e 9 o 5| **
Variedad*madurez 5 e 5 o 5 o

Valores de P<0,05; n=3; df: grados de libertad.
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de pectina de las guayabas regionales colombianas
se presentaron en la localidad de Vélez, en estado de
madurez fisiolégica (1,69% p/p en ‘Regional Blanca’
v 1,72% p/p en ‘Regional Roja’), y en Puente Nacio-
nal para el mismo estado de madurez (1,79% p/p en
‘Regional Blanca’) (Tab. 2). Estos resultados fueron
mayores con respecto a lo reportado en otros estudios

como la guayaba cv. Banarsi Surkha (Jain et al., 2003),
la guayaba de Brasil (0,75-0,92% p/p) (Fischer et al.,
2012) y la guayaba ‘Regional Roja’ de Puente Na-
cional (1,52% en puré) (Osorio et al., 2011). Por otro
lado, en la variedad Regional Blanca proveniente de
Barbosa aumentd el contenido de pectina durante la
maduracién del fruto, a diferencia de las variedades

racion, proveniente de tres localidades de Colombia.

Tabla 2. Contenidos de pectinas, carotenoides totales y clorofila total en variedades de guayaba, en cuatro estados de madu-

Localidad Variedad Estado de Clorofila total Carotenoides totales Pectinas
maduracion (mg/100 g) (mg/100 g) (%p/p)
Verde 56,67+1,13 15,17+0,27 0,86+0,03
) Madurez fisioldgica 39,27+0,33 10,40+0,14 ND
Regional Blanca —
Pinton 25,34=0,25 6,990=0,18 0,90+0,01
Maduro 22,01+0,52 24,52+0,53 1,060,01
Verde 33,60+0,48 10,29+0,10 1,03+0,01
) Madurez fisioldgica 29,31=0,62 8,398+0,24 0,78+0,01
Raquira Blanca -
Pinton 40,29+0,46 7,495+0,23 1,16+0,01
Barbosa Maduro 11,32+0,21 4,988=+0,20 0,81+0,03
1.570 msnm Verde 58,12+0,25 19,49+0,10 1,53+0,01
Rui Madurez fisioldgica 141,1+2,94 26,81+0,49 1,29+0,01
oja
: Pint6n 166,30,99 9,119+0,12 1,040,02
Maduro 23,32+0,63 23,71+0,26 0,88+0,01
Verde 100,3+0,73 15,62+0,11 ND
o Madurez fisioldgica 40,78+0,43 4,743+0,08 0,88+0,01
Guavaté Victoria -
Pinton 46,14+0,17 10,50+0,08 0,86+0,02
Maduro 59,42+0,42 4,006=0,13 1,47+0,02
Verde 84,85=1,18 15,89+0,26 0,510,009
B Madurez fisiolégica 83,4=0,6 17,38=0,27 1,79+0,005
anca
Pintdn 74,29+1,15 13,93+0,18 1,210,002
Maduro 12,99+0,16 8,071+0,23 1,130,009
Verde 68,78+0,64 9,630-0,33 ND
L Madurez fisiologica 57,89=0,26 11,66+0,23 0,89+0,01
Raquira Blanca —
Pinton 89,44+0,76 12,83+0,26 ND
Puente Nacional Maduro 23,18=0,39 6,843+0,09 0,70+0,02
1.720 msnm Verde 84,92+0,10 25,20+0,45 1,05:0,04
Rui Madurez fisioldgica 42,19+0,63 16,31+0,29 1,04+0,03
oja
: Pintén 72,93=1,67 39,44+1,78 0,99+0,01
Maduro 20,46+0,33 26,87+0,88 0,88+0,02
Verde 66,320,59 28,55+0,38 ND
o Madurez fisioldgica 107,8+0,88 20,15+0,36 0,89+0,01
Guavatd Victoria -
Pintén 66,960,22 13,52+0,14 0,68+0,03
Maduro 21,36=+0,20 6,883+0,15 0,51+0,007
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Continuacion Tabla 2.

Localidad Variedad Estado de Clorofila total Carotenoides totales Pectinas
maduracion (mg/100 g) (mg/100 g) (%p/p)
Verde 70,13+0,40 19,82+0,04 1,360,006
Bl Madurez fisioldgica 120,1+0,94 24,82=+0,20 1,690,005
anca

Pinton 27,59=+0,18 10,10+0,15 0,97+0,03

Maduro 31,70+0,58 11,69-0,31 0,85+0,01

Verde 132,6+0,60 27,63+0,17 0,96+0,02
o Madurez fisioldgica 125,8+0,47 18,34+0,34 1,51+0,009

Raquira Blanca —

Pintdn 73,23+0,27 15,31+0,15 1,11=0,01

Vélez Maduro 53,65+0,19 10,91+0,12 1,30+0,03
1.890 msnm Verde 126,3+0,20 6,855+0,23 1,18+0,003
Ao Madurez fisioldgica 90,78=1,0 22,86=+0,23 1,72+0,008

oja

) Pinton 85,75+0,23 26,69-+0,05 1,24+0,03

Maduro 28,19+0,20 38,72+0,67 0,73+0,01
Verde 161,5+0,88 39,87+0,95 1,19+0,002
o Madurez fisioldgica ND ND 1,20 = 0,01

Guavaté Victoria -

Pinton 43,08+0,15 12,72+0,07 0,560,007

Maduro 36,64+0,43 14,92+0,04 0,84+0,02

n=3; ND: no detectado.

Guavatd Victoria, Rdquira Blanca y Regional Roja de
Puente Nacional y de Barbosa solamente en ‘Regional
Roja’ (Tab. 2); lo que posiblemente se relaciona con
la conversién enzimadtica entre las sustancias pécti-
cas que pueden ser las responsables del incremento
o disminucién de diferentes fracciones pécticas (Das
y Majumder, 2010). El aumento en el contenido de
pectina durante el perfodo de madurez fue reporta-
do para guayaba ‘Kampuchea’ de Malasia, sugiriendo
que ésta se sintetiza continuamente a lo largo del de-
sarrollo del fruto (Ali et al., 2004).

El contenido de carotenoides totales (exocarpo +
endocarpo) fue mayor en las variedades Guavatd
Victoria y Regional Roja (Tab. 2), los cuales fueron
superiores (P<0,05) a los reportados para guayaba
‘Red guava’ y “Yellow guava’ cultivadas en Panam4
(Murillo et al., 2010) y a los contenidos obtenidos
por Stinco et al. (2014). Sin embargo, para variedades
como Guavata Victoria y Regional Blanca, utilizando
una técnica diferente no se encontraron carotenoides
en una cantidad detectable (Sinuco et al., 2010). Se ha
reportado que la presencia de carotenoides y clorofi-
las caracterizan principalmente el color de la guayaba
(Gonzélez et al., 2011) y que el color de la céscara y
pulpa de la fruta varfa segtn el tipo y la cantidad de
pigmentos (Flores et al., 2015), por lo que la USDA

destacé el contenido de licopeno en 5,2 mg por 100 g
de guayaba fresca (Singh, 2011). En guayaba roja de
Brasil se reporté 330 ug/100 g (B-caroteno) y 6.150
ug/100 g (licopeno) en peso fresco (Vargas-Murga
et al., 2016). En ‘Raquira Blanca’ de las localidades
Barbosa y Vélez, y en Guavatéd Victoria de Puente
Nacional los contenidos de carotenoides totales pre-
sentaron tendencia a disminuir con la madurez del
fruto (Tab. 2), lo que posiblemente esté relacionado
con el color caracteristico de estas variedades de pul-
pa blanca (Sinuco ez al., 2010). A diferencia de lo que
ocurre con variedades colombianas como la ‘Regional
Roja’ y la ‘Palmira ICA-1’, que aumentaron el conte-
nido de carotenoides a medida avanzaron en los esta-
dos de maduracién, especificamente en licopeno para
‘Regional Roja’ (7,30 mg kg " de fruta, estado I; 10,19
mg kg * de fruta, estado II; y 18,25 mg kg * de fruta,
estado III) y ‘Palmira ICA-1" (15,27 mg kg * de fruta,
estado I; 23,18 mg kg " de fruta, estado II; y 28,07 mg
kg " de fruta, estado III) (Gonzélez et al., 2011).

El contenido de clorofila total en fruto fue mayor en
estado pintdn para la variedad Regional Roja colecta-
da en Barbosa (Tab. 2), valor mayor al obtenido por
Stinco et al. (2014) con 40,67 ug g'. Por otra parte, la
variedad Regional Blanca de las localidades Barbosa y
Puente Nacional, y las variedades Guavata Victoria,
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Réquira Blanca y Regional Roja de la localidad de Vé-
lez, presentaron tendencia a disminuir el contenido
de clorofila total con la madurez, por lo que al final
de la maduracién disminuy? la presencia de clorofi-
las, coincidiendo esta tendencia con lo encontrado
para la variedad vietnamesa (Fischer et al., 2012). No
obstante, se ha reportado en guayaba ‘Palmira ICA-1’
en estado maduro, presencia de clorofilas lo que su-
giere que puede haber retencién de clorofilas, siendo
comun encontrarlas en guayabas de céscara verde y
pulpa intensa rosada (Gonzalez et al., 2011).

En la figura 1 se observa que las variedades de pulpa
blanca Guavata Victoria, Raquira Blanca y Regional
Blanca presentaron mayor contenido de carotenoi-
des totales en el exocarpo (cdscara) con respecto al
endocarpo (pulpa), lo que coincide con mayores con-
tenidos de carotenoides en el exocarpo de las frutas
(Hulme, 1970). Sin embargo, la variedad Regional
Roja presenté un comportamiento contrario, lo que
puede estar relacionado con el color rojo de la pul-
pa, donde los carotenoides que contribuyen a su co-
lor aumentan durante la maduracién de la guayaba,
siendo el licopeno el principal pigmento carotenoide
en guayabas de pulpa roja, ademads de la presencia de
B-caroteno (Singh, 2011). Algunos autores reportan
que los colores rojo y amarillo en céscara y pulpa de
frutas son debidos a la presencia de carotenoides (Wi-
sutiamonkul er al., 2015).

En cuanto al contenido de clorofila total fue mayor
en el exocarpo con respecto al endocarpo en todas las

variedades de pulpa blanca (Fig. 1), probablemente
por la composicién del exocarpo que estd formado
por células parenquimaticas que contienen cloroplas-
tos y pigmentos (Flores-Vindas, 1999); a diferencia
del resultado observado en la variedad Regional Roja
con un contenido similar en los dos tejidos, lo que
muestra un comportamiento distinto a las otras tres
variedades de pulpa blanca. Las diferencias de los con-
tenidos de clorofilas en el endocarpo y exocarpo de las
variedades de guayaba evaluadas en el presente traba-
jo podrian estar relacionadas con las caracteristicas de
color descritas. Se ha reportado que en las variedades
Regional Roja y Regional Blanca hay diferencias apre-
ciables en el tono tanto de la pulpa como de la c4scara
lo que podria ser un pardmetro Gtil para la diferencia
répida entre las variedades de guayaba (Gonzalezet al.,
2011). Por otra parte, se observo relacién directa entre
carotenoides totales, clorofila total y pectinas (Fig. 2),
donde se evidencia mayor relacién entre pectinas y
clorofila total (0,43), lo que posiblemente esté asocia-
do a la clorofila degradada por la accién de enzimas
como la clorofilasa, clorofila oxidasa y peroxidasa. Los
cambios en la pigmentacién facilitan la discrimina-
cién visual de las frutas en los estados de maduracién,
y los cambios de textura son cruciales ya que afectan
la vida til de las frutas donde el contenido de pecti-
na disminuye a lo largo de la maduracién (Jain et al.,
2003; Matile y Hortensteiner, 1999). Igualmente, en
los estados de madurez verde y madurez fisiolégica
hay mayores contenidos de pectinas y clorofilas, lo
cual coincide con el comportamiento y contenidos
de estas dos variables en estados de menor madurez
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Figura 1. Clorofila total (A) y carotenoides totales (B) en endocarpo y exocarpo para variedades de guayaba. Promedio de tres
localidades (Puente Nacional, Barbosa y Vélez) y cuatro estados de maduracion (verde, madurez fisiologica, pinton y
maduro). n=3 para cada factor. Las barras de error indican error estandar.
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de las frutas, como anteriormente se ha menciona-
do. La variedad Regional Roja es la que presenta ma-
yor contenido de carotenoides respecto a las demads,
lo que posiblemente esté relacionado con el color de
su pulpa. La maduracién de los frutos de guayaba se
caracteriza por el ablandamiento de la pulpa, el cual
estd asociado a modificaciones quimicas estructura-
les de la pectina (Abu-Goukh y Bashir, 2003). Dichas
modificaciones se reporta ocurren durante la madura-
cién de las frutas (Gwanpua ez al., 2014), el cual esta
acompanado de la solubilizacién de pectina y la ac-
cién de enzimas como pectinesterasa, poligalacturo-
nasa y pectato liasas (Abu-Goukh y Bashir, 2003). EI
contenido total de pectina, generalmente, incrementa
al inicio y luego disminuye en estado sobremaduro
(Singh, 2011), por lo que opcionalmente, la madurez
de muchos frutos puede medirse indirectamente con
la firmeza del fruto, un indice inversamente propor-
cional a la madurez. Asi que, la firmeza puede usarse
como un indice de madurez en la clasificacién y selec-
cién de las frutas (Cheng-Chang y Ching-Hua, 2014).
Ademas, se ha reportado que existe una alta correla-
cién entre el incremento de la actividad enzimatica y
la pérdida de firmeza en la pulpa de las frutas (Abu-
Goukh y Bashir, 2003) y especificamente la firmeza se

Carotenoide

Eje 2 - 27,23%

Clorofila

Pectinas F

Eje 1 - 55,68%

Figura 2. Analisis de componentes principales con grafico
biplot de carotenoides totales, clorofila total y
pectinas en variedades de guayaba por localidad y
estado de madurez. Localidades: Puente Nacional
(P), Barbosa (B) y Vélez (L). Variedades: Regional
Blanca (BL), Raquira Blanca (Q), Guavata Victoria
(G) y Regional Roja (R). Estados de madurez: Verde
(V), Madurez fisiologica (F), Pintén (T) y Maduro
(M).

ha asociado con la cantidad de pectina presente (Lima
et al., 2010).

En la figura 2 también se observa que los frutos de
la localidad de Vélez en su mayoria presentaron ma-
yor contenido de clorofilas, carotenoides y pectinas,
comparado con las demds localidades. En Vélez, la
produccion es tardia y el crecimiento del fruto has-
ta madurez fisiolégica demora mds tiempo (Solarte
et al., 2010b), lo que posiblemente esté evidenciando
mejor adaptabilidad de la fruta a ésta regién; porque
tanto las épocas climéaticas como las condiciones am-
bientales pueden tener considerable influencia sobre
la maduracién y calidad de la guayaba, adaptandose
a diferentes condiciones de clima y suelo (Fischer et
al., 2012).

De acuerdo con los resultados y teniendo en cuenta
la diferencia encontrada entre los contenidos de ca-
rotenoides y clorofilas para la variedad Regional Roja
respecto a las demds variedades de pulpa blanca, se
analiz6 por separado la variedad Regional Roja (Fig. 3).
Se encontré una relacién inversa entre el contenido
de carotenoides y clorofilas, lo que sugiere que duran-
te la maduracion la cantidad de clorofila en los tejidos
de la fruta disminuye rdpidamente y la cantidad de
carotenoides aumenta (Ayour et al., 2016). Las cloro-
filas y carotenoides son sintetizados y acumulados en
organelos especializados (cloroplastos y cromoplas-
tos, respectivamente) (Matile y Hortensteiner, 1999;
Delgado-Pelayo et al., 2014). El cambio causado por la
sintesis de carotenoides y la degradacién de clorofilas
es el primer signo observable de maduracién (Ayour
et al., 2016). El andlisis de conglomerado jerdrquico
de los datos obtenidos para la variedad Regional Roja
mostré tres grupos segin los contenidos de carotenoi-
des totales, clorofila total y pectinas (Fig. 4), tenien-
do en cuenta la localidad, la variedad y el estado de
maduracién como fuentes de variacién. Asf: el clister
tres indic6 mayor contenido de carotenoides totales,
en su mayorfa muestras en estado maduro, de la loca-
lidad de Puente Nacional; el cluster dos indicé mayor
contenido de clorofila total; y el clister uno indicé
mayor contenido de pectina, en su mayorfa muestras
en estado verde o madurez fisiolégica de las locali-
dades de Barbosa y Vélez. Dichos resultados pueden
estar relacionados con el desarrollo del color caracte-
ristico de la fruta, lo cual ocurre una vez se alcanza la
etapa de madurez fisiol6gica (Garcia-Betanzos et al.,
2017); o por factores climéticos como la temperatu-
ra, con valores registrados de temperaturas méaximas
en Puente Nacional mdés altos que en Barbosa y Vélez
(Solarte et al., 2010c). Por tal razdn, es probable que la
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Figura 3. Analisis de componentes principales con grafico biplot de carotenoides totales, clorofila y pectinas de la variedad
Regional Roja en relacion con localidades y estado de madurez. Puente Nacional (P), Barbosa (B), Vélez (L); Verde (V),
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Figura 4. Dendograma obtenido mediante el analisis de conglomerado jerarquico (distancia euclidiana, consolidado por el mé-
todo K-means) de carotenoides totales, clorofila y pectinas en la variedad Regional Roja (R) segiin localidad [Puente
Nacional (P), Barbosa (B), Vélez (L)] y estado de madurez [(Verde (V), Madurez fisioldgica (F), Pinton (T), Maduro (M)].

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.




CAROTENOIDES, CLOROFILAS Y PECTINAS EN LA MADURACION DE GUAYABA

387

temperatura sea el factor que més influya en la com-
posicién de carotenoides al interactuar con el ambien-
te, especificamente por la diferencia de temperaturas
entre cada localidad. Se ha reportado que en frutos
de camu-camu (Myrciaria dubia) la mayor tempera-
tura y exposicién a la luz son los principales factores
responsables del alto contenido de carotenoides (Za-
natta y Mercadante, 2014). Ademas, la produccién de
carotenoides en frutas también depende del grado de
maduracién (Becker er al., 2015).

CONCLUSIONES

El mayor contenido significativo de pectina se presen-
té en las variedades Regional Blanca y Regional Roja
de Puente Nacional y Vélez, respectivamente, en la
etapa de madurez fisiolégica.

Se encontré relacién directa entre el contenido de ca-
rotenoides, clorofila y pectinas en todas las variedades
de pulpa blanca (Regional Blanca, Rdquira Blanca y
Guavatd Victoria). La variedad Regional Roja presen-
té relacion inversa entre el contenido de carotenoides
y el contenido de pectinas y clorofila.

La variedad Regional Roja presenté los mayores con-
tenidos de carotenoides totales principalmente en la
localidad de Puente Nacional, y de clorofila y pectinas
en Barbosa y Vélez; datos que pueden ser aprovecha-
dos y orientados en actividades productivas para el
desarrollo agroindustrial de la guayaba en Colombia.
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ABSTRACT

Plant viruses may pose a threat to crops in Colombia. To evaluate the potential risk of yield losses due to plant
virus infection, a literature analysis followed by a first field study was carried out focusing on purple passion
fruit (Passiflora edulis Sims), cape gooseberry (Physalis peruviana L.), and ornamental rose (Rosa sp.), which
are important Colombian exports. Over the past three years, plant material was collected from 21 farms in
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Cundinamarca and Boyacd, Colombia, two regions that are in close proximity to El Dorado International Airport,
the country’s largest air freight terminal. Plants were visually inspected and subsequently tested by bioassay and
serological methods. Overall, in the samples investigated by the two diagnostic methods, plant viruses were detec-
ted. Detected viruses belong to the genus Poty-, Tobamo-, Nepo-, llar-, and Tospovirus. The extent of the distribution
and occurrence of these viruses in each crop has to be determined in a representative field study. Such a monitoring
program could be supported by a standardized farmer interview. The development of suitable plant virus diagnos-
tic and managements tools is the focus of a cooperation project between German and Colombian universities, the
Colombian Agricultural Institute (ICA), the Colombian Corporation of Agricultural Investigation (AGROSAVIA)
and the International Center for Tropical Agriculture (CIAT).

Additional key words: Physalis peruviana, Rosa sp., Passiflora edulis Sims, crop protection, plant disease diagnosis.

RESUMEN

Los virus representan una amenaza para las plantas cultivadas en Colombia, y algunos estudios indican que las
pérdidas econémicas causadas por estos problemas fitosanitarios podrian evitarse mediante procedimientos preven-
tivos estandar. Como objeto de estudio, se seleccionaron tres importantes productos de Colombia, como lo son: rosa
ornamental (Rosa sp.), uchuva (Physalis peruviana L.) y gulupa (Fassiflora edulis Sims). En el presente articulo, se mu-
estran los primeros desarrollos resultantes del monitoreo de virus en estas plantas, para determinar el estado de las
virosis en fincas colombianas. Se realizaron anélisis serolégicos de 21 fincas en Cundinamarca y Boyaca, Colombia,
en 2016-18. El objetivo de esta investigacién fue el desarrollo de un protocolo piloto para el diagnéstico rutinario,
que se pueda aplicar en un programa de certificacién de material vegetal para la determinacién de la presencia de
virus, en varios productos horticolas colombianos. Con base en este protocolo, se pueden determinar los riesgos que
representan ciertos virus y se puede considerar la necesidad de certificar el material de siembra evaluado segtn la
presencia de virus. Se estdn desarrollando herramientas de diagnéstico confiables y précticas, para la deteccién de
los virus més relevantes, en un proyecto conjunto entre universidades alemanas y colombianas, el Instituto Colom-
biano de Agropecuario (ICA), la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) y el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Palabras clave adicionales: Physalis peruviana, Rosa sp., Passiflora edulis Sims,
proteccién de cultivos, diagndstico de enfermedades de plantas.
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INTRODUCTION

Colombia’s agricultural export sector has advanced
and in parallel the need for phytosanitary control has
become more important. There is knowledge about
the presence of pests, fungi, and bacterial diseases,
but only little about plant viruses and their potential
impact on plant or fruit quality and yield quantity.
We focused on cape gooseberry (Physalis peruviana),
rose (Rosa sp.), and purple passion fruit (Fassiflora
edulis Sims), three important plant cultivars for Co-
lombia’s export market.

Cape gooseberry, known as uchuva in Colombia, be-
longs to the family Solanaceae and genus Physalis.
Colombia is the largest producer of uchuva followed
by South Africa (Mazorra et al., 2006). Uchuva

started to have commercial importance in Colombia
in 1985 (Chaves, 2006). Colombia is the country
with the largest area of cultivation, from 800 to
1,000 ha producing between 15 to 18 t ha? (Fischer
et al., 2014). The quality of domestic and exportable
postharvest uchuva is largely correlated with proper
plant pathogen management. Cape gooseberry is af-
fected by pests and several fungal, bacterial and viral
pathogens. Increasing occurrence may be due to un-
controlled distribution of primary planting material
among the farmers. Fungal pathogens such as Fusa-
rium oxysporum, Alternaria spp., Cladosporium spp.,
Phytophtora infestans, Cercospora spp., and Phoma
spp., the bacterial pathogen Ralstonia solanacearum,
and plant viruses belonging to the genus Alfamovirus,
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Bigeminivirus, Comovirus, Cucumovirus, Fabavirus, Fu-
rovirus, Hybrigeminivirus, llarvirus, Luteovirus, Nepovi-
rus, Orthotospovirus, Potexvirus, Potyvirus, Tobamovirus,
and Tymovirus have been reported to occur in cape
gooseberry (Rodriguez et al., 2016; Aguirre-Raquira
et al., 2014). But only few studies present deeper re-
search into the complete genomic sequence and the
complex relationship between genotype and pheno-
type of such plant viruses. For instance, Gutiérrez
et al. (2015) present the complete genome sequence
of an isolate of Potato virus X (PVX) infecting cape
gooseberry in Colombia.

Purple passion fruit, known as gulupa in Colombia,
belongs to the family Fassifloraceae and genus Fassiflo-
ra. The main diseases infecting gulupa in Colombia
were summarized by Gutiérrez et al. (2015). They
include the bacteria Xanthomonas axonopodis and the
viruses Soybean mosaic virus (SMV) and Cucumber mo-
saic virus (CMV). On a global level further viruses
have been described: Passion fruit ringspot virus (PER-
SV), Lassiflora virus Y (PaVY), East Asian passiflora
virus (EAPV), Okra mosaic virus (OkMV), Maracuja
mosaic virus (MarMV), Fassion fruit crinkle virus (PCV),
Fassion fruit rhabdovirus (PRV), Fassiflora latent virus
(PLV), Fassion fruit mottle virus (PEMoV), Purple gra-
nadilla mosaic virus (Gil et al., 2017), and Fassion fruit
yellow mosaic virus (PEYMV) (Morales et al., 2002).

Ornamental roses are perennial flowering plants of
the genus Rosa, in the family Rosaceae. The floral in-
dustry is dominated by Holland, which produces 83%
of the world’s cut flowers, followed by Colombia,
the second largest exporter worldwide (PMA, 2015).
The main exported flower from Colombia is the rose
which totals 365 million USD, and 70% of its cut
roses are exported to the USA (PMA, 2015). Global
studies have reported the following viruses to infect
rose: Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) (Fajardo
et al., 2015), Apple mosaic virus (ApMV) (Sertkaya,
2010; Abtahi, 2015), Arabis mosaic virus (ArtMV) (Ab-
tahi, 2015), Tobacco ringspot virus (TRSV) (McDaniel
et al., 1971), Tomato ringspor virus (ToRSV) (Halliwell
and Milbrath, 1962), Raspberry ringspot virus (RRSV)
(Von Bargen et al., 2015), Rose yellow leaf virus (RYLV)
(Mollov ez al., 2014), and Rose rosette virus (RRV) (La-
ney et al., 2011).

To extend the knowledge on both the occurrence of
plant viruses in cape gooseberry, purple passion fruit
and ornamental roses and their impact on crop yield
and quality, we conducted a first field study. Biologi-
cal and serological laboratory investigations comple-
ted the visual inspection of selected fields in the main
growing area of these crops.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

MATERIAL AND METHODS

Forty-four fields on 21 farms were inventoried for the
incidence of virus-suspected symptoms in cape goo-
seberry, purple passion fruit, and rose in one of the
main exporting Colombian cultivation areas (Fig. 1).
Visual inspection is always the first step to identify
the cause of plant damage. On the basis of the obser-
ved symptoms, laboratory investigations can be ini-
tiated to confirm the particular suspicion. We focused
on virus-suspected symptoms such as chlorotic disco-
loration, leaf blistering, necrosis, stunting, and partial
decline. Mechanical inoculation of the putative viral
pathogen with the diseased tissue on indicator plants
was applied to verify the infectivity of the agent. Di-
fferent enzyme-linked immune assays (ELISA) were
used to identify the viral pathogens.

Sampling

The field survey was carried out from 2016 to 2018
and comprised 21 national and export production si-
tes in the Cundinamarca and Boyaca departments of
Colombia (Fig. 1). The distribution of the sites visi-
ted were 10 cultivated farms of cape gooseberry, five
of purple passion fruit and six of ornamental roses.
Initial assessment of the health status of the plants
in the field was conducted with a stratified random
sampling pattern according to Delp et al. (1986) (Fig.
1). The distribution of the sites visited were 10 culti-
vated farms of cape gooseberry, five of purple passion
fruit and six of ornamental roses. This pattern divi-
des the field into regions of higher and lower disease
risk. The disease foci were established by the general
managers of each farm. As recommended, samples
were collected from disease foci, as well as along
other parts of the fields (Mavrodieva, 2004). Percent
error is reduced using this sampling design compared
to systematic entire field X and W shaped patterns
or diagonal or partial field sampling patterns (Flet-
cher, 2006). To represent the impacted area, 10 to 20
samples were taken based on farm size, if procura-
ble. Samples were collected in BIOREBA® extraction
bags, transported in cooler bags and stored at 4°C
before being investigated.

Mechanical inoculation

Bioassays are used to diagnose a virus by its reactions
in a variety of plant species, to test the infectivity of
an isolate using local lesion hosts, and to propagate
viruses. According to Hull (2009) plant homogenate
was rubbed onto the surface of the leaf of the test
plant to break the surface cells without causing too
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Figure 1. Sampling sites in Cundinamarca and Boyaca, Co-
lombia: cape gooseberry (orange), purple passion

fruit (purple), ornamental rose (green).

much mechanical damage. Chenopodium gquinoa, Ni-
cotiana benthamiana, Nicotiana clevelandii, Nicotiana
tabacum L. cv. Samsun-NN, and Cucumis sativus were
used as test plants.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The detection of plant viruses using the ELISA was
introduced to plant virology in the late 1970s. This
method was selected among the diagnostic techni-
ques due to its affordability, extreme sensitivity, and
potential for measurement (Clark and Adams, 1977).
ELISA was conducted with leaf material at Hum-
boldt University (Berlin, Germany) and BIOREBA
laboratories (Reinach, Switzerland) using available
antibodies of previously described known viruses:
Cucumber Mosaic Virus (CMV), Potato virus Y (PVY),
Tobacco mosaic virus (TMV), and Tomato spotted wilt
virus (TSWV) in passion fruit and cape gooseberry,
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Tobacco streak
virus (TSV), Arabis mosaic virus (ArMV), and Tomato
ringspot virus (ToRSV) in rose, and Soybean mosaic virus

(SMV) in passion fruit. In addition to these plant vi-
rus species specific tests carried out in the Double
Antibody sandwich-ELISA format, a Plate-Trapped
Antibody (PTA)-ELISA using a Potyvirus-group speci-
fic antibody was performed to test plant material of
all three cultivars. All tests were carried out according
to protocols recommended by the supplier.

RESULTS AND DISCUSSION

Virus suspected symptoms were observed in all three
crops: cape gooseberry, purple passion fruit and orna-
mental roses (Fig. 2). Plants showed mild to extreme
yellowing, browning, stunting, spots, mosaics, cur-
ling, blistering, mottling, chlorosis, ringspots, defor-
mation, discoloration, vein clearing, and variegation
in leaves, fruits, and flowers. A total of 320 samples
of 113 cape gooseberry, 112 purple passion fruit, and
95 ornamental roses were collected and examined
for different globally known viruses in the labora-
tory. After specific viruses were not detectable in our
samples [e.g. Potyvirus-group, PVY, TMV, CMV (in
all cultivars), AtMV (in rose), and ToRSV, TSWV (in
physalis)], testing of these viruses was discontinued.
The SMV antibody was only tested for samples co-
llected in 2018, as it was only first developed for pas-
sion fruit by BIOREBA at this time. Overall, various
viruses have been detected by ELISA so far, yet none
of the detected viruses could be transmitted by me-
chanical inoculation to herbaceous test plants.

All passion fruit farms had plants with symptoms of
wilting, yellowing in leaves, distorted, decayed, and/
or misshapen fruit with a similar scattered distribu-
tion in high and low areas. In three of the five farms
inspected, passion fruit showed unique zebra striped
mottling or blistering symptoms of leaves and fruits.
Only four out of 112 samples tested were infected
with Soybean mosaic virus (Tab. 1). Applying the ELISA
this infection was detected first by a genus-specific

Table 1. Detection of particular plant viruses in fruit and leaf samples of diseased cape gooseberry, purple passion fruit and
ornamental roses (ArMV: Arabis mosaic virus, PNRSV: Prunus necrotic ringspot virus, PVY: Potato virus Y, TMV: To-
bacco mosaic virus, ToRSV: Tomato ringspot virus, TSV: Tomato streak virus, TSWV: Tomato spotted wilt virus, SMV:
Soybean mosaic virus). Numbers: virus infected plants/tested plants/collected plants; nt: not tested).

Crop ArMV PNRSV Potyvirus PVY ™V ToRSV TSV TSWV SMV

Purple passion fruit nt nt 4//101/112 0/68/112 0/68/112 nt nt 0/33/112 | 4//64/112

Cape gooseberry nt nt 11/113/113 | 3/113/113 | 0/89/113 nt nt 0/51/113 nt

Ornamental roses 0/82/95 | 47/95/95 1/59/95 nt 0//49/95 | 3/95/95 nt nt
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Figure 2. Characteristic symptoms associated with plant vi-
rus infection. Row 1: purple passion fruit with dis-
coloration (left), leaf with mosaic (right top) and
blistering (right below). Row 2: cape gooseberry
with yellow and stunting (left) and vein necrosis
(right). Row 3: ornamental rose leaf with oak leaf

pattern (left) and mottling (right).

antibody and confirmed to be Soybean mosaic virus by
using a species specific antibody which was recently
developed by BIOREBA to be applied in passion fruit.
The four samples, each representing an individual
plant, came from two different farms.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Cape gooseberry plants from all farms exhibited si-
milar symptoms of yellowing, leaf spots, mosaic, and
distorted fruits. But only 11 out of 113 samples pro-
ved to be infected with one of the tested plant viru-
ses (Tab. 1) and originated from seven farms. Those
plants are infected with a potyvirus, leaf material of
three of them reacted with an antibody against PVY,
the type member of the genus potyvirus. Further stu-
dies should identify and characterize the Potyvirus
infecting cape gooseberry. It might be a distinct stra-
in of PVY, or a potyvirus not kown in cape gooseberry
so far or even not at all.

In all of the six rose farms that were involved in the
field survey, there was at least one sample containing
a plant virus in a scattered distribution in rows. An
infection with PNRSV could be detected in about
50% of tested roses, 3 out of 95 plants tested plants
revealed an infection with TSV, one with a Poryvirus
(Tab. 1). Most plants that tested positive for PNRSV
in ELISA showed a characteristic chlorotic line pat-
tern, named oak leaf pattern. In four farms, all symp-
tomatic leaf samples taken from the variety Freedom
were PNRSV-infected independent on the farm they
were taken. Samples of the varieties Topaz and Blues
were infected with that virus in two of the six farms.
This distribution and the fact that no insect vector
is known, in spite of extensive surveys suggests that
the virus was introduced to the farm with the propa-
gation material, rootstocks or scions.

Significant research on viruses in Colombia has been
carried out in recent years. A novel ilarvirus infecting
purple passion fruit was detected in Cundinamarca
by RT-PCR in the Humboldt University in 2018. Va-
ca-Vaca et al. (2017) characterized the complete ge-
nome sequence of a begomovirus infecting yellow
passion fruit (Fassiflora edulis) in Valle del Cauca. In
Antioquia, Gallo-Garcia er al. (2018) have reported
the genome sequence of a noval ilarvirus infecting
physalis. It is advisable that further research on the
presence of viruses in ornamental roses in Colombia
be carried out.

RECOMMENDATIONS AND CONCLUSIONS
FROM THIS STUDY

Our results are a preliminary investigation of the oc-
currence of plant viruses in Cape gooseberry, purple
passion fruit and ornamental roses in Colombia and
do not give a reliable countrywide survey in terms of
region, climatic conditions, mode of cultivation and



ASSOCIATED VIRUSES IN CAPE GOOSEBERRY, PURPLE PASSION FRUIT, AND ROSE

395

cultivars. In this first field survey few plant viruses
could be detected in the 320 samples. The damage
of the plants are therefore either due to other har-
mful organisms, or caused by previously untested or
unknown viruses. A state of the art high-throughput
sequencing (NGS) approach should be applied to dis-
cover more viruses. With such an approach novel vi-
ruses and/or virus complexes can be determined or
excluded as the causes of the observed damage.

On the basis of an intensive monitoring and scree-
ning at different Colombian production sites the oc-
currence and impact of particular plant viruses can be
determined and economic thresholds can be estima-
ted. With this research, management programs can
be recommended.

Such programs would involve training of farmers in
recognizing early symptoms of a disease, on-site diag-
nostic tools to be used by consultants, sanitation me-
asures like disinfection of knives while grafting, and
certification of propagation material. Certification of
mother seeds, rootstocks and scions to be virus-tested
can prevent the transmission and distribution of plant
viruses in the field and country, respectively. Farmers
propagating their own plants should be aware that
even mother plants infected with a virus can infect
generative or vegetative relatives. Depending on the
virus, this can result in high losses. Training schools
and routine diagnostic tools are being developed for a
national agricultural certification program that could
be established in a common project between German
and Colombian universities, the Colombian Agricul-
tural Institute (ICA), the Colombian Corporation of
Agricultural Investigation (AGROSAVIA) and the
International Center for Tropical Agriculture (CIAT).

An increased attention to the use of virus-free
plant material will support Colombian agricultu-
ral products domestically and in international ex-
port markets (Cutler et al., 2017). A certification of
virus-tested plant material can contribute to better
quantity and quality in production and contributes
to better trade policy decision-making. Many stake-
holders in the Colombian supply chain would gain
from the knowledge and practical experience in con-
trolling plant pathogens, from small farmers to the
major worldwide distributors of Colombia’s agricul-
tural and horticultural products.
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Desenvolvimento e producao de meldao Cantaloupe
em funcao do espagamento e ambientes de cultivo no
Cerrado brasileiro

Development and production of Cantaloupe melon as a
function of plant spacing and growing environments in the
Brazilian Cerrado
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Producao de melao em ambiente protegido no
Cerrado brasileiro.
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RESUMO

A cultura do meldo é responsiva ao ambiente de cultivo e as técnicas de producdo utilizadas, sendo estes fa-
tores cruciais para a obtengao de frutos de maior qualidade. Desta forma, objetivou-se estudar, o crescimento
vegetativo, o potencial produtivo e a qualidade de frutos de meloeiro Cantaloupe em fungio da redugédo do
espacamento em dois ambientes de cultivo. Em delineamento experimental de blocos ao acaso, plantas de
meloeiro, cultivar Trinity, foram cultivadas em campo aberto e ambiente protegido, sob cinco espagamentos
entre plantas (15, 25, 35, 45 e 55 cm). Observou-se que a taxa de crescimento de plantas, a taxa de emisséo
foliar, bem como a espessura de casca e polpa, o teor de sélidos soldveis, e o ratio foram superiores sob cultivo
protegido. Em relagdo aos espacamentos, verificou-se que seu aumento influenciou, de forma linear e posi-
tiva, as caracteristicas de massa seca de plantas, massa fresca de frutos e espessura da polpa. No entanto, o
aumento da densidade de plantas aumentou a produtividade. Para velocidade de crescimento, velocidade de
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emissdo foliar e comprimento e circunferéncia de fruto constataram-se pontos de méximos de 47,50; 53,75; 49,95 e
47,51 cm, respectivamente. Em vista dos resultados, para regides com condi¢oes semelhantes a do presente estudo,
o cultivo do meloeiro Cantaloupe é favorecido em condigbes de cultivo protegido e espacamentos entre 45 e 55 cm
na linha de plantio.

Palavras-chave adicionais: Cucumis melo var. reticulatus Naud, melao rendilhado,
bioma Cerrado, fator ambiental, densidade de plantio.

ABSTRACT

Melon is responsive to the cultivation environment and the production techniques that are used, factors crucial
for obtaining high quality fruits. The objective of this research was to study the vegetative growth, productive
potential and quality of Cantaloupe melon fruits as a function of a reduction of spacing in two growing envi-
ronments. Using a randomized block design, melon plants (cv. Trinity) were cultivated in an open field and a
protected environment, with five different spacing between plants (15, 25, 35, 45 and 55 cm). It was observed
that the plant growth rates, leaf emission rate, thickness of bark and pulp, total soluble solids content, and ratio
were higher with the protected cultivation. For spacing, the increase influenced, in a linear and positive manner,
the characteristics of dry mass of plants, fresh mass of fruits and thickness of the pulp. However, increasing the
plant density increased productivity. For growth velocity, foliar emission velocity and fruit length and circum-
ference, maximum points were observed when the plants were spaced at 47.50, 53.75, 49.95 and 47.51 cm from
each other, respectively. Considering these results, for regions with similar conditions to the present study, the
cultivation of the Cantaloupe melon is favored when conducted under protected cultivation conditions, with a
plant spacing between 45 and 55 cm.

Additional key words: Cucumis melo var. reticulatus Naud, muskmelon,
Cerrado biome, environmental factor, planting density.

Data de recepcéo: 24-10-2017 Aprovado para publicacdo: 30-05-2018

INTRODUGAO

Nos tltimos anos o Brasil apresentou crescimento ex-
pressivo na produgao de meldes, passando de 350.000
t em 2003 para cerca de 521.000 t anuais em 2015,
produzidos em uma darea equivalente a 21.000 ha,
resultando em uma produtividade média anual de
24,8 t ha'. Apesar do cultivo de meldo ser possivel
em praticamente todo o territdrio brasileiro, a regido
Nordeste destaca-se como principal polo produtivo,
detendo mais de 94,7% da produgdo nacional (IBGE,
2015; Vendruscolo et al., 2017a).

No estado de Goids a produgdo de meldo é inex-
pressiva (IBGE, 2015), porém, apresenta excelentes
condigbes ambientais para a exploragdo comercial
da cultura, notadamente no outono inverno, dada a
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combinagdo de altas temperaturas com auséncia de
chuvas. Esta caracterfstica climética lhe confere apti-
dao para o cultivo do meloeiro, pois a qualidade dos
frutos é favorecida por condicoes de altas temperatu-
ras e baixa umidade relativa do ar (Monteiro, 1995;
Bardiviesso et al., 2015).

Dentre os meloeiros cultivados, hd um crescente in-
teresse pela producao de frutos tidos como “nobres”,
conhecidos popularmente como meldo japonés ou
Cantaloupe, os quais sdo pertencentes aos meldes
rendilhados (Cucumis melo var. reticulatus Naud.) do
grupo Cantalupensis. Estes meldes possuem quali-
dades superiores quanto ao aroma, polpa com colo-
racdo diferenciada, maior teor de sélidos soliveis em
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comparacdo aos meldes tradicionais (Medeiros et al.,

2007).

A busca por produtos advindos de cultivos menos
impactantes ao meio-ambiente também vem aumen-
tando & medida que hé possibilidade de disponibilizar
informacoes de procedéncia aos consumidores. Estes
optam por frutos produzidos com menor necessida-
de do uso de agrotéxicos e em sistema com maior
eficiéncia na utilizagdo da dgua e nutrientes. O am-
biente protegido apresenta estas caracteristicas em
vantagem ao cultivo realizado diretamente em cam-
po aberto, como a protegdo contra fatores bidticos
e abidticos (Chang er al., 2013). No entanto, outras
técnicas podem ser implantadas visando o melhor
aproveitamento do espaco e dos recursos envolvidos.

Dentre as técnicas de cultivo, o adensamento no
plantio pode ser utilizado como estratégia para oti-
mizar o uso da terra e obter frutos com caracteristi-
cas apreciadas em diferentes mercados consumidores.
Para minimelancias, foi observado menor desenvol-
vimento de plantas e frutos em sistemas de plantio
adensado, o qual, no entanto, resultou em maiores
produtividades por area cultivada (Campagnol ez al.,
2016). Resultado similar foi obtido para trés cultiva-
res de meldo, em sistema de cultivo protegido, em que
a produgdo foi incrementada em 34,6% e a massa de
frutos decresceu 11,4% pelo cultivo em 0,3 m entre
plantas, em relagido ao cultivo com espacamento de
0,5 m (Bezerra et al., 2009). Soma-se ao adensamento
o cultivo de plantas verticalizadas, o qual traz uma
série de beneficios como a facilitagdo do manejo de
pragas e doencas (Martins et al., 1999; Chang er al.,
2013), além de melhorar as qualidades fisico-quimi-
cas dos frutos (Martins e al., 1998) e a ergometria da
atividade para o trabalhador rural.

Para meldes rendilhados, deve-se levar em conta a pre-
feréncia do consumidor em relagdo, principalmente,
ao tamanho de frutos. Uma vez que, segundo Santos
et al. (2015), sdo considerados comercializaveis frutos
firmes, uniformes quanto a cor, com bom rendilha-
mento de casca, sem deformacdes, murchamento,
rachaduras, sinais de podriddo, ataques de insetos ou
pragas e danos mecanicos.

O cultivo de novas éreas produtivas demanda infor-
magdes quanto ao desenvolvimento da cultura e aos
tratos que venham a aperfeicoar o sistema de pro-
dugdo. Para tanto, neste trabalho objetivou-se estu-
dar, o crescimento vegetativo, o potencial produtivo
e a qualidade de frutos de meloeiro Cantaloupe em

funcdo da reducido do espacamento em dois ambien-
tes de cultivo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido de setembro a novembro do
ano de 2015, em Goidnia, Goids, situado na regido
central do Brasil, 16°40” S and 49°15’ W e altitude de
750 m. O local apresenta clima Aw, segundo classi-
ficacdo de Koppen-Geiger (Cardoso et al., 2014), ca-
racterizado por clima tropical com estacdo chuvosa
de outubro a abril e um perfodo com precipitagoes
inferiores a 100 mm mensais entre maio a setembro.
As temperaturas médias mensais variam de 20,8°C,
nos meses de junho e julho, a 25,3°C no més de outu-
bro (Cardoso et al., 2014). Os registros climaticos da
temperatura e umidade do ar durante a condugdo do
experimento foram obtidos a partir de estagdo clima-
tica localizada a 200 m do local dos ensaios (Fig. 1).

O solo da area experimental, nos dois ambientes de
cultivo, foi classificado como Latossolo Vermelho
(Santos et al., 2013) e apresentou as seguintes carac-
teristicas quimicas, determinadas a partir da reco-
mendacdo encontradas no manual de anélises de solo
(Donagemma et al., 2011): M.O. = 0,7%; pH (CaCl,)
= 4,6; P (Mehlich) = 3,5 mgdm?3; K = 131,0 mg dm?;
Ga = 2,0 cmolc dm?®; Mg = 0,81 cmolc dm3; H+Al
= 2,5 cmolc dm®; Al = 0,0 cmolc dm?; CTC = 5,6
cmolc dm®; m% = 0,0; V% = 55,7.

O experimento foi delineado em blocos ao acaso em
esquema fatorial 5X2, em que o primeiro fator co-
rresponde aos cinco espagamentos entre plantas (15,
25, 35,45, 55 cm) e segundo fator aos dois ambientes
de produgéo (protegido e campo aberto), com quatro
repetigdes. Cada parcela foi constituida por uma lin-
ha de 3,5 m de comprimento. O ambiente protegido
apresentava comprimento de 21 m, largura de 7 m,
totalizando 147 m?, e altura de 4 m, coberto com fil-
me plastico transparente e tela antiofidica branca nas
laterais. O ambiente continha ainda duas aberturas
nas extremidades, equivalentes ao arco superior. As
mudas foram obtidas em bandejas de poliestireno ex-
pandido, a partir da semeadura em substrato turfoso
comercial e himus de minhoca (3:1) de sementes da
cultivar Trinity (Takii Seed, Kyoto, Japao), no dia 21
de julho de 2015. Aos 35 d apds a semeadura as mu-
das foram transplantadas para canteiros previamente
preparados, com 20 cm de altura e 55 cm de largura,
recobertos com mulching pléstico de cor branca e dis-
tantes 80 cm entre si. O transplantio tardio (35 d)
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do de conducao do estudo.

Figura 1. Condicdes climaticas de umidade relativa do ar, precipitagao e temperatura maxima, média e minima durante o perio-

se deu por ocasido das baixas temperaturas na época
em que as mudas foram produzidas, atrasando seu
desenvolvimento.

A condugdo foi montada em sistema de espaldei-
ra utilizando-se mourbes de eucalipto que serviram
como ponto de fixacdo dos arames tensionados so-
bre as linhas de plantio. O tutoramento das plantas
de meloeiro e dos frutos foi feito por meio de fitilho
amarrado ao arame tensionado a 2,5 m de altura. A
irrigacdo foi realizada por meio de sistema de goteja-
mento. Para tanto foi utilizada uma mangueira por
canteiro, estd contendo gotejadores espacados 20 cm
entre si. Por meio deste sistema também foram rea-
lizadas as adubagbes de cobertura, via fertirrigacao,
aplicando-se 80 kg ha?' de N, na forma de ureia dissol-
vida, e 80 kg ha™ de K,Os, parcelados em duas épocas,
aos 33 e aos 94 d apés o plantio.

Trinta dias apds o transplantio, foi avaliado o indice
relativo de clorofila (SPAD), com clorofilémetro porta-
til (CFL1030; Falker, Porto Alegre-RS, Brasil), utilizan-
do a terceira folha totalmente expandida, enquanto
que a avaliacdo das demais caracteristicas biométricas
das plantas foi realizada aos 45 d apés o transplantio,
quando foram obtidos os valores de altura e nimero
de entrends das plantas. A partir desses valores foram
obtidos os valores de velocidade de crescimento (cm
d?) e velocidade de emissdo foliar (folhas/dia), pela
razdo entre a altura maxima e do ndmero maximo de
nés, respectivamente, pelo nimero de dias (45 d), de
trés plantas por parcela.

Ao final do ciclo, 63 d apés o transplantio das mudas,
foram avaliadas as caracteristicas de produtividade e

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

qualidades fisico-quimicas de trés frutos por parcela.
Para tanto, foi observada a produtividade por metro
quadrado, mensurados a massa fresca por pesagem
em balanga (W15, Welmy, Sta. Barbara d’Oeste-SP,
Brasil), a circunferéncia e o comprimento do fruto
com fita métrica, espessura da casca e da polpa com
paquimetro digital (Metrotools, Sdo Paulo-SP, Brasil)
e avaliadas as caracteristicas quimicas de sélidos so-
ltveis por meio da leitura em refratémetro manual
RTA-50 (Instrutherm, Sdo Paulo-SP, Brasil), acidez
titulavel obtida pela titulagdo com solugdo de NaOH
(1 M) e pela relagdo entre essas tltimas duas varidveis
foi obtida a relagio entre sélidos soldveis e a acidez
titulavel (ratio). Também nesse momento obteve-se
massa de matéria seca das mesmas trés plantas por
parcela. As plantas foram cortadas a altura do colo,
colocadas em sacos de papel pardo e acondicionadas
em estufa de ventilacdo forcada a temperatura de
70°C até a observagdo de massa constante e, poste-
riormente, pesada em balanga digital (ML 600, Marte,
S&o Paulo-SP, Brasil).

Os resultados foram submetidos a anélise de varidn-
cia e as médias de ambientes pelo teste de Tukey
(P=<0,05), e realizando-se as andlises de regressdo para
descrigdo dos efeitos dos espacamentos. Para tanto

utilizou-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira,
2014).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Para as caracteristicas biométricas e produtivas foram
observadas diferengas significativas (P<0,05) para os
ambientes de cultivo e espagamentos entre plantas
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para todas as varidveis, excetuando-se o indice rela-
tivo de clorofila, para a qual ndo foram constatadas
diferengas para espagamento entre plantas (Tab. 1).

Foi observado que a velocidade de crescimento e a ve-
locidade de emissdo foliar foram maiores em plantas
cultivadas ambiente protegido, quando comparadas
as plantas cultivadas em campo aberto (Tab. 1). O
ambiente protegido representa uma série de vanta-
gens que favorece o desenvolvimento dos vegetais.
Dentre as quais, a formacdo de um microclima com
maior umidade, que diminui a evapotranspiragdo
dos vegetais, a barreira fisica criada pelas telas late-
rais, que dificultam a entrada de insetos e a protegao
contra o excesso de radiagdo solar (Changer al., 2013;
Purquerio e Tivelli, 2006).

O aumento do espagamento de plantio proporcio-
nou maior velocidade de crescimento, até o ponto
maximo estimado em 47,5 cm, no qual se obteve um
crescimento didrio de 3,87 cm. A varidvel velocidade
de emissao foliar seguiu a mesma tendéncia, na qual
foi constatado um ponto méaximo de 53,75 cm entre
plantas, com emissao de 0,61 folhas/dia (Tab. 1).

Para a massa de matéria seca de plantas, foi verifica-
da resposta crescente ao aumento do espagamento
entre plantas, em que o maior acimulo de matéria

seca coincidiu com o maior espagamento. O mesmo
comportamento foi observado para a varidvel massa
fresca de frutos, verificando-se aumento em razio do
aumento de espagamento entre plantas (Tab. 1).

Esses resultados corroboram com as observacdes
realizadas por Silva et al. (2010) ao estudar o efeito
da densidade de plantio sobre o desenvolvimento de
plantas de piment&o. Os autores verificaram que a di-
minuicdo da densidade de plantio resultou em maior
desenvolvimento de plantas e frutos, atribuidos & me-
nor competitividade entre os vegetais. Segundo San-
goi et al. (2002), a diminui¢do da competigdo entre
plantas no ambiente, por nutrientes, dgua e radiagdo
solar pode resultar em maior aporte de carbono e ni-
trogénio, favorecendo o desenvolvimento vegetativo.

Os valores do indice relativo de clorofila foram maio-
res em folhas de plantas cultivadas em ambiente
protegido (Tab. 1). A elevagdo no indice relativo de
clorofila pode ser explicada pela compensacao realiza-
da pelas plantas quanto ao sombreamento provenien-
te da cobertura pléstica. Pois o maior teor de clorofila,
principalmente da clorofila b, permite o aproveita-
mento de luz menos intensa, incrementando o des-
envolvimento dos vegetais em ambientes sombreados

(Whatley e Whatley, 1982).

Tabela 1. Médias de velocidade de crescimento (VC), velocidade de emissao foliar (VEF), matéria seca de plantas (MS), indice
relativo de clorofila (IRC), massa fresca de frutos (MFF) e produtividade (PROD) para plantas de meloeiro cultivadas
em diferentes ambientes e espagcamentos entre plantas. Goiania- GO, 2015.

. VC VEF MS IRC MFF PROD
Fatores de variagéo -
(cm d) (Folhas/dia) (g) (SPAD) (kg) (kg m?)
Ambientes de cultivo
Protegido 4,38a 0.67a 44,66 a 64,85 a 1,33a 4,77 a
Campo 3,10b 051b 42,04 a 56,27 b 1,23a 458a
Espagamento entre plantas

15 3,48 0,55 26,21 59,55 0,89 6,87
25 372 0,58 44,43 61,27 1,22 5,70
35 372 0,59 40,76 59,26 1,33 4,44
45 3.95 0,62 51,82 60,87 1,43 3,34
55 3.82 0,61 53,55 61,84 1,51 3,04
Regressao linear NS NS *3 NS x *5
Regresséo quadratica * *2 NS NS NS NS
CV% 13.1 11,54 22,99 11,26 17,85 17,33

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. *, NS: significativo a P<0,05 e ndo significativo,

respectivamente.

'Y = -0,0004x? 4 0,0344x + 3,0521 R? = 0,8521; 2Y = -4E-05x? + 0,0043x + 0,4963 R? = 0,954; 3Y = 0,6206x + 21,633 R? = 0,8068; *Y = 0,0145x +

0,7684 R = 0,9078; °-1002,2x + 81835 A2 = 0,9672.
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A produtividade foi afetada negativamente com o au-
mento do espagamento entre plantas, observando-se
efeito decrescente (Fig. 2). Isso é devido ao menor
numero de plantas por drea e, consequentemente,
menor quantidade de frutos. Resultado semelhante
foi observado para diferentes cultivares de melancia,
em que maiores densidades de plantio favoreceram

¢ MFF = PROD

17 %0
15 0 =
% 60 §
g " 50S
S 10 §
g 07 y = 0,0145x + 0,7684 A2 = 0,9078 20

’ y = -1,0022x + 81,834 R? = 0,9672 10

05 0

[,
—
3]

25 35 45 55 65
Espagcamento (cm)

Figura 2. Massa fresca de frutos e produtividade para plan-
tas de meloeiro cultivadas em diferentes ambien-
tes e espacamentos entre plantas. Goiania-GO,
2015.

o aumento da produtividade por 4rea (Ramos er al.,
2009). Ao serem relacionadas, a produtividade e a
massa fresca de frutos, obtém-se que o aumento da
densidade de plantio resulta em maior quantidade de
frutos de menor tamanho (Fig. 2). Resultados semel-
hantes foram obtidos para a cultura do meloeiro, em
que plantas de trés cultivares foram conduzidas em
espacamentos de 0,3 e 0,5 cm entre plantas, para o
qual foi observado o efeito de elevacdo da massa dos
frutos em maior espacamento de plantio, enquanto
que nessa mesma condigdo houve uma reducdo da
produtividade (Bezerra et al., 2009).

Assim como observado para as caracteristicas biomé-
tricas vegetativas, houve diferengas para todas as va-
ridveis fisico-quimicas, com excegdo da circunferéncia
e da acidez tituldvel, para os ambientes de cultivo. E
para os espacamentos entre plantas ndo foram obser-
vadas respostas para as caracteristicas de espessura da
casca, sélidos solaveis, acidez titulavel e ratio (Tab. 2).

Para o comprimento e a circunferéncia dos frutos ob-
teve-se resposta aos espagamentos entre plantas. Os
pontos de méximo foram obtidos nos espagamentos
de 49,95 e 47,51 cm, quando se observou valores de
15,10 e 44,00 cm de comprimento e circunferéncia,
respectivamente. Resultados semelhantes foram

Tabela 2. Médias de espessura da casca (CASCA), espessura de polpa (POLPA), comprimento dos frutos (COMP), circunferén-
cia dos frutos (CIRC), solidos soliiveis (SS) e razao SS/acidez titulavel (ratio) para frutos provenientes de plantas de
meloeiro cultivadas em diferentes ambientes e espagcamentos entre plantas. Goiania-GO, 2015.

Fatores de variagao Casca E] Comp Circ SS Ratio
(mm) (mm) (cm) (cm) (°Brix) -
Ambientes de cultivo
Protegido 1,44 a 39,61a 13,80 b 41,37 a 7,84 a 17,33 a
Campo 1.12b 36,80 b 14,63 a 42,66 a 6,49 b 14,90 b
Espagamento entre plantas

15 1,23 34,35 12,49 37,47 7,03 16.89
25 1,33 37,22 14,11 2.1 7,10 16,23
35 119 38,96 14,78 43,34 717 16,12
45 1,28 39,32 14,51 42,80 7,23 16,00
55 1,37 41,16 15,18 44,35 7,30 15,89
Regresséo linear NS * NS NS NS NS
Regressao quadratica NS NS *3 x4 NS NS
CV% 20,34 10,59 10,62 8,14 15,36 20,75

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. *, NS: significativo a P<0,05 e nao significativo,

respectivamente.

'Y = 0,1573x + 32,697 R? = 0,9367; 2Y = 0,1886x + 33,142 2 = 0,9488; °Y = -0,002x? + 0,1998x + 10,11 A2 = 0,9057;

'Y = -0,0057x + 0,5416x + 31,139 A2 = 0,8917.
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obtidos para os cultivares T&nia (grupo amarelo),
Gilat e Rita (grupo Cantaloupe), para os quais foi
observado comprimento de frutos cultivados em es-
pagamento de 0,50 m entre plantas, em comparagdo a
frutos cultivados em espacamento de 0,30 m (Bezerra
et al., 2009) e para o cultivar Gold Pride (grupo Valen-
ciano), verificando-se a queda linear do comprimento
e da largura dos frutos a medida em que aumentou-se
a densidade de plantas de 7.000 para 25.000 plantas/
ha (Silva et al., 2003). Os autores relacionam o efeito
a competigdo entre plantas por nutrientes, 4gua e luz.

Observou-se que os frutos produzidos em ambiente
protegido apresentaram maiores espessuras de casca e
polpa e menor comprimento de frutos. Este resultado
indica que nestas condigdes hd um melhor desenvol-
vimento da parte comestivel dos frutos, melhorando
seu aproveitamento. Também, o espessamento da
casca é em fator determinante & manutengdo da qua-
lidade e prevencado contra danos mecénicos durante
a fase de transito da fruta, englobando manuseio na
colheita, embalagem e transporte (Queiroga et al.,
20183). Portanto, pode-se inferir que o ambiente pro-
tegido favorece a manutencdo da qualidade do fruto
durante as etapas pds-colheita.

Para as varidveis de sélidos solaveis e ratio, foi obser-
vada a melhora da qualidade dos frutos quando estes
sdo provenientes de cultivo protegido. Uma das possi-
veis causas da menor qualidade fisico-quimica dos
frutos produzidos a campo seria a ocorréncia de chu-
vas durante o periodo de enchimento e maturagéo.
Mesmo com a utilizacdo de mulching, o deslocamento
lateral da dgua no solo pode ter reduzido o aproveita-
mento dos nutrientes advindos da fertirrigacdo, uma
vez que nitrogénio e potdssio sdo altamente moveis
na solucdo do solo (Prado, 2008). Observa-se que esses
nutrientes possuem alta influéncia sobre caracteristi-
cas como produgao, espessura de polpa, sélidos sold-
veis e acidez tituldvel total (Silva er al., 2014).

A regido centro-oeste do Brasil apresenta caracteris-
ticas edafoclimaticas que possibilitam a produgdo de
meldes Cantaloupe. Observa-se que héd necessidade
de novos estudos quanto aos tratos culturais que
possibilitem melhorias na qualidade dos frutos, tais
como adubagdo e manejo da irrigacdo. A exploragao
de cultivos diferenciados é uma oportunidade para ge-
ragdo de diversificagdo da produgdo nas propriedades
rurais, incremento da renda e geragdo de empregos no
meio rural pela necessidade de mao-de-obra.

Desta maneira, o meldo Cantaloupe pode ser uma
opgcao rentédvel ao produtor rural (Vendruscolo et al.,
2017b). Também os resultados obtidos no presente
estudo podem ser utilizados para a melhoria da quali-
dade dos frutos, levando-se em consideragio o cultivo
em ambiente protegido e utilizando-se do espaga-
mento para a exploragao de diferentes mercados, com
diferentes demandas quanto ao tamanho dos frutos.

CONCLUSOES

O cultivo em ambiente protegido melhora as caracte-
risticas biométricas e produtivas das plantas de me-
loeiro Cantaloupe.

Maiores espacamentos entre plantas propiciam o au-
mento do tamanho dos frutos, sem afetar a qualidade
dos mesmos.

O espacamento entre plantas de 45 a 55 cm em con-
dicdes de cultivo semelhantes as observadas no es-
tudo é o mais indicado para a cultura do meloeiro
Cantaloupe.
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Micropropagation protocol for the wild Brazilian
greenberry (Rubus erythroclados)
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Fruits of the wild Brazilian greenberry.
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ABSTRACT

This study presents the first micropropagation protocol for greenberry (Rubus erythroclados), a wild Brazilian
species with edible green fruits. In the in vitro multiplication stage, three concentrations of benzyladenine
(BA) were tested (0, 5 and 10 uM), combined with three concentrations of indolebutyric acid (IBA) (0, 3
and 6 uM) in two subsequent subcultures. In the rooting stage, in and ex vitro rooting were compared after
pulse treatment of the microcutting for 10 seconds in IBA (0, 2.46, 4.92 and 7.38 mM). For the in vitro trial,
the microcuttings were maintained in glass bottles with an MS medium under controlled conditions inside a
growth room. For the ex vitro trial, the microcuttings were planted in styrofoam containers with vermiculite
and maintained inside a greenhouse with an intermittent mist system. R. erythroclados multiplication was
obtained with the addition of BA to the culture medium, while IBA reduced the shoot proliferation and in-
creased mortality. The ex vitro rooting showed the best results, reaching 95.8% for rooted and acclimatizated
plants without IBA. An efficient and simple protocol can be used for R. erythroclados micropropagation with
5 wM BA for in vitro shoot proliferation and ex vitro rooting of microcuttings with intermittent misting.

Additional keywords: native species, tissue culture, rooting, microcutting, explant, growth regulators.
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RESUMEN

El presente trabajo presenta el primer protocolo de micropropagaciéon de morera verde (Rubus erythroclados), una
especie fructifera nativa de Brasil. En la fase de multiplicacién in vitro, se probaron tres concentraciones de benzi-
ladenina (BA) (0, 5 y 10 uM) combinadas con tres concentraciones de dcido indolbutirico (IBA) (0, 3 y 6 uM) en
dos cultivos subsiguientes. En la etapa de enraizamiento, el enraizamiento in y ex vitro fue comparado después del
tratamiento de inmersién rapida de las microestacas durante 10 segundos en solucién de IBA (0; 2,46; 4,92 y 7,38
mM). Para el experimento in vitro, las microestacas se mantuvieron en recipientes de vidrio con medio de cultivo
MS en una sala de crecimiento con condiciones de temperaturas controladas. Para el experimento ex vitro, las mi-
croestacas fueron plantadas en bandejas de poliestireno expandido con vermiculita, y se mantuvieron en una casa
de vegetacioén con sistema de nebulizacién intermitente. La multiplicacién de R. erythroclados fue obtenida con la
adicién de BA en el medio de cultivo, mientras que IBA redujo la emisién de brotes y aumenté la mortalidad de
explantes. El enraizamiento ex vitro mostré los mejores resultados, llegando al 95,8% de microestacas enraizadas y
aclimatadas sin tratamiento con IBA. Un protocolo simple y eficiente puede ser utilizado para la micropropagacién
de R. erythroclados con 5 uM de BA para multiplicacién in vitro y enraizamiento de microestacas ex vitro en sistema

de nebulizacién intermitente.

Palabras clave adicionales: especie nativa, cultivo de tejidos, enraizamiento, microestaca, explante,

reguladores de crecimiento. regulators.
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INTRODUCTION

The greenberry (Rubus erythroclados) is a native plant
from grassy regions and rain forests in southern Bra-
zil (Cordeiro et al., 2011). Its green fruits (Fig. 1A and
1B), with high sugar levels and a pleasant taste, drew
the attention of the local population, revealing their
marketing potential alongside other small fruits.
However, the cuttings of this species are difficult to
root, and there is a lack of published studies on its
propagation; so, this in vitro research was carried out.

Blackberry plants (Rubus spp.) can be propagated
with root cuttings, stem cuttings (Maia and Botelho,
2008; Campagnolo and Pio, 2012) and tissue cultu-
res (Pasa et al., 2012), of which tissue cultures are the
surest way to avoid contamination by fungi, bacte-
ria, viruses and nematodes in addition to resulting in
genetically uniform plants in a short period of time.
However, the great variability in the in vitro behavior
requires us to develop specific growing conditions
since not all Rubus species have a high potential for
in vitro propagation (Debnath, 2003). For each species
and cultivar, there is a specific culture medium, and,
to determine which is the best, several tests should
be performed.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

The plant growth regulators used in blackberry tissue
cultures include benzyladenine (BA) and indolebu-
tyric acid (IBA) (Lazic and Ruzic, 2007). The rooting
of microcuttings can either be performed in vitro, as
is already widely used (Deng and Donnelly, 1993) or
ex vitro during acclimatization, directly on the subs-
trate (Jin et al., 1992; Augusto et al., 2000) or in float
hydroculture (Clapa et al., 2013). Ex vitro rooting
offers the advantage of reducing difficulties related
to survival and development of plants cultivated in
vitro (Augusto et al., 2006; Pelizza et al., 2013) and also
reduces costs.

The aim of this study was to establish a useful and
simple greenberry micropropagation protocol with
satisfactory multiplication, rooting and acclimatiza-
tion rates.

MATERIAL AND METHODS

The initial explants were collected from mother
plants growing into a greenhouse (Fig. 1C). Nodal
segments (Fig. 1D) from new shoots were disinfec-
ted and established in vitro. The explants for this
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study were derived from the multiplication stage
after three subcultures in vitro with & uM BA, and,
to completely eliminate the effects of this growth
regulator, the explants were submitted to two sub-
cultures in an MS medium free of plant growth re-
gulators. Each explant was composed of a lateral bud
with a pair of leaves. The plants were maintained in
a growth room at 25+2°C with a 16-h photoperiod
and 20 umol m? s irradiance provided by cool-whi-
te fluorescent bulbs.

An MS culture medium was used (Murashige and
Skoog, 1962) supplemented with 30 g L' sucrose. The
pH of the solution was adjusted to 5.8 using 0.1 N
sodium hydroxide before the addition of 6 g L™ agar
and sterilization with autoclaving at 120°C and a
pressure of 1.5 atm for 20 min. 30 mL of the culture
medium were placed in glass bottles, which were sea-
led with a polypropylene cap and plastic film.

In the trial for multiplication, the experiment design
was completely randomized in a factorial arrange-
ment (3%3), with three IBA concentrations (0, 3 and
6 uM), three BA concentrations (0, 5 and 10 uM),
four replications, 12 plants per experiment plot, and
six microcuttings per bottle. This experiment was
evaluated for two subcultures, and the explants of
each treatment were used in the following treatment
after 2 months of culture.

The analyzed parameters included the number of
new shoots per explant with at least 0.3 cm, the
largest shoot height, the number of new leaves per
shoot and roots per explant, the percentage of dead
explants, the hyperhydricity, the explants with callus
formation, and the rooted explants.

The rooting trials were conducted with a completely
randomized design in a factorial arrangement (4x2),
with four IBA concentrations (0, 2.46, 4.92 and 7.38
mM), two environments (in and ex vitro), four replica-
tions and 12 plants per experiment plot. The culture
medium and growth room for the in vitro conditions
were the same as those used in the multiplication
trial. For the ex vitro rooting, microcuttings were pla-
ced in styrofoam containers with vermiculite in a
greenhouse with an intermittent mist system.

For these trials, the microcuttings were cultivated in
a culture medium containing 5 uM BA, and, to elimi-
nate the effects of the plant growth regulator, they
were submitted to two subcultures with an MS me-
dium free of plant growth regulators.

Each microcutting was held with four leaves and
about 1 cm in height. The base of each microcutting
was placed into the respective IBA solution for ten
seconds and then placed in vitro or ex vitro. The IBA

regulator; H. Acclimatized plants.

Figure 1. Aspects of Rubus erythroclados. A. Ripe fruits; B. Branch with apical inflorescences and immature fruits; C. Mother
plants in a greenhouse; D. Nodal segment with new shoot in vitro; E. Shoot proliferation in the first subculture with
5 uM BA; F. Shoot proliferation in the second subculture with 5 ulM BA; G. Plant rooted ex vitro without a growth
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was diluted with two different methods using an
ethanol solution (50% v/v) and some drops of 1 N
NaOH. The solution pH was adjusted to 7.0 in both
methods.

These trials were evaluated after 69 d, and the fo-
llowing parameters were analyzed: percentage of
rooted microcuttings, dead microcuttings, and mi-
crocuttings with a callus (including those rooted),
number of roots and leaves per plant, length of the
largest root, and plant growth.

The data were submitted to Bartlett’s test to check
for homogeneity in the variances and analyzed fo-
llowing Analysis of Variance (ANOVA). The means
were compared by using the Tukey test with Sisvar®
statistical program. The differences between the
means were significant with a probability of P<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Multiplication

The use of 5 uM BA was sufficient to obtain one of
the higher multiplication rates (Fig. 1E and 1F), 4.6
and 4.1 for first and second subculture, respectively,
without a statistical difference (P>0.05) from 10
uM BA. Whereas, in its absence, multiplication did
not occur. The use of IBA is dispensable for multi-
plication although its presence significantly decrea-
ses hyperhydricity. These responses were observed in
either the first (Tab. 1) and second subculture (Tab.
2). Debnath (2004) also observed only one shoot for-
mation per explant in a culture medium free of cyto-
kines when multiplying the dwarf raspberry (Rubus
pubescens); this number increased with the addition
of BA. Eriger al. (2002) reported that 5.1 uM BA pro-
moted the highest multiplication rate of blackberry
cv. Tupy, which can be multiplied i/ vitro without the
addition of IBA in the culture medium, as observed in
this study. A commercial micropropagation protocol
using 3.56 uM BA obtained an average multiplication
rate of 6.2 shoots per explant with seven blackberries
cultivars in six subcultures (Oliveira et a/., 2008), and,
in a similar protocol with the same BA concentration
for four raspberry cultivars, the average multiplica-
tion rate was 4.6 (Oliveira and Nino, 2009).

The concentration of 5 uM BA also provided the
greatest shoot growth in both subcultures (Tab. 1
and 2). However, this plant growth regulator did not

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

influence the number of leaves formed by shoots in
the first subculture alone; the response was different
in the second one, where the absence of the regulator
did not allow for the formation of new shoots. For
the ‘Xavante’ blackberry, 3.56 uM BA promoted the
number of leaves and the height of the shoots (Pasa
etal., 2012).

The absence of growth regulators, as well the presen-
ce of BA alone, did not induce callus formation, but,
when the culture medium was supplemented with
IBA, there was a high callus percentage considering
the first subculture (Tab. 1). However, in the second
subculture, there was no callus formation in any of
the treatments. In a study with 32 different Rubus
genotypes that tested BA, zeatin, and kinetin for mi-
cropropagation, it was found that both kinetin and
zeatin induced callus formation, but failed to pro-
mote shoot multiplication or shoot elongation. BA
was effective in the promotion of shoot development
across the wide range of genotypes used in this study.
The lower concentration of BA (4.4 uM) worked for
most hybrid berries, boysenberries (R. idaeus X R. ut-
sinus), some raspberries (R. idaeus) and blackberries
during in vitro propagation trials. Tripling the BA con-
centration (13.31 uM) promoted shoot development
in the more recalcitrant Rubus cultivars and selections
(Wu et al., 2009). This concentration, 4.4 uM BA, was
also the best one for multiplication of blackberry (R.
glaucos), with 7.5 shoots per explant (Sigarroa-Rieche
and Garcfa-Delgado, 2011).

In a trial with BA, 2iP and zeatin, it was also observed
that a culture medium supplemented with BA was
better for the multiplication of ‘Xavante’ blackberry
and ‘Batum’ raspberry with 13 and 12 uM, respecti-
vely, but, for improving the shoot height, zeatin and
2iP were more efficient (Leitzke ez al., 2010).

There was no hyperhydricity when the medium cul-
ture was free of growth regulators or when it was su-
pplemented with only IBA. When BA was used alone,
the hyperhydricity was very high, more than 81% in
the first subculture (Tab. 1). This problem was dras-
tically reduced with the increased IBA concentration.
In the second subculture, the effect of BA was decrea-
sed by half, but was still observable (Tab. 2). This re-
duction may have occurred because the better plants
were selected for the second subculture. Moreover,
Oliveira et al. (2008) observed that hyperhydricity in-
creased in every subculture in seven cultivars of blac-
kberry for six subcultures.
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Table 1. Number of shoots, greater shoot height, leaves per shoot, percentage of explants with callus formation, hyperhydri-
city, rooting, mortality, and number of roots of Rubus erythroclados explants treated with different concentrations of

IBA and BA in the first subculture.

IBA BA (uM)
(uM) 0 5 10
Shoots per explant
0 1.0 aB 4.6 aA 5.6 aA
3 0.2 bB 2.7 abA 3.2 bA
6 1.0 aA 1.6 bA 1.0 cA
CV (%) 20.2
Height of the greatest shoot (cm)
0 0.5 aB 0.7 aA 0.5 abB
3 0.0 bB 0.8 aA 0.7 aA
6 0.4 aB 0.7 aA 0.3 bB
CV (%) 6.11
Number of leaves per shoot
1.8 aA 1.9 aA 1.8 aA
3 0.4 bB 1.9 aA 1.9 aA
1.6 aA 1.9 aA 1.4 aA
CV (%) 19.2
Explants with callus (%)
0.0 bA 0.0 cA 0.0 bA
3 0.0 bB 41.7 bA 62.5 aA
29.2 aB 93.7 aA 6.2 bC
CV (%) 32.21
Hyperhydricity (%)
0.0 aB 91.7 aA 81.2 aA
3 0.0 aB 29.2 bA 43.7 bA
0.0 aB 10.4 cA 0.0 cB
CV (%) 19.8
Rooting (%)
22.9 bA 0.0 aB 2.1 bB
3 68.7 aA 0.0 aB 0.0 bB
35.4 bA 0.0 aB 50.0 aA
CV (%) 34.4
Number of roots per explant
0 1.3 bA 0.0 aB 0.5 bB
3 4.2 aA 0.0 aB 0.0 bB
5.2 aA 0.0 aB 4.3 aA
CV (%) 15.7
Mortality (%) Average
0 52.1 8.3 14.6 25.0b
3 31.2 18.7 31.2 27.1ab
6 64.6 27.1 M7 44.4 a
Average 493 A 18.1 B 29.28B
CV (%) 39.4

Means followed by the same lower case letter in the column and capital letter in the row do not differ statistically according to the Tukey test (P<0.05).
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Table 2. Number of shoots, greater shoot height (cm), leaves per shoot, percentage of explants with callus formation, hyperhy-
dricity, rooting, mortality, and number of roots of Rubus erythroclados explants treated with different concentrations

of IBA and BA in the second subculture.

IBA BA (uM)
(uM) 0 5 10
Shoots per explant

0 0.0 aC 4.1 aA 1.7 aB

3 0.0 aB 2.5 abA 3.2 aA

6 0.0 aB 1.3 bA 0.0 bB
CV (%) 22.7

Height of the greatest shoot (cm)

0 0.0 aB 1.1 aA 0.7 aA

3 0.0 aB 0.8 abA 0.9 aA

6 0.0 aB 0.6 bA 0.0 bB
CV (%) 11.3

Number of leaves per shoot

0 0.0 aB 4.8 abA 4.0 aA

3 0.0aB 5.4 aA 5.7 aA

6 0.0 aB 3.4 bA 0.0 bB
CV (%) 19.8

Explants with callus (%)

0 0.0 0.0 0.0

3 0.0 75 0.0

6 0.0 0.0 0.0
CV (%) 95.0

Hyperhydricity (%)

0 0.0 aB 35.4 aA 43.7 aA

3 0.0 aB 14.6 aB 50.0 aA

6 0.0 aA 8.3 aA 0.0 bA
CV (%) 62.3

Rooting (%)

0 0.0 bA 0.0 aA 0.0 aA

3 8.5 aA 0.0 aB 0.0 aB

6 0.0 bA 0.0 aA 0.0 aA
CV (%) 2.3

Number of roots per explant

0 0.0 bA 0.0 aA 0.0 aA

3 4.0 aA 0.0 aB 0.0 aB

6 0.0 bA 0.0 aA 0.0 aA
CV (%) 14.0

Mortality (%) Average

0 100.0 33.3 56.2 63.2 ab

3 91.5 25.2 33.3 50.0 b

6 100.0 60.4 100.0 86.8a
Average 97.2 A 3968 63.2B
CV (%) 31.97

Means followed by the same lower case letter in the column and capital letter in the row do not differ statistically according to the Tukey test (P<0.05).
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The concentration of 3 uM IBA when used alone
provided the highest percentage of rooting (68.7%)
in the first subculture (Tab. 1). This concentration
also provided one of the greater number of roots per
explant, around 4, in both subcultures (Tab. 1 and 2).
In the second subculture, rooting was absent; with
only 3 uM IBA, few rooted plants were found. The
mortality was higher in the second subculture, main-
ly with the treatments without BA, where almost all
of the explants died (Tab. 2). The beneficial effects of
BA may be due to the fact that cytokinins promote
cell division, elongation and differentiation and are
also responsible for delaying the senescence of plants
(Taiz and Zeiger, 2013).

The increased mortality and decreased rooting in the
second subculture may be related to the nutritio-
nal requirements of this species. In a future phase,
the optimization of the mineral composition of the
culture medium should be studied to improve the
growth of R. erythroclados. High quality shoots were
obtained for red raspberry with higher concentra-
tions of CaCl,, MgSO,, and KH,PO, in an MS me-
dium (Poothong and Reed, 2015).

Rooting

The ex vitro rooting of R. erythroclados (Fig. 2E, 2F, 2G
and 2H) was more efficient when compared to the in

vitro rooting (Fig. 2A, 2B, 2C and 2D). High rooting
percentages were found in the control without IBA,
89.6 and 95.8% (Tab. 3 and 4). The percentage of roo-
ted plants increased with the in vitro IBA treatment,
but achieved less than half with the ex vitro rates. In
this case, when IBA was diluted in ethanol, the use of
higher concentrations decreased the rooting percen-
tage (Tab. 3), and, when it was diluted in NaOH, the
concentrations did not differ (Tab. 4). The dilution of
IBA in NaOH or ethanol did not present differences
in the cutting propagation of olives (Oliveira et al.,

2009).

The mortality of the microcuttings was significantly
lower when the cuttings were placed on the environ-
ment ex vitro, only 2.1 and 6.2% in the control of both
trials (Tab. 3 and 4). It was observed that the morta-
lity of the microcuttings increased with the IBA con-
centration when this growth regulator was diluted in
ethanol with 4.92 and 7.38 mM (Tab. 3).

Callus formation was not observed in any ex vitro
plant as observed with blackberry after five minutes
of immersion and ex vitro rooting (Pelizza et al., 2013).
The callus formation reached 58.3% in vitro with IBA
diluted in ethanol (Tab. 3), but only 4.2% when IBA
was diluted in NaOH. This result could indicate that
the salts that make up the culture medium may affect
cell differentiation and change the morphogenetic

with 0, 2.46, 4.92 and 7.38 mM IBA, respectively.

Figure 2. Aspect of Rubus erythroclados microcuttings under different IBA pulse treatments diluted in NaOH. A, B, C, D: culti-
vated in vitro and treated with 0, 2.46, 4.92 and 7.38 mM IBA, respectively. E, F, G, H: cultivated ex vitro and treated
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Table 3. Rooting, length of the highest root, number of leaves per plant, mortality, percentage of callus formation, number of
roots per microcutting, growth and number of leaves per Rubus erythroaclados plant treated with different concen-
trations of IBA diluted in ethanol (50% v/v) and placed in and ex vitro.

0 2.46 4.92 7.38
Rooting (%)™
In vitro 0.0 bC 41.7 bA 14.6 bB 39.6 aA
Ex vitro 95.8 aA 89.6 aAB 64.6 aB 39.6 aC
CV (%) 11.9
Largest root length (cm)
In vitro 0.0 bB 0.6 bA 0.5 bA 0.5 bA
Ex vitro 3.1 aAB 3.3 aA 2.7 aAB 2.4 aB
CV (%) 7.1
Mortality (%)
In vitro 89.6 aA 39.6 aC 77.1 aAB 47.9 aBC
Ex vitro 2.1 bB 8.3 bB 35.4 bA 58.3 aA
CV (%) 16.8
Callus formation (%)
In vitro 0.0 aC 58.3 aA 229 aB 52.1 aA
Ex vitro 0.0 aA 0.0 bA 0.0 bA 0.0 bA
CV (%) 32.9
Roots per microcutting Average
In vitro 0.0 45 5.2 4.2 35b
Ex vitro 46 12.5 7.9 10.7 89a
Average 238 85A 6.5A 74 A
CV (%) 25.4
Plant growth (cm) Average
In vitro 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1b
Ex vitro 0.8 0.6 0.2 0.3 05a
Average 04 A 04 A 0.1A 0.1A
CV (%) 13.8
Leaves per plant Average
In vitro 1.2 0.5 0.1 0.0 04b
Ex vitro 3.1 1.4 0.7 0.2 1.3a
Average 21A 098 0.4 BC 01C
CV (%) 19.6

Means followed by the same lower case letter in the column and capital letter in the row do not differ statistically according to the Tukey test (P<0.05).

route, leading to higher callus formation than in
roots. Leitzke et al. (2009) observed that the MS me-
dium provided a lower rooting rate and lower num-
ber and length of roots than WPM with in ‘Xavante’
blackberry. Welander (1985), Del Castillo and Zerda
(1990) obtained 100% Rubus spp. rooting in vitro by
removing 1/5 of the MS macronutrients and adding
0.05 uM IBA. Other auxins should be tested, such as
naphthalene acetic acid (NAA), which showed good
results for blackberries (Villa et al,, 2008).

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

The number of roots was also higher ex vitro in both
methods of dilution. The IBA concentrations did not
differ from each other, but they were higher than
the control. The number of Xavante’ blackberry
roots also increased with IBA, up to 1.6 mM during
the ex vitro rooting (Pelizza et al.,, 2013). Besides the
number of roots, their length was also higher ex vitro.
The absence of the growth regulator promoted the
same root length as the other treatments ex vitro di-
luted with ethanol (Tab. 3). When the dilution was
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Table 4. Rooting, length of the highest root, number of leaves per plant, mortality, percentage of callus formation, number of
roots per microcutting, growth and number of leaves per Rubus erythroaclados plant treated with different concen-
trations of IBA diluted in NaOH (0.1 N) and placed in and ex vitro.

0 2.46 4.92 7.38
Rooting (%)
In vitro 6.2 bC 10.4 bBC 22.9 bAB 39.6 bA
Ex vitro 89.6 aA 97.9 aA 87.5 aA 89.6 aA
CV (%) 14.7
Largest root length (cm)
In vitro 0.8 bA 0.4 bA 0.7 bA 0.8 bA
Ex vitro 3.1 aA 3.8 aA 4.3 aA 3.2 aA
CV (%) 248
Mortality (%) Average
In vitro 60.4 87.5 75.0 54.2 69.3a
Ex vitro 6.2 2.1 8.3 42 5.2b
Average 48 A 53 A 55 A 45 A
CV (%) 28.3
Callus formation (%)™
In vitro 0.0 0.0 4.2 2.1
Ex vitro 0.0 0.0 0.0 0.0
CV (%) 66.2
Roots per microcutting Average
In vitro 2.0 4.2 6.2 6.9 48b
Ex vitro 5.3 8.4 6.3 8.7 7.2a
Average 368 6.3 AB 6.2 AB 78 A
CV (%) 18.1
Plant growth (cm)
In vitro 0.3 aAB 0.0 bB 0.2 aAB 0.4 aA
Ex vitro 0.7 aA 0.9 aA 0.4 aA 0.8 aA
CV (%) 12.9
Leaves per plant
In vitro 2.8 aA 0.0 bB 1.6 aA 2.0 aA
Ex vitro 2.8 aAB 3.4 aA 1.3 aB 2.0 aAB
CV (%) 20.0

Means followed by the same lower case letter in the column and capital letter in the row do not differ statistically according to the Tukey test (P<0.05).

ns: not significant.

in NaOH, the growth regulator did not influence the
root growth length (Tab. 4). Leitzke et al. (2009) ob-
served that, when increasing the IBA concentration,
there was a reduction in the root length of blackbe-
rries and raspberries.

In general, the ex vitro rooting formed higher plants
with more new leaves, but the highest IBA concen-
trations (4.92 and 7.38 mM) were detrimental to the
growth when IBA was diluted in ethanol (Tab. 3).

The high rates of rooting ex vitro in the absence
of growth regulators show that this technique is

promising for the species in question and that in vitro
rooting is not suitable. Thus, the in vitro multiplica-
tion and ex vitro rooting and acclimatization of the
greenberry are recommended.

CONCLUSIONS

An efficient and simple protocol can be used for R.
erythroclados micropropagation with 5 uM BA for in
vitro shoot proliferation and ex vitro rooting of micro-
cuttings using intermittent misting without the ad-
dition of a growth regulator.
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ABSTRACT

The tomato fruit is rich in antioxidant compounds and has great nutritional and economic importance,
annually promoting research on the nutritional and productive characteristics. The present study aimed to
evaluate whether foliar application of commercial products based on growth regulators [auxin, cytokinin
and gibberellin (Ax+CK+GA)], micronutrients [cobalt and molybdenum (Mi)] and mixtures of macro and
micronutrients [nitrogen, boron, copper, molybdenum and zinc (Ma+Mi)], isolated and in combination,
increase productivity and improve the post-harvest quality of tomato fruits (Predador F1). The experiment
design used randomized blocks, with seven treatments and four repetitions, which were (T1) control; (T2)
Ax+CK+GA; (T3) Ma+Mi; (T4) Mi; (TS) Ax+CK+GA + (Ma+Mi); (T6) Ax+CK+GA + Mi; and (T7)
Ax+CK+GA + Mi + (Ma+Mi). The variables production, precocity, soluble solids content (SS), titrata-
ble acidity (TA), ratio (SS/TA), pH, total soluble sugars, ascorbic acid and weight loss were evaluated. The
Ax+CK+GA application, isolated or in combination with Ma+Mi, promoted the precocity, and the use of
isolated Ax+CK+GA and Mi improved the tomato plant productivity. The growth regulators, macro and
micronutrients, isolated or in combination, increased the ascorbic acid content in the fruits.
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Resumen

EI tomate es un fruto rico en compuestos antioxidantes y tiene gran importancia nutricional y econémica; anual-
mente se promueve investigaciones relacionadas con las caracteristicas nutricionales y productivas. El objetivo de
este estudio fue evaluar si la aplicacién foliar de productos comerciales a base de reguladores vegetales [auxina,
citocinina y giberelina (Ax+CK+GA)], micronutrientes [cobalto y molibdeno (Mi)] y mezcla de macro y micronu-
trientes [nitrégeno, boro, cobre, molibdeno y zinc (Ma+Mi)], de forma individual y combinada, sobre el aumento
de la productividad y mejora de la calidad poscosecha de los frutos de tomate (Predador F1). El disefio experimental
consistié en bloques al azar, con siete tratamientos y cuatro repeticiones, siendo (T1) control; (T2) Ax+CK+GA;
(T3) Ma+Mi; (T4) Mi; (T5) Ax+CK+GA + (Ma+Mi); (T6) Ax+CK+GA + Mi; (T7) Ax+CK+GA + Mi +
(Ma+Mi). Se evaluaron las variables produccién, precocidad, contenido de sélidos solubles (SS), acidez titulable
(AT), relacién SS/AT, pH, aztcares solubles totales, dcido ascorbico y pérdida de peso. La aplicacién de Ax+CK+GA
de forma individual o combinada con Ma+Mi promovié la precocidad, mientras el uso de Ax+CK+GA y Mi, de
forma separada, mejoré la productividad del tomate. Los reguladores de crecimiento y los macro y micronutrientes,

separados o combinados, proporcionaron un aumento en el contenido de 4cido ascérbico en los frutos.

Palabras clave adicionales: Solanum lycopersicum L., produccion, poscosecha, nutricién mineral, hormonas vegetales.
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INTRODUCTION

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is the second
most produced horticultural crop in the world. In
Brazil, in 2016, production was 3.74 million tons,
with an area of 58,600 ha and an output of 64,000 kg
ha'l, and the states Goiés, Sdo Paulo and Minas Gerais
were responsible for 63.7% of the production (IBGE,
2016).

In order to meet the demand of the consumer market,
crop management that improves the productive and
qualitative aspects of crops are needed, emphasizing
the application of products, such as biostimulants,
which are defined as any substance applied to plants
in order to increase nutritional efficiency, tolerance to
abiotic stress and/or quality characteristics, regard-
less of nutrient contents, including products formu-
lated with a mixture of growth regulators (Du Jardin,

2015).

Plant growth regulators are chemical substances, not
nutrients, synthetic or natural, that act like plant
hormones; with an ideal balance, they can induce

a positive effect on plant development (Castro and
Vieira, 2001; Fagan et al., 2015). Nutrients play key
roles since they are involved in the regulation of
many essential processes, such as enzymatic activa-
tion, photosynthesis, starch formation and proteins
synthesis (Fagan er al., 2016).

The foliar application of plant growth regulators,
together with foliar fertilizers, is a very common
practice in many countries, used to improve crop
development, productivity and quality. In Brazil, its
use has shown great potential, with studies that have
proven efficiency in cultivations such as soy, corn,
beans and cotton (Bertolin et al., 2010; Dourado Neto
et al., 2012; Bontempo et al., 2016; Silva et al., 2016).
This technique has been used for horticultural crops,
but needs research verifies efficiency.

Thus, this study aimed to evaluate whether a foliar
application of commercial products based on plant
growth regulators (auxin, cytokinin and gibbere-
llin), micronutrients (cobalt and molybdenum) and
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the mixture of macro and micronutrients (nitrogen,
boron, copper, molybdenum and zinc), isolated or in
combination, increases productivity and improves to-
mato ‘Predador F1’ fruit quality.

MATERIAL AND METHODS

This study was conducted in the experimental area
belonging to the College of Agricultural Sciences, Sao
Paulo State University, located in the city of Sdo Ma-
nuel-SP, Brazil (22°46’33.72” S and 48°34’7.29” W and
768 m altitude). According to the Képpen climatic
classification, the climate is a Cfa type (Temperate
Rainy Climate) (Cunha and Martins, 2009).

We used an arc-shaped protected environment, 24 x7
m and 3 m tall, covered with a low-density 150 um
polyethylene film, closed on the sides with 75%
screen shading.

The soil was classified as dystrophic red latosol (Em-
brapa, 2013). In the layer between 0 and 0.20 m, the
soil exhibited the following chemical characteristics:
11 g dm™ of organic sample; pH 6.2; 99 mg dm®of P
(resin); 3.8 cmol, dm™® of K; 50 cmol. dm™ of Ca; 11
cmol, dm?® of Mg; 0.53 mg dm™ of B; 1.7 mg dm™ of
Co; 11.4 mg dm?™ of Mn; 7.1 mg dm?®of Zn; CTC
= 75 cmol. dm*® and V% 86. The fertilization was
performed based on the chemical analysis of the soil,
according to Alvarenga (2004). The fertilization at
planting was performed in the furrow and the top
dressing was done via fertirrigation.

The experiment design used randomized blocks with
seven treatments and four repetitions. Six plants,
four of them being useful, were used in each repe-
tition. The treatments were (T1) control; (T2) 0.5 L
ha' plant growth regulators (Ax+CK+GA); (T3) 3
L ha' macro and micronutrients (Ma+Mi); (T4) 1 L
ha' micronutrients (Mi); (T5) 0.5 L ha! Ax+CK+GA
+ 3 L ha'Ma+Mi; (T6) 0.5 L ha'! Ax+CK+GA + 1
L ha' Mi; and (T7) 0.5 L ha' Ax+CK+GA + 3L ha'!
Ma+Mi + 1 Lha' Mi.

The experiment was conducted from March to Au-
gust of 2014. The first application of the treatments
was done 20 days after transplanting (dat), when the
plants had emitted the first raceme, and the others
were done every 20 d, for a total of five applications.
The foliar applications were made using a CO,-pres-
surized backpack sprayer with a constant pressure
of 2.5 kgf cm?. In all of the treatments, we added
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vegetable oil (Natur’l 0il®) at 0.5%, and the solution
was acidified, maintaining the final pH of the mixtu-
re between 4.0 and 5.0 using P-51° (1% nitrogen and
51% phosphoric acid) (Stoller do Brasil, Sdo Paulo-SP,
Brazil).

Stimulate® was used as a source of plant growth re-
gulators. This commercial product contains 0.005%
indole-3-butyric acid [auxinl (Ax)], 0.009% kinetin
[cytokinin (CK)] and 0.005% gibberellic acid [gib-
berellin (GA)]. For the mixture of macro and micro-
nutrients, we used the commercial product Mover®,
containing 5% nitrogen (N), 4.5% zinc (Zn), 4% bo-
ron (B), 0.17% copper (Cu) and 0.015% molybdenum
(Mo), and, for the mixture of micronutrients, the
commercial product Hold®, containing 3% molyb-
denum (Mo) and 2% cobalt (Co), was used. All
products came from Stoller do Brasil (Sdo Paulo-SE,
Brazil). ‘Predador F1” hybrid tomato plant seedlings,
of the undetermined type, were transplanted 25 d
after the sowing, with a spacing of 1.0x0.5 m, re-
sulting in a density of 20,000 plants/ha. The plants
were conducted with a stem during the cycle, using
one plant per hole, and the tomato plants were tuto-
red vertically until the fifth fruit bunch, when apical
pruning was performed (60 and 70 dat). Diseases and
plagues were controlled according to the conventio-
nal recommendations.

Weekly, the fruits were harvested when presenting a
red base. Afterwards, they were evaluated according
to the production, precocity, soluble solids content
(SS), titratable acidity (TA), ratio ( SS/TA), pH, total
soluble sugars, ascorbic acid and weight loss.

For the production evaluation, the fruits were wei-
ghed after being selected as “non-commercial” or
“commercial” according to the methodology propo-

sed by CQH/Ceagesp (2003).

The harvests were performed eight times, calculating
the relative proportion of each harvest in the total
fruit productivity, aiming to determine the harvest
precocity. The treatments that, with four harvests,
produced values close to 50% of total productivity,
according to the method adapted from Martins et al.
(2017) were considered more precocious.

Post-harvest chemical analyses were performed at
110 dat. The fruit pulp was homogenized in a domes-
tic grinder (mixer) and evaluated according to the ti-
tratable acidity, expressed in grams of citric acid per
100 g of pulp, obtained with titration of 5 g of diluted
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pulp per 100 mL of distilled water (Instituto Adolfo
Lutz, 2008).

The total soluble solids was determined with a digital
refractometer (Atago, Tokyo, Japan). The results were
expressed in °Brix, and the ratio between the SS con-
tent and TA (SS/TA) was calculated (AOAC, 2005).
The pH was determined using a potentiometer on a
solution of homogenized pulp (Analyser — model pH
300) (Ministério da Satde, 2005). The ascorbic acid
content (AA) was determined using 10 g of tomato
pulp mixed with 0.5% oxalic acid. This solution was
titrated with a 0.1 mol L' 2.6-dichloro-phenol-in-
dophenol solution. The results were expressed in mg
of ascorbic acid 100 g* of pulp (MAPA, 2006).

The total soluble sugars (TSS) was determined with
the method described by Somogy, adapted by Nelson
(1944), and the results were expressed as a percentage.

In the analysis of weight loss, tomato samples (10
fruits) were selected from each repetition, placed on
five expanded polystyrene commercial foam trays and
weighed every two days while the fruits presented a
weight loss Jlower than 10%. These fruits were kept on
the laboratory bench at room temperature, between
17.2 and 22.4°C, with a relative humidity between 10
and 70%. The difference between the initial and final
fruit weights in each time interval was calculated as
a percentage (Chitarra and Chitarra, 2005).

The results were submitted to variance analysis (test
F) and the means were compared with the Tukey test,
at 5% probability, using the SAS 9.2 statistical packa-
ge (SAS, 2002).

RESULTS AND DISCUSSION

The plants that received an application of micro-
nutrient (Mi) and the mixture of plant growth re-
gulators + micronutrients [Ax+CK+GA + (Mi)]
presented the highest average of total fruit number
and total productivity, differing from the control
treatment (Tab. 1). According to Matos et al. (2017),
the application of plant growth regulators and micro-
nutrients allows plants to express their greatest gene-
tic productive potential because they are important
metabolic activators.

For the average total fruit weight, the treatment with
Ax+CK+GA and the control presented higher values
in relation to the treatment with an application of

Mi and [Ax+CK+GA + (Mi)]. Amaro (2014), wor-
king with the application of the same products on
vines, observed that the use of the Ax+CK+GA pro-
duct induced a higher total weight of tomato bun-
chs per plant, besides increasing the values of length
and height. In addition, the application of these plant
growth regulators and the product based on Mi | iso-
lated or combination, increased the average weight of
bunches in relation to the control. The author attri-
buted this effect to the influence of the products used
on the efficiency of gas exchanges.

Souza (2014), working with the same products on
vines, observed that the combination of the mixtu-
res of growth regulators and of mineral nutrients
promoted alterations in plant metabolism, increasing
production.

In this experiment, the application of Mi and
[(Ax+CK+GA + (Mi)] had positive results as a re-
sult of the mechanism of action of these compounds
that improved growth and plant development. This
occurs because growth regulators, such as auxin, gi-
bberellin and cytokinins, when applied in synthetic
forms, can induce a hormonal balance.

The application of some micronutrients, used with
physiological appeal, can also promote similar re-
sults. In the Peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza),
for example, the effect of the application of Upper®
(Ax+Ck+GA+Mo) was evaluated on the pre-roo-
ting of seedlings, where the authors observed a signi-
ficant increase in the number and length of the roots,
indicating that the product can act as a rooting sti-
mulator (Reghin ez a/., 2000).

This factor becomes more evident when observing
the functions of molybdenum, a cofactor of aldehy-
de oxidase, which is involved in auxin biosynthesis,
catalyzing the oxidation of indole-3-acetaldehyde to
indole-3-acetic acid during initial plant development
(Broadley et al., 2012). Thus, micronutrient applica-
tions can increase auxin levels in plants, which are
responsible for regulating different stages of develo-
pment, such as cell expansion and division, as well
as vascular tissue differentiation (Di et al., 2016).
Molybdenum is also a cofactor of nitrate reductase
in the metabolic pathway of nitrogen assimilation
(Broadley et al., 2012).

Cobalt, another micronutrient present in the Mi
treatment, plays a role in the development of late-
ral roots (Xu et al., 2011), where the treatment with
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CoClyinduced the regulation of genes involved in the
formation of lateral roots in tomato plants. These
structures perform a considerable function in the in-
crease of the water absorption capacity and mineral
nutrients, anchorage of plants in soil and cytokinin
synthesis.

This affirmation can explain the data presented in
table 1, where the application of micronutrients,
isolated (Mi) or in mixture [Ax+CK+GA + (Mi)],
increased the production of a higher number of fruit,
as compared to the control treatment. For the total
commercial production, the application of Ax+CK+-
GA and Mi also provided an increase in productivity.

In the average total weight characteristic of commer-
cial fruit (Tab. 1), the application of (Mi), isolated or
in mixture [Ax+CK+GA + (Mi)], provided a lower
value, as compared to the control treatment. Higher
averages were observed in the control and with the
application of (Ax+CK+GA); however, it is worth
pointing out that they did not differ significantly
from the treatments (Ma+Mi), [Ax+CK+GA +
(Ma+Mi)] and [Ax+CK+GA + (Mi) + (Ma+Mi)].

Tavares et al. (2014) observed that the application of
Stimulate® in tomato decreased the number of fruits
with a diameter lower than 40 mm (considered non-
commercial), improving the quality of the produced
fruits.

It was also possible to notice that the treatments
with the application of Mi and [Ax+CK+GA +

(Mi)] produced a higher number of fruits with a
less than average weight as a result of the applica-
tion of molybdenum, which might have contributed
to flower fixation and, consequently, increasing the
number of produced fruits.

The increased fruit production can also be explained
by the fact that the Ax+CK+GA mixture had gib-
berellins. This growth regulator regulates almost all
plant processes, including fruit fixation and develop-
ment (Wang et al., 2009). Gibberellins are considered
the second group of phytohormons that present es-
sential function in the coordination of fruit and seeds
growth. Type GA, and GAj; active gibberellins are
capable of inducing fruit setting and effective fruc-
tification in many plant species, such as the tomato
(Dorcey et al., 2009).

Cato et al. (2013), studying the effect of combined
and isolated applications of plant growth regulators
on the development of tomato plants cv. Micro-Tom,
concluded that the combined application of gibbere-
llic acid, indolbutyric acid and kinetin or of the com-
mercial product Stimulate®induced an increase in the
accumulation of dry matter in roots and in the fresh
and dry matter of fruits, as compared to the control.
Ramos (2013) verified that the application of Stimu-
late® on tomato plants presented efficiency in the gas
exchanges and in the maintenance of leaf coloration,
which can translate to higher fruit production.

Figure 1 shows the average percentage of the obtained
fruits in each harvest and treatment. In this figure,

Table 1.

Average total fruit (ATF) number per area, total productivity (TP), average total fruit weight (AWTF), number of com-
mercial fruits (NFC), commercial production (CP) and average weight of commercial fruits (AWCF) of the tomato
plants treated with plant growth regulators and nutrients. Sao Manuel-SP, Brazil, 2014.

ATF TP AWTF NCF cP AWCF
Treatment

(m?) (kg m?) (g/fruit) (m?) (kg m?) (g/fruit)
Control 18b 3.70b 199,76 a 17¢ 3.58b 211,53 a
Ax+CK+GA 26 ab 537a 204,47 a 24 abc 495a 207,30a
(Ma+Mi) 24 ab 4,3 ab 183,07 ab 21 abc 4,09 ab 194,06 ab
Mi 32a 4,99a 157,09 b 30a 4,82 a 162,03 b
Ax+CK+GA + (Ma+Mi) 24 ab 4,47 ab 188,32 ab 23 abc 4,28 ab 192,91 ab
Ax+CK+GA + (Mi) 30a 4,61 ab 159,88 b 25ab 4,26 ab 171,23 b
Ax-+CK+GA + (Mi) + (Ma+Mi) 26 ab 4,61 ab 178,37 ab 23 abc 4,29 ab 188,39 ab
CV(%) 15,58 11,2 9,21 14,26 11,97 7,33

Means followed by the same letter in the columns do not differ significantly from each other according to the Tukey test (P<0.05). Ax-+CK+GA: plant growth
regulators; Ma+ Mi: mixture of macro and micronutrients; Mi: mixture of micronutrients.
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it is possible to determine the proportion of fruit in
relation to the total produced for each treatment; in
other words, it serves as a tool to determine whether
there was precocity.

The cultivation provided eight harvests, and the first
and eighth were the less productive ones. For preco-
city, two treatments stood out: Ax+CK+GA and
[Ax+CK+GA + (Ma+Mi)]. The plants treated with
Ax+CK+GA showed 47.45% of the total, and treat-
ment [Ax+CK+GA + (Ma+Mi)] had 51.67%. This
represents, in kg m?, that, with four harvests, Ax+C-
K+GA produced 254.82, [Ax+CK+GA + (Ma+Mi)]
produced 230.98, and the control group produced
41.08% of the total, with 152.02 kg m* (Fig. 1).

Even though the application of Mi was the second
most productive (total production: 4.99 kg m?), it did
not promote precocity. With four harvests, 38.78% of
the total fruit weight was obtained. Between har-
vest three and seven, this treatment had a good dis-
tribution of weight of the harvested fruits, between
15.22 and 21.94%, which is an important factor for
production uniformity, making it useful as a for wee-
kly harvest prediction. However, it was not effective
for precocity, but, if these results were reached from
the second harvest, the Mi treatment would possibly
reach precocity results similarly to Ax+CK+GA and
[Ax+CK+GA + (Ma+Mi)].

For the post-harvest quality characteristics, there
was no difference between the treatments for weight
loss (Fig. 2). The literature reports that weight loss
between 3 and 6% can cause a decline in fruit quality,

a value that is normally reached in around six days.
It is important to emphasize that fruits with up to
10% weight loss are not commercialized (Chitarra
and Chitarra, 2005).

We observed differences between the treatments
during the chemical analyses in the pH and ascorbic
acid evaluations. However, there were no differences
in the percentage of total soluble sugars, soluble so-
lids, titratable acidity or ratio (Tab. 2).

—e— (Control 0~ Ax+CK+GA  —&-—- (Ma+Mi)
—a- Mi —m— Ax+CK+GA-+(Ma+Mi)

- Ax+CK+GA+(Mi)

14 | —%~ Ax+CK+GA+(Mi)+(Ma+Mi)

12 1

10 1

Weight loss (%)

Days after harvest

Figure 2. Weight loss for 10 d in tomato plant fruits trea-
ted with plant growth regulators and nutrients.
Sao Manuel-SP, Brazil, 2014. Ax+CK+GA: plant
growth regulators; Ma+Mi: mixture of macro and
micronutrients; Mi: mixture of micronutrientes.

100
S
E 80 [0 Harvest 8 [ Harvest 7
s
=
= [0 Harvest6 [ Harvest 5
é 60 O Harvest4 W Harvest 3
[}
E 40 O Harvest2 W Harvest 1
5
=3
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Control Ax+CK-+GA Ma+Mi Mi

Ax+CK+GA  Ax+CK+GA  Ax+CK+GA
+(Ma+Mi)

+Mi +Mi
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and micronutrients; Mi: mixture of micronutrientes.

Figure 1. Percentage of harvested fruit weight depending on the harvest, of tomato plants treated with plant growth regulators
and mineral nutrients. Sao Manuel-SP, Brazil, 2014. Ax+CK+ GA: plant growth regulators; Ma+ Mi: mixture of macro
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Table 2. Soluble solids content (SS), titratable acidity (TA), ratio (SS/TA), pH, total soluble sugars (TSS), and ascorbic acid (AA)
in tomato plant fruits treated with plant growth regulators and nutrients. Sao Manuel-SP, Brazil. 2014.

Treatment . o "
(°Brix) (% citric acid) (ratio) (%) (mg 100 g)
Control 35 0,27 13,1 4,37a 1.9 7.8b
Ax+CK+GA 3,6 0,29 12.3 4,33 ab 20 135a
(Ma + Mi) 3,4 0,28 12,2 4,29b 1.9 13.1a
Mi 35 0,29 12,2 4,31ab 2,0 13.7a
Ax+CK+GA + (Ma+Mi) 36 0,27 13.1 4,34 ab 1.8 13.1a
Ax+CK+GA +(Mi) 36 0,28 12,7 4,29b 1.9 15,1a
Ax+CK+GA + (Mi) + (Ma+Mi) 3,6 0,28 13,2 4,31 ab 1.8 146a
CV (%) 5,86 7,53 9,26 0,66 9,72 9,58

Means followed by the same letter in the columns do not differ significantly from each other according to the Tukey test (P<0.05). Ax-+CK+GA: plant growth
regulators; Ma+Mi: mixture of macro and micronutrients; Mi: mixture of micronutrientes.

The average pH values of the fruit varied from 4.30 to
4.37. For all of the treatments, the averages remained
within the variation range considered ideal for qua-
lity tomatoes, where the desirable pH interval is 3.7
to 4.5 (Giordano et al., 2000). We observed a higher
value in the control treatment and a lower one in the
plants that were treated with (Ma+Mi) and [Ax+C-
K+GA + (Mi)]. However, there were only significant
differences between these and the other treatments.

The ascorbic acid content (AA) was higher for all
treatments, as compared to the control. Thus, we
inferred that the increase of the AA content was rela-
ted to the action of the mineral products and grow-
th regulators used in this study in the metabolism,
demonstrating that their application increases some
antioxidant compounds in fruits.

Good quality tomato fruits should have a ratio lower
than 10. In this study, this ratio varied between 12.20
and 13.21, indicating it is a great product for proces-
sing, as well as for in natura consumption.

CONCLUSION

The application of commercial products based on
plant growth regulators, isolated or in combination
with mixtures of macro and micronutrients, promo-
ted the precocity of the harvest. The use of growth
regulators and isolated micronutrients improved the
tomato plant productivity. The plant growth regula-
tors, macro and micronutrients, isolated or in com-
bination, increased the ascorbic acid content in the
tomato fruits.
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Interaction between biological and chemistry fungicides
and tomato pollinators

Interaccion entre fungicidas biologicos y quimicos
con polinizadores de tomate

=
’ . CARLOS DE MELO E SILVA-NETO"’
' y ANNA CLARA CHAVES RIBEIRO?

FLAVIANA LIMA GOMES?
JORDANA GUIMARAES NEVES*
ANIELA PILAR CAMPOS DE MELO’
FRANCINE NEVES CALIL®
ABADIA DOS REIS NASCIMENTO*
EDIVANI VILLARON FRANCESCHINELLI?

Paratrigona lineata (left), Exomalopsis analis (center),
Augochloropsis sp. (right). Tomatos flower and leaf.

Photo: C.d.M.e Silva-Neto

ABSTRACT

The use of agrochemicals is harmful to bees visiting agricultural crops, reducing production gains from pollination,
but the effect of fungicides on these bees is not known. The objective of this study was to verify the effect of bee
visitation influenced by different fungicides on the tomato crop and on the deposition of pollen grains on the
stigma, number of seeds, mass and fruit size. The experiment was conducted with 10 treatments: (T1) con-
trol treatment, without application of agrochemicals; (T2 and T3) Bacillus subtilis in different application
frequencies; (T4) copper hydroxide; (T5) B. subtilis and copper hydroxide; (T6) acibenzolar-S-methyl; (T7)
(trifloxystrobin+tebuconazole) and B. subtilis; (I8) copper hydroxide+Mancozeb; (T9) propineb+ (trifloxys-
trobin+tebuconazole); (T10) (trifloxystrobin+tebuconazole)+B. subtilis+copper hydroxide. The presence of
the pollination mark on the flower, the pollen load of the stigmas, the number of seeds per fruit, and the
size and mass of the fruits were determined in each treatment. Subsequently, the mortality rate of Melipona
quadrifasciata (Hymenoptera, Apidae) exposed to four fungicides (trifloxystrobin+tebuconazole; manganese
and zinc; copper hydroxide; Bacillus subtilis) was estimated. The mortality rate of M. quadrifasciata over 24 h
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of evaluation was higher in the treatments with copper hydroxide and trifloxystrobin+tebuconazole (75 and 50%,
respectively). The mortality rate was lower in the treatments with manganese and zinc and Bacillus subtilis and in
the control treatment. The treatments with trifloxystrobin+tebuconazole reduced the presence of bite marks on
the flowers and of pollen grains on the flower stigma. The fruits of the control treatments and treatments with B.
subtilis and copper hydroxide were larger and had greater mass, as compared to other agrochemicals. Thus, a higher
number of pesticide applications on the tomatoes reduced bee visitation rates to the flowers and, consequently,
reduced the amount of pollen grains deposited on the stigmas, also reducing the fruit production.

Additional key words: bees, pollen load, Bacillus subtilis, trifloxystrobin, tebuconazole, compatibility of agrochemicals.

RESUMEN

El uso inapropiado de agroquimicos es perjudicial para las abejas que visitan los cultivos agricolas, lo que reduce la
produccién por la afectacién de la polinizacién y son pocos los estudios sobre este tema. El objetivo de este estudio
fue verificar la incidencia de diferentes fungicidas sobre la visita de abejas en cultivos de tomate y sus efectos sobre
la deposicién de granos de polen en el estigma, ndmero de semillas, masa y tamafo del fruto. Los experimentos
consistieron en 10 tratamientos que fueron: (T'1) tratamiento control sin agroquimicos; (T2 y T8) Bacillus subtilis
en diferentes frecuencias de aplicacién; (T4) hidréxido de cobre; (T5) B. subtilis e hidréxido de cobre; (1T6) acibenzo-
lar-S-metilo; (T7) trifloxistrobina+tebuconazol y B. subtilis; (18) hidréxido de cobre + Mancozeb; (T9) propineb+ (-
trifloxistrobina+tebuconazol); (T10) (trifloxistrobina+tebuconazol)+B. subtilis+hidréxido de cobre. Se determiné
la presencia de la marca de polinizacién en la flor, la carga de polen en los estigmas, el nimero de semillas por fruto,
y el tamafo y masa de los frutos en cada tratamiento. Posteriormente, se estimo la tasa de mortalidad de Melipona
quadrifasciata expuesta a cuatro fungicidas (trifloxistrobina+tebuconazol, manganeso y zinc, hidréxido de cobre,
Bacillus subtilis). La tasa de mortalidad de M. quadrifasciata en 24 horas de evaluacién fue mayor en los tratamien-
tos con hidréxido de cobre y trifloxistrobina+tebuconazol (75 y 50%, respectivamente). La tasa de mortalidad fue
menor en los tratamientos con manganeso y zinc, Bacillus subtilis y el tratamiento de control. Los tratamientos con
trifloxistrobina y tebuconazol redujeron la presencia de marcas de mordida y granos de polen en el estigma de las
flores. Los frutos de los tratamientos control y con B. subtilis e hidréxido de cobre fueron més grandes y tuvieron
mayor masa. Por lo tanto, un mayor nimero de aplicaciones de pesticidas en las plantas de tomate reducen las tasas
de visitas de abejas en las flores y en consecuencia, la cantidad de granos de polen depositados en los estigmas afec-
tando también la produccién de los frutos.

Palabras clave adicionales: abejas, carga de polen, Bacillus subtilis, trifloxystrobin,
tebuconazol, compatibilidad de agroquimicos.
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INTRODUCTION

Tomato crops are associated with a wide range of pa-
thogens: bacteria, fungi, viruses and nematodes present
throughout the plant. Currently, at least nine fungal
diseases, five bacterial diseases, and six viral diseases
have been defined for tomato crops in addition to ne-
matode attacks and eight different types of insect pests
(Silva-Neto et al,, 2013). Chemical control through the
use of pesticides (insecticides, fungicides, nematicides,
acaricides) is the main management method in tomato
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production systems in Brazil and in the world (Vale et
al., 2013).

The annual consumption of agrochemicals in Bra-
zil surpasses 300,000 t of formulated products, re-
presenting over 130,000 t of active ingredients. The
consumption of agrochemicals has increased 700% in
the last 40 years, while the agricultural area grew by
only 78%, showing an increase in the consumption of
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agrochemicals per production area; 899,000,000 L of
pesticides were sprayed in crops in only three Brazi-
lian states (Mato Grosso, Parané and Rio Grande Sul)
(Fletcher and Barnett, 2003; Spadotto et al., 2004; Pig-
nati et al., 2017). However, we emphasize that the
inappropriate use of products can be extremely ne-
gative for the biological systems found in cultivated
areas, which include biotic (pollinators, natural ene-
mies and vegetation) and abiotic components (water
and soil) (Freitas et al., 2009).

The main cause of the reduced number of pollinators
in crops is the abusive or inappropriate application of
agrochemicals. The indiscriminate and irrational use
of agrochemicals in agroecosystems can unbalance
the population of bees that visit these sites (Rocha,
2012). Insecticides cause acute toxicity, killing bees,
and may also cause behavioral changes in individuals,
which over time, causes serious damage to colony
maintenance (social) or to populations of para-social
or solitary bees (Rocha, 2012).

Among pesticides, neonicotinoids present a large pro-
blem for the pollination process. This class of insecti-
cides is absorbed by plants, contaminating the pollen
and nectar grains that are consumed by pollinators.
In addition, even plants that were not treated can ab-
sorb chemical residues through soil previously treated
with neonicotinoids (Hopwood et al.,, 2012) because
of the long residual action. Gill and Raine (2014) re-
ported that exposure to neonicotinoid and pyrethroid
pesticides cause acute and chronic damage to the fo-
raging activity of Bombus terrestris L. (Hymenoptera,
Apidae) bees in the United Kingdom, leading to chan-
ges in behavior that are detrimental to colony survival
and pollination. There is a high consumption of pesti-
cides in Brazil, and their effects on pollinators are still
unknown. Tomato crops, although autogamic, are
pollinated by several bees. These bees carry out buzz
pollination, clinging to the anther cone and vibrating
it (leaving a mark on the pollinated flower). The vi-
bration expels pollen from the anthers and increases
the deposition of pollen grains on the stigma of the
flower (pollen load). Thus, in addition to feeding on
pollen from flowers, bees help increase production and
the quality of fruits (Silva-Neto et al., 2013; Silva-Neto
et al., 2016).

There is general concern about how insecticidal pestici-
des may affect pollinating bees and agricultural produc-
tion (Hopwood et al.,, 2012). However, other classes
of agrochemicals have not been studied because they
do not affect pollinators directly. Nevertheless,

fungicides can be lethal and/or sublethal to bees
(Riedl et al, 2006). Johnson et al. (2013) emphasi-
zed that fungicides alone are not considered highly
toxic to Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae), but
also stressed that when this group of pesticides is
combined with other groups, the toxicity of the com-
ponents increases, causing more damage to bees. De-
grandi-Hoffman et al. (2015) showed that bees that
fed on pollen contaminated with fungicide (Pristine
group —pyraclostrobin + boscalid) presented sub-lethal
effects of malnutrition, increased amount of viruses
and higher pathogen susceptibility. However, Artz and
Pitts-Singer (2015) observed that Rovral 4F (iprodione)
and Pristine, fungicides commonly used in agricultu-
ral crops in California (USA), disturbed the orienta-
tion of two solitary bee species (Osmia lignaria and
Megachile rorundata, Hymenoptera, Megachilidae), hin-
dering return trips to the hive. In view of the above,
the objective of this study was to estimate the effects of
fungicides on the mortality of Melipona quadrifasciata
bees, on the in-field pollination of flowers and on the
formation of tomato fruits.

MATERIALS AND METHODS

Study areas

The experiment was conducted under field condi-
tions in the garden of the School of Agronomy of the
Federal University of Goids (16°35'48” S and 49°16’53”
W, altitude of 709 m), municipality of Goidnia-GO,
from November, 2014 to January, 2015. The climate is
classified as Aw according to the K&ppen classification
and is characterized by a dry winter and rainy sum-
mer (Peel et al, 2007). Annual rainfall is approximately
1,487.2 mm. The soil has a medium texture and is
classified as Dystrophic Oxisol (Embrapa, 2006).

Experiment design and implementation

The experiment was conducted in a randomized blocks
design, with 10 treatments (Tab. 1) and four replicates
(flowerbed A, B, C and D). The “Italian tomato” to-
mato hybrid (Feltrin®) was used. Each plot consisted
of eight plants with 30 cm spacing, two planting lines
per plot, and 1m wide flowerbeds. The flowerbeds
were covered with black mulch. The seedlings were
transplanted 30 d after sowing on November 13,
2014. A bamboo and wire tutoring system was ins-
talled in the beds to support the tomato plants, and a
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drip irrigation system was used. Liming and fertiliza-
tion procedures were carried out before planting the
seedlings in addition to the cover fertilizer used after
planting, following the soil analysis results. The first
leaf spray was performed 8 days after transplanting
(dat) (November 21, 2014), and the subsequent sprays
occurred at weekly or fortnightly intervals (Tab. 1).

Pollen load of the flowers

The flowers were collected and fixed in FAA 80% (90%
formaldehyde, 5% alcohol 80 °GL and 5% acetic acid)
in December, 2014 at 70 dat to compare the amount
of pollen grains in the stigma of the flowers of the
plants exposed to the different treatments (1=20 per
treatment). Then, the stigmas were separated and
placed in 9N NaOH for 1 h, and were stained with
acetic acid and observed under an optical microscope.

The number of pollen grains in each stigma was coun-
ted in three fields of vision under an optical microsco-
pe (40x magnification). The fields of vision were the
two opposing ends of the stigma and its central part
(Dafni et al.,, 2005).

The presence of marks left by the jaws of bees on
the anthers of the flowers during their visits was
also observed. This mark is an important indication
that bees that perform buzz pollination in poricidal

anthers have visited. For this, the anther was obser-
ved under a stereoscopic microscope, where the mark
was observed for its presence and the distance from the
mark until the opening of the anthers’ cone was mea-
sured using a millimeter paper as reference (Morandin
et al,, 2001a; 2001b; Silva-Neto et al,, 2013).

Fruit characterization

Three tomatoes were collected per plant, amounting
to 15 units per treatment (January, 2015, 90 dat), to
evaluate the effect of pollination on fruit formation
and production. The mass of the total fresh weight
was measured on a precision scale (0.001 g) using
gravimetry. The seeds were separated in Petri dishes
and counted with a manual counter. The height and
diameter of the fruits were evaluated using a digital
caliper.

Bee mortality experiment

The Mandaean bees [(Melipona quadrifasciata (Lepe-
letier)] came from the hives of the School of Agro-
nomy of the Federal University of Goids, Goidnia-GO
(16°35716.39” S and 49°17’32.56” W). The bees were
collected using a pooter and each colony was isolated
in separate containers. Therefore, each colony was a
replicate of the experiment. Samples of 10 to 15 bees

Table 1. Fungicides used and intervals of application in the different treatments performed with tomato (Solanum lycopersi-
cum) crops in the municipality of Goidnia-GO, Brazil.
Number Treatments Active ingredient Dosage/ha Foliar applications
T Control No products
T2 Serenade® Bacillus subtilis 2.00L 12 foliar applications at weekly intervals
T3 Serenade® Bacillus subtilis 2.00L Six foliar applications at fortnightly intervals
T4 Kocide® Copper hydroxide 1.0kg 12 foliar applications at weekly intervals
- . -
T5 Serenat_ie } Bacillus sublilis-+copper hydroxide 21+ 1kg Wegkly product alternation, in a total of six
and Kocide applications each
T6 Bion® Acibenzolar-S-methyl 0.005 kg Six foliar applications at fortnightly intervals
7 Nativo® and (Trifloxystrobin+tebuconazole) 0.75 + 2.00 L \Weekly product alternation, in a total of six
Serenade® +Bacillus subtilis ' ' applications each
I . -
T8 Kocide agd Copper hydroxide-+ mancozeh 1+ 3kg Wee_kly product alternation, in a total of six
Manzate applications each
Antracol® Propineb + (trifloxystrobin Weekly product alternation, in a total of six
79 - 3kg+0.75L S
and Nativo +tebuconazole) applications each
Nativo®and . . Weekly product alternation, in a total of four
T10 Serenade® +ng/l/(t)/);ysszt/?tzgi::?)buz?r;lazdorlslide 0.75L 4 2L+ 1kg | applications each, and four applications of
and Kocide® pperhy Kocide® after the others
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per container with four replicates were used for each
pesticide, plus the control. Thus, there were four
samples with about 40 to 50 bees per treatment,
amounting to over 200 bees. The collected bees rested
for an hour, and the feeding consisted only of sugar
syrup before they started feeding on food with added
pesticide. The experiment procedure was performed
in the laboratory under controlled conditions, with a
temperature of 24°C.

Each container consisted of a clear, 1,000-mL plastic
pot with part of its lid cut and replaced with a screen
for ventilation (Fig 1). The containers were kept in
the laboratory in a dark environment with a con-
trolled temperature (20 to 25°C). Four agrochemical
fungicides in addition to the control were evalua-
ted, namely: Nativo® (trifloxystrobin+tebuconazole);
Mancozeb® (manganese and zinc); Kocide® (copper
hydroxide), and Serenade® (Bacillus subtilis). For each
treatment, 50 mg of product were used in solution
with sugar syrup (50%) at 3 mL in a 15 mL tube cap
for the first feeding, replacing only the syrup every 24
h (adapted from Johnson ez al,, 2013).

The mortality and behavior (alimentation, motility
and orientation) of the bees were checked every 3 h,
except between 10 pm and 7 am. The number of dead
bees was recorded for 54 h, and the values were used
to calculate the mortality rate (percentage of dead
bees divided by the total number of bees).

Figure 1. Plastic container with fungicide associated
with the diet of bees from the species Melipona
quadrifasciata.

Statistical analysis

The significance of the effect of the treatments was
determined with an F-Test. A Tukey multiple compa-
rison test with a statistical significance of 95% was
used. A principal component analysis (PCA - corre-
lation matrix) was used to characterize the different
treatments simultaneously. To perform the analyzes,
we used the software Past 2.17.

A polynomial regression analysis was carried out to as-
sess the mean mortality rate over time, observing the
best fit in the curve and considering a statistical signifi-
cance of 95% for each treatment. The mortality rates
of the different treatments, at 24 and 48 h of eva-
luation, were compared using an analysis of variance
with Tukey’s multiple comparison test (95%).

RESULTS

The mortality rate for Melipona quadrifasciata, during
24 h of evaluation, was higher for copper hydroxi-
de (75%) and trifloxystrobin+tebuconazole (50%).
However, the mortality rate for manganese (2%)
and zing, B. subtilis (19%) and the control treatment
(2%) did not differ from each other (F(2;22)=66,461;
P=0,0000). The higher mortality rates for the 48-hour
evaluation period were observed for copper hydroxi-
de (88%) and trifloxystrobin+tebuconazole (55%),
while the mortality rates for the other treatments
were the same as that recorded for the 24-h period

(F=6.72; GL=8; P=0.0001) (Fig. 2).

The treatments with fungicides, copper hydroxide
and trifloxystrobin+tebuconazole exerted an acute
effect, with increasing mortality rate up to 24 h, ki-
lling most of the bees. From 30 h on, the mortality rate
stabilized until reaching 54 h of evaluation. The fungi-
cides that caused the highest mortality, before killing all
the bees, caused reactions, such as repetitive behaviors,
imbalance and diarrhea (Fig. 3).

The fungicide (active principle), the dosage and the fre-
quency of application all affected bee pollination and,
consequently, fruit production {F(10.315)=2.823;
P=0.002}. Lower pollen loads in the flower stigma
were recorded for treatments 7 (trifloxystrobin+ba-
cillus), 9 (propineb+trifloxystrobin+tebuconazole)
and 10 (trifloxystrobin+tebuconazole+B. subtilis +
copper hydroxide), consisting of 100 grains of pollen,
less than the combination of copper and Mancozeb.
All of the treatments had the chemical compound tri-
floxystrobin although the the combination of com-
pounds varied (Tab. 2).
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Figure 2. Mortality rate of Melipona quadrifasciata in different treatments with fungicides and evaluation periods. Lowercase letters
differentiate statistical significance for the treatment evaluated for 24 h, and capital letters for 48 h (P<0.05).
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Figure 3. Average mortality rate of Melipona quadrifasciata in different fungicide treatments and 54 h of evaluation.

The same treatments that provided the lowest po-
llen load also presented the lowest percentage of
pollination marks in the flowers. The treatments
containing trifloxystrobin reduced the number of po-
llination marks by 44%. The number of seeds varied
among the treatments, different from the pollen load,
but still a reflection of pollination. The treatments
with the lower amount of seeds were treatment 5 (B.
subtilis+copper hydroxide), 6 (acibenzolar), and 10 (tri-
floxystrobin+tebuconazole+B. subtilis+copper hy-
droxide). Despite exhibiting the lowest pollen load,
treatment 9 (trifloxystrobin+B5. subtilis) provided one
of the highest number of seeds, with gains over 24%,
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as compared to that obtained in the worst treatment
(T6 or acibenzolar-S-methyl).

The treatments that provided greater production in
mass and larger fruits were treatment 1 (control), 2
(B. subtilis 12), 3 (B. subtilis 6), 4 (copper hydroxide), 7
(trifloxystrobin+B. subtilis ) and 10 (trifloxystrobin+-
tebuconazole+ B. subtilis+copper hydroxide). The
better treatments, in regards to all of the variables
assessed, were the control treatment, the biological
interventions (B. subtilis 6 and 12) and the treatments
using copper hydroxide. Treatment 10, with tri-
floxystrobin, tebuconazole, B. subtilis and copper, also
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presented gains compared to the treatments that used
the same chemical without Bacillus. Treatment 6 (aci-
benzolar), 8 (copper hydroxide+manganese and zinc)
and 9 (propineb+trifloxystrobin+tebuconazole) pro-
vided the worst results for pollen load, seed and fruit
mass, except when combined with B. subtilis.

The agrochemical application frequency was impor-
tant for bee mortality and tomato production. A higher
number of applications of a given treatment can cause
a lower occurrence of pollination marks and pollen
grains on the stigma and lead to fruit with a lower
number of seeds, mass, and size (Fig. 3 and 4).

Table 2. Treatments carried out on the tomato plants (Solanum lycopersicum) and results obtained for the pollen load (Pollen),
pollination marks (Marks), mark distance, number of seeds, mass, height and width (Height x Width). Means with
different letters indicate significant difference according to the Tukey test (P<0.05) (F(10,315)=2.823; P=0.002).

Treatment Active ingredient Pollen Marks (%)  Number of seeds Mass (g) Helg_ht?<W|dth

(Size; mm)
T 164.77+20.41a | 0.92+0.09a | 205.77+20.33a | 153.04+11.07a | 3,821.28+480.56 ab
T2 Bacillus subtilis 143.25+29.45a | 0.89+0.15a | 203.23+46.71b | 167.54=25.68b | 3,943.46+610.49 ab
T3 Bacillus subtilis 168.79+39.31a | 0.85+0.19a | 22558+90.30b | 164.51+15.0b | 3,886.42+605.60 ab
T4 Copper hydroxide 168.35+41.984a | 0.96+0.06b | 201.35+22.36b | 167.85+32.49b | 4,005.5+626.16a
T5 ﬁ‘y”’g%‘)’j dse"b”/’s and COPPET | 55 46-+15.92 b | 0.960.05 b | 177.48=1852 ¢ | 145.30+17.16 ac | 3.731.71-492.96 be
T6 Acibenzolar-S-methyl 147.68+24.18a | 0.97+0.21b | 174.16+25.93¢c | 137.35+29.12 ¢ 3,537+613.83 ¢
17 | (Trfloxystrobin+tebucona- | 45 49 30 g5 ¢ | 0.66028 ¢ | 233.28+36.26a | 165.70+4.60a | 3.7345+326.52 b
zole) Bacillus subtilis
18 | Copper hydroxide 21015+7767b | 1+00b | 221.34+3764a | 134.20=17.68¢c | 3,487.92+448.03 ¢
+Mancozeb
19 | Propineb-t{trifloxystrobin | 446 19 9037 | 0.880.104a | 204.2531.71 ab | 139.50+18.76 ¢ | 3,595.23--537.39 ¢
+tebuconazole)
(Trifloxystrobin+tebucona-
T10 z0le) + Bacillus subtilis 110.74+12.35¢ | 0.88+0.12a | 190.10+21.02 bc | 151.84+17.80a | 3,785.21+452.03 bc
+copper hydroxide
16 | Co.pper
12 | Mark  Pollen * Conirol Size
' Mass
08 | ° )
Bacillus -+ copper o° Bacillus6
; 04 | Bacillus12
8 0 e N
s ‘ o )
S o4 Acib'enzolar Trifloxistrobim+tebuconazol +Bacillus +copper
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-16 Propineb+trif|oxistr2bin+tebucojnazo|e Trifloxistrobim -+ Bacillus
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Figure 4. Principal components analysis with the different fungicide treatments, pollination characteristics and fruit yield in
tomato (Solanum Iycopersicum) (15t Component - Pollen: 41.46%; 2" Component - Mark: 23.38%; Seed: 16.53%; Mass:
15.17 %; Fruit size: 2.73% and Applications: 0.72%).
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DISCUSSION

The results on the mortality rate of Melipona qua-
drifasciata is congruent with the lethal dose effects
(LDs,) of some fungicides described for Apis mellife-
ra as described in the package leaflet of the studied
pesticides. The fungicide Kocide® (copper hydroxi-
de-based) had a LD, 48 h after the intake of only 8.15
ug kg'. However, the same lethal dose for contact
was 100 ug kg'. The fungicide Nativo® (trifloxystro-
bin+ tebuconazole-based) exhibited a LDy, for inges-
tion of 273.86 ug/bee and 298.4 ug/bee for contact.
Mancozeb presented a LDs, of 100 ug/bee, without
reference to contact or ingestion, as described in the
leaflet of each pesticide. The units may vary since
they are established by the manufacturer.

Copper is a widely used component in agriculture in
the form of sulfates and hydroxides and is allowed in
the production of organic foods because it is conside-
red non-toxic and not harmful to the environment.
However, this statement has been challenged in re-
gards to bees. In this study, the toxicity and mortality
of the bees as the result of the ingestion of copper
(copper hydroxide) were considered high, even when
compared with trifloxystrobin and tebuconazole ba-
sed products. Barbosa et al. (2015) studied the effects
of copper-based fungicides on bees in bioassays with
the stingless bee Friesella schrottkyi (Friese) and re-
ported high mortality rates for worker bees, but low
rates when compared to other pesticides, such as spi-
nosad (insecticide).

The fungicides evaluated in this study with the hi-
ghest M. quadrifasciata mortality rates are considered
as lethal as some insecticides that are more harmful
to bees. Jacob et al. (2013) tested fipronil in Scapto-
trigona postica and Costa et al. (2015) tested imida-
cloprid in M. scutellaris; both found mortality results
similar to that reported in this study for fungicides.
This shows that fungicides can be as harmful to bees
as insecticides even though that is not their purpose.
Here, we point out that, even though they are diffe-
rent species or different methodologies, these results
are important, showing the impacts of agrochemicals
on bees.

The results obtained in this study only show the
acute effects on bees, occurring approximately 50 h
after contact of the bees with the fungicide. Chro-
nic effects may also occur, but should be investiga-
ted more thoroughly. The fungicides tested on AL
quadrifasciata were only evaluated by ingestion with
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sugar syrup since sole contact of the product with
the exoskeleton of the insect may cause other effects,
such as symptoms of malnutrition, susceptibility to
pathogens, and orientation disturbance in flight and
foraging. Agrochemicals, even when used in low fre-
quency or concentration levels, may cause lethal or
sublethal effects, with behavioral changes that affect
pollinator choices (Thompson, 2003).

Other products, such as Serenede® (based on B. sub-
tilis) and Bion® (acibenzolar-S-methyl), did not show
predetermined LDs, for any bee species (including
Apis mellifera). Ngugi et al. (2005) used Apis mellifera
as vectors of Bacillus subtilis and pollinators of bluebe-
rries in a greenhouse. In this case, B. subtilis was used
to fight a fungus common in the culture, Monilinia
vaccinii-corymbosi (Reade) Honey.

Copper hydroxide (Kocide®) is a pesticide with a high
mortality rate among M. quadrifasciata bees, but did
not considerably reduce the number of bite marks in
the anthers of the tomato flowers. This lack of bee
visitation marks on the tomato flowers may have
been due to the residue of the pesticide remaining
on the flowers as a powder and not as a solution
(as the applied in this study), which may reduce the
product’s potential harm to insects. Kocide® did not
affect bee visitation in this research, but this does not
mean that residue in flowers cannot harm bees after
pollen collection, with lethal or sub-lethal effects on
bee development.

Unlike the toxicity presented by copper hydroxide,
Mancozeb® (Carbamate with manganese and zinc
salts) was not toxic for M. quadrifasciata, providing
results similar to the control treatment. If Man-
cozeb® is considered efficient in controlling fungal in-
fections in tomato, it is an agrochemical option with
less impact on pollinating agents.

For pollen load, the alternating trifloxystrobin+te-
buconazole and B. subtilis+copper hydroxide appli-
cations reduced the visitation effect and increased
pollination, as compared to the application of only
trifloxystrobin+rebuconazole. The concern about the
effects of pesticides on pollinating bees is almost
always associated with insecticides because of their
direct effect on insects (Carvalho er al.,, 2009). Still,
fungicides comprise a large class of chemicals widely

used in agriculture, especially in tomato crops (Vale
et al., 2013).

Sanchez-Bayo and Goka (2014) studied pollen grains
contaminated with agrochemicals and found that
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fungicides are more frequent in contaminated pollen.
This finding reinforces the need for specific studies
on the effect of fungicides on pollinating bees in agri-
cultural crops. Thus, this biological control was effi-
cient in fighting fungal diseases and did not affect the
bees that pollinated the crop. Ngugi et al. (2005) re-
ported that B. subtilis did not affect the deposition of
pollen grains on stigma, nor the growth of the pollen
tube, meaning pollination occurred as expected un-
der natural conditions. Bees are insects that naturally
interact with fungi and microorganisms. When these
microorganisms are not directly pathogenic to bees,
the groups may interact in equilibrium (Mcfrederick
et al., 2014). Therefore, the interaction between B.
subtilis and bees may be harnessed for agricultural
purposes (Park er al,, 2013).

Pettis er al. (2013) detected about 35 agrochemicals
in pollen grains from almond, apple, blueberry, cran-
berry, pumpkin, melon and cucumber crops, most of
which were insecticides followed by fungicides. The
authors concluded that a greater amount of pesticide
on pollen leads to an increased chance of pollinators
being infected by the fungus Nosema spp. which is
considered very harmful to bees (Apis mellifera and
natives). Thus, they highlighted the relevance of ve-
rifying sub-lethal effects of fungicides and other pro-
ducts used in agriculture on bees.

Some fungicides can have a major impact on crop
pollination by reducing the number of visits to crop
flowers, by repelling bees or affecting plant physio-
logy and, consequently, reducing pollen viability and
availability of nutritious food (Solomon and Hooker,
1989; Riedl et al,, 2006). Captan® is a fungicide wi-
dely used in apple trees and may cause reduced vi-
sitation by reducing the attractiveness of flowers to
bees through the presence of harmful chemical com-
pounds. Thus, Captan® reduces foraging, causes mor-
phogenic defects in adults exposed in the larval stage
(on legs, wings and body) and increases larval morta-
lity (Mussen et al.,, 2004; Freitas and Pinheiro, 2010).

In organic tomato crops in Piauf, 76% more bees were
found than in conventional crops that use pesticides.
This shows that the products may be affecting the
pollinator community and visitation, with lethal or
sublethal effects (Santos and Nascimento, 2011). The
use of pesticides during flowering in the cultivation
of mangoes (Mangifera indica) in the sub-middle San
Francisco Valley reduced the frequency of bee visits
by 50% and diptera by 20% (Siqueira, 2008).

In this study, the frequency of the application of fun-
gicides was relevant in the tomato crop in terms of
bees. The application frequency was related to seed
production and fruit characteristics in the principal
components analysis. The agrotoxic agent applied
at a higher frequency, even when biological (Bacillus
subtilis), reduced bee visitation more intensely than
products considered more toxic (acibenzolar-S-me-
til) applied with a lower frequency. This pattern
reinforces the relationship between the application
frequency of agrochemicals and manufacturer’s re-
commendation, making it vital to check the period
established by the manufacturer for the product to
be re-applied to a crop. The application frequency of
agrochemicals, time of day and forms of application
are relevant for the effects that products will have
on targets (insect pests and fungi) and on non-tar-
get insects, such as bees (Franceschinelli et al., 2017).
These non-target effects are relevant research topics
for future studies. Thus, a greater number of applica-
tions of pesticides on tomato flowers leads to a lower
number of visits from bees to flowers. Consequently,
there will be a smaller amount of pollen grains depo-
sited on the stigmas, affecting fruit quality and yield
(Nunes-Silva et al., 2013; Silva-Neto et al,, 2013).

The effects of different pesticides differ among
products from different classes (e.g., insecticides,
fungicides, herbicides and others) in terms of their
mechanisms of action on bees. Insecticides affect
bees as neurotoxic agents, affecting the transmission
of the nerve impulse, interferes with growth, dama-
ging the transformation of the stages of the insects,
and affects metabolic processes, such as cellular res-
piration and death. For the fungicides, the direct and
indirect effects verified for the bees and the mecha-
nisms of action are not known (Tomé er al,, 2015;
Lima et al,, 2016; Rodrigues et al,, 2016). Thus, more
research on pesticides (insecticides and other classes)
and agricultural crop pollinators are needed.

In conclusion, Kocide (copper hydroxide) and Nati-
vo (trifloxystrobin and tebuconazole) provided the
highest mortality rates for Melipona quadrifasciata.
The treatments with Mancozeb and Serenade and
the control treatment did not differ from each other.

trifloxystrobin and tebuconazole were the most re-
pellent active ingredients for bee pollination in the
tomato crop. Fruits from the plants treated with Ba-
cillus subtilis and copper hydroxide were larger and
had higher mass.
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Deteccion de plantas asintomaticas de Solanum
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Detection of asymptomatic Solanum lycopersicum L. plants
infected with Fusarium oxysporum using reflectance VIS
spectroscopy
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RESUMEN

Las plantas asintomadticas son reservorios de patégenos, ya que pueden permanecer infectadas la mayor parte
de su ciclo de desarrollo, convirtiéndose en fuente de contaminacién para el resto del cultivo. El objetivo de
este estudio fue evaluar un método de deteccién y discriminacién de dos cepas de Fusarium oxysporum en to-
mate usando espectroscopia. La enfermedad en las plantas de tomate inoculadas con la cepa aislada de gulupa
(E05) fue mayor a la observada en la cepa aislada de tomate (F07), presentando valores de 60,0% (11 dias) y
81,8% (22 dias); la cepa FO7 presenté incidencias de 30,0 y 64,3% en ambas mediciones. La planta infectada
con la cepa F05 fue mejor discriminada en el periodo de incubacién de la enfermedad en ambos periodos de
tiempo en los Analisis de Componentes Principales (PCA) y Anélisis Discriminantes Lineales (LDA) reali-
zados con los controles en comparacién con la cepa FO7. Estos resultados sugieren que la espectroscopia de
reflectancia VIS es un método sensible y confiable que puede ser adecuado para el diagndstico temprano de
enfermedades en plantas.

Palabras clave adicionales: enfermedades, espectroscopia VIS/NIR,
métodos de deteccion, reflectancia, analisis multivariado.
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ABSTRACT

Asymptomatic plants are reservoirs of pathogens because they can remain infected most of the development cycle,
becoming a source of contamination for the rest of the crop. The objective of this study was to evaluate a method
of detection and discrimination of two £ oxysporum isolates on tomato plants using reflectance spectroscopy in
the VIS region. The incidence of the fungal isolate from the purple passion fruit plants (FO5) was greater than that
observed in the strain isolated from the tomato plant (FO7), with values of 60.0% at 11 days and 81.8% at 22 days;
the incidence present in the plants with strain FO7 was 30.0% and 64.3% in the evaluated period. The F05 strain
showed better grouping in both periods of time, both in the Principal Component Analysis and Linear Discriminant
Analysis, than the controls, as did the FO7 strain. These results suggest that reflectance spectroscopy in the VIS is a

sensitive and reliable method that may be suitable for early diagnosis of plant diseases.

Additional key words: diseases, VIS/NIR spectroscopy, detection methods, reflectance, multivariate analysis

Fecha de recepcién: 19-09-2017 Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCCION

Fusarium oxysporum Schltdl. 1824, es una de las espe-
cies morfolégicamente mds diversas y ampliamente
distribuida del género Fusarium (Baayen et al., 2000).
Esta especie, se constituye en un complejo, con nu-
merosas formas especiales las cuales son morfoldgi-
camente idénticas, solo pueden ser diferenciadas por
el tipo de planta(s) atacada(s) (Leslie y Summerell,
20006), con alrededor de 100 formas especiales. Fusa-
rium se caracteriza por producir colonias de rapido
crecimiento y morfologia muy variable, predominan-
do dos tipos primordiales, una micelial y una pionotal
(Garcés et al., 2001). En general, la mayorfa de cepas
patégenas pueden atacar las plantas de tomate a lo
largo de todo su ciclo de desarrollo, produciendo sin-
tomas de marchitamiento, acompafiada del amarilla-
miento parcial de las hojas y el doblamiento de los
brotes de la planta enferma. Una caracterfstica que
permite diagnosticar y diferenciar rapidamente esta
enfermedad es la coloracién blanquecina, amarillenta
o marrén en los haces vasculares; adicionalmente, se
puede presentar enanismo en los brotes y disminu-
cién del crecimiento general de la planta (Garcés et
al., 1999).

Sin embargo, los sintomas exteriores en la planta hos-
pedera no siempre se detectan rdpidamente, o esta
puede permanecer asintomética durante su ciclo de
desarrollo; esto implica que una planta infectada sea
en ocasiones dificil de detectar y pueda ser una hospe-
dera asintomadtica que actte como reservorio del paté-
geno, convirtiéndose en una fuente de contaminacién

para el resto del cultivo (Kolander et al., 2012). En la
actualidad se utiliza una gran cantidad de técnicas de
deteccién de enfermedades de plantas, pero éstas pre-
sentan varias limitaciones que disminuyen su eficien-
cia al usarlas para obtener resultados que conduzcan
a decisiones de control. Por ejemplo, la deteccién ba-
sada en la observacién de sintomas en enfermedades
vasculares implica que cuando hay disturbios visibles
el hongo u organismo patégeno haya invadido ya el
tejido vascular. Los métodos de deteccién que se ba-
san en técnicas moleculares, microscopia ptica, mi-
croscopia electrénica de transmisién, bioensayo para
la deteccién de virus, y la serologia, tienen buenos ni-
veles de precisién, pero requieren la destruccién de las
muestras, consumen tiempo, son costosos y requie-
ren alta capacitacién profesional, por lo que su uso es
modesto, implicando imprecisién porque la enferme-
dad se diagnostica usando tejidos o plantas comple-
tas que se destruyen, no siendo 6ptimas en el sentido
estricto de deteccién temprana y en tiempo de avance
de enfermedades de plantas (Sankaran et al., 2011).

Es por estas razones, y a pesar de la disponibilidad de
estas técnicas, un sistema de deteccién temprana de
la enfermedad basado en técnicas de espectroscopia
puede ayudar a disminuir las pérdidas causadas en los
cultivos y evitar una mayor propagacién de las enfer-
medades, evitando por ejemplo la siembra de unidades
de plantas portadoras del patégeno, con més rapidez,
sensibilidad, selectividad y sin demandar la destruc-
cién de muestras requeridas para el andlisis (Chaerle
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y Van der Straeten, 2000). En la Gltima década se han
realizado muchos estudios en los cuales fue aplicada
la espectroscopia y particularmente, el uso de radia-
cién VIS en la deteccién de enfermedades en plantas
sintomadticas (Sankaran et al., 2011; Abu-Khalaf y Sal-
man, 2014; Szuvandzsiev et al., 2014); sin embargo,
aquellos enfocados en la deteccién de enfermedades
en plantas asintométicas o estudios enfocados a en-
fermedades que pueden “enmascarar” los sintomas
usan la espectrometria de reflectancia en proporcio-
nes relativamente bajas. Por lo anterior, el objetivo
de este estudio fue evaluar un método de deteccién y
discriminacion de la respuesta espectral debida a cam-
bios fisiolégicos en plantas de tomate asintomaéticas
infectadas con dos cepas de E oxysporum usando es-
pectroscopia de reflectancia en la regién visible (VIS).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En este estudio se usé la variedad de tomate, tipo
Chonto Santa Cruz®, resistente a £ oxysporum. Las se-
millas fueron plantadas en bandejas de germinacién
de 76 pozos con turba estéril como sustrato y se man-
tuvieron en una cdmara de siembra con temperatura
de 26x1°C, humedad relativa de 60+10% y fotope-
riodo de 12 h con luz blanca fluorescente, con una
intensidad entre 40 a 80 mol? s durante el tiempo de
los experimentos. Las plantas se regaron diariamente
y se fertilizaron una vez por semana con una solucién
hidropénica que contenfa (mili-equivalentes): NO;
(12,0), PO, (1,0), K (1,7), Mg (1,5), Ca (2,8) y S (0,5), y
en micro-equivalentes, Fe (70,0), Mn (18,0), Zn (7,7),
Cu (1,5), B (27,5) y Mo (0,5). A las 4 semanas después
de germinadas (sdg) se realiz6 el procedimiento de
inoculacién y las plantas se transfirieron a recipien-
tes de 90 cm® que contenian el mismo sustrato que
el usado en plantulacién. Las plantas inoculadas se
mantuvieron en las mismas condiciones de cdmara de
siembra durante el resto del experimento, aumentan-
do las fertilizaciones a dos veces por semana con las
mismas concentraciones en macro y micronutrientes
(Lafontaine y Benhamou, 2010).

Preparacion de aislamientos de £ oxysporum
Se usaron dos cepas de E oxysporum aisladas de hospe-

deros diferentes; la cepa F05 fue aislada de [ussiflora
edulis (gulupa) (cepa AS4; Ortiz y Hoyos-Carvajal,

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

2016) y la cepa FO7 fue aislada de plantas de Solanum
lycopersicum (tomate). Ambas fueron mantenidas en
cajas de Petri con agar papa dextrosa (Merck®) PDA
+ 50 mg kg de sulfato de estreptomicina (SE). Mul-
tiplicindose segtn las necesidades.

Inoculacion de plantas de tomate antes del
trasplante definitivo

Para este experimento se usaron 12 plantas de 4 sdg
siguiendo la metodologia de inoculacién descrita por
Ortiz y Hoyos-Carvajal (2016) y 12 plantas control.
Se utiliz6 la concentracién 1-10° esporas/mL por cada
aislamiento de Fusarium de 10 d de cultivo. Cuidado-
samente las raices de las plantulas fueron lavadas con
agua de grifo hasta retirar los restos de turba. Luego
de la limpieza se hacen heridas (cortes) en las raices
terciarias de todas las plantas que se infectaron con
tijeras esterilizadas y se sumergen solo las raices en
100 mL de la solucién de esporas durante 10 min.
Las plantulas inoculadas y controles fueron trasplan-
tados a los vasos con turba estéril de 5 cm?®. En las
plantas control se realizé el mismo procedimiento de
las plantas inoculadas, pero solo con agua destilada.
Para llevar a cabo los postulados de Koch se realizaron
muestreos destructivos a los 11 y 22 dias pos-inocu-
lacién (dpi).

Prueba de infectividad

Para confirmar la infeccién de las plantas se realizaron
dos muestreos destructivos, en los estados 1.10 (11
dpi) y el estado 2.20 (22 dpi), segin la escala BBCH
para las mono y dicotiledéneas (Feller er al., 1995). Se
realizé la prueba de infectividad mediante la técnica
de indexacién en medio PDA + SE a 50 mg kg™ (Ortiz
y Hoyos-Carvajal, 2016). A los 5 d después de sem-
brar los segmentos indexados de tallo en el medio usa-
do se observd la presencia y crecimiento del patégeno.

Espectroscopia

Para la adquisicién de espectros de reflectancia VIS se
utilizé un espectroscopio portétil USB2000+ (Ocean
Optics, Largo, FL) con una fuente de luz halégena de
tungsteno HL-2000-HP (rango de longitud de onda
de 360-2.400 nm), un estdndar de reflectancia difusa
modelo WS-1 (reflectividad >98% en el rango de 250-
1.500 nm) y una sonda de reflectancia grado premium
de 600 um QR600-7-VID-125F (Ocean Optics, Largo,
FL, USA). Las mediciones se realizaron en los estados
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fenoldgicos 1.10 y 2.20 de la planta en las hojas 2 y
3 con la fibra 6ptica en la cara adaxial obteniéndose
cinco espectros por cada hoja. El tiempo de integra-
cién utilizado en esta investigacién fue de 1 ms, un
promedio de 10 lecturas por medicién y “tiempo de
intervalo” de 2000 us.

Andlisis de datos

La discriminacién y comparacién de los efectos cau-
sados por ambas cepas se llevé a cabo en hojas en
el mismo estadio de crecimiento y desarrollo, sélo
usandose hojas desarrolladas y de la misma edad
(hoja dos de cada planta). Los andlisis realizados
en los datos de las plantas 22 dpi tienen un mayor
muestreo. Intencionalmente, se usé mayor cantidad
de plantas, tratando de prever una mortalidad natu-
ral que al fin del experimento fue muy baja, por lo
que no todas las muestras contienen el mismo na-
mero de espectros.

Inicialmente, se realizé una seleccién de los espectros
en la cual se retiraron algunos con ruido (deformados
y/o con error de lectura). Estos espectros que mos-
traron patrones muy diferentes se confirmaron con
andlisis de los “valores atipicos” identificados en un
Anélisis de Componentes Principales (PCA) sin tra-
tamiento previo de datos. Después de la eliminacién
de los espectros con ruido y tratamientos previos, se
aplic6 la combinacién de las transformaciones Co-
rreccién Dispersién Multiplicativa (MSC) maés la
“segunda derivada” como mejor pre-tratamiento, lo
que permite una buena agrupacién de las plantas en
los tratamientos realizados (Isaksson y Naes, 1998).
Luego del pre-tratamiento de datos se realizaron los
PCA y LDA enfocados a evaluar la posible separacién
entre plantas infectadas y las de control en diferentes
tiempos pos-infeccion (Fig. 1).

Los espectros de las plantas infectadas con cada cepa
de E oxysporum (F05 y F07) se analizaron separados
con los controles (no se realizé tratamiento combi-
nando las cepas) y en los dos tiempos pos-infeccién.
EI conjunto total de datos tomados de las hojas 2 y 4
de las plantas infectadas y controles se compone de
156 espectros (promedios de cinco espectros tomados
por hoja). En este anélisis solo se tomaron los 78 es-
pectros correspondientes a la hoja 2 para evitar ruido
relacionado con la diferencia en el tiempo de desarro-
llo de ambas hojas, los cuales fueron medidos desde
10 plantas control, 10 infectadas con la cepa F05 y 10
infectadas con la cepa FO7 en el dia 11, y 13 controles,

20 infectadas con la cepa F05 y 17 infectadas con la
cepa F07 en el dia 22. Después de la eliminacién de los
espectros con ruido y “atipicos” se usaron 64 espec-
tros en total.

RESULTADOS

Confirmacion de la infeccion

Se evalué la incidencia de la enfermedad en plantas de
tomate inoculadas con F oxysporum en plantas de to-
mate con base en el porcentaje de individuos infecta-
dos en relacion con el total de las plantas inoculadas.
La incidencia de la cepa F05, que fue aislada de una
planta de gulupa, fue mayor a la observada en la cepa
FO7 (aislada de una planta de tomate), presentando
valores del 60,0% a los 11 d y 81,8% a los 22 d. La
cepa FO7 present6 incidencias de 30,0% y 64,3% en
los tiempos evaluados (11 y 22 d, respectivamente).

Andlisis de datos espectrales

El Anélisis de Componentes Principales (PCA) obteni-
dos de los espectros de las hojas de tomate infectadas
con las cepas de F oxysporum, FO5 y F07, se agrupa-
ron segin la cepa y tiempo pos-infeccién. La cepa F05
presenté mejor agrupamiento en los dos periodos de
tiempo pos-inoculacién con respecto a los controles
(Fig. 2A y 2A)) y la cepa FO7 (Fig. 2C y 2C’). Sin em-
bargo, la cepa FO07 no present un agrupamiento claro
alos 11 dpi y mejord considerablemente para a los 22
dpi (Fig. 2B y 2B’). Es importante resaltar que estos
resultados son coherentes con los obtenidos en los
muestreos destructivos para confirmacién de la infec-
cién, en la cual se dio mayor porcentaje de infeccién
para la cepa FO5 en ambos periodos de tiempo, y la
cepa F07 tuvo un porcentaje muy bajo de infeccién
en el dia 11 (30%).

EI PCA realizado con la cepa F05 junto con sus con-
troles (Fig. 2A y 2A) se emplearon 41 espectros, los
componentes principales CP1y CP2 explican el 66%
(CP1=60%, CP2=6%) y 76% (CP1=70%, CP2=6%)
de la variabilidad total de los datos en los 11 y 22 dpi,
respectivamente. Adicionalmente, se usaron 43 es-
pectros para los PCA realizados con la cepa FO7 més
los respectivos controles (Fig. 2B y 2B’), en los cua-
les los CP1 y CP2 solo explican el 29% (CP1=18%,
CP2=11%) y 64% (CP1=41%, CP2=23%) en los 11
y 22 dpi, respectivamente. Finalmente, se usaron 22
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Figura 1. Ejemplo de datos espectrales usados para los analisis mostrando la diferencia entre los pre-tratamientos aplicados y
hojas monitoreadas del dia 22 después de inoculacion: A. Perfiles espectrales sin transformacion; B. Correccion de
Dispersion Multiplicativa (MSC); C. MSC + Segunda derivada; D. Hoja de planta control; E. Hoja inoculada.

espectros de hojas infectadas con la cepa FOS y 22 de
la cepa FO7 para evaluar si el método pude separar
plantas infectadas con aislados diferentes de la mis-
ma especie (Fig. 2C y 2C’); en estos PCA, los CP1 y
CP2 explicaron el 66% (CP1=61%, CP2=5%) y 68%
(CP1=54%, CP2=14%) de la variabilidad total de los
datos en los dias 11 y 22 dpi, respectivamente.

EI LDA permitié mejorar la separacién de los respec-
tivos tratamientos. Los LDA obtenidos a partir de los
datos espectrales de la cepa FO5 (Fig. 3A y 3A)) alcan-
zaron el 100% de precisién obtenidos con la aplica-
cién de cinco componentes principales que predicen
las muestras de acuerdo con el tratamiento al cual
pertenecen. Por el contrario, los LDA obtenidos de
los espectros de las hojas infectadas con la cepa F07
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obtuvieron una precisién de solo 58,82% a los 11 d
(Fig. 3B) y un aumento al 80,77% en el dia 22 (Fig.
3B’) con la misma aplicacién de cinco componentes
principales para la prediccién de muestras.

En las matrices de confusién se puede confirmar que
los diferentes modelos clasificaron correctamente
todas las plantas infectadas con la cepa F05 con res-
pecto a las inoculadas con la cepa F07 y controles en
ambos dias de medicién (precisién el 100%), mientras
que para la cepa F07 el 50% se clasificé como control
el dia 11y el 44 % el dia 22 (Tab. 1), lo que denota una
clara dificultad del modelo en la discriminacién entre
las plantas no inoculadas y plantas inoculadas con la
cepa F07, las posibles razones serdn abordadas en la
discusién.
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales de espectros de tomate de mesa infectadas con dos cepas de F. oxysporum y dos
tiempos después de la infeccion (dpi). A. Cepa F05 a los 11 dpi; A". Cepa F05 a los 22 dpi; B. Cepa F07 a los 11 dpi; B'.
Cepa F07 a los 22; C. Cepas F05 y FO7 a los 11 dpi; C'. Cepas F05 y F07 a los 22 dpi.
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Figura 3. Analisis discriminantes lineales de espectros de tomate de mesa infectadas con dos cepas de F. oxysporum y dos
tiempos después de la infeccion (dpi). A. Cepa F05 a los 11 dpi; A". Cepa F05 a los 22 dpi; B. Cepa F07 a los 11 dpi; B".
Cepa F07 a los 22; C. Cepas F05 y FO7 a los 11 dpi; C'. Cepas FO5 y FO7 a los 22 dpi.
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Tabla 1. Matrices de confusion obtenidas a partir del anali-
sis de discriminantes lineales de datos espectrales
de tomate de mesa infectadas con dos cepas de F
oxysporum.
Prondstico Dia 11 Dia 22
CON F05 CON F05
CON 7 0 13 0
F05 0 10 0 11
CON FO7 CON FO7
CON 5 5 12 4
FO7 2 5 1 9
FO5 FO7 FO5 Fo7
FO5y 10 0 11 0
FO7 0 10 0 13
DISCUSION

No se observaron los sintomas tipicos del marchita-
miento por £ oxysporum en el tiempo del ensayo, como
epinastia, marchitez no uniforme de hojas o ramas y
decoloracién vascular extendida por encima de la li-
nea del suelo. Aunque las raices no fueron observadas
en el trascurso del experimento, el muestreo destruc-
tivo permitié confirmar la presencia de ambas cepas
(FO5 y F07) en los periodos de tiempo evaluados (11y
22 d después de inoculacién) mediante identificacion
morfolégica clasica. Se encontré mayor incidencia de
la cepa F05 en las plantas de tomate en comparacién
con la cepa F07, ya que fueron las plantas con mayor
incidencia en ambos muestreos destructivos, lo cual
fue confirmado en los andlisis PCA y LDA realizados
con los datos espectrales. Se puede considerar que la
cepa FOS tiene una alta capacidad para infectar las
plantas de tomate, sin embargo, debido a la resisten-
cia de las variedades de tomate (Jones y Crill, 1974;
Rivard y Louws, 2011; Morid et al., 2012), se imposi-
bilita la aparicién de los sintomas.

Las hojas enfermas producen cambios fisiolégicos
significativos antes de la colonizacién de las hifas de
E oxysporum, por lo que es posible la clasificacién de
una planta como “enferma” con criterios basados en
fluoresencia y/o espectroscopia una o dos semanas
antes de que aparezcan los sintomas evidentes. Es
importante destacar la concordancia de nuestros re-
sultados con los obtenidos en el estudio de Lorenzini
et al. (1997), en el cual encontraron que los pardme-
tros de fluorescencia de la clorofila de las primeras
hojas asintomaticas fueron alterados por la infeccién

de E oxysporum hasta el dia 14 después de la infec-
cién, debido posiblemente a una disminucién de la
fluorescencia variable y confirmado por la actividad
alterada del fotosistema II. También es importante
destacar las diferencias obtenidas entre las dos cepas
de E oxysporum usadas para infectar las plantas de
tomate, debido a que la cascada de eventos que ocu-
rren en las células inoculadas con microconidias de
aislados con diferente nivel de patogenicidad cambia
la relacién especifica planta-patégeno; desafortuna-
damente, los mecanismos implicados son complejos
y atn no estan claramente definidos (Olivain et a/.,

2003).

Los resultados encontrados en los espectros de reflec-
tancia concuerdan con los muestreos destructivos.
Ademds, se observé una dindmica caracteristica de los
espectros de reflectancia medidos en el rango espec-
tral para los dias 11 y 22 dpi en las cepas estudiadas,
F05 y FO7. Esta dindmica se puede observar claramen-
te cuando se comparan las mayores incidencias ob-
tenidas de los muestreos destructivos en las plantas
infectadas con los andlisis de los datos espectrales
(PCA y LDA) de la cepa F09, en los cuales las plantas
se agrupan claramente y puede discriminarse de las
plantas sin enfermedad y las infectadas en los dos dias
de medicién. Por el contrario, la enfermedad tiene una
baja incidencia en las plantas infectadas con la cepa
FO7 (particularmente en el dia 11) y en los anélisis de
los espectros de reflectancia solo es posible agrupar y
discriminar los individuos infectados al dia 22, cuan-
do la incidencia sube al 64,3%.

Las alteraciones fisiolégicas o bioquimicas entre las
plantas infectadas y sanas pueden ser causadas por
la composicién quimica del pardsito o una respuesta
desde la planta hospedera, implicando cambios en la
ubicacién de nutrientes y energfa, hasta produccién
de metabolitos secundarios (Ramachandra y Ravi-
shankarb, 2002), ademds de posibles respuestas cau-
sadas por estrés en las plantas sugerido por cambios
en segmentos del infrarrojo cercano (Ferri et al, 2004;
Gitelson et al., 2005; Ustina et al., 2009). En ese senti-
do, los resultados de este estudio son contrarios a los
obtenidos por (Spinelli et al., 2006), los cuales usaron
técnicas basadas en espectroscopia de reflectancia en
el NIR para detectar el “fuego bacteriano” en plan-
tas de peral asintomaéticas, sin lograr discriminar las
plantas infectadas de plantas sanas. Los autores dis-
cuten que sus resultados posiblemente fueron debido
a la pequenia escala de medicién en la hoja (2 mm?),
lo cual pudo ser contrarrestado en nuestro estudio
ya que se tomaron cinco mediciones por hoja en las
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cuales cada espectro medido es el resultado promedio
de 100 mediciones.

Adicionalmente, es importante destacar que las res-
puestas fisiolégicas e histoldgicas en plantas hos-
pederas asintomadticas y en etapas tempranas de la
infeccién faingica que estdn relacionadas con cambios
en las propiedades 6pticas de las hojas en las plantas
aun son desconocidas en su mayor parte. Ademas, la
mayoria de estudios enfocados a predecir la quimica
foliar son basados en analisis de tejido seco, lo que
imposibilita el muestreo de la misma hoja en el tiem-
po (Fourty et al., 1996; Couture et al., 2013), lo cual
ofrece grandes ventajas para la caracterizacién de res-
puestas de las plantas a patégenos usando muestras
frescas y/o muestreo in situ como lo abordaron en
Franke y Menz, (2007), Naidua et al. (2008), Mahlein
et al. (2012), en los cuales se usaron técnicas de tele-
deteccién en cultivos de trigo para detectar infeccién
con ofdio y roya de la hoja en diferentes periodos de
tiempo del cultivo. Estos resultados concuerdan con
la base tedrica propuesta por Zhang et al. (2003), en
la cual se sugiere que la magnitud de onda variaré ti-
picamente en diferentes longitudes, aumentando la
reflectancia en el VIS y disminuyendo en el NIR (750-
1100 nm) en las plantas infectadas con patdgenos y
sometidos a diferentes tipos de estrés.

CONCLUSIONES

Se probé un método para detectar y discriminar la
respuesta espectral debida a cambios en la fisiologfa
de las plantas de tomate asintomaticas infectadas con
dos cepas de E oxysporum usando espectroscopia de re-
flectancia. Los resultados sugieren que las plantas de
tomate pueden mantener niveles relativamente altos
de infeccién sin mostrar sintomas visibles y que es
posible detectar y discriminar infecciones asintomé-
ticas de F oxysporum en plantas usando espectrosco-
pia de reflectancia con radiacién en el VIS/NIR. Las
cepas de E oxysporum usadas en este estudio causaron
diferencias claras en los espectros de reflectancia en
las plantas infectadas y las no infectadas, ademés de
permitir una buena discriminacién entre las plantas
infectadas con ambas cepas.

Los resultados obtenidos indican que la espectros-
copia VIS/NIR es promisoria para la deteccién de
hongos vasculares, incluso en plantas asintomaticas.
Adicionalmente, la aplicacién de técnicas multivaria-
das como PCA y LDA a datos espectrales en el VIS/
NIR de muestras frescas inoculadas con diferentes
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cepas de E oxysporum ha mostrado ser un método efi-
ciente para la deteccién y discriminacién de infeccio-
nes fangicas.

Aunque son varias las técnicas espectroscépicas y de
imégenes que se han usado para la deteccién de en-
fermedades en plantas sintométicas, es muy baja la
cantidad de estudios especializados en la deteccién de
enfermedades en plantas asintomaticas usando técni-
cas no destructivas como la espectroscopia de reflec-
tancia. En este sentido, los resultados de este estudio
son valiosos como contribucion en esta area del cono-
cimiento. Adicionalmente, la correspondencia entre
la medicién de la incidencia de la enfermedad y los
cambios encontrados por la técnica de espectroscopia
de reflectancia en plantas asintométicas sugiere que
es un método sensible y confiable que puede ser ade-
cuado para el diagndstico temprano de enfermedades
en plantas. Sin embargo, los mecanismos fisiolégicos
y anatémicos que influyen en la expresién de sinto-
mas de la planta debido a las infecciones fangicas aun
parecen muy complejos y no estan claramente defini-
dos, particularmente aquellos mecanismos presentes
en etapas tempranas de la infeccién, lo cual invita
a desarrollar nuevos proyectos de investigacién que
profundicen y aclaren esta area del conocimiento de
gran importancia en enfermedades tanto vasculares
como sistémicas.
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Agua tratada magneticamente para Irrigacao: efeitos
na producéo e eficiéncia do uso da dgua na cultura da
cenoura (Daucus carota L.)

Magnetically treated water for irrigation: effects on
production and efficiency of water use in carrot
(Daucus carota L.) crop

FERNANDO FERRARI PUTTI" 3

LUiS ROBERTO ALMEIDA GABRIEL FILHO'
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Cenouras no momento de sua colheita.

Foto: FF. Putti

RESUMO

A cultura da cenoura vem aumentando sua representatividade na produgio de hortaligas devido a seus be-
neficios para a saide humana. Objetivou-se neste trabalho analisar a consequéncia de diferentes ldminas de
irrigacdo utilizando 4gua tratada magneticamente e potével para a cultura da cenoura. O experimento foi
conduzido na Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA-UNESP), Campus de Botucatu-SP (Brasil), entre os
meses de setembro a dezembro de 2015. Adotou-se o delineamento experimental em blocos casualizados,
em esquema fatorial de 2x5 com 10 repeticdes. Assim, os tratamentos foram 2 tipos de dgua (dgua tratada
magneticamente e potével), e 5 laminas de reposi¢do que corresponderam aos percentuais da evapotranspira-
gdo (25, 50, 75, 100 e 125% da Etc), utilizando a irrigagdo por gotejamento. Constatou-se que a irrigagdo com
dgua tratada magneticamente proporcionou um incremento na massa de matéria fresca, sendo que a lamina
que obteve a maior produgéo foi a de 100 e 125% da Etc, assim verificando a possibilidade do aumento da pro-
dutividade da cenoura. Se constatou aumento significativo para a o ndmero de folhas, comprimento de bulbo
e didmetro para a cultura da cenoura quando irrigada com dgua tratada magneticamente.

Palavras-chave adicionais: irrigacéo por gotejamento, magnetismo, tubérculos,
gestdo da dgua, produtividade, qualidade da colheita.
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ABSTRACT

Carrot cultivation has increased within vegetable production because of its benefits to human health. The aim of
this study was to investigate the effect of different irrigation using magnetically treated water and potable water on
a carrot crop. The experiment was conducted in the Department of Rural Engineering of the Faculty of Agricultural
Sciences (FCA-UNESP), Botucatu-SP Campus (Brazil), from September to December, 2015. A randomized complete
block with a 2x5 factorial and 10 repetitions was adopted. Thus, the treatments included 2 types of water (potable
and magnetically treated) and 5 spare blades that corresponded to the percentage of evapotranspiration (25, 50, 795,
100 and 125% ETc), with drip irrigation. The magnetically treated water irrigation yielded an increase in green root
biomass, and the highest production was seen with 100 and 125% ETc, verifying the possibility of increased carrot
productivity. There was a significant increase in the number of leaves, bulb length and diameter when the carrot

crop was irrigated with magnetically treated water.

Additional key words: drip irrigation, magnetism, root vegetables, water management, productivity, harvest quality.
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INTRODUGAO

A cultura da cenoura vem se destacando em sua pro-
ducdo devido, principalmente, aos beneficios para a
saide humana. Atualmente estd entre as dez hortali-
cas mais consumidas no Brasil, apresentando grande
importancia na questdo do desenvolvimento socioe-
condmico do pais (Silva et al., 2011, Lima Junior et
al., 2014).

O cultivo de cenoura demanda um manejo de irriga-
¢do eficaz, pois devido a cultura ser sensivel as con-
digdes de déficit ou excesso de dgua, levando a uma
reducdo significativa na produgdo e produto de qua-
lidade inferior. Caso o manejo nio seja realizado de
forma correta, pode ocorrer degradacdo da qualida-
de da dgua devido a contaminagdo dos recursos por
defensivos agricolas e fertilizantes. Assim, deve ser
realizado de forma adequada o manejo das lavouras,
objetivando maior eficiéncia no uso da 4gua e nos sis-
temas de irrigagao.

Estudos vem sendo desenvolvidos nos ultimos
anos com a irrigacdo utilizando 4gua tratada
magneticamente (ATM) na irrigacdo de culturas. Po-
rém, existem poucos estudos que explicam as modifi-
cacoes quimicas e fisicas da dgua quando submetida
ao campo magnético e o impacto dessas modificagdes
nas culturas. Ressalta-se que de forma geral as pesqui-
sas vém demonstrando que a irrigagdo com ATM pro-
voca 0 aumento na produgao e qualidade das culturas

(Puttier al., 2015).
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As culturas do grao de bico e ervilha apresentaram
aumento de producdo e no maior desenvolvimento ao
serem irrigadas com ATM comparadas com o controle
(Grewal e Maheshwari, 2011). Maheshwari e Grewal
(2009) submeteram a cultura do tomate em diferen-
tes doses de salinidade e irrigando com ATM e 4gua
potével (AP) e, foi possivel verificar o aumento nos
componentes de producdo, assim como a qualidade
do tomate, também puderam aferir que o tratamento
controle (sem salinidade e irrigado com AP) produziu
menos que os tratamentos com salinidade e irrigados
com ATM.

De acordo com Mohamed (2013) o tomateiro quan-
do cultivado sobre diferentes niveis de condutividade
elétrica e irrigado com ATM e AP, e constatou o incre-
mento superior quando submetidas a irrigagdo com
dgua tratada magneticamente, em todas as doses de
salinidade.

Assim, pode-se observar a necessidade de estudos que
comprovem o efeito da irrigacdo com ATM, a fim de
desmistificar o efeito positivo que pode provocar nas
culturas. Até o momento nao foram realizados estu-
dos que comprovem o efeito na cultura da cenoura
e também o estabelecimento da ldmina ideal para o
melhor manejo da cultura. Deste modo a necessidade
de pesquisas que estabelegam condigbes ideias de ma-
nejo para a cultura da cenoura e também otimizem
as formas de reduzir o volume de dgua aplicado via
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irrigacdo, devido a crise hidrica vivenciada nos ulti-
mos anos. Desta forma o objetivo deste trabalho foi
verificar o efeito de diferentes ldminas de irrigacdo
utilizando 4dgua tratada magneticamente e potavel
para a cultura da cenoura.

MATERIAIS E METODOS

Conduziu-se o experimento com cenoura var. Nativa
em uma casa de vegetagdo durante os meses de setem-
bro a dezembro de 2015. O local do experimento foi
no Departamento de Engenharia Rural da UNESP, Fa-
culdade Ciéncias Agronémicas, Fazenda Experimen-
tal Lageado, localizada no municipio de Botucatu-SP,
Brasil. A regido do estudo detém o clima do tipo Cfa
(Clima Subtropical Umido), segundo a classificagio
de Koppen (Koppen e Geiger, 1928).

O solo era do tipo Nitossolo Vermelho Distréfico La-
tossolico de acordo com a classificagdo de Carvalho
et al. (2000). Apresentava estrutura moderada média/
argilosa, com as seguintes caracteristicas quimicas:
pH (CaCly)=5,9; MO=24 g dm? P (resina)=191
mg dm?; K=4,8 mmol. dm? Ca=68 mmol. dm?;
Mg=25 mmol. dm?; H+Al=17 mmol. dm?3; SB= 67
mmol, dm?; B=0,51 mmol,. dm?®; Cu=4,8 mmol. dm
3 Fe=20 mmol. dm?; Mn=10,10 mmol. dm®; Zn=8
mmol. dm?®; CTC=114 mmol. dm?; V= 85%.

O solo foi preparado um més antes do plantio, utili-
zando-se um trator do tipo “Tobata”, em que revol-
veu os 30 cm da camada superficial, ap6s foi corrigido
o solo e realizadas as adubacOes necessérias, levan-
tando-se os canteiros com enxada. O controle de
plantas daninhas foi realizado manualmente quando
necessario.

Semeou-se diretamente no solo, em que foi realizado
um sulco de aproximadamente 1 cm de profundida-
de e utilizou-se o espacamento de 0,05x0,05 m. As
parcelas mediam 1,2 m de largura por 3 m de compri-
mento, totalizando 3,6 m?. Realizou-se o plantio de 4
linhas, sendo desconsidera as linhas laterais e avaliou
apenas as plantas centrais. As adubagdes foi realizada
de acordo com as recomendagbes da cultura para a
regiao.

O delineamento experimental adotado foi em blocos
ao acaso, com dez tratamentos e dez repetigdes. Os
tratamentos foram constituidos das ldminas de ir-
rigacdo correspondente a 25, 50, 75, 100 e 125% da

evaporacdo de dgua do tanque Classe “A” e dos tipos
de dgua sendo potavel e tratada magneticamente. Os
dados climéticos do experimento foram coletados ao
longo do experimento, no horério das 8 h da manha,
em que se havia instalado dentro da casa de vegetagao
um tanque Classe “A” e uma estagdo meteorolégica.

Utilizou-se o equipamento da Sylocymol (Timol
Group, Uberlandia-MG, Brasil), que detinha capa-
cidade de magnetizar 5 m® h™ por hora. O sistema
de irrigacdo foi instalado de forma independente. As
fitas gotejadora possuiam espacamento de 0,30 m en-
tre gotejadores, sendo sua vazdo média de 1,472 L h,
quando submetida a uma pressdo de 10 m.c.a.

Na determinagdo do tempo de irrigagdo utilizou o
método proposto por Marouelli ez al. (2002) utilizan-
do o Tanque Classe A. E para o célculo do Kp apli-
cou-se os métodos proposto por Snyder (1992) e o Kc
utilizado foi o recomenda 0,80; 1,00; 95,00, sendo no
inicio, metade e final do ciclo, respectivamente, de
acordo com a Allen et al. (1998).

Para a determinagdo dos efeitos das diferentes 1ami-
nas de irrigagéo e dos tipos de dgua, foram coletadas
no momento da colheita 10 plantas por parcela e ava-
liou-se o comprimento de bulbo (CB), didmetro de
bulbo (DB), massa fresca do bulbo (MFB), massa seca
do bulbo (MSB), ntimeros de folhas (NF), massa fres-
ca das folhas (MFF), massa seca das folhas (MSF) e a
eficiéncia do uso da dgua (produgdo/lamina aplicada).

Na andlise estatistica aplicou a andlise de varidn-
cia (teste F), a 1 e 5% de probabilidade (Banzatto
e Kronka, 2006), com uso do software SigmaStat e
Minitab.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados climéticos foram determinados através de
uma estacdo meteorolégica. Na tabela 1 pode-se ob-
servar os valores da temperatura e umidade média
méxima e minima durante o perfodo de conducéo do
experimento.

A temperatura média observada ao longo do experi-
mento foi de 23,65°C. Sabe-se que temperatura acima
de 21°C favorecem o crescimento curto de raizes e de
coloracdo diferente (Lima Junior er al., 2012). Tam-
bém foi constatado que ao longo do experimento foi
evaporado um total de 188,76 mm. Na avaliagdo do
sistema de irrigacdo foi constatado o coeficiente de
uniformidade de distribui¢do (CUD) de 95%.

Vol. 12 - No. 2 - 2018
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Tabela 1. Dados climaticos de temperatura, umidade maxi-
ma, média e minima e evaporacao coletados du-
rante a execucao do experimento conduzido no
Departamento de Engenharia Rural, FCA-UNESP.

Parametros Ciclo do experimento

Minima 15,81+2,81
Temperatura (°C) Méxima 32,30+5,01

Média 23,65+3,25

Minima 25,00+14,8
Umidade relativa (%) Méxima 78,00+11,0

Média 52,50=11,9
Evaporacao (mm) 188,76

=+ indica desvio padrao.

Para a varidvel comprimento do bulbo ndo houve efei-
to significativo quando aplicado a diferentes laminas
de irrigagdo com ATM. E quando irrigado com 4gua
potével, ocorreu um incremento em fungao das lami-
nas de irrigagao (Fig. 1).

0O A @ AP
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Figura 1. Comprimento do bulbo da cenoura submetida a di-
ferentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, minascula com-
parando o tipo de agua e maidscula comparando
as laminas de irrigacao, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repetigoes (n=10). ATM: agua tratada

magneticamente; AP: agua potavel.

A irrigagdo com AP provocou o menor incremento
com a lamina de reposicdo de 125% da ETc, devido
ao efeito do excesso de dgua e o maior CB ocorreu
quando irrigada com as ldminas de 50 e 75% da ETk,

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

assim acarretando no aumento de 50%. Em funcéo
do tipo de dgua adotado na irrigagao, observou que
as laminas de 25, 100 e 125 % da ETc obtiveram um
aumento quando submetida a irrigagdo com ATM,
apresentando o efeito positivo no comprimento de
bulbo da cenoura.

Nao verificou redugbes no comprimento de bulbo de-
vido a disponibilidade de 4gua no solo. Lima Junior
et al. (2012) constatou que quando a tensdo de dgua
no solo foi de -15 kPa ocorreu a méaxima produgéo e
ocorreu o efeito significativo das [dminas de irrigagao.
A irrigacdo com ATM apresentou efeito significativo
no comprimento de raiz do tomate (Selim e El-Nady,
2011). Também foi constatado por Putti et al. (2013)
que ocorreu o aumento do comprimento do sistema
radicular para a cultura da alface quando submetida
a irrigagdo com ATM. Tal aumento possivelmente
oriundo do comportamento da 4gua quando subme-
tida ao campo magnético, em que facilita a absorcao
e isso provoca o aumento na absorgdo de nutrientes
e consequentemente o comprimento do bulbo (Putti
etal., 2015).

O didmetro de bulbo quando irrigado com diferentes
laminas de irrigagdo e tipos 4guas, apresentou efeito
significativo, assim provocando um aumento devido
a variagdo da taxa de aplicagdo (Fig. 2).
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Figura 2. Diametro de bulbo da cenoura submetida a dife-
rentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, mindscula com-
parando o tipo de agua e maiascula comparando
as laminas de irrigacéo, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repeticoes (n=10). ATM: 4gua tratada
magneticamente; AP: agua potavel.
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A irrigagdo com ATM, ocasionou um aumento até a
lamina de 100% da ETo (P=<0,05). E para lamina de
25% da ETo ocorreu o menor didmetro de bulbo, sen-
do que a reducao foi de 66%.

Verificou-se que a irrigagdo com agua tratada magne-
ticamente proporcionou aumento significativo para
todas as laminas de irrigacao.

Shibairo et al. (2000) e Souza et al. (2011) observaram
que o déficit hidrico proporciona redugéo linear para
o DB, em que devido ao estresse provocado, ocasiona
turgescéncia na planta e leva a redugdo do processo
fotossintético e assim reduzindo a producdo de ener-
gla e agUcares e leva a reducado da produtividade.

A massa fresca do bulbo apresentou efeito significa-
tivo quando irrigado com ATM e também quando
comparada com AP (Fig. 3).
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Figura 3. Massa fresca do bulbo da cenoura submetida a di-
ferentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, mindscula com-
parando o tipo de agua e maidscula comparando
as laminas de irrigacéo, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repeticoes (n=10). ATM: 4gua tratada
magneticamente; AP: agua potavel.

Para a MFB, pode-se verificar que para as ldminas de
25 e 50% da ETC ndo houve diferenga quanto a apli-
cagdo do tipo de dgua. Para as demais constatou-se
que ocorreu maior peso, diferindo significativamen-
te (P=<0,05). Deve-se ressaltar que o potencial para
a redugdo da aplicagdo de dgua magnética frente a
sem o tratamento. Pois verificou-se que houve a FVB

quando irrigada com 75% da ETc obteve resultado si-
milar ao 100% da ETc com 4gua sem o tratamento.

De acordo com estudo de Lima Junior er al. (2012),
houve efeito linear negativo em fungdo do aumento
da disponibilidade hidrica, pois prejudicando seu des-
envolvimento quando irrigado com a ldmina acima
da recomendada. Também foi constatado por Putti et
al. (2015) que a produtividade da alface apresentou
um aumento significativo, sendo que a maior dispo-
nibilidade de dgua no solo, provavelmente favore-
ceu o aumento da absorcdo de nutrientes. Também
constatado por Aladjadjiyan e Ylieva (2003) que a
irrigagdo utilizando ATM favoreceu a produgdo de
tabaco como também a qualidade.

Estudo envolvendo a ATM, constataram aumento
na produgdo e, deve-se ressaltar que além das carac-
teristicas de produgao, também verificou o aumento
nos teores de macro e micronutrientes nas cultivares,
assim demonstrando-se um potencial de biofortifi-
cagdo de elementos necessarios para a saide humana
(Aladjadjiyan e Ylieva, 2003; Maheshwari e Grewal,
2009; Selim et al., 2011; Rawabdeh et al., 2014; Sayed
e Sayed, 2014; Ul Haq ez al., 2016).

A massa seca do bulbo apresentou interagdo entre os
fatores, conforme podemos verificar na figura 4.
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Figura 4. Massa seca do bulbo da cenoura submetida a di-
ferentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, mindscula com-
parando o tipo de agua e mailscula comparando
as laminas de irrigacéao, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repeticoes (n=10). ATM: agua tratada
magneticamente; AP: agua potavel.
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Pode-se obervar que o efeito do tratamento magnéti-
co da dgua, apresentou para as laminas de 50 e 125%
da ETc maior incremento de MSB, diferindo significa-
tivamente. Também constata-se que ocorreu o efeito
das laminas de irrigacdo em que o déficit hidrico e
o0 excesso de dgua provocaram efeitos de reducdo de
MSB.

O campo magnético quando em contato com a dgua
provoca alteracbes em suas caracteristicas fisicas e
quimicas, como constatado por Lin e Yotvat (1990).
Assim essas alteragOes levam diretamente a alteragdes
no soluto do solo, sendo que o pH e Condutividade
elétrica, fatores limitantes no desenvolvimento de
plantas, sofrem reducdo (Grewal e Maheshwari,
2011; Khoshravesh et al., 2011).

O ntimero de folhas da cenoura apresentou interagao
quando submetida a diferentes taxas de reposigao da
lamina de irrigagao e dos tipos de dgua (Fig. 9).
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Figura 5. Nimero de folhas da cenoura submetida a diferen-
tes laminas de irrigacao e tipos de agua. As médias
seguidas de mesma letra, miniiscula comparando
o tipo de agua e maiiiscula comparando as laminas
de irrigacao, nao apresentam diferenca estatistica
(P=<0,05) de acordo com o teste Tukey. As barras
de erro indicam o desvio padrao da média de 10
repeticoes (n=10). ATM: dgua tratada magnetica-
mente; AP: agua potavel.

Nota-se, que a irrigacdo com 4dgua tratada magnetica-
mente apresentou um maior incremento para as la-
minas de 100% e 125% da ETc, assim se diferenciando
estatisticamente (P<0,05).

Os tratamentos que foram irrigados com AP apresen-
taram maior ndmero de folhas, para a lamina de 125%

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

da ETc e os menos ndmeros com 50 e 75% da ETc. Ao
comparar o efeito do tipo de dgua, observa-se que que
apenas o tratamento 100% da Elc obteve maior acd-
mulo quando irrigado com ATM, assim acarretando
em aumento de 23%.

A massa fresca das folhas apresentou interagdo
significativa (P<0,05) quando irrigadas com diferen-
tes taxas de reposicdo e tipos de dgua (Fig. 6).
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Figura 6. Massa fresca das folhas da cenoura submetida a
diferentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, mindscula com-
parando o tipo de agua e maiiscula comparando
as laminas de irrigacao, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repeticoes (n=10). ATM: agua tratada
magneticamente; AP: agua potavel.

A MFF representa indiretamente a drea foliar, e pode-
se constatar que a relagdo direta com a MEB, pois isso
pode ter provocado maior taxa fotossintética e assim
acarretando em maior producdo de cenoura. Nas la-
minas de reposi¢do utilizando AP, observa-se que
ocorreu maior incremento para as laminas de 125%
da ETc e o menor para a lamina de 50% da ETc, este
fato é oriundo devido a baixas ldminas de reposicao e
assim acarretando no estresse hidrico.

Para a irrigagdo utilizando ATM, verificou-se que
ocorreu a sinergia positiva em fungdo das laminas de
irrigagdo, pois a disponibilidade de dgua no solo fez
com o que as folhas apresentassem maior desenvol-
vimento, assim podendo ocorrer os processos fisiol6-
gicos. Pode-se constatar que a lamina de 125% da ETc
apresentou maior MFF e a menor com 25% da ETg,
assim apresentando a redugéao de 78%.
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Para massa seca das folhas constatou o efeito das I4-
minas de irrigagdo sob a influéncia do topo de 4dgua
adotado (Fig. 7).
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Figura 7. Massa seca das folhas da cenoura submetida a
diferentes laminas de irrigacao e tipos de agua. As
médias seguidas de mesma letra, miniiscula com-
parando o tipo de agua e maidscula comparando
as laminas de irrigacdo, nao apresentam diferenca
estatistica (P<0,05) de acordo com o teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrao da mé-
dia de 10 repeticoes (n=10). ATM: agua tratada
magneticamente; AP: gua potavel.

A MSF apresentou efeito significativo quando sub-
metido ao estresse hidrico, para ambos os tipos de
agua. Entretanto quando irrigado com ATM, pode-se
constatar que ocorreu um incremento até a lamina de
100% da ETlc, e apés a redugdo no acimulo de MSE

Tal fato é oriundo devido a desregulagdo dos proces-
sos fisiol6gicos essenciais para o desenvolvimento da
planta, tanto pelo estresse hidrico como pelo excesso
de 4gua no solo (Taiz e Zeiger, 2013).

Para os tratamentos irrigados com 25 e 125% da ETg,
verificou-se um maior nimero de folhas e acimulo
de MFE esse mesmo resultando foi observado para o
MSE

Para os componentes MFE MSF e NF foi constatado
por Putti et al. (2015) que para a cultura da alface,
ocorre maior incremento. Tal fato provavelmente é
oriundo da maior disponibilidade hidrica no solo, que
deste modo ocasiona maior absorcdo de nutrientes.
Tais componentes tem relacdo direta com a taxa fo-
tossintética, assim pode constar para os tratamentos
irrigados com lamina de 100 e 125% apresentaram os
maiores acimulos e ocasionou-se as maiores MFB.

Observa-se, que para os tratamentos irrigados com
dgua tratada magneticamente, ocorreu incremento
de MSF até a lamina de 100% da ETc e devido ao ex-
cesso de dgua no solo ocorreu redugdo no acimulo
de massa seca. Ao analisar o efeito do tipo de dgua
nos tratamentos, verificaram que para as ldminas de
100 e 125% da ETc, ocorreram maior acimulo quando
irrigadas com ATM.

Diante dos resultados obtidos para a irrigagdo com
ATM, buscou-se mitigar a eficiéncia do uso da 4gua,
que consideram a da relagdo de produgdo com a lami-
na de irrigagdo aplicada. Neste sentido pode constatar
que a irrigacdo utilizando dgua magnetizada apresen-
tou maior eficiéncia no uso da 4gua, tais resultados
sdo apresentados na (Fig. 8).
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Figura 8. Eficiéncia do uso de dgua (EUA) na cultura da cenoura submetida a irrigacao com diferentes laminas de irrigacao e
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Pode-se constatar que o aumento de 1% da ETc faz
reduzir em 0,95 kg quando irrigada com AL, j& quando
adotada a irrigagdo com ATM a redugdo chega a ape-
nas 0,32 kg, deste modo apresentando a eficiéncia no
uso da ATM. A cenoura por se tratar de uma Apiaceae
que desenvolve sua parte comercial no solo, apresen-
ta alta correlagdo com a disponibilidade de 4gua e as
condigbes de solo como pH, condutividade elétrica e
fertilidade. Assim, a ATM quando em contato com o
solo altera suas propriedades quimicas e fisicas, sendo
que ocorre a reducdo do pH e aumento da conduti-
vidade (Zhou er al., 2000). Silva er al. (2011) obser-
varam que o acréscimo da taxa de reposicdo de dgua
ocasionou um aumento na produtividade, sendo que
o maximo foi encontrado com 136% da ETc. Khoshra-
ves et al. (2011) verificaram que ocorreu o efeito da
reducdo da forca das moléculas de dgua, o que ocasio-
na redugdo do potencial matricial do solo, que leva a
reducdo da tensao, favorecendo o potencial osmético,
que acarreta a reducado no dispéndio de energia, levan-
do ao maior desenvolvimento.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que o uso de ATM proporciona au-
mento no desenvolvimento da cultura da cenoura,
em que ocasionou maior produgdo. E para lamina de
100% da ETC com ATM proporcionou a maior pro-
ducéo, assim se tornando uma forma sustentdvel de
otimizar o uso da 4gua.

Conflito de interesses: o manuscrito foi prepara-
do e revisado com a participagdo de todos os autores,
que declaram néao ter qualquer conflito de interesses
que possa afetar a validade dos resultados do trabalho
apresentado.
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Acumulacion de biomasa en yuca (Manihot esculenta C.)
ante la respuesta a la aplicacion de fertilizantes NPK 'y
biofertilizantes en condiciones de invernadero en dos tipos
de suelo

Biomass accumulation response of cassava (Manihot
esculenta C.) to NPK fertilization and biofertilizers in two
soil types under greenhouse conditions

JAZMiN VANESSA PEREZ-PAZ0S'

LILY LORENA LUNA-CASTELLANOS'
OSCAR BURBANO-FIGUEROA'-2

Cultivo de yuca, establecido en casa malla.

Foto: J.V. Pérez-Pazos

RESUMEN

El cultivo de la yuca en el Caribe colombiano es un sistema productivo con un bajo nivel de integracién de
tecnologias modernas sustentables que permitan incrementar la rentabilidad del cultivo. La validacién de
préacticas asociadas a la fertilizacién conforma una de las alternativas para incluir en las estrategias de manejo
integrado del cultivo. El objetivo de este estudio fue evaluar a nivel de casa malla, la respuesta de acumulacién
de biomasa en plantas de yuca a la fertilizacién NPK en dos tipos de suelos (arenoso y franco-arcilloso) y en
presencia de tres biofertilizantes. El efecto de diferentes inoculantes microbianos comercialmente disponibles,
Azobac® (Azotobacter chrococcum), Fosforiz® (Pseudomonas fluorescens) y micorrizas arbusculares (Safer Micorri-
zas®), fue evaluado en mezcla con diferentes niveles de fertilizacién inorganica (100, 75, 50, 25 y 0%), mas
los testigos sin inoculacién en un arreglo factorial 2x3x5. Los resultados obtenidos indican que el nivel de
fertilizacion NPK en el que se alcanza la mayor acumulacion relativa de biomasa ocurre al 25% de la mezcla.
Los mayores valores de acumulacién de biomasa se alcanzan con la presencia de micorrizas. Azobac® y Fos-
foriz® no exhibieron ningtn efecto sobre la acumulacién de biomasa. Los resultados obtenidos sugieren que
los biofertilizantes comerciales basados en micorrizas pueden ser usados para maximizar la respuesta a la
fertilizaciéon con NPK.
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Palabras clave adicionales: nutricion vegetal, bacterias promotoras de crecimiento, hortalizas de
raiz, cultivos de almidén, region Caribe colombiana, suelo arenoso, suelo franco arcilloso.

ABSTRACT

The adoption of sustainable technologies that are able to increase profitability in the cassava production systems of
the Colombian Caribbean is very limited. The assessment of alternative fertilization practices is required for the de-
velopment of integrated approaches for crop management. The objective of this research was to estimate how the
biomass accumulation response of cassava plants to NPK fertilization is affected by the inoculation of three biofer-
tilizers under greenhouse conditions in two soil types (sandy and clayey loam soils). The selected biofertilizers are
commercial products available in the Colombian market: Azobac® (Azotobacter chrococcum), Fosforiz® (Pseudomonas
fluorescens) and arbuscular mycorrhizal fungi (Safer Micorrizas®). NPK was applied at varying levels of the recom-
mended nutrients requirements (100, 75, 50, 25 and 0%) in inoculated and non-inoculated (control) treatments in
a 2x3x5 factorial design. The highest biomass accumulation was obtained at the lower fertilization levels (25%)
in the treatment inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi. The cassava plants inoculated with Azobac® and
Fosforiz® did not exhibit increased biomass accumulation. Our results suggest that commercial biofertilizers based

on mycorrhizal fungi can be used for maximizing cassava responses to NPK fertilization.

Additional key words: plant nutrition, growth promoting bacteria, root vegetables,
starch crops, Colombian Caribbean region, sandy sail, clay loam soil.
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INTRODUCCION

La yuca es uno de los productos agricolas de impor-
tancia para la seguridad alimentaria de la mayoria de
los paises en vias de desarrollo (DANE, 2004; Vila,
2012). En el 2016 a nivel mundial, se registr6 un area
cultivada de 23,5 millones de hectdreas (FAO, 2016),
de las cuales la mitad corresponde a los paises en
via de desarrollo, donde la facilidad del cultivo y el
gran contenido de energfa de la yuca se ha converti-
do en un valioso producto comercial para millones
de agricultores (Jodo et al., 2016). En Latinoamérica,
después de Brasil y Paraguay, Colombia es el tercer
productor de yuca, con un drea cultivada de 210.250
ha, produccién de 2,1 millones de toneladas y un
rendimiento promedio de 10,01 t ha' (FAO, 2016).
En la regién Caribe, se concentra el 50% de la pro-
duccién nacional pero no obstante, los rendimientos
son bajos, como consecuencia de la deficiente nivel
de integracién de tecnologias (MADR, 2006). Es un
producto de economia campesina con préacticas tra-
dicionales en su manejo, poco intensivo en el uso de
magquinaria agricola, uso de semillas de calidad, ferti-
lizacién de suelos e insumos quimicos para el control

de enfermedades y malezas (Aguilera, 2012), que
permitan maximizar la productividad de las plantas.

Si bien es un cultivo rdstico, los altos rendimientos
del cultivo de yuca requieren de la aplicacién de fer-
tilizantes minerales o abonos orgdnicos. Dosis épti-
mas de fertilizacién permiten alcanzar entre 40 y 60
t ha'! de raices comerciales (Howeler, 2014). Sin em-
bargo, el uso excesivo de fertilizantes edaficos causa
graves dafios al medio ambiente e incrementa los
costos de produccién en un cultivo de subsistencia
como la yuca. Una de las alternativas promisorias
para la disminucién del uso de los fertilizantes de
tipo mineral lo constituyen los biofertilizantes (Gra-
gedaet al., 2012). Estos productos estan elaborados a
base de microorganismos, los cuales una vez incorpo-
rados al suelo pueden establecer relaciones general-
mente de tipo benéfico con las plantas favoreciendo
positivamente la nutricién, crecimiento y proteccién
(Vessey, 2003). En el suelo existe una diversidad de
microorganismos benéficos distribuidos en diferen-
tes grupos. El primero, lo constituyen las bacterias
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promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), defini-
das asf por la capacidad de favorecer el crecimiento
vegetal a través de mecanismos como la fijacién de
nitrégeno, solubilizacién de minerales, produccién
de fitohormonas, sideréforos y compuestos antago-
nicos a los fitopatégenos (Lugtenberg y Kamilova,
2009). En el segundo grupo se encuentran los hongos
vesiculo-arbusculares (micorrizas), especialmente
las endomicorrizas, las cuales se incorporan al siste-
ma radicular de la planta favoreciendo la nutricién
a través de la absorcién, regulacién de minerales y
agua, contribuyendo a la disminucién de la erosién
en el suelo (Sédnchez, 1999; Sylvia et al., 1999). La
incorporacién de micorrizas en los sistemas de cul-
tivo incrementa la adaptacién del material vegetal
al entorno, generando una mayor competitividad y
productividad respecto a plantas no micorrizadas
(Molina et al., 2005). Con el fin de generar una li-
nea base para el desarrollo y posterior vinculacién de
nuevas tecnologias asociadas al componente de ferti-
lizacién dentro del modelo integrado de produccién
de yuca, este trabajo pretende evaluar la respuesta
de acumulacién de biomasa en estas plantas a la fer-
tilizacién NPK en dos tipos de suelos (arenoso-arci-
lloso) y presencia de tres biofertilizantes.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién se llevé a cabo durante el
segundo semestre de 2013, en el Centro de Investi-
gacién (CI) Turipand - Corpoica (ahora Agrosavia),
ubicado en el km 13 via Cereté-Monteria (Cérdoba,
Colombia), con coordenadas geograficas 8°31'16” N
y 75°58:11”7 W. El experimento fue desarrollado bajo
condiciones controladas en invernadero, a una tem-
peratura promedio de 30+2°C y humedad relativa de
80+5%.

Material vegetal

Estacas de yuca de la variedad MCol-2215 o ‘Vene-
zolana’ de 20 cm de longitud con 5-6 yemas, de buen
grosor y vigor, fueron obtenidas de plantas maduras
de 10 meses de edad, sanas, uniformes en didmetro y
provenientes del tercio medio. Las estacas fueron des-
infectadas empleando una mezcla a base de fungicida
e insecticida.

Suelos

Dos tipos de suelos provenientes del Valle del Sint
(Cereté, Cérdoba) y sabanas colinadas (Ciénaga de
Oro, Cérdoba) en la regién del Caribe Colombiano
fueron usados. El suelo homogeneizado se depositd
en bolsas de polietileno calibre 4 de 25x45 cm, con
capacidad para 4 kg, las cuales se ubicaron en estibas
plasticas. Una muestra de 1 kg de suelo, compuesta
de 5 sub-muestras en forma de equis fue analizada
para los pardmetros: textura, pH, materia organica,
fésforo disponible y potasio intercambiable.

Biofertilizantes y fertilizacion inorganica

Se emplearon los inoculantes microbianos disponi-
bles comercialmente Azobac®, Fosforiz® y Safer Mi-
corrizas M.A.®, de manera individual y en mezcla con
diferentes niveles de fertilizacién inorgéanica: 100, 75,
50, 25 y 0%, ademads de un control con los niveles de
fertilizacién inorgéanica sin inoculacién.

La fertilizacién inorganica se realizé con los macronu-
trientes nitrégeno, fésforo y potasio (NPK) aplicados
en forma de urea, fosfato diaménico (DAP) y cloru-
ro de potasio (KCI). Las dosis de cada fertilizante se
calcularon teniendo en cuenta los requerimientos del

cultivo de yuca por Cadavid (2002) (Tab. 1).

Tabla 1.

Dosis de fertilizantes inorganicos NPK estimados para cultivo de yuca en el Caribe colombiano. |

Suelo Ciénaga de Oro

Suelo C.I. Turipana

Requerimientos

N 240 K,0 N 240 K,0
Requerimiento elemento por cultivo (kg ha™') 120 50 100 120 25 80
Requerimiento producto (kg ha™) 260,9 108,7 166,7 260,9 54,3 133,3
Requerimiento producto (g/planta) Dosis 100% 26,1 10,9 16,7 26,1 54 13,3
Requerimiento producto (g/planta) Dosis 75% 19,6 8.2 12,6 19,6 41 10
Requerimiento producto (g/planta) Dosis 50% 13 54 8.4 13 2,7 6,6
Requerimiento producto (g/planta) Dosis 25% 6,6 2,7 4,2 6,6 1.4 3.4

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.
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Tabla 2. Biofertilizantes incluidos en la fertilizacion inorganica de yuca en el Caribe colombiano.

Registro de

Biofertilizante Microorganismo venta ICA Distribuidor Composicion
Azobac® Azotobacter chroococcum 6520 Fundases, Bogota | 14-10° UFC/mL
Fosforiz® Pseudomonas fluorescens 6519 (Colombia) 14108 UFC/mL

Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Agrobioldgicos
Safer Micorrizas M.A.® | Glomus mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora rugosa 7969 Safer, Medellin 240 esporas/g
y Entrophospora colombiana (Colombia)

El fésforo se aplicé al momento de la siembra mien-
tras que el nitrégeno y el potasio fueron aplicados 30
dias después de la siembra (dds).

La aplicacién de biofertilizantes se realizé con los
productos descritos en la tabla 2. Las micorrizas ar-
busculares se aplicaron al momento de la siembra en
una dosis de 40 g/planta. Azobac® y Fosforiz® fueron
agregados 38 dds en las dosis recomendadas por el fa-
bricante en dosis de 3 y 5 L ha', respectivamente.

Diseno experimental

El experimento se realizé bajo un disefio de bloques
completamente aleatorizados con un arreglo factorial
2X3x5, con tres repeticiones, dos tipos de suelo (Cie-
naga de Oro-CIO y Turipand-TUR), tres biofertilizan-
tes (Azobac-AZO; Fosforiz-FOS y Micorrizas-MIC) y
cinco niveles de fertilizacién (0, 25, 50, 75 y 100%).
La unidad experimental (UE) en este estudio estuvo
conformada por grupos de 10 plantas. Como variable
respuesta, se determiné el peso fresco y seco de las
raices tuberosas a los 120 dds, en cada uno de los tra-
tamientos. Se realizé un andlisis de varianza y el Test
de Fisher para comparacién de medias. La correlacién
entre los datos de peso fresco y seco fue evaluada con
el propésito de disminuir auto correlaciones en el ana-
lisis final. El peso fresco fue usado para determinar
la acumulacién relativa de biomasa (rBioAcc). Para
todos los anélisis y generacién de graficos se empled
el software estadistico Infostat (Rienzo et al., 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis para cada uno de los suelos indica que el sue-
lo de Ciénaga de Oro (CIO) present6 textura arenosa,
pH extremadamente 4cido de 4,5, bajo contenido de
materia orgénica (0,58%) y minerales representados
como fésforo disponible (P) (1,2 mg kg') y potasio

intercambiable (K) (0,06 cmol,, kg'), en general este
suelo tiene una baja calidad nutricional (Tab. 3). En
contraste, el suelo de Turipand (TUR) aunque presen-
ta niveles bajos de P (25,44 mg kg") y K (0,67 cmol,,
kg?), los valores superan significativamente a los en-
contrados en CIO, el contenido de materia orgdnica
es superior (2,57%), el pH se considera como normal
(6,55) y la textura es franco-arcilloso, estas caracterfs-
ticas hacen de este tipo de suelo favorable para el esta-
blecimiento de sistemas productivos de yuca (Sudrez
y Mederos, 2011).

Se encontraron efectos significativos del tipo de sue-
lo (SLOC), biofertilizantes (BIOF) y niveles de NPK
sobre la acumulacién relativa de biomasa (rBioAcc).
Adicionalmente, se presentaron interacciones sig-
nificativas entre los siguientes factores: SLOC*-
BIOF (P=<0,01), SLOC*NPK (P=<0,001), BIOF*NPK
(P=0,001) y SLOC*BIOF*NPK (P<0,01) (Tab. 4).

Dentro de los 5 niveles de fertilizacién NPK sugeridos
por Cadavid (2002), la respuesta de rBioAcc exhibi6
2 puntos méximos, a niveles del 25 y 100% (Tab. 5).

Una mayor acumulacién relativa de biomasa fue ob-
servada en los suelos arenosos (CIO) en comparacién
con los suelos arcillosos (TUR) (Tab. 3) (Fig. 1A). El
mayor crecimiento relativo de las plantas de yuca en
los suelos CIO en comparacién con TUR puede ser
explicado por el mayor efecto combinado de la ferti-
lizacién NPK y BIOF en suelos mas pobres (Tab. 4).

La carga de P y K (g/planta) aplicada en los suelos
CIO es dos veces la aplicada a los suelos TUR en con-
sideracién a las diferencias intrinsecas en la fertilidad
de los suelos evaluados. Por lo tanto, las especies de
yuca se consideran muy dependientes de su hongo
simbionte en condiciones ambientales menos fértiles
(Carretero et al., 2009). En el suelo de CIO el mayor
incremento en la acumulacién de rBioAcc estd mo-
tivada por el aumento en la absorcién del fésforo a
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los dos tipos de suelos incluidos en la evaluacion de factores que afectan la acumula-
cion de biomasa en cultivos de yuca en funcion de NPK y biofertilizantes.
- . : Suelo Cienaga de Oro Suelo C.I. Turipana
Determinaci6n analitica Unidad Método - -
Valor Interpretacion Valor Interpretacion
Textura al tacto Organoléptico A Arenoso fuerte FAr Franco-arcilloso
pH Potenciometro 4,56 | Extremadamente acido | 6,55 | Extremadamente &cido
Conductividad eléctrica dSm Condycﬂwmgro 0,12 No salino 0,31 No salino
suelo: agua 1:2,5
Materia orgénica (MO) % Walkey y Black 0,58 NA 2,57 NA
Acidez intercambiable (Al+H) Cl 0,25 NA 0,00 NA
Aluminio intercambiable (Al) 0,00 NA 0,00 NA
Calcio intercambiable (Ca) 1,05 Bajo 10,07 Bajo
Magnesio intercambiable (Mg) cmol,,. kg Acetato de amonio | 0.53 Bajo 6,72 Bajo
(+)
Potasio intercambiable (K) ' TNpH7.0 0,06 Bajo 0,67 Bajo
Sodio intercambiable (Na) 0,05 Normal 0,12 Normal
Cap'z?c!dad e intercambio Suma de cationes 1,94 Bajo 17,58 Bajo
cationico (CICE)
Hierro disponible (Fe) Olsen 61,40 Alto 80,60 Alto
Manganeso disponible (Mn) Olsen - 20,80 Alto 4,80 Alto
— Olsen modificado - -
Zinc disponible (Zn) Olsen 1,80 Medio 1,70 Medio
Cobre disponible (Cu) Olsen mg kg'! 1,80 Medio 7,30 Medio
Fosforo disponible (P) Bray Il Bray Il 1,20 Bajo 25,44 Bajo
Azufre disponible (S) Fosfato monobasico | 3,00 Bajo 8,90 Bajo
Boro disponible (B) calcio 0,15 Bajo 032 bajo

NA: no aplica.

Tabla 4. Analisis de varianza del efecto de tipo de suelos
(SLOC), biofertilizantes (BIOF) y niveles de NPK so-
bre la acumulacion relativa de biomasa (rBioAcc)

en yuca.

fuetede  ss df  MS  F  ValorP
Model. 38 | 39 | 01 | 369 | <0,0001
sLac 018 | 1 | 018 | 685 | 00112
BIOF 04 | 3 | 013 | 511 | 00024
NPK 095 | 4 | 024 | 899 | <00001
SLOC*BIOF 031 | 3 | o1 | 393 | 00104
SLOC*NPK 057 | 4 | 014 | 545 | 00005
BIOF*NPK 104 | 12 | 009 | 33 | 00004
SLOC*BIOF*NPK | 0,74 | 12 | 006 | 234 | 00103
Error 2,93 (AN 0,03
Total 673 | 150

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

través de hifas extra radicales de la micorriza, que per-
miten una absorcién mads eficiente de los nutrientes
presentes en el suelo (Falcén, 2010), permitiendo que
en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes
como las presentes en los suelos de CIO, las plantas
superen esas deficiencias generando resultados épti-
mos. En contraste, el hongo simbionte se ve favore-
cido con el incremento en el metabolismo vegetal ya
que utiliza los productos de la planta como exudados
y otros compuestos para realizar sus principales fun-
ciones (Cuesta et al., 2007).

La evaluacién del efecto de la adicién de NPK sin bio-
fertilizantes (CTRL), revela que la acumulacién de
biomasa es directamente proporcional a la concentra-
cién de NPK alcanzando el pico mas alto con el 100%
de fertilizacién. Para los tratamientos con adicién de
biofertilizantes se observa un punto maximo de acu-
mulacién de biomasa al 25% de fertilizacién NPK que
estd relacionado con el efecto de la interaccién de es-
tas dos variables (BIOF*NPK) (Fig. 1B).



ACUMULACION DE BIOMASA EN YUCA ANTE LA FERTILIZACION NPK Y BIOFERTILIZANTES

461

Tabla 5. Efecto de tipo de suelos (SLOC), biofertilizantes
(BIOF) y niveles de NPK sobre la acumulacion rela-
tiva de biomasa (rBioAcc) en yuca.

Acumulacion relativa de biomasa
Factor -
Media SE

NPK (%)

0 0,32 0,02 a
25 0,55 0,04 d
50 0.41 0,03 bc
75 0.4 0,03 b
100 0.49 0,05 cd
LSD: 0,07945
Tipo de suelos
TUR 0,40 0,02 a
Cclo 0,47 0,03 b
LSD: 0,05616
Biofertilizantes
FOS 0.36 0,03 a
AZQ 0,39 0,03 a
MIC 0.49 0,04 b
CTRL 0,50 0,04 b
LSD: 0,07947

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun el test de
Fisher (P<0,05).

SE: error estandar; TUR: Turipana; CIO: Ciénaga de Oro; AZO: Azobac; FOS:
Fosforiz; CTRL: control; MIC: Microrrizas.

La explicacién maés factible para los dos picos de
respuesta observados es que la fertilizacién provoca
efectos diferenciales sobre los microorganismos que
hacen parte de los biofertilizantes, niveles bajos de
fertilizacién incrementa el efecto de los microorganis-
mos sobre la acumulacién de la biomasa, pero niveles
altos de fertilizacién inhiben su actividad. Reportes
previos describen este tipo de efecto, donde la ferti-
lizacién inorgdnica tiene impacto negativo sobre la
actividad biolégica de microorganismos empleados
como biofertilizantes (Carretero et al., 2009; Okon et
al., 2010; Straker et al., 2010; Heberle et al., 2015; Séry
et al., 2016; Begoude et al., 2016). En consideracién
a las limitantes econémicas y al efecto inhibidor de
elevadas cantidades de fertilizacién, el punto maximo
de respuesta en el que se tiene interés es aquél que
se presente con la menor tasa de fertilizacién y para
esta investigacion se logré con el 25%. En el caso de
los biofertilizantes, una mayor rBioAcc fue observada
para micorrizas (MIC) en comparacién con los bio-
fertilizantes basados en bacterias de vida libre (AZO-
FOS) (Tab. 5). El andlisis de grupos homogéneos
revela que no existen diferencias significativas entre
el tratamiento CTRL y el inoculado con micorrizas.
La interaccién entre los niveles de NPK y BIOF sobre
la acumulacién de biomasa refleja que la combinacién
de NPK al 25% y MIC es capaz de igualar el efecto del
tratamiento con fertilizacién completa sin biofertili-
zantes (NPK 100%) (Fig. 1B).

A B c
-0~ AZ0 -m- CTAL
e C0 —o- TUR o~ FOS —m MIC [—=— TURCTRL o TURMIC
10 10 10
08 081 08 E}‘
306 3 06 3 06
= 2 P2
04 04 04
02 S — 02 S — 02 I S
0 25 50 75 100 0 2 50 75 100 0 2 50 75 100
NPK (%) NPK (%) NPK (%)

Figura 1. Efecto de concentraciones de NPK sobre la acumulacion relativa de biomasa (rBioAcc) de yuca en diferentes tipos de
suelos (A) y biofertilizantes (B). Interacciones entre tipos de suelos y biofertilizantes fueron observados. La interac-
cion mas fuerte se presentd entre micorrizas en el suelo de naturaleza arcillosa (C). Las barras sobre los promedios
significan desviacion estandar. TUR: Turipana; CIO: Ciénaga de Oro; AZO: Azobac; FOS: Fosforiz; CTRL: control; MIC:

Microrrizas.
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El cultivo de yuca es considerado micotréfico en ra-
z6n de su alta dependencia de las micorrizas que tie-
ne efecto bioprotectante y sobre el crecimiento de la
planta (Okon et al., 2010; Straker et al., 2010; Heberle
et al., 2015; Séry et al., 2016; Begoude et al., 2016).
Esta asociacién, le permite al cultivo un mayor creci-
miento en la etapa inicial donde el sistema radicular
es poco desarrollado (Filho y Nogueira, 2007), me-
jorar la eficiencia de las raices para la extraccién de
nutrientes (Carretero et al., 2009; Okon et al., 2010;
Séry et al., 2016) y en consecuencia, el incremento en
el rendimiento del cultivo (Séry et al., 2016). Una de
las especies de micorriza asociada a la yuca es Glomus
manihotis, la cual es fuertemente invasiva, competiti-
va en el suelo y que tolera niveles altos de aplicacién
de fertilizante mejorando la absorcién de nutrientes
(Straker et al., 2010). Esta especie hace parte de los
componentes de Safer Micorrizas, por lo tanto, el no-
torio efecto de las micorrizas en este estudio puede
estar justificado por el fuerte efecto de la presencia de
esta especie en el producto utilizado que tiene en las
etapas iniciales del cultivo.

Como resultado de la interaccién de todos los factores
evaluados (SLOC*BIOF*NPK) el efecto es notoria-
mente visible a una concentracién del 25%, con el uso
de micorrizas en suelos arcillosos (TUR) (Fig. 1C). Di-
ferencias significativas fueron observadas para MIC y
AZO a esta concentracién (25%) en los suelos TUR,
pero ninguna tendencia fue observada en los suelos
CIO. Se encuentra reportado que en plantas coloni-
zadas por micorrizas los requerimientos nutriciona-
les son reducidos significativamente en comparacién
con las no micorrizadas (Filho y Nogueira, 2007), los
resultados de esta investigacién indican que hay un
efecto notorio de estos microorganismos en suelos ar-
cillosos. Adicionalmente, el beneficio de la aplicacién
de micorrizas se encuentra en la absorcién de nutrien-
tes resultando principalmente en el aumento del area
de superficie de las raices micorrizadas e incremen-
tando la tasa de absorcién del nutriente (Filho y No-
gueira, 2007). También Straker et al. (2010) encontré
en suelos arcillosos como el evaluado en esta investi-
gacién, la sinergia entre micorrizas y bajos niveles de
fertilizacién (25%) en suelos promisorios para el de-
sarrollo de la yuca (TUR), genera un efecto altamente
significativo respecto a otras combinaciones.

Conclusiones

El efecto mads significativo del uso de biofertilizantes
y fertilizacién NPK ocurrié en los suelos mas pobres
de Ciénaga de Oro. La mayor respuesta de rBioAcc

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

fue observada con el uso de micorrizas a bajas con-
centraciones de NPK. Este resultado sugiere que las
actuales recomendaciones de fertilizacién estan so-
breestimadas y que entre los inoculantes microbianos
disponibles los esfuerzos deben concentrarse en las
micorrizas. Sin embargo, los resultados aqui presen-
tados deben validarse en experimentos que incluyen
rendimiento en condiciones controladas y de campo.
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Efecto del compost de residuos organicos domiciliares,
vegetales y estiércol en el crecimiento de lechuga

Effect of organic residue compost made from household
waste, plant residues and manure on the growth of lettuce
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Estudio con lechuga organica.
Foto: D.A.d.C. Ferreira

RESUMEN

El compostaje se presenta como una alternativa para reciclar residuos sélidos organicos biodegradables, trans-
formarlos en fertilizantes para la agricultura y evitar su deposicién inadecuada en rellenos sanitarios. De esta
forma, el objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad fisico-quimica y microbiolégica de un compost
producido a partir de residuos orgdnicos y su desempeno en el desarrollo y productividad del cultivo de lechu-
ga crespa (Lactuca sativa L.), en condiciones de invernadero. La materia prima del compostaje fueron residuos
orgénicos domiciliares (restos de alimentos) y estiércol de bovino en proporcién 1:1. Para la construccién de
los monticulos de compost, los residuos orgénicos fueron mezclados con podas de arboles triturados. Diferen-
tes concentraciones de compost madurado, 20, 40, 60, 80 y 100%, fueron incluidos en el sustrato de lechuga en
un disefio de bloques al azar con tres repeticiones. Los resultados mostraron que el compost orgdnico produ-
cido presentd caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas dentro de los rangos de utilizacién agronémica
y su adicién en el sustrato de fibra de coco, favorecié la produccién de lechuga, promoviendo un incremento
de 63% en la altura de plantas y 75% en el nimero de hojas.

Palabras clave adicionales: Lactuca sativa L., fertilizacion, agricultura
urbana, manejo de residuos, produccién de hortalizas.

U Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Campus Oeste, Mossoro-RN (Brasil). ORCID Ferreira, D.A.d.C.:
0000-0002-9878-061X; ORCID Dias, N.d.S.: 0000-0002-1276-5444; ORCID Ferreira, A.K.d.C.: 0000-0001-7739-574X;
ORCID Vasconcelos, C.B.e.L.: 0000-0003-1463-1148; ORCID Porto, V.C.N.: 0000-0002-0352-0162

2 Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Campus Angicos, Angicos-RN (Brasil). ORCID Sousa Janior, ES.d.: 0000-
0003-2599-0023; ORCID Fernandes, C.d.S.: 0000-0002-9465-2637

5 Instituto Federal de Educagio Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE), Crato-CE (Brasil). ORCID Vasquez, M.A.N.:

0000-0001-6207-1603

Autor para correspondencia. cleyton1959@hotmail.com

,
REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS HORTICOLAS - Vol. 12 - No. 2 - pp. 464-474, mayo-agosto 2018 BY NG _sA


http://doi.org/10.17584/rcch.2018v12i2.7902
http://orcid.org/0000-0002-9878-061X
https://orcid.org/0000-0002-1276-5444
https://orcid.org/0000-0001-7739-574X
http://orcid.org/0000-0003-1463-1148
https://orcid.org/0000-0002-0352-0162
https://orcid.org/0000-0003-2599-0023
https://orcid.org/0000-0003-2599-0023
https://orcid.org/0000-0002-9465-2637
https://orcid.org/0000-0001-6207-1603

COMPOSTAJE DE RESIDUOS ORGANICOS DOMICILIARIOS EN EL CRECIMIENTO DE LECHUGA 465

ABSTRACT

Composting is an alternative for recycling biodegradable organic solid wastes, turning them into fertilizers for
agriculture and avoiding improper disposal in landfills. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
physical-chemical and microbiological quality of a compound produced from organic residues and its performance
in the development and productivity of a crisp lettuce cultivar (Lactuca sativa L.), in greenhouse conditions. For the
compost, household waste (food residue) and cattle manure were used at a 1:1 ratio. For the construction of the
compost piles, the organic residues were mixed with wood chips. Different concentrations of the mature compost
(20, 40, 60, 80, and 100% compost) were evaluated in the lettuce cultivation substrate in a randomized block de-
sign, with three replicates. The results showed that the organic compost had physical-chemical and microbiological
characteristics within agronomic use patterns that, when added to the coconut fiber substrate, favored lettuce

production, promoting a 63% increase in plant height and 75% increase in the number of leaves.

Additional key words: Lactuca sativa L., fertilization, urban agriculture, waste management, vegetable production.

Fecha de recepcion: 27-03-2018 Aprobado para publicacion: 30-05-2018

INTRODUCCION

Buena parte de los residuos sélidos producidos actual-
mente no poseen un destino sanitaria y ambiental
adecuado. A pesar de avances en los tltimos afios, los
residuos todavia son depositados en basurales a cielo
abierto en més de la mitad de los municipios brasile-
ros (Gouveia, 2012); de estos residuos mas del 50%
son orgdnicos (Maragno et al., 2007).

El gran problema ambiental de la deposicién de estos
residuos en basurales y rellenos sanitarios son la ele-
vada produccién de liquidos (lixiviados) que puede fa-
cilmente infiltrarse y contaminar el suelo, ademés, de
las aguas del nivel freatico y subterrdneas. Con la ex-
pansién y alta densidad de las urbes, estos problemas
tienen a empeorar teniendo en cuenta que la mayoria
de las ciudades brasileras no proyectan el ritmo ace-
lerado de su crecimiento con infraestructura sanitaria
adecuada (Rezende et al., 2013; Cotta et al., 2015).

La gestién de residuos sélidos organicos es un proble-
ma que enfrenta una gran parte de los paises en de-
sarrollo, debido al ritmo acelerado de crecimiento de
la poblacién, de la actividad econémica y de la urbani-
zacién e industrializacién que intensifican el proceso
de generacién de esos residuos (Srivastava et al., 2015;
Kumar et al., 2017; Butu y Mshelia, 2014).

El gran desafio de las instituciones gubernamentales
es garantir la destinacién adecuada de los residuos
organicos de forma que evite impactos negativos al
medio ambiente, promoviendo la implantacién de un

sistema de manejo diferenciado y un tratamiento de
residuos sélidos que promueva la segregacién de las
fuentes generadoras, minimice los impactos ambien-
tales y maximice los beneficios sociales y econémicos
para la poblacién (Albertin et al., 2010). En algunos
paises desarrollados, como Polonia, la gestién de resi-
duos sélidos organicos es considerado una de las acti-
vidades méas importantes de la proteccién ambiental
(Boer et al., 2010).

El reciclaje de residuos organicos por medio de pro-
ceso de compostaje se viene constituyendo como el
principal medio de tratamiento ante la gran cantidad
de residuos que llegan a los rellenos sanitarios (Marag-
no et al., 2007), donde la masa de residuo es tratada
y transformada en un nuevo producto, mediadas por
microorganismos en abono orgdnico (Pereira Neto,
2007; Yu y Huang, 2009; Lesteur et al., 2010; Li et al.,
2018) y que puede ser utilizado como fertilizante en
la agricultura (Pedrosa er al., 2013; Dores-Silva et al.,
2013), garantizando asf la deposicién segura de estos
materiales en el ambiente (Figueiredo y Tanamati,
2010; Montemurro et al., 2010) y reduciendo el uso
de fertilizantes convencionales.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar las caracteristicas quimicas, fisicas y biolé-
gicas de un compost producido a partir de residuos
organicos domiciliares y vegetales, y su desempefo en
el desarrollo y productividad del cultivo de lechuga
crespa, cultivada en invernadero.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacién fue desarrollada entre agosto de 2015
y marzo de 2016. Se realizaron dos etapas, la primera
en la produccién de compost y la segunda el cultivo
de lechuga con el compost generado en condiciones
de invernadero.

Produccion de compost

La primera etapa de la investigacién fue desarrolla-
da en campo abierto en el municipio de Mossord, Rio
Grande do Norte (en Asociacién Comunitaria Reci-
clando para la Vida, ACREVI), ubicado a 5°14'9” Sy
37°18’59”W, a 18 msnm.

Segtn la clasificacién de Koppen, el clima de la re-
gién es de tipo seco y muy caliente (BSwh1). La pre-
cipitacién pluviométrica es bastante irregular con
media anual de 673,9 mm y una estacién seca que
generalmente comprende el perfodo de junio a enero
y la estacién lluviosa entre febrero y mayo. La tem-
peratura media anual de 27°C y la humedad relativa
del aire presenta una media de 68,9% (Carmo Filho y
Oliveira, 1995). En el momento del compostaje, entre
septiembre y diciembre de 2015, la temperatura me-
dia registrada fue de 28,4°C y la humedad media de
59,5% (Fig. 1).

El proceso de compostaje fue realizado con mon-
ticulos directamente sobre el suelo teniendo como
materia prima tres materiales: residuos organicos
domiciliares (restos de alimentos), residuos vegetales
(podas de arboles) y estiércol bovino.

Los residuos alimenticios fueron obtenidos durante la
colecta selectiva realizada por la ACREVI en el res-
taurante popular “Barriga Cheia” del municipio de
Mossord. Los residuos vegetales fueron colectados
por el servicio de limpieza urbana del municipio de
Mossoré y, posteriormente, fueron triturados con
una desbrozadora marca Vermeer (modelo BC1000XL
de 85 hp, Vermeer Corporation, Pella, IA, USA). El es-
tiércol bovino fue obtenido del drea de bovinos de la
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA,
Mossor6-RN, Brasil).

Para la construccién de los monticulos de composta-
je se siguié la metodologfa “Windrow” (Pereira Neto,
2007), que tuvieron la forma cénico de dimensiones
1,60 m de altura y 2,00 m de didmetro y peso total
aproximado de 550 kg. Se aplicaron los residuos en
capas alternas de 30 cm de residuo vegetal, 5 cm de
residuos domiciliares y 5 cm de estiércol bovino hasta
la altura deseada. Después de cada capa, el monticulo
era regado de forma uniforme, con agua proveniente
de la Companhia de Aguas e Esgotos do Rio Grande
do Norte (CAERN) (Natal-RN, Brasil).

La mezcla o revuelta de los monticulos para su airea-
cién fue realizada de forma manual cada 3 d después
de iniciar el compostaje y luego cada 10 d. Se aplicd
el riego manual y diariamente. Para disminuir la eva-
poracién del agua en el monticulo se cubrié con hojas
secas de coquero.

Para verificar la maduracién del compostaje fueron
realizadas pruebas de mano y de bola descritos por
Kiehl (2002). Ademés, en el momento del muestreo

‘ —m— Humedad rel. —a— Temperatura ‘
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r 28,4
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Meteorologia (INMET, 2016).

Figura 1. Humedad relativa y temperatura media del aire en el momento de realizar el compostaje. Fuente: Instituto Nacional de
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para los andlisis de laboratorio se aplicé el método
de independencia de la muestra. Las muestras fue-
ron acondicionadas en sacos plasticos, identificadas
y enviadas al Laboratorio de Agua, Suelo y Planta
(LASAP) de la UFERSA para la determinacién de las
propiedades fisico-quimicas (Embrapa, 2009) y mi-
crobiolégicas (APHA, 2012).

Se determinaron las propiedades quimicas P, K, Ca,
Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Ni, Cd y Pb en dos momentos:
una después de la construccién del monticulo y otra
al final del proceso de compostaje. A los 0, 30, 60 y
90 d después de la construccién de los monticulos se
realizé la medicién del carbono orgénico total, sus-
tancias himicas, nitrégeno total y relacién C/N.

La caracterizacién microbioldgica del compost fue de-
terminada por conteo de microrganismos a través del
método del nimero mds probable (NMP). Los anélisis
fueron realizados en el Laboratorio de Inspeccién de
Productos de Origen Animal (LIPOA) de la UFERSA.
Inicialmente, se evalud la presencia de coliformes to-
tales y termotolerantes. Posteriormente, la deteccién
de Salmonella sp. fue realizada por el enriquecimiento
de los medios liquidos selectivos Rappaport vassiliadis,
selenito-cistina y tetrationato.

Al finalizar el proceso de compostaje con la degrada-
cién de la mayor parte de los residuos adicionados al
monticulo, el material fue tamizado para la separacién
del material grueso, y el compuesto humificado fue
acondicionado en sacos plasticos para su transporte.

Produccion de lechuga

La segunda etapa del trabajo fue desarrollada entre
febrero y marzo de 2016 en la UFERSA, Campus Oes-
te, en Mossor6-RN, localizada en las coordenadas
geograficas 5°11’ S y 37°20” W a 18 msnm. El disefio
experimental utilizado para evaluar la viabilidad del
compost en la produccién de lechuga fue bloques al
azar con O tratamientos y 3 repeticiones. Los trata-
mientos consistieron en diferentes dosis del compost

preparado de la primera etapa en proporcién de 20,
40, 60, 80 y 100%, mezclado con el sustrato de fibra
de coco. La unidad experimental se formé por 10
plantas.

Se empled lechuga var. Vera, tipo crespa, producida en
bandejas de poliestireno expandido de 128 celdas con
humus de lombriz. Se realiz6 el trasplante a los 23 d
después de la siembra cuando presentaban entre 5 a 6
cm de altura y 5 hojas definitivas.

EI cultivo de lechuga se realizé en canaletas de PVC
tipo trapecio con 3 m de largo, 0,2 m de ancho y dis-
tancia entre plantas de 0,3 m. Las canaletas fueron fi-
jadas a un suporte de madera de 0,90 m del suelo con
pendiente del 3%; se realizaron perforaciones cada 0,5
m para drenar el exceso de agua.

El riego se aplicé diariamente en dos momentos, al
inicio de la mafana y final de la tarde. Se implementé
un sistema de riego por goteo con emisores distan-
ciados cada 0,3 m y un caudal de 2,5 L h''. El agua
utilizada provenia del pozo de abastecimiento de la

UEERSA (Tab. 1).

A los 35 dias después del trasplante (dat), fueron
evaluados los pardmetros de crecimiento, macro y
micronutrientes y pardmetros microbioldgicos en las
plantas de lechuga. Los pardmetros de crecimiento
evaluados fueron: nimero de hojas por planta (NHP),
didmetro del tallo (DT), altura de la parte aérea (APA),
masa fresca de la parte aérea (MFPA), masa seca de la
parte aérea (MSPA), masa fresca de la raiz (MFR) y
masa seca de la raiz (MSR).

Las plantas fueron secas en estufa con circulacién de
aire forzado a temperatura de 65°C, hasta presentar
masa constante y, en seguida, fue determinada la pro-
duccién de masa seca. Después de pesadas, las mues-
tras fueron trituradas y acondicionadas en recipientes
herméticamente cerrados para realizar los andlisis de
nutrientes (N, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Mn), utilizando
espectroscopio de absorcién atémica modelo AA 240

Tabla 1.

vegetales, organicos y estiércol bovino.

Caracterizacion fisico-quimica de agua de riego utilizada en el cultivo de lechuga producida con compost de residuos

Ca2+

MgZ+

Fuente CE (dS m”) pH

Na* Cl
mmol, L'

1.0 0.9

4,44 24 0.7 3.4 4,6

PA: pozo de abastecimiento; CE: conductividad eléctrica; CO42: carbonato; HCO;: bicarbonato; RAS: reaccion de adsorcion de sédio.
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ES (Agilent, Technologies, Santa Clara, CA, USA). Las
concentraciones de los macronutrientes P y K fueron
determinadas por calorimetria, utilizdndose espec-
trofotémetro de llama, modelo DR-62 (Digimed, Sao
Paulo-SP, Brasil).

El anélisis microbiolégico fue realizado en el Labo-
ratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal
(LIPOA) de la UFERSA, por el método de blanquea-
miento en superficie, de acuerdo con la metodologfa
descrita en el Compenduim of Methods for the Microbio-
logical Examination of Foods de la APHA (American Pu-
blic Health Association, Washington, DC, USA).

Los datos obtenidos en el experimento fueron some-
tidos a un andlisis de variancia empleando la prueba
F y en caso de significancia la prueba de Tukey al 1y
5% de probabilidad. Ademas, se realizé un analisis de
regresién para los datos cuantitativos, utilizando el
software ASSISTAT 7.7.

RESULTADOS

Cualidad nutricional del compost

El anélisis de la materia prima utilizada en el compos-
taje (residuos sélidos organicos domiciliares, residuos
vegetales y estiércol bovino), presenté la mayor con-
centracién de calcio, ademads, el hierro, manganeso y
zinc (Tab. 2).

prima. Los contaminantes quimicos como Cd y Pb se
redujeron y se elevaron los niveles de Ni (Tab. 2 y 3).

Tabla3. Metales pesados, macro y micronutrientes en
el compost estabilizado con residuos organicos
domiciliarios.

Macro y micronutrientes Metales pesados

(mg kg') (mg kg”)
N Fe Cu | Mn | Zn | Ni | Cd Pb
0,83 | 1.826,0 | 4,80 | 47,75 | 41,90 | 525 | 0,15 | 0,50

La evolucién del carbono organico total (COT) mos-
tro decrecimiento a lo largo del proceso de compos-
taje (Fig. 2A). El nitrégeno total presenté pequefia
reduccién en la concentracién en los primeros 30 d
del proceso de compostaje manteniéndose constante
durante todo el proceso de compostaje (Fig. 2B). El
fraccionamiento de la materia organica durante el pe-
riodo de estabilizacién del compost (Tab. 4), demues-
tra que las sustancias himicas estan presentes en la
siguiente orden de concentracién: humina > acidos
falvicos > 4cidos htimicos. La relacién C/N inicia con
una proporcién 26/1 y finaliza en 12/1 (Fig. 3).

Tabla 4. Caracterizacion de los acidos hamicos (C-AH),
falvicos (C-AF) y huminas (H) para monticulos de
compost con residuos organicos domiciliarios.

Fracciones organicas

Periodo C-AH C-AF H
Tabla 2. Macro y micronutrientes en la materia prima (resi- (d) (dag kg'')
duos organicos y vegetales + estiércol bovino) al 0 201 2138 29 36
inicio de compost. . . .
30 0,59 0,62 18,44
: Concentracion . : Concentracion 60 028 0,34 15,66
Macronutrientes ™ “} 1) Micronutrientes =0\ i) m 027 021 1379
N 0.74 Fe 1.345,00 % final 19 15 9,6
P 0.75 Cu 570 dag: decagramo
K 525 Mn 31,45
Ca 19,71 In 26,35 La estabilizacién del compost permitié que en los
Mg 2,40 Ni 2.80 andlisis microbioldgicos se evidenciara la eliminacién
od 050 de los microrganismos patogénicos, coliformes tota-
: les, termotolerantes y Salmonelle durante el compos-
P 9,50 taje; los valores encontrados estuvieron por debajo

La concentracién de N fue mayor en el compost es-
tabilizado que al inicio del compostaje (materias
primas); para los demds macronutrientes la concen-
tracién disminuyé durante el proceso. La concentra-
cién de los micronutrientes Fe, Mn y Zn, el proceso de
compostaje aumentd en comparacién de la materia

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

del limite detectado, con cifras menores a 0,3; 0,0 y
negativo, respectivamente.

Produccion de lechuga

El anélisis de variancia para las caracteristicas eva-
luadas en la planta de lechuga, permitié identificar
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Figura 2. Concentracion de carbono organico total (COT) (A) y nitrégeno total (NT) (B) en el monticulo de compost con residuos

organicos urbano a lo largo de 90 d.

diferencias significativas en las variables altura de
plantas (AP) y numero de hojas (NF) en los trata-
mientos aplicados (Tab. 5).

30 4

Relacion C/N (%)
> 8 R

—_
o

o

10 30 60 90
Dias

Figura 3. Relacion carbono/nitrogeno (C/N) en el composta-
je de residuos organicos domiciliarios.

La altura de planta y el nimero de hojas aumentaron
linealmente con las dosis crecientes de compostaje
(Fig. 4), donde la dosis mas alta de compost (100%)
presentd los mejores valores para estas variables.

En la tabla 6 se presentan los valores medios para las
variables DT, MFPA, MSPA, MFR y MSR que no pre-
sentaron diferencias significativas entre las diferentes
dosis de compost.

Con respecto al andlisis de variancia para las con-
centraciones medias de nutrientes en las plantas de
lechuga, los tratamientos presentaron diferencias sig-
nificativas al nivel de 1% de probabilidad para los ni-
veles de nitrégeno, calcio y magnesio (Tab. 7).

Las concentraciones de N, Ca y Mg se elevaron en las
plantas de lechuga conforme aumentaba la dosis de
compostaje (Tab. 8). Se encontraron mayores conte-
nido de N en las dosis 80 y 100% con diferencias sig-
nificativas con los demds tratamientos. Con respecto
a los contenidos de Ca y Mg, sobresalieron las dosis

Tabla 5. Analisis de variancia para componentes de crecimiento y desarrollo de lechuga, cultivadas con diferentes dosis de
compostaje de residuos organicos domiciliares.

Fuente de variacion GL AP DT NF MFPA MSPA MFR MSR

Bloques 2 2,57 0,1m 2,24 58,58 " 011" 1,83 1 0,05

Tratamientos 4 6,7 * 0,87 9,87** 122,23™ 0,41 7,26 0,02

Residuo 8 1,73 1,73 1,24 32,37 0,22 4,44 0,54

CV % 13,52 25,24 10,71 52,22 43,53 39,10 45,74

AP: altura de plantas, DT: didametro de tallo (DH), NH: nimero de hojas, MFPA: masa fresca de la parte aérea, MSPA: masa seca de la parte aérea, MFR: masa

fresca de la raiz, MSR: masa seca de la raiz.

** significancia a P<0,01, * significancia a P<0,05, ™ no significativo con la prueba F. GL: grados de libertad; CV: coeficiente de variacion.
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Tabla 6. Componentes de crecimiento y desarrollo de lechuga, cultivadas con diferentes dosis de compostaje de residuos
organicos domiciliares.
Dosis de compost DT MFPA MSPA MFRAIZ MSRAIZ

(%) (mm) (¢/planta)

20 4,63 a 5,62 a 0.84a 419a 0,58 a

40 4,78 a 546 a 0.68a 343a 042a

60 b23a 8,7 4a 094a b, 76 a 0.45a

80 540a 14,30 a 1,28a 7,24 a 0.61a

100 598a 20,35a 1,61a 6.23 a 049a

DMS 3,71 16,06 1,31 5,94 0,65

AP: altura de plantas, DT: didmetro de tallo (DH), NH: nimero de hojas, MFPA: masa fresca de la parte aérea, MSPA: masa seca de la parte aérea, MFR: masa

fresca de la raiz, MSR: masa seca de la raiz

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05); DMS: diferencia minima significativa.

Tabla 7. Analisis de variancia para la concentracion de nutrientes en la planta de lechuga, cultivada con diferentes dosis de
compostaje de residuos organicos domiciliarios.

Fuente de variacion =~ GL N P K Ca Mg Cu Mn Fe Zn
Bloques 2 0,50 0,11m 0,29 3,62 0.45% | 38,86** | 1858 | 509,07 | 219,38
Tratamientos 4 160,64 0,027 0,13 | 26,59** | 0,76** 1,57 | 260,39 | 546,16™ | 58,13
Residuo 8 3,26 0,05 0,09 2,67 0,09 1,75 154,31 347,03 98,26
CV% 8,17 13,87 10,12 19,81 13,31 46,93 29,74 33,40 17,38

** significancia a P<0,01, * significancia a P<0,05 y ™ no significativo con la prueba F. GL: grados de libertad; CV: coeficiente de variacion.

Ndmero de hojas

4 y = 0,0538x + 7,1633
R? = 10,8809

Dosis de compost

A 14
12 1
[}
10 1 °
E & .
K
=
g 0
4 y = 0,0447x + 7,0573
R2 = 10,8952
2 4
0 ‘
0 20 40 60 80 100
Dosis de compost
residuos organicos domiciliarios.

Figura 4. Altura de planta (A) y niimero de hojas (B) en plantas de lechuga cultivadas con diferentes dosis de compostaje con

60, 80 y 100% sin diferencias entre estas, pero si con
las demas.

Se encontraron coliformes totales en muestras de

humedad de las hojas de lechuga (al natural), en re-
cuentos a 45°C para los diferentes tratamientos. Se

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

constataron valores de 20, 35, 40, 50 y 70 UFC/g en
las lechugas producidas con las dosis de 20, 40, 60, 80
y 100% de compost, respectivamente. No obstante,
estos resultados se encuentran dentro de los limites
establecidos en la Resolucién — RDC 12/2001 de la
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
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organicos domiciliarios.

Tabla 8. Macro y micronutrientes foliares en plantas de lechuga establecidas en diferentes dosis de compostaje de residuos

Dosis de Nutrientes
compost N P K Ca Mg Cu Mn Fe Zn
(%) (gkg') (mg kg
20 141¢ 1,62a 297 a 512b 1,97b 233a 38,67a 56,16 a 52,22 a
40 159¢ 1,46 a 2,79a 531b 1,73b 231a 37,63 a 36,95a 54,98 a
60 22,07b 1,64a 329a 9,23ab 2,35ab 223a 30,27 a 49,58 a 60,56 a
80 26,93 ab 1,62a 280a 9,47 ab 2,26 ab 3,67a 5355a 7211a 54,76 a
100 315a 1,64 a 3.06a 12,07 a 3,06a 3.62a 48,77 a 64,06 a 62,73 a
DMS 5,10 0,63 0,85 4,61 0,86 3,74 35,07 52,59 27,98

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05); DMS: diferencia minima significativa.

que define los niveles aceptables de coliformes en
alimentos de consumo humano (10> UFC/g). No se
encontrd la presencia de Salmonella ap. en ninguna de
las muestras analizadas.

DISCUSION

Con los resultados obtenidos es posible aprovechar
los residuos sélidos organicos y vegetales urbanos,
ademds, de obtener un compost de calidad para ser
utilizado en la produccién de hortalizas. Esto es con-
firmado puesto que el compost obtenido presenta
excelente grado de maduracién y un alto valor nutri-
cional para la produccién vegetal. Ademas, el proceso
de compostaje de los residuos empleado demostré ser
una alternativa viable.

El compost madurado presenté una tendencia general
de reduccién de macro, micronutrientes y metales pe-
sados, con excepcién del N, Fe, Mn y Zn, que tuvieron
valores superiores en comparacién a la materia prima.
El beneficio del proceso de compostaje es la disponi-
bilidad de nutrientes presentes en las materias primas
para las plantas.

La pérdida de nutrientes en el proceso de descom-
posicién de los residuos orgdnicos ocurrieron, pro-
bablemente, debido a la lixiviacién de los mismos,
provocado por los niveles de riego necesarios para
mantener la humedad del monticulo. Segtin Valente
et al. (2009), la humedad en el proceso de compostaje
tiene mucha importancia en el desarrollo de los mi-
crorganismos y debe situarse entre el 50 y 60%. Los
compostajes con niveles inferiores al 30% de hume-
dad, inhiben la actividad microbiana y por encima

de 65% proporciona una descomposicién lenta, ge-
nerada por condiciones anaerobiosis y lixiviacién de
nutrientes.

La relacién C/N al inicio del compostaje fue alrede-
dor de 26/1. Segtn Selle (2007), para que haya equi-
librio en los procesos bioquimicos de inmovilizacién
y mineralizacién del N, es necesario que la relacién
C/N sea en torno al 25%. La evaluacién del carbono
orgénico en el monticulo de compost, mostré una
reduccién en el tiempo que transcurrié la descom-
posicién de los residuos en el monticulo. Probable-
mente, este hecho ocurrié debido al crecimiento de
microrganismos que utilizaron la fuente de carbono
ofertada (Mees er al, 2009), de este modo, el aumen-
to de la actividad microbiana en los primeros dias de
descomposicién se debe a la mayor disponibilidad
de carbono en este periodo, asi como la presencia de
una fuente de materia organica f4cilmente asimilab-
le (Ortiz et al., 2012).

En estudios similares de compostaje, el contenido
de carbono disminuyé con el progreso de la descom-
posicién (Mees et al., 2009). Considerando que las
concentraciones de C giran en torno al proceso de
descomposicién de la materia organica, y que a través
de la actividad microbiana, los residuos orgénicos son
transformados en material humificado. El compos-
taje de diferentes residuos organicos favorecieron la
reduccién del COT debido a la mineralizacién de la
materia orgédnica (Silva y Mendonga, 2007).

La reduccién del contenido de COT también se en-
cuentra relacionado con la fraccién soluble de las
fibras del material organico descompuesto. En el pro-
ceso de compostaje se presenta un predominio de los
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acidos fulvicos (AF) en relaciéon a los dcidos htiimicos
(AH), pero esto cambia al final del proceso de com-
postaje. El proceso de degradacién de los compuestos
polisacdridos y aminoacidos, permite la mayor solu-
bilidad relativa de los AF en medio 4cido y bésico,
proporcionando mayor desarrollo de la actividad mi-
crobiana. Estos resultados también fueron obtenidos
por Silva et al. (2009), quienes analizan las fracciones
del componente orgédnico y observan que los dcidos
falvicos y huminas fueron superiores a los de 4cidos
htmicos al final de la estabilizacién del compostaje.

En relacién a los nutrientes aportados por el com-
postaje, en el trabajo de Batista y Vinhal (2010), los
contenidos de Ca, Ky N, fueron los de mayor concen-
tracién en el compost, seguidos de Fe, Zn, Mn, Cu y
B, en menores proporciones. De acuerdo con estos au-
tores, los residuos sélidos organicos domiciliares (de
origen doméstico), son una importante fuente de ma-
teria orgdnica, proporcionando nutrientes esenciales
para las plantas, los cuales pueden estar disponibles
cuando el compostaje es adicionado al suelo.

Con respecto a la potencialidad del compost en la agri-
cultura, es indispensable una rigorosa descomposiciéon
de los componentes orgénicos (materias primas) y el
cumplimiento de la normatividad por el Ministerio de
Agricultura (Santos et al., 2014). Sobre estos aspectos,
el compost obtenido cumple con lo establecido a con-
taminantes biolégicos, ya que fue inferior al limite
permito, de esta manera faculta su utilizacién como
abono para la produccién agricola. De igual forma, los
resultados de produccién de lechuga en el sistema hi-
dropénico abierto utilizando el compost como fuente
de nutrientes, permite confirmar su uso como fertili-
zante, ya que el compost adicionado al substrato de
fibra de coco, fue capaz de producir la lechuga; pero
en algunos aspectos de la produccién de las plantas,
no se presentaron diferencia estadistica entre las dosis
aplicadas. Estos resultados se deban al elevado coefi-
ciente de variabilidad (Tab. 6 y 7), hecho que ocasioné
la pérdida de sensibilidad en las pruebas utilizadas.

Las hortalizas tienen diferentes exigencias nutri-
cionales y la toma de nutrientes difiere durante su
crecimiento y desarrollo, por ejemplo plantas no fruc-
tiferas como la lechuga, presentan lenta absorcién de
nutrientes durante la primera mitad del ciclo de cul-
tivo y se acelera cercano a la cosecha (Cardoso et al.,
2011). De esta forma, el aumento de los nutrientes en
las plantas de lechuga, se vio favorecido a mayores do-
sis de compost, donde probablemente no se agotaron
los nutrientes.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Por otro lado, el sistema hidropénico abierto emplea-
do no circulé solucién nutritiva y el compost fue la
Unica fuente de nutrientes para el cultivo, pero el
corto ciclo del cultivo de la lechuga (35 d) limité la
liberacién de nutrientes presente en el compost. La
combinacién del compost con la solucién nutritiva
puede ser una alternativa para la utilizacién de este
sistema de produccién en un primer ciclo, para que
permita una oferta de nutrientes sin perjudicar la pro-
duccién del cultivo.

Diversos autores han constatado en sus investigacio-
nes que el abonamiento con compost proporciona un
aumento en el rendimiento de la lechuga (Oliveira ez
al., 2009; Oliveira et al., 2010; Nazareno et al., 2010;
Silva et al., 2011; Santana et al., 2012). Ademas, la li-
teratura sobre la utilizacién de compostajes organicos
como fuente Unica de nutricién para la lechuga en sis-
tema hidropdnico es todavia escaza. Este trabajo pre-
senta resultados que confirma esta alternativa viable
y de gran importancia para retirar residuos organicos
de basurales y rellenos sanitarios, donde no es el des-
tino més adecuado.

CONCLUSIONES

El compost producido a partir de residuos vegetales,
orgénicos y estiércol bovino presenta las caracteris-
ticas fisico-quimicas y microbiolégicas dentro de los
estandares de utilizacién agronémica. El compost adi-
cionado al sustrato de fibra de coco es capaz de favo-
recer la produccién de plantas de lechuga. El ciclo de
cultivo (35 d) no fue suficiente para la completa libe-
racién de los nutrientes en el sistema de produccién.

Conlflicto de intereses: el manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quie-
nes declaran no tener algin conflicto de interés que
coloquen en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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Gypsophila production in gutters with leaching
recirculation.
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ABSTRACT

This research evaluated the growth, yield and quality of gypsophila New Amore® variety grown in gutters
filled with substrate in a system with leaching recirculation in southern Brazil. The treatments were the
result of the combination of four substrates [carbonized rice husk (CRH100%), raw rice husk (RRH100%),
CRH + organic commercial substrate S10 (Beifort®) (15%) and RRH+S10 (15%)] with two pruning times
(early and late). The substrates did not affect the dry matter partitioning between the flowers and vege-
tative organs or the balance between the shoot and root growth. However, RRH100% reduced the shoot
growth, flower stem yield and quality. The CRH100% and RRH+S10 substrates can be indicated for gyp-
sophila cultivation once, in a general way, they presented promising results. The late pruning increased the
gypsophila growth and yield and benefited the quality of the stems. The gypsophila plants adapted well
to the employed crop system.

Additional key words: flower stems, yield, fertirrigation, alternative
production systems, leaching recirculation.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacién fue evaluar el crecimiento, productividad y calidad de gypsophila variedad New
Amore®, cultivada en canales rellenos con sustratos y sistema con recirculacién de la solucién nutritiva en el sur de
Brazil. Los tratamientos fueron el resultado de la combinacién de cuatro sustratos [cascarilla de arroz carbonizada
(CAC100%), cascarilla de arroz cruda (CACr100%), CAC + sustrato comercial orgénico S10 (Beifort®) (15%) y CA-
Cr+S510 (15%)] y dos épocas de poda (precoz y tardia). Los sustratos no afectaron la distribucién de la materia seca
entre las flores y los 6rganos vegetativos, asi como el balance entre el crecimiento de la parte aérea y de las raices. Sin
embargo, el cultivo en el sustrato CACr100% redujo el crecimiento de la parte aérea, la produccién y la calidad de
los tallos florales. Los sustratos CAC100% y CACr+S10 pueden ser indicados para el cultivo de gypsophila debido a
los buenos resultados obtenidos. La poda tardia aumenté el crecimiento, la productividad y mejoré la calidad de los
tallos florales de gypsophila. Se concluye que las plantas de gypsophila se adaptaron bien al sistema de cultivo con

recirculacién de la solucién nutritiva.

Palabras clave adicionales: tallos florales, productividad, fertirriego, sistemas

alternativos de produccion, recirculacion de la solucion.
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INTRODUCTION

Gypsophila  paniculata, popularly  known  as
baby’s-breath, is widely used in floral arrangements
and bouquets, cultivated as an annual cut flower (Pe-
try, 2008). Gypsophila has a reduced life cycle because
of its susceptible to soil pathogens (Wahome et al,
2011). Cultivation in a substrate, beyond avoiding
pathogens, may allow gypsophila production in areas
where its cultivation is difficult or impractical.

Among the materials used as the substrate compo-
nent for ornamental plants cultivation, carbonized
rice husks present some positive characteristics, such
as high porosity, allowing drainage and aeration,
good sanitary aspects (Ferreira et al,, 2008), low cost
and easy acquisition (Da Costa et al,, 2017). However,
there are some drawbacks in the carbonization pro-
cess since it is onerous, presents low efficiency and
causes air pollution.

In this sense, raw rice husks can be an alternative
substrate in nutrient solution recirculation systems
(“closed systems”). In this system, the high leaching
of the nutrient solution as a result of the low water
holding capacity of raw rice husks does not represent
an environmental problem because of the leach reuse
(Peil et al., 2014).

Flower cultivation in substrates with leaching recir-
culation may be a promising crop growing system

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

because it saves water and fertilizer and presents less
of an environmental impact. However, the use of clo-
sed systems requires a proper substrate. The high pro-
portion of organic compound in the mixture means a
high CEC, making impossible to adopt this practice
because of the tendency towards salinization. On
the other hand, the absence of organic compounds in
rice husk mixtures can lead to water deficit problems
because of the resulting low water holding capacity
(Steffen et al., 2010).

Besides the aspects related to the cultivation system,
crop management is another fundamental element
for determining plant yield and quality. The apical
pruning of gypsophila plants (“pinching”) consists
of eliminating their apex in the first productive cycle
in order to break the apical dominance and increase
yield (Dorajeerao and Mokashi, 2013). Late pruning
could benefit the initial establishment of the crop,
with positive effects on plant growth and final yield
of stems.

Studies focusing on the substrate in closed growing
systems and the pruning time are still non-existent
for gypsophila. Thus, the goal of this research was to
verify the adaptation of gypsophila crops to gutters
filled with substrate in a system with leaching recir-
culation. The effects of rice husk-based substrates and
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two pruning times (early and late) on plant growth
and flower stem quality and yield were considered.

MATERIAL AND METHODS

The trial was conducted in a plastic greenhouse
(10x18 m) at the Capdo do Ledo-RS from October
7% 2015 to April 4%, 2016. The approximate geogra-
phic location is 31°52” S and 52°21” W at an altitude
of 13 m. The air temperature was monitored with a
digital thermo-hygrometer installed in a meteorologi-
cal shelter. The mean medium, maximum and mini-
mum temperatures were, respectively, 24.1°C, 29.8°C
and 18.5°C.

The New Amore® variety was used and the trans-
plant was carried out on October 7% 2015, when the
commercial seedlings were about 4 to 5 cm high.

The cultivation system consisted of 12 wooden gu-
tters (3.50 m long and 0.20 m wide), arranged in six
double rows sloping 3%. The pairs of double rows
were 0.80 m apart (0.60 m wide paths) with a 0.25
m between-row distance. The gutters were inter-
nally waterproofed with a white polyethylene film
in order to collect and return the drain solution to
a 100 L catchment tank placed at the final part of
each gutter, forming a closed system. The substrates
were arranged directly in the gutters with a 0.15 m
high layer, corresponding to a volume of 105 L/gutter,
which resulted in 5.8 L/plant, approximately.

A low-power washing machine pump was installed
in each catchment tank. Fertirrigation was perfor-
med using drip tapes with a spacing of 0.20 m and
an approximate flow rate of 8.0 L h''. The nutrient
solution was supplied intermittently, with a 15 min
supply every hour, from 7 am to 7 pm.

The formulation of the nutrient solution followed
the recommendation of Sonneveld and Straver
(1994), whose composition of macronutrients was
(in mmol L1): 15.0 of NO; 1.7 of H,PO,; 1.5 of SO,;
1.2 of NH,*; 7.0 of K*; 4.5 of Ca?*; 1.2 of Mg**; and
micronutrients (in mg L): 1.40 of Fe; 0.6 of Mn; 0.30
of Zn; 0.30 of B; 0.05 of Cu and 0.05 of Mo. The elec-
trical conductivity (EC) was maintained between 1.7
and 1.9 dS m * and the pH between 5.5 and 6.5.

Four substrates were used: carbonized rice husk
(CRH100%) and raw rice husks (RRH100%), used
alone, and mixtures with CRH (85%) + commercial
organic compound S10® (Beifort, Garbaldi-RS, Brazil)
(15%) or RRH (85%) + S10® (15%). The commercial
organic compound S10® originates from the com-
posting of grape stalks and marc. The physical and
chemical characteristics of the substrates were deter-
mined in the laboratory (Tab. 1).

Spacing the plants at 0.20 m in the within-row dis-
tance provided a plant density of 10.8 plants/m? to-
taling 18 plants per gutter and 216 plants in total.
At 21 days after setting (das), apical pruning was
carried out in half of the plants of each gutter. The

Table 1.

Physical and chemical characteristics of the substrates carbonized rice husk (CRH) and raw rice husk (RRH), used
alone and in mixture with the commercial $10 organic compound (Beifort®) at a 15% ratio, for the cultivation of Gyp-
sophila paniculata in gutters with leaching recirculation.

Physical characteristics SHbSHAIES
CRH RRH CRH+S10 RRH+S10

Wet density (g L) 262 236 343 417
Dry matter (g/100 g) 60 38 54 54
Dry density (g L) 156 90 186 225
Total porosity (m3 m?3) 0.77 0.72 0.74 0.76
Aeration space (m3 m?3) 0.56 0.58 0.47 0.42
\Water easily available (m3 m3) 012 0.04 0.12 0.12
Water holding capacity in 10 cm (m3 m=3) 0.20 0.14 0.27 0.35

Chemical characteristics
Electrical conductivity (dS m™) 0.1 0.07 0.26 0.51
pH value (H,0) 5.06 5.29 5.00 4.69
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primary stem apex was removed. In the remaining
plants, pruning was performed at 42 das. Thus, two
pruning times were established, early and late pru-
ning, respectively.

A randomized block experiment design with sub-
divided plots and three replications was used. The
substrate was allocated in the plot (corresponding to
a gutter with 18 plants) and pruning time in the sub-
plot (9 plants).

The harvest started at 88 das, on January 5%, 2016,
and ended at 96 das in the first productive cycle. The
second productive cycle started at 171 das, on March
27% 2016, and ended at 180 das. Flower stems lon-
ger than 50 cm were collected when about 30% open
flower buds was presented.

Four plants per subplot were selected for the evalua-
tion of the following variables:

(a) Productivity variables: the number and the fresh
weight of the productive flower stems were evalua-
ted. With these data, the flower stem average weight,
the yield and the number of packs (300 g) harvested
per square meter were calculated.

(b) Quality variables: the following variables were
evaluated: stem length (cm) and diameter (mm; ob-
tained by measuring the flower stems base with a
pachymeter) and the number of side branches (bran-
ches more than 10 cm long originating from the main
axis of each productive flower stem were counted).

(c) Plant dry matter: the productive flower stems
were separated into vegetative and flowers frac-
tions. At the end of the experiment, the remains of
the crop were collected. The roots were separated
from the substrate with washing using low pressure
running water. The different fractions were dried in
an oven at 65°C until constant weight to obtain the
dry matter (DM). The shoot dry matter partitioning
was calculated for each productive cycle. The sum
of the two productive cycle shoot organ DM pro-
duction and the root DM obtained at the end of the
experiment were considered in order to determine
the shoot/root DM ratio.

The data were submitted to analysis of variance

and comparison of means with Tukey’s test at 5 %
probability.
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RESULTS AND DISCUSSION

The interaction between the substrate and pruning
time was not significant for any of the evaluated va-
riables. Therefore, the results were interpreted sepa-
rately for each experiment factor (Tab. 2, 3 and 4).

For the effect of the substrates on the plant shoot
growth (Tab. 2), CRH+S510 promoted a higher shoot
DM production, but it did not differ significant-
ly from RRH+S10 and CRH100%. The substrate
RRH100% presented lower results than CRH+S510.

In the first productive cycle, the use of CRH+S10
increased the vegetative and the total shoot DM pro-
duction, as compared to the substrate RRH100%. In
the second productive cycle, CRH100% promoted
higher values of vegetative and total shoot DM pro-
duction in comparison to RRH100%. The addition of
S10 to RRH did not show significant positive effects
on any of the growth variables analyzed in both
productive cycles. However, although there were
no significant differences between CRH100% and
CRH+S10 in relation to thee vegetative and flower
DM, as a result of the highest values for both varia-
bles, the CRH+S10 combination increased the DM
production of the shoot in the first cycle. However,
it had no effects in the second cycle. No significant
effects from the substrates on the flower DM pro-
duction and DM partitioning between the different
organs of the shoot in both productive cycles were

observed (Tab. 2).

For the pruning time, the results showed that, in
both productive cycles, the late pruning provided
a higher DM production of flowers (Tab. 2). Since
the vegetative DM production was not affected, the
late pruning increased the DM partitioning to the
flowers (20.3 and 18.8%) in comparison to the early
pruning (12.9 and 14.5%) in the first and second cy-
cles, respectively. These results indicate that the late
pruning promoted a greater proportion of flowers in
the shoot, which is primordial from the ornamental
point of view.

On average, the flowers comprised only 16.7% of the
total shoot DM production, which demonstrated
that they are low sinks for assimilates, regardless of
the analyzed treatment.

With respect to the variables related to root grow-
th (Tab. 3), the only observed difference was the hi-
gher root DM production of the plants cultivated in
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Table 2. Effect of substrate and pruning time on the dry matter production and partitioning between vegetative plant organs
and flowers of Gypsophila paniculata cultivated in gutters with leaching recirculation.
Dry matter production (g/plant) Dry matter partitioning (%)
Vegetative Flowers Shoot Vegetative Flowers
Effect First productive cycle
Substrate
CRH 53.0 ab 105a 64.0b 829a 17.1a
RRH 435b 9.0a 525b 825a 175a
CRH+S10 68.0a 13.0a 815a 834a 16.6a
RRH-+S10 57.0 ab 11.2a 68.2 ab 83.7a 16.3 a
Pruning
Early (21 das) 549 a 17b 629a 87.1a 129b
Late (42 das) 558a 14.1a 70.6a 79.7b 20.3a
CV % 19.32 26.66 19.87 3.09 15.74
Second productive cycle
Substrate
CRH 433a 8.8a 521a 83.2a 16.8a
RRH 32.2b 6.7a 389b 828a 17.2a
CRH+S10 40.2 ab 78a 48.0 ab 83.7a 16.3a
RRH+S10 39.8ab 7.7a 475 ab 83.8a 16.2a
Pruning
Early 373a 6.0b 433b 855a 145b
Late 40.7 a 95a 505a 81.2b 18.8a
CV % 14.9 24.61 15.4 3.46 17.4

CRH: carbonized rice husk; RRH: raw rice husk; S10: comercial organic compound (Beifort®) at the ratio of 15% in the substrate mixture.

Means followed by the same letter in the column, for each factor and productive cycle, do not differ significantly according to the Tukey test (P<0.05).

RRH+S510, as compared to the RRH100% substrate.
Despite this difference, the substrates had no effect
on the shoot/root DM ratio. Thus, we can say that
the plants cultivated in the four substrates showed a
proper balance between root activity (water and nu-
trient uptake) and shoot activity (photosynthesis).
The pruning time did not have a significant effect on
the root DM production or the shoot/root DM ratio
(Tab. 3).

The substrates had no significant effect on the varia-
bles related to the quality of the flower stems in the
first cycle (Tab. 4). In the second cycle, the cultiva-
tion in CRH+S510 increased the plant stems diame-
ter, as compared to RRH100% (Tab. 4). However, no
effect of substrates was observed on the flower stem
length and number of side branches per stem.

For the productivity variables in the first cycle, the
CRH+S510 substrate increased the flower stem ave-
rage weight in relation to the cultivation in both

Table 3. Effect of substrate and pruning time on the root dry
matter production and the ratio of shoot/root dry
matter of Gypsophila paniculata cultivated in gut-
ters with leaching recirculation.

Dry matter of roots Shoot-root ratio
(g/plant) (gg-")
Substrate
CRH 8.3ab 146 a
RRH 6.0b 15.84a
CRH+S10 75ab 18.2a
RRH+S10 8.7a 14.2a
Pruning

Early (21 das) 76a 146a
Late (42 das) 7.7a 16.8a

CV% 18.2 209

CRH: carbonized rice husk; RRH: raw rice husk; S10: comercial organic com-
pound (Beifort®) at the ratio of 15% in the substrate mixture.

Means followed by the same letter in the column, for each factor, do not differ
significantly according to the Tukey test (P<0.05).
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Table 4. Effect of substrate and pruning time on the flower stem quality and productivity responses of Gypsophila paniculata
cultivated in gutters with leaching recirculation.

Quality Variables Productivity

First productive cycle

CRH 46a 89.5a 9.1a 24.3b 103.5a 2,418.0 ab 8.0ab
RRH 45a 87.3a 93a 23.4b 904a 1,906.3 b 6.4b
CRH+S10 46a 93.4a 9.7a 3455a 936a 3,076.1a 10.2 a
RRH+S10 47a 89.7a 96a 28.6 ab 91.8a 2,528.0 ab 8.5ab
Poing ]
Early 5.0a 86.6 b 103 a 32.7a 73.3b 2,372.7 a 79a
Late 42b 934a 8.6Db 22.7b 116.3a 2,596.7 a 86a
CV % 5.72 5.25 5.38 21.3 12.94 16.78 16.78

Second productive cycle

CRH 4.7 ab 796a 11.8a 27.2a 68.4a 1,85154a 6.2a
RRH 45hb 80.7a 11.3a 278a 50.4b 1,379.4 a 46a
CRH-+S10 50a 829a 119a 31.7a 63.0a 1,995.1a 6.6a
RRH-+S10 46b 815a 115a 27.7a 65.7a 1,816.1a 6.0a
Poing ]
Early 46a 81.2a 11.7a 270a 589a 1,570.0 b 5.2b
Late 48a 81.1a 11.6a 30.1a 64.8a 1,9509 a 6.4a
CV % 4.1 3.61 5.82 18.26 12.12 22.48 22.48

Total: 15t + 2" cycle

CRH100% 314a 1719a 4,269.4 ab 14.3 ab
RRH100% 51.18a 140.8 b 3.285.7b 10.9b
CRH+S10 66.2a 156.6 ab 5,071.2a 16.8 a
RRH+S10 56.4a 157.5ab 4,354.6 ab 14.5ab
Powing 00O ]

Early 59.7a 132.3b 3.9429a 13.2a

Late b28a 181.1a 45476 a 15.14 a

CV % 17.05 9.22 17.14 17.2

CRH: carbonized rice husk; RRH: raw rice husk; S10: comercial organic compound (Beifort®) at the ratio of 15% in the substrate mixture.
Means followed by the same letter in the column, for each factor and cycle, do not differ significantly according to the Tukey test (P<0.05).

RRH100% and CRH100%. It also increased the yield from the plants cultivated in CRH100% (Tab. 4).
of flower stems and the number of packs harvested Thus, the effects of the addition of compound S10 to
per square meter in comparison with RRH100% (Tab.  improve the productivity responses to the use of pure
4). In the second productive cycle, the only differen- materials were barely perceptible in both CRH and
ce was in the lowest number of stems/m? , obtained RRH. The S10 addition only increased the average
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weight of the flower stems in relation to the use of
CRH100% in the first cycle and increased the num-
ber of flower stems harvested per m? in relation to
RRH100% in the second cycle.

For the sum of the two productive cycles, the CR-
H+S510 mixture continued to show better results
than RRH100% with respect to the flower stem yield
and the number of packs/m?.

It should be pointed out that, when RRH 100% was
compared to the CRH100%, the first one did not
affect negatively any of the quality variables. It pre-
sented a negative effect only in terms of the number
of stems/m?in the second productive cycle, which re-
mained in the sum of the two cycles (Tab. 4).

The effects of the substrate on the productive varia-
bles were more incipient in the second productive
cycle than in the first one. Possibly, this can be attri-
buted to the increase in the water holding capacity
(WHC) and the higher adsorption of nutrient ions
caused by the natural decomposition of the material
over time.

The results obtained can be explained according to
the characteristics of the substrates (Tab. 1). The ad-
dition of S10 at the ratio of 15% conferred benefits
to some of the physical and chemical characteristics
of the mixtures as compared to the use of pure mate-
rials, especially in RRH.

The RRH, when employed alone, led to some inferior
responses in comparison with the other substrates.
This fact can be attributed to the low WHC (Tab. 1),
which results in difficulty in the conservation of a
homogeneous moisture, indicating that it should be
used in mixture with other materials in order to ob-
tain greater efficiency. Medeiros er al. (2008) highli-
ghted the trend for lower productivity with RRH,
evaluating strawberry cultivation in different rice
husk substrates. The low WC of the RRH would
negatively influence the yield of the crop because it
would hinder the absorption of water and nutrients
to the plants.

The addition of S10 considerably increased the wet
density of RRH and CRH (Tab. 1). The dry matter
content of the substrate increased in the RRH+S10
mixture and decreased in CRH+S10. However, the
total porosity did not change in either substrate.
The addition of S10 caused a reduction in the ae-
ration space of the substrates, which was lower in

CRH (9%) than in RRH (16%). This led to aeration
levels in the range that is considered ideal for horti-
cultural substrates. However, this did not change the
easily available water in CRH+S10, but increased it
in RRH+S510. The WHC of the mixtures increased
considerably when compared to the pure materials,
especially in RRH+S510 (Tab. 1).

The physical changes observed in the substrates cau-
sed by the addition of S10 were related to the rearran-
gement of the particles with the introduction of the
material formed by smaller particles (S10), which was
more evident in RRH, whose particles have a more
uniform size. The carbonization process broke part
of the rice husks, which generated greater variation
in the particle size distribution in CRH, with a per-
centage that was similar to the particle size in S10.
Thus, the addition of the S10 conditioner affected
the physical properties of the CRH less after mixing
than RRH.

The addition of S10 increased the EC in the mixtures
relative to the pure materials, which was more evi-
dent in RRH (Tab. 1). Possibly, S10 released ions in
the substrate solution when irrigated with water alo-
ne, causing an increase in the EC before plant setting
of 0.15 and 0.29 dS m™, respectively, in CRH+S10
and RRH+S510, as compared to the pure materials.

For the pH wvalues, the addition of S10 to RRH re-
duced this value, but it did not cause a significant
change in the pH of the CRH+S510 as compared to
CRH100%. This reduction can be attributed to the
presence of S10 microorganisms in combination with
the RRH microorganisms, which would influence the
substrate composition and, consequently, pH. In this
experiment, the lower pH observed in RRH+S510 be-
fore the plant cultivation was not detrimental since
the corrections made with sodium hydroxide throu-
ghout the growing period increased the pH values
and, consequently, the availability of adequate nu-
trients to the development of the crop.

Thus, changes in the physical and chemical characte-
ristics were more evident with the addition of S10 to
RRH than to CRH, indicating an increase in the avai-
lability of water and nutrient content, which could
explain the improvement of plant responses in the
RRH+S510 mixture over RRH100%.

So, RRH+S510, CRH100% and CRH+S10 presen-

ted better results. However, the RRH100% negative
responses were not constant for all of the variables.
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Thus, it is not possible to highlight a substrate with
clearly superior responses. But, RRH100% may be
considered as less promising substrate for this crop
considering the management adopted in this re-
search. In any case, the growth, production and qua-
lity responses were quite positive in relation to what
is normally observed for gypsophila. Thus, before
discarding RRH100% as a substrate, further research
should be performed to verify fertirrigation manage-
ment for gypsophila cultivation in this material.

The productivity of this crop is mainly related to the
number of flower stems and the number of packs
of 300 g (Ibraflor, 2016) produced per square meter.
The average production obtained in this experiment,
taking account the production from the two cycles,
was 156.7 stems/m? and 14.1 packs/m?, which are
well above the total values of 113.2 stems/m? and 4.9
packs/m? obtained by Girardi er al. (2012) for bottled

gypsophila.

The positive results can be attributed to the high fer-
tirrigation frequency used, which favored the plant
growth, productivity and quality of the gypsophila.
Thus, it was possible to verify that the system pro-
vided excellent responses of the plants regardless of
the substrate. Researchers point out that the high
nutrient solution supply in substrate cultivation
increases the productivity and quality of different
crops by providing plants with adequate amounts of
water and mineral nutrients (Andriolo et al.,, 2009;
Pires, 2009).

Therefore, the use of CRH alone or RRH+S10 can
be indicated because of the good responses associated
with the lower cost of the first and the ease of pre-
paration of the second. In this analysis, it should be
taken into account that CRH is a low cost material,
but difficult to obtain because of the carbonization
process. On the other hand, the compound S10 has
a higher cost, but its proportion was low in the mix-
ture with RRH, which presents low cost in the sou-
thern region of Brazil.

For the pruning time effects in the first productive
cycle (Tab. 4), the late pruning contributed to the pro-
duction of longer stems, while the early pruning pro-
vided a larger diameter and number of side branches
per stem. In addition, the late pruning increased the
number of stems produced to 116.3 stems/m?, while,
in the early pruning, this number was 73.3 stems/m?.
In contrast, the early pruning increased the average
weight of flower stems. Thus, in the final calculation,
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the flower stem yield by weight (g m?) and number
of packs harvested per square meter were not affec-
ted by the pruning in this productive cycle.

In the second productive cycle, the late pruning in-
creased the flower stem yield and the number of pac-
ks harvested per square meter. However, no pruning
effect was observed on the other productivity and
quality variables (Tab. 4).

The first cycle provided more elongated stems (mean
of 90.0 cm) than the second one (mean of 81.2 cm).
According to Ibraflor (2016), 50 cm is the minimum
length of marketable flower stems; longer stems are
more valued. Regardless of the pruning time and the
productive cycle, the flower stems obtained from all
of the treatments met the long stem market stan-
dards required by florists.

Uniformity in the flower stem thickness between
the two cycles was observed (stem diameter averages
of 4.6 and 4.7 mm, respectively, in first and second
cycles). Uniformity in stem thickness contributes to
the standardization of packs for markets, benefiting
the quality of the final product (Ibraflor, 2016).

The analysis of the sum of the two cycles indicated
that the positive effect of the late pruning was only
observed in the number of stems/m? (Tab. 4).

Since, for quality attributes for markets, length is
more important than the diameter of flower stems,
the joint analysis of the quality variables with the
productivity results indicates that late pruning was
more suitable for this crop. This can be attributed
to plants presenting a higher number of buds at the
time of the late pruning. This led to a larger number
of flower stems and longer ones in the first cycle; the
latter characteristic is attributable to competition for
light. The plants that were pruned earlier had fewer
buds, which resulted in a lower number of stems.
However, the stems had a higher average weight and
diameter because of the lower light competition in
the first cycle. In the second cycle, the differences be-
tween the pruning times were reduced. However, the
late pruning still resulted in the harvesting of more
packs and a higher yield.

Generally speaking, the growth (Tab. 2) and produc-
tivity responses (Tab. 4), as well as the length of the
flower stems (Tab. 4), were lower in the second pro-
ductive cycle. In the first productive cycle, the plant
growth occurred in the spring. The mild temperatures
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and the increased availability of solar radiation, typi-
cal of this season in Rio Grande do Sul State, pro-
moted the plant growth and production of harvested
stems. In the second cycle, the growth occurred from
mid-January to April, when the very high tempera-
tures in the first months and the decline in solar ra-
diation, characteristic of the summer-autumn period,
reduced plant growth and production.

CONCLUSIONS

The 100% raw rice husk substrate resulted in lower
plant growth, flower stem production and quality.
However, the rice husk-based substrates did not affect
the dry matter partitioning between flowers and ve-
getative organs or the balance between the shoot and
root growth. The substrates with 100% carbonized
rice husks and the mixture of raw rice husks (85%) +
compound S10 (15%) may be indicated for the culti-
vation of gypsophila in a closed system.

The late pruning increased the growth and produc-
tivity of the gypsophila, benefiting the flower stem
quality with regard to length.

The gypsophila crop adapted well to the cultivation
in gutters filled with rice husk-based substrates in a
leaching recirculation system.
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who declare that there exists no conflict of interest
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Floral capitula and essential oil production analysis of
chamomile (Chamomilla recutita) cultivars at different
times of harvest

Analisis de la produccion de capitulos florales y aceite
esencial de cultivares de manzanilla (Chamomilla recutita)
en diferentes épocas de cosecha
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Floral capitula of chamomile.
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ABSTRACT

Chamomile [Chamomilla recutita (L.) Rauschert] belongs to the Asteraceae family and is part of a large me-
dicinal plant group that is cultivated and used in Brazil and in the world. The objective of this study was
to evaluate the floral capitula productivity and essential oil content and composition of four cultivars of
chamomile in three harvesting periods. The experiment was conducted at the Canguiri Experimental Station
(UFPR) from May 15% to September 9%, 2015. Four cultivars of chamomile were evaluated, from commercial
products purchased in different countries: Twinings (England), Auchan (Spain), Lipton (Scotland) and Man-
dirituba (Brazil), which is traditionally grown in Parand. The experiment design used randomized blocks in
a 4x3 factorial scheme (4 cultivars and 3 harvesting periods), with four replicates. At 96 days after planting,
manual harvests were performed, for a total of three harvests. After each harvest, the floral chapters were
dried. The extraction of the essential oil and the identification of the chemical constituents of the essential
oil were carried out in the Laboratory of Ecophysiology of UFPR. The harvest time affected the productivity
of the floral capitula and essential oil, being higher in the first (276.9 and 0.71 kg ha", respectively) and third
harvests (262.6 and 0.77 kg ha'!, respectively). The cultivars and harvests did not influence the essential oil
percentage (0.22 to 0.29%) obtained from the floral capitula; however, they contributed to the definition of
the produced chemical compound.

Additional key words: medicinal plant, productivity, chemical composition, genetic potential, harvest time.
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RESUMEN

La manzanilla [Chamomilla recutita (L.) Rauschert] pertenece a la familia Asteraceae y es parte de un gran grupo de
plantas medicinales cultivadas y utilizadas en Brasil y en todo el mundo. El objetivo de este estudio fue evaluar la
productividad de capitulos florales junto con el contenido y composicién del aceite esencial de cuatro cultivares de
manzanilla en tres perfodos de cosecha. Se ha llevado a cabo el experimento en la Estacién Experimental de Canguiri
(UEPR) en el perfodo del 15 de mayo hasta el 09 septiembre de 2015. Se evaluaron cuatro cultivares comerciales de
manzanilla adquiridos en diferentes paises: Twinings (Inglaterra), Auchan (Espaia), Lipton (Escocia) y Mandirituba
(Brasil), que tradicionalmente se cultivan en Parana. El disefio experimental fue de bloques al azar a través de un
factorial 4x3 (4 cultivares y 3 periodos de cosecha) y con cuatro repeticiones. A los 96 dias tras la plantacién se
realizaron cosechas manuales, en un total de tres cosechas. Después de cada cosecha, se sometieron los capitulos
a secado. La extraccién de aceite esencial y la identificaciéon de los componentes quimicos del aceite esencial se
realizaron en el Laboratorio de Ecofisiologfa de UFPR. La época de cosecha afecté la produccién de capitulos y
aceite esencial, siendo mayor en la primera (276,9 y 0,71 kg ha', respectivamente) y tercera cosechas (262,6 y 0,77
kg ha, respectivamente). Los cultivares y las cosechas no tuvieron influencia sobre el porcentaje de aceite esencial
(0,22 a 0,29%) obtenido de los capitulos de las flores, pero contribuyen con la definicién del compuesto quimico a

producirse.

Palabras clave adicionales: planta medicinal, productividad, composicion quimica,

potencial genético, momento de cosecha.
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INTRODUCTION

Chamomile [Chamomilla recutita (L.) Rauschert], be-
longs to the Asteraceae family and it is cultivated in
many countries, including Brazil, with Parand having
the largest planted area (Corréa Janior et al., 2008)
with 3,000 ha, producing an average of US$ 3.5 mi-
llion per year (AEN-PR, 2016).

Chamonmile is included in the pharmacopoeia of 26
countries (Salamon, 1992) and has more than 120
chemical constituents identified in the essential oil of
its inflorescences (Pino ez al., 2002), including 28 ter-
penoids, 36 flavonoids and 52 compounds with po-
tential pharmacological activity (Singh et al., 2011).
The essential oils of the different chamomile che-
motypes presented the constituents cis-B-Farnesene
(0.9-65.9%), spathulenol (1.3-19.4%), a-bisabolol
B oxide (0.1-25.1%), a-bisabololone A oxide (0.1-
29.9%), o-bisabolol (0.1-56.9%), camazulene (0.2-
25.5%) and o-bisabolol A oxide (0.1-55.9%) (Tadrent
et al., 2016).

The composition and percentage of the essential
oil constituents of chamomile are subject to varia-
tions because of genetic and environmental factors

(Tadrent et al., 2016). Research aimed at improving
crop production technologies is important for increa-
sing the production and quality of essential oil. Thus,
the introduction of cultivars that adapt to regions of
production can bring benefits to chamomile cultiva-
tion. The objective of this study was to evaluate the
productivity of flower buds, the essential oil content
and the composition of four cultivars of chamomile
in three harvest periods.

MATERIAL AND METHODS

This experiment was conducted at the Experimental
Stations Center of Canguiri (UFPR) in the municipa-
lity of Pinhais-PR (25°23.258 S and 40°07.713" W, 919
m of altitude), where the climate is classified by the
Koppen international system as humid mesothermal
subtropical. In the period of the experiment (May
15™ through September 9%, 2015), the total rainfall
index was 404 mm, with an average temperature of
15.5°C, minimum of 6.0°C and maximum of 32.7°C
(Simepar, 2015). The soil of the experimental area is
classified as haplic cambisol (Embrapa, 1999). For the
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chemical characteristic analysis, the soil was sampled
at the depth of 0-20 cm in five points in the expe-
rimental area. The sample was analyzed according
to Pavan et al. (1992) and presented: pH CaCl,=6.0;
AP*=0.0 cmol. dm?® Hf+APB*=3.7 cmol. dm3;
Ca?*=9.0 cmol, dm? Mg*?=3.8 cmol, dm?® K*=0.9
cmol, dm?®; P=212 mg dm?; C=35.8 g dm?; base sa-
turation of 79% and clay content of 513 g kg™.

Four cultivars of chamomile were evaluated from
commercial products purchased in different coun-
tries: Twinings (England), Auchan (Spain), Lipton
(Scotland), and Mandirituba (Brasil), cultivated in
Parana.

The experiment design used randomized blocks in a
4x3 factorial scheme (4 cultivars and 3 harvesting
periods), with four repetitions. Each plot consisted of
an area of 2 m?, where 25 g of seeds were used, mixed
with maize corn as a vehicle at a ratio of 50:1 by wei-
ght. Manual seeding and compaction were carried
out directly in the plots, followed by manual weeding
on two occasions during the vegetative cycle, which
preceded the harvests.

At 96 d after planting, when 70% of the petals were
horizontal, manual harvesting was performed every
11 d, totaling three crops. After each harvest, the
floral chapters were dried in a dryer (Fanem, Mod.
320 SE; Sao Paulo-SP, Brazil) with air circulation, at a
temperature of 65°C for 24 h. For the determination
of the oil content on dry basis, 20 g subsamples were
dried in a dryer at 65°C until constant mass.

The extraction of the essential oil was carried out
with hydrodistillation for 4 hin a Clevenger type gra-
ded apparatus using 50 g of dried capitulas in 1 L of
distilled water. The mixture of the essential oil and
water vapors was separated with the density diffe-
rence after condensation. After extraction, the sam-
ples were stored at -20°C, where they remained until
the time of analysis.

The chemical constituents of the essential oil were
identified with gas chromatography coupled to a
mass spectrometer (GC/MS). The chromatograph
was the Varian model CP-3800, with a Saturn 2000
MS/MS detector (Varian Inc., Walnut Creek, CA,
USA) and a fused silica column, 100 m in length (sta-
tionary phase PONA). Helium gas was used to lower
the pressure to 49.5 psi. The initial temperature was
120°C for 22 min, which was then elevated to 230°C
for 20 min with a heating rate of 10°C/min. The 0.2
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uL of essential oil was injected with a 200 split ratio
and injection temperature of 200°C. The identifica-
tion of the chemical constituents was done by com-
paring the Nist 98 (Varian Inc.) library with the mass
spectra obtained for each compound.

The data were submitted to the Bartlett test to verify
the homogeneity of the variances and then to analy-
sis of variance (ANOVA). The means were compared
with the Tukey test at 5% probability, using the sta-
tistical program Assistat version 7.7 beta (Silva and
Azevedo, 2006).

RESULTS AND DISCUSSION

The chamomile cultivars did not present statistical
differences in relation to the productivity of the floral
capitula, obtaining productivity of 662.8 to 808.3 kg
ha'l. However, the harvest influenced the producti-
vity of the floral capitula and yield of essential oil.
Greater floral capitulum and essential oil yields were
observed in the first and third harvests, respectively
(Tab. 1). The results found in all cut periods were hi-
gher for the cultivar Mandirituba, when compared to
the productivity of the chapters for the same cultivar
obtained by Amaral et al. (2012), 510.0 kg ha'.

The cultivars and time of crops did not affect the per-
centage of essential oil. An average 0.29% of essential
oil was obtained from the floral capitula in the cul-
tivar Lipton, being only that Twinings in the third
harvest presented the minimum level (0.40%) (Tab.
1) allowed by the Brazilian Pharmacopoeia (1996) for
use as a plant drug. The Mandirituba cultivar presen-
ted an essential oil content of 0.47% when cultivated
in the municipality of Piraquara (PR) (Amaral ez al.,
2012). However, Corréa Janior (1995) obtained high
levels of essential oil for the same cultivar (0.80%).
This demonstrates that environmental factors must
be related to the low levels of essential oil obtained
in the present study for the Mandirituba cultivar. For
the other cultivars, new research is needed to know
the maximum potential of each one.

Schilcher (1973) and Motl et al. (1977) documented
the large variation in the content of individual cons-
tituents that chamomile oil may present. Despite the
differences between the authors, the results found in
the present study are within the ranges described for
the major constituents obtained in the essential oil of
the four cultivars (Tab. 2).
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Table 1. Productivity of floral capitulas, essential oil content and yield of four chamomile cultivars in three harvest seasons.
Curitiba, 2016.
Cultivar Floral capitulas (kg ha™)
15t harvest 2" harvest 3 harvest Amount Mean"s
Twinings 314.8 181.2 263.7 759.7 253.2
Auchan 215.9 175.3 271.6 662.8 2209
Lipton 250.3 182.8 2471 680.2 226.7
Mandirituba 326.6 213.7 268.0 808.3 269.4
Mean** 276.9a 188.2b 262.6a
Cultivar Essential oil (kg ha)
15t harvest 2" harvest 3 harvest Amount Mean"s
Twinings 0.72 0.39 0.52 1.63 0.54
Auchan 0.54 0.50 0.70 1.74 0.58
Lipton 0.68 0.33 0.95 1.96 0.65
Mandirituba 0.95 0.40 0.86 2.21 0.74
Mean** 0.71a 0.40b 0.77a
Cultivar Essential oil (%)
15t harvest 2" harvest 3 harvest Mean"s
Twinings 0.24 0.21 0.20 0.22
Auchan 0.23 0.28 0.26 0.25
Lipton 0.28 0.18 0.40 0.29
Mandirituba 0.28 0.19 0.32 0.26
Mean" 0.26 0.22 0.29

Means followed by the same letter in the line do not differ statistically by the Tukey test (P<0.01).
" not significant; **: significant at 1% probability by analysis of variance (ANQVA).

The compound (E)-B-farnesene is a sesquiterpene hy-
drocarbon and was identified in the essential oil of
the four evaluated cultivars, but with no significant
difference between them. Only the harvest period
was significant for this constituent, being highest
in the third harvest (14.9%) (Tab. 2). Different cha-
momile cultivars in Egypt showed similar results
for (E)-B-farnesene (11.34-13.29%) (Hendawy et al.,
2015). IAn increase of the percentage of (E)-B-farne-
sene was observed in all cultivars in the third har-
vest. This increase may have occurred because of
an induction caused by some type of stress since
(E)-B-farnesene has a high potential for stress pro-
tection (Palmer-Young et al., 2015). In Pinus taeda, for
example, high luminosity and temperatures induce
the emission of (E)-B-farnesene (Helmig er al., 2006),
and, in corn, emission is induced by injuries caused
by herbivores (Schmelz et al., 2001), suggesting that
(E)-B-farnesene can mediate tolerance to biotic and
abiotic stress.

The most important oxidation products of o-bisabolol
are o-bisabolol A and B oxides. The anti-inflam-
matory and spasmolytic effects of o-bisabolol oxides

are widely discussed in the literature (Bezerr et al.,
2009; Waleczec et al., 2003; Silva et al., 2005; Mckay
and Blumberg, 2006; Neuhaus-Carlisle et al., 1997),
demonstrating the importance of these constituents.
The cultivars presented statistical differences for the
o-bisabolol A oxide and a-bisabolol B oxide. Lipton
presented the highest percentages for o-bisabolol A
oxide (27.2%) and a-bisabolol B oxide (20.3%). On the
other hand, the cultivar Twinings presented a high
percentage of a-bisabolol A oxide (26.5%) and the
lowest percentage of o-bisabolol B oxide (9.9%). For
all of the cultivars, the first harvest yielded a higher
percentage of o-bisabolol A oxide, and the harves-
ting season did not affect the amount of a-bisabolol
B oxide (Tab. 2). In chamomile cultivars grown in
Egypt, Hendawy et al. (2015) obtained percentages of
o-bisabolol A oxide higher than those found in this
study (44.68-53.93%).

Another important constituent of chamomile essen-
tial oil (Nogueira and Minetto, 2005) is camazulene
because of its anti-inflammatory effect, which pre-
sented a variation of 3.2 to 4.0% in the three harvest
periods; no statistical difference was observed among
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| Table 2. Chemical constituents of Chamomilla recutita essential oil cultivars at three harvest times. Curitiba, 2016.

(E)-B-farnesene (%)

Cultivar
Twinings 8.7 14.3 15.9 13.0
Auchan 10.2 10.4 14.0 11.6
Lipton 11.1 11.8 13.9 12.3
Mandirituba 9.4 10.4 15.7 11.9
Mean** 99c 11.7b 14.9a
Cultivar Dehydro-sesquicineole (%) Mean**
Twinings 45 49 4.4 46a
Auchan 2.1 28 25 25¢
Lipton 1.7 15 1.8 16d
Mandirituba 3.0 3.7 34 34b
Mean™ 2.8 3.2 3.0
Cultivar o-bisabolol A oxide (%) Mean **
Twinings 219 26.0 25.7 26.5a
Auchan 254 241 22.7 241b
Lipton 215 28.8 25.3 272a
Mandirituba 24.7 23.8 23.7 241D
Mean** 26.4a 25.7 ab 24.4b
Cultivar o-bisabolol B oxide (%) Mean**
Twinings 10.4 10.9 8.5 99¢
Auchan 20.3 20.6 19.6 20.14a
Lipton 20.7 20.6 19.6 203 a
Mandirituba 17.7 17.2 13.6 16.2b
Mean"s 17.3 17.3 15.3
Cultivar Epi-a-bisabolol (%) Mean**
Twinings 9.2 7.1 6.0 74a
Auchan 8.4 8.2 6.4 7.7a
Lipton 46 46 5.1 48b
Mandirituba 6.8 6.9 6.2 6.6 ab
Mean"s 7.3 6.7 5.9
Cultivar Camazulene (%) Mean™
Twinings 3.6 2.9 3.6 3.4
Auchan 3.8 3.4 4.0 3.7
Lipton 2.7 3.0 4.0 3.2
Mandirituba 3.3 34 47 3.8
Mean** 3.4ab 3.2b 40a
Cultivar (Z)-Spiro-ether (%) Mean"s
Twinings 12.7 12.4 14.5 13.2
Auchan 9.5 13.6 124 11.8
Lipton 13.8 12.9 12.5 13.1
Mandirituba 13.8 14.1 12.9 13.6
Mean" 12.5 13.3 13.1 12.9

Means followed by the same letter in the line do not differ statistically by the Tukey test (P<0.01).
" not significant; **: significant at 1% probability by analysis of variance (ANOVA).

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.



FLORAL CAPITULA AND ESSENTIAL OIL PRODUCTION OF CHAMOMILE

489

the cultivars (Tab. 2). In the third harvest period, the
cultivar Mandirituba presented 4.7% camazulene,
a similar result to that found for the same cultivar
in the municipality of Piraquara-PR (Amaral et al.,
2012). Higher percentages of camazulene were ob-
tained from essential oil extracted from chamomile
in Iran (15.12%) (Amiri and Sharafzadeh, 2014) and
in Cuba (14.1%) (Pino et al., 2000). Khourgami et al.
(2012) verified that plant density and nitrogen doses
supplied to plants resulted in an increase of camazu-
lene in chamomile essential oil. Recent research has
also shown that it is possible to increase the percen-
tage of camazulene extracted from the essential oil of
chamomile by modifying its extraction method (Ho-
mami et al., 2016).

The compound o-bisabolol, an oxygenated sesqui-
terpene, was found in one of its isomeric forms,
epi-a-bisabolol; the percentage of this constituent in
the essential oil was only influenced by the cultivars.
Twinings and Auchan presented the higher percenta-
ges of epi-a-bisabolol, 7.4 and 7.7%, respectively, in
relation to the Lipton cultivar (4.8%) (Tab. 2).

Variations observed in the yield of the floral capitu-
la, essential oil and percentage of major compounds
were affected mainly by the harvesting periods, as
reflected in the characteristics of the chamomile oil.
This indicates that the development of harvesting
technologies for chamomile cultures is important so
that cultivars can express their full genetic potential
with increased productivity and essential oil quality.

CONCLUSION

The productivity of the chamomile capitula ranged
from 188.2 to 276.9 kg ha'! among the three harvest
seasons, and higher yields were found in the first and
third harvests. The chamomile cultivars showed no
statistical differences in the productivity of the capi-
tula, obtaining productivity of 662.8 to 808.2 kg ha™.
The productivity of the cultivars exceeded the ave-
rage productivity of Curitiba, which is 500.0 kg ha
1. The essential oil contents were not influenced by
the harvest times or cultivars, varying from 0.22 to
0.29%. The essential oil productivity was significant-
ly influenced by the harvest season, with the higher
yields found in the first (0.71 kg ha™) and third (0.77
kg ha™) harvests.

The camazulene percentages in the essential oil were
influenced by the different harvesting times, but

there was no influence from the cultivars. Among
the constituents evaluated, only o-bisabolol A was
affected by the harvest time and cultivars.

The Mandirituba cultivar, used as a reference, showed
higher productivity of the floral capitula and essen-
tial oil for the analyzed cultivars.
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Propagation of three native Brazilian Piper species by
cuttings and indole butyric acid

Propagacion de tres especies nativas brasilenas de Piper
usando estacas y acido indolbutirico
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Propagated Brazilian species of Piper.
Photo: A.P. Ferriani

ABSTRACT

Native Piper species present significant repellent, antimicrobial, inseticidal, anti-tumor and anti-protozoal
biological activities. Studies on new species can discover unpublished potentialities and vegetative propa-
gation for the development of cultivation protocols and reduce the natural extraction. The objective of this
study was to evaluate the rooting of £ arboreum, F. cernuum and P, diospyrifolium stem cuttings with different
treatments containing doses of indole butyric acid (0, 500; 1,000; 1,500; 2,000 and 3,000 mg L*). Branches
were collected in the “Bom Jesus Biological Reserve”, Parana state, Brazil. The cuttings, with a length of 12 cm
and average diameter of 6 mm, were placed in 53 cm?® plastic tubes with the commercial substrate Tropstrato
HP® and intermittent misting. After 90 days, the survival, mortality, cuttings with new shoots, number and
length of the three main roots were evaluated. The percentages of rooting reached an average of 67.5% for P
arboreum, 51.6% for P cernuum and 50.4% for P. diospyrifolium. A positive effect in the treatments containing
the plant regulator was observed for rooting development, percentage of cuttings with shoots and number of
roots per propagule, but there were variations in the responses of each species. Leaf retention was an impor-
tant factor for the adventitious rooting formation in all evaluated species.

Additional key words: species domestication, biological activity,
essential oil, plant growth regulators, plant propagation.
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RESUMEN

Las especies nativas de Piper presentan importantes actividades biolégicas repelentes, antimicrobianos, insectici-
das, antitumoral y anti-protozoario. Los estudios sobre nuevas especies representan potenciales descubrimientos
sin publicar y la propagacién vegetativa es necesario para el desarrollo del protocolo de cultivo; ademas, reduce
la extraccién natural. El objetivo de esta investigacién fue evaluar el enraizamiento de esquejes de P arboreum, P
cernuum y P diospyrifolium con diferentes tratamientos que contienen dosis del dcido indolbutirico (0, 500, 1.000,
1.500, 2.000 y 3.000 mg L*). Ramas fueran colectadas en la Reserva Biolégica Bom Jesus, estado de Parand, Brasil.
Los cortes con una longitud de 12 cm y el didmetro promedio de 6 mm se instalaron en tubos de pléstico de 53 cm?
usando el sustrato comercial Tropstrato HP® y riego por nebulizacién intermitente. Después de 90 dias se evaluaron
las tasas de supervivencia, mortalidad y esquejes con nuevos brotes, nimero y longitud de las tres raices principales.
Los porcentajes de enraizamiento alcanzaron un promedio de 67,5% para P arboreum, 51,6% para P cernuun y 50,4%
para P diospyrifolium. Se encontrd respuesta positiva de los tratamientos que contienen el regulador vegetal para las
variables de enraizamiento, porcentaje de esquejes con brotes y niimero de raices por estaca, pero hubo variaciones
en las respuestas de cada especie. La permanencia de hojas fue un factor importante para el proceso de enraizamien-

to adventicio en las especies evaluadas.

Palabras clave adicionales: domesticacion de espécies, actividad bioldgica, aceite esencial,

reguladores de crecimiento vegetal, propagacion de plantas.
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INTRODUCTION

The Piper genus has 291 species, of which 184 are en-
demic to Brazil (Flora do Brasil, 2018). These species
have been studied because of the production of essen-
tial oil with different biological activities (Pereira et
al., 2008; Lopes et al., 2012).

Piper arboreum Aubl., known as “long pepper”, “ro-
semary-angola”, “fruit-of-bat”, “jaborandi” and “ja-
borandi-from-river”, is a perennial shrub with wide
distribution, especially in the dense ombrophylous
segment of Atlantic Forests (Guimaraes et al., 2000).

Several biological activities in P arboreum result from
the essential oil composition, such as a leishmanici-
dal action attributed to sesquiterpenes (Bernuciet al.,
2016). The main constituint, sesquiterpene bicyclo-
germacrene, was reported in plants from the Federal
District area by Potzernheim et al. (2006), whereas
the oxygenated sesquiterpenes 1-epi-Cubenol, Spa-
thulenol, a-Cadinol and epi- o-Muurolol were obser-
ved in plants collected from Antonina-PR (Bernuci et
al., 2016).

Piper cernuum Vell., known as “pariparoba”, is a native
non-endemic species found in primary and secondary

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

forests in Atlantic Tropical Areas (Flora do Brazil,
2018), which has been used in traditional medicine

for stomach, liver, kidney and circulatory treatments
(Mariot et al., 2007).

The essential oil produced by this species has the
monoterpenes o-pinene and B-pinene and the oxy-
genated sesquiterpenes spathulenol, epi-o-muuro-
lol, o-muurolol, caryophyllene oxide and o-cadinol,
which have shown high leishmanicidal activity and
moderate anti M. tuberculosis activity (Bernuci et al.,
2016). The sesquiterpenes dihydro-B-agarofuran and
10-epi-y-eudesmol, besides the monoterpenes o-pine-
ne and camphene, were the main constituents and
have shown antibacterial activity (Perigo et al., 2016).

Furthermore, Girola et al. (2015) verified induced
apoptosis in melanoma cells by a camphene com-
pound isolated from P, cernuum essential oil

Piper diospyrifolium Kunth., a semi-heliophilous pe-
rennial shrub regionally known as “joao-borandi” , is
found in humid areas of dense low montain forests
and in lowland forests in Rio de Janeiro, Sdo Pau-
lo and Parana (Brazil) (Guimaraes ez al., 2006). The
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essential oil composition presented the sesquiterpe-
nes selin-11-en-4-a-ol, germacrene B and o-selinene,
with inhibitory growth potential of Leishmania forms
(Perigo et al., 2016). Sesquiterpenes were also related
to antifungal potential against Candida species (Viei-
raetal., 2011).

These species have a common characteristic, the high
environmental regulation of essential oil production
(Bergo, 2010; Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2013;
Perigo et al., 2016), which results in differences in
yield and composition according to the plant collec-
tion location. Even in the same location, high varia-
bility can be found in the essential oil production of
Piper species because of natural propagation through
seeds. The development of vegetative protocols could
be very useful for these species in order to maintain
the essential oil yield and quality of selected plant
materials for cultivation.

Some vegetative propagation protocols have been
developed for Piper using different types of propagu-
les (Cunha et al., 2015; Gomes and Krinski, 2016a),
substrates, luminosity and seasonality (Mesquita et
al., 2005; Dousseau, 2009; Gomes and Krinski, 2016b;
Pacheco et al., 2016; Gasparetto et al., 2017). Howe-
ver, there is a lack of information on propagation for
the great majority of species, especially for the three
species included in this study.

The objective of this study was to evaluate the
root production of Piper arboreum, P cernuum and

P diospyrifolium after treatment with indole butyric
acid to develop cultivation protocols and reduce
extractivism.

MATERIALS AND METHODS

The botanical specimens used in this study were col-
lected in April, 2016 in the “Biological Reserve Bom
Jesus”, Parana state (Brazil), located at 25°29'69.3” S
and 49°00'84.4” W, at sea level. Samples of the bota-
nical species were deposited in the herbarium of the
“Botanical Museum”, located in the “Botanic Garden
of Curitiba” under the numbers MBM 396412 (Piper
arboreum Aubl.), MBM 396416 (Piper cernuum Vell.)
and MBM 396413 (Piper diospyrifolium Kunth.).

The plant material was collected and moistened in
the field until the stem cutting preparation. Cuttings
with a length between 10-12+2 c¢cm and a diameter
of 62 mm were prepared maintaining one pair of
leaves with half of the leaf area. Before the rooting
treatments, the stem cuttings were kept in running
water for 5 min.

This experiment was conducted with a completely
randomized design for each species, comparing five
treatments [immersion in hydro alcoholic solutions
containing 0, 500; 1,000; 1,500; 2,000 and 3,000 mg
L of indole butyric acid (IBA) for 10 s], with four re-
plications with 10 cuttings each. After the treatment,
the stem cuttings were transferred to polypropylene

Figure 1. Semihardwood stems from A. P arboretum; B. P cernuum; and C. P diospyrifolium (Ferriani, 2016).
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tubes (53 cm?®) containing the commercial substra-
te Tropstrato HP® maintained in a greenhouse with
intermittent misting, relative humidity around 80%
and temperatures ranging for 20-30°C for 90 d.

The rooting percentages, number and average length
of the three main roots, foliar retention, sprout and
shoot mortality were evaluated. The data was sub-
mitted to homogeneity analysis with Bartlett’s test
and the analysis of variance and regression using the
statistical software Assistat (Silva et al., 2016).

RESULTS AND DISCUSSION

In all analyzed species, the rooting response were po-
sitively affected by the plant growth regulator indole
butyric acid. P arboreum reached 70% rooting percen-
tage of cuttings when the highest IBA concentration
was used (Fig. 2).

Variables related to rooting response, such as leaf
retention percentages, number and length of roots
were negatively affected by the IBA concentra-
tions over 1,500 mg L' which may indicate a
phytotoxicity effect. These results may be related to
the intrinsic capacity of natural vegetative propaga-
tion with stolons, as pointed by Souza et al. (2009).

In this species, leaf loss at high concentrations of an
exogenous regulator affect adventitious rooting be-
cause mature leaves act as a source of carbohydrates
and cofactors as verified in P hispidum, which presen-
ted higher numbers of sprouts and roots in cuttings
that maintained a higher number of leaves (Cunha
et al., 2015). The rooting of the P cernuum cuttings
showed an upward behavior with a maximum of
45% in 3,000 mg L* of IBA, and it was possible to
verify that the highest concentrations also promoted
the highest percentages of this variable, limited by
the plant regulator treatments (Fig. 3).

The percentage of sprout shoots showed a linear in-
crease as a function of the higher IBA concentration.
It was not possible to associate the behavior of the
leaf retention variable to any treatment whose ove-
rall mean was 25.4%. However, for the number and
root length variables, it was possible to verify the ten-
dency to increase the values up to the limit of 2,000
mg L. These results suggest that doses containing
higher concentrations may trigger phytotoxic effects,
leading to a reduction of the quality of the adventi-
tious root system.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

In comparison with other species from the same fa-
mily, Piper cernuum presents a greater leaf area (almost
five times greater), which represents higher metabo-
lic intakes and losses. Thus, in this case, the leaf loss
was associated with an increase in the percentage of
shoots that promoted the translocation of photoas-
similates to a critical level, from which there was a
reduction in the number and length of the roots.

The P diospyrifolium cuttings reached a percentage of
rooting of 70%, being influenced by the application
of IBA treatments up to the concentration of 1,500
mg L7, since there was a reduction in the means of
this variable with the higher IBA concentrations
(Fig. 4).

The percentages of sprouts and leaf retention indi-
cate that high doses of the plant regulator may have
caused foliar abscission, interfering in propagule
sprouting and, consequently, in root induction and
the root length variable. Vignolo et al. (2014) verified
a similar behavior for the cuttings of three blackberry
(Rubus spp.) cultivars, where the presence of leaves
positively affected the sprouting and rooting in all of
the evaluated cultivars.

The number of roots varied linearly as a function of
the plant regulator treatments. In Piper mikanianum,
Pescador et al. (2007) related an increase in the roo-
ting rate with the foliar maintenance and sprout
formation in the cuttings. According to Hartmann ez
al. (2002), mature leaves and sprouting development
increase the synthesis of cofactors related to the roo-
ting process.

These results show the importance of the specific
evaluation of rooting production for each Piper spe-
cies since they present different responses in root in-
duction and development.

The formation of an adventitious rooting system is
dependent on the endogenous level of hormones and
other rooting promoters (Hartmann et al., 2002). In
P hispidum for example, the rooting of stem cuttings
reached percentages greater than 80% without the
application of exogenous auxins (Cunha et al., 2015),
and stem cuttings from P amalago reached only 22%
under the same auxin concentration (Gomes and
Krinski, 2016a).

Other studies that consider the seasons for plant co-
llection are recommended for the root production of
these species.
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Figure 3. Rooting percentage, mortality, sprouting, leaf retention, number and average length of roots in the P cernuum
cuttings. **Significant at 1% probability according to polynomial regression analysis; *Significant at 5% probability
according to polynomial regression analysis. ns: not significant. CV: coefficient of variation.
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The present study provides unprecedented informa-
tion on the propagation of these Piper species, which
will help establish protocols that guarantee sustaina-
ble cultivation practices since the current use of raw
material is exclusively obtained with extractivism.

CONCLUSIONS

All of the evaluated species presented an increase in
root production after treatment with indole butyric
acid. The rooting percentages reached averages of
67.5% for P arboreum, 51.6% for P cernuum and 50.4%
for P. diospyrifolium.

These positive results show the importance of speci-
fic studies on the domestication of Piper native spe-
cies for crops development.
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Efecto de cuatro inhibidores de etileno en la maduracidn
del fruto de café (Coffea arabica L.) durante precosecha

Effects of four ethylene inhibitors on the ripening of coffee
(Coffea arabica L.) fruits during the pre-harvest period
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RESUMEN

En el proceso natural de maduracién de los frutos climatéricos, se puede modificar e intervenir los mecanis-
mos de accién del etileno durante precosecha y poscosecha. En algunos frutos los inhibidores del etileno han
permitido retardar su desarrollo. En esta investigacién se evalué el efecto de cuatro inhibidores de etileno en el
desarrollo de frutos de café durante precosecha. En la Estacién Experimental Paraguaicito de Cenicafé (04°23~
Ny 75°44” W, Quindio, Colombia) en un cultivo de café variedad Castillo® Paraguaicito, se instalaron bajo
un diseno de bloques completos al azar 13 tratamientos correspondientes a cuatro inhibidores de etileno que
fueron acetato de potasio (0,5; 1,0 y 2,0% P/V), dcido aminooxiacético (1, 5y 10 mg L?), 4cido salicilico (1,5 y
10 mM) y aminoetoxi-vinil-glicina (25, 50 y 100 ug L) en tres diferentes dosis, ademés de un testigo absoluto.
Los inhibidores se aplicaron 1 semana antes del pico de cosecha y 4 semanas después. Se evaluaron las varia-
bles produccién de café cereza, peso de un fruto, frutos caidos y el porcentaje de frutos inmaduros, pintones,
maduros y sobremaduros. Esto se realizé en la cosecha principal de 2016 y la cosecha secundaria de 2017. En
la cosecha principal, los tratamientos aminoetoxi-vinil-glicina (100 ug L) y acido salicilico (1 mM) retarda-
ron el proceso de maduracién al reducir entre 16,0 y 16,6% el porcentaje de frutos sobremaduros y aumentar
entre 12,8 y 14,3% el porcentaje de frutos maduros, respecto al testigo absoluto. En la cosecha secundaria, los
tratamientos y el testigo no difirieron significativamente en ninguna de las variables evaluadas.

Palabras clave adicionales: desarrollo del fruto, retardante, acido salicilico, aminoetoxi-vinil-glicina.
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ABSTRACT

The natural ripening process in climacteric fruits can be modified by intervening in the mechanisms of ethylene
action, either pre-harvest or post-harvest. In some fruits, ethylene inhibitors retard development. In this research,
the effect of four ethylene inhibitors on the development of coffee fruits during the pre-harvest period was evalua-
ted. At the Paraguaicito Experiment Station of Cenicafé (04°23’ N and 75°44’ W, Quindio, Colombia) with a coffee
crop of the Castillo® Paraguaicito variety, 12 treatments were carried out with four ethylene inhibitors [potassium
acetate (0.5, 1.0 and 2.0% P/V), aminooxyacetic acid (1, 5 and 10 mg L"), salicylic acid (1, 5 and 10 mM) and ami-
noethoxy-vinyl-glycine (25, 50 y 100 ug L™)] at three different doses, in addition to an absolute control, using a ran-
domized complete block design. The inhibitors were applied 1 week before the harvest peak, and, 4 weeks later, the
variables cherry coffee production, fruit weight, dropped fruits and percentages of immature, early ripe , ripe, and
overmature fruits were evaluated. This was done in the main harvest of 2016 and the secondary harvest of 2017.
In the main harvest, the treatments aminoethoxy-vinyl-glycine (100 ug L) and salicylic acid (1 mM) delayed the
ripening process by reducing the percentage of overmature fruits by between 16.0 and 16.6% and by increasing the
percentage of ripe fruits by between 12.8 and 14.3%, with respect to the absolute control. In the secondary harvest,

the treatments and the control did not differ significantly in any of the evaluated variables.

Additional key words: fruit development, retardant, acid salicylic, aminoethyoxy-vinyl-glycine.
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INTRODUCCION

Dentro del género Coffea compuesto por mas de 124
especies (Davis et al., 2011), solo Coffea arabica L.y
C. canephora Pierre ex Froehner son relevantes para
los paises exportadores de café, con el 63 y 37% de
la produccién mundial, respectivamente (I1CO, 2017).
El beneficio econémico del café también depende de
la calidad de la bebida, la cual esté influenciada entre
otros factores, por el estado de maduracién del fruto
al momento de la cosecha (Pereira et al., 2005; Da-
Matta et al., 2007). La calidad de la bebida se afecta
con sabores y aromas desperfectos (sucio, fermento,
stinker, tierra y sabores desagradables), cuando un
2,5% o maés de la masa total cosechada corresponde
a frutos inmaduros (Puerta, 2000; Pezzopane et al.,
2012), mientras que los frutos secos producen una
tasa “dura” o imbebible (Puerta, 2000). Marin et al.
(2003) encontraron que las tazas preparadas con café
de los estados pintén, maduro y sobremaduro dieron
buena calidad. En la zona cafetera de Colombia, la
desigual maduracién de los frutos es el resultado de
la asincronfa floral causada por la distribucién de la
precipitacién a lo largo del afio (Camayo et al., 2003);
este hecho propicia cosechas escalonadas con varias
recolecciones selectivas del fruto maduro (Upegui y
Valencia, 1972).

En la maduracién del fruto ocurren una serie de cam-
bios bioquimicos, fisioldgicos y estructurales, que ha-
cen del fruto atractivo al consumidor (Leliévre et al.,
1997). La escala fenolégica BBCH para café indica que
un fruto esta funcionalmente maduro (semilla) cuan-
do alcanza el 90% de su tamano final y presenta un
color verde palido (estado BBCH-79), aunque en tér-
minos organolépticos, la madurez de cosecha solo se
alcanza cuando el exocarpo se torna de un color rojo o
amarillo segin la variedad (estado BBCH-88) (Arcila
et al., 2002). En términos fisiologicos los frutos se cla-
sifican en dos grandes grupos, dependiendo de la pre-
sencia (climatéricos) o ausencia (no climatéricos) de
un pico en la respiracién asociado con un incremento
en la sintesis del etileno al inicio de la maduracién
(Lelievre et al., 1997). Miembros de la misma especie o
cercanamente relacionados pueden incluir variedades
climatéricas y no climatéricas (Giovannoni, 2004).

El proceso de maduracién de los frutos de café, sugie-
re un comportamiento climatérico, dada la regulacién
de los genes de la biosintesis del etileno en la madura-
cién de los frutos (Pereira et al., 2005), el incrementd
en la respiracién asociado a la elevada produccién de
etileno (Ségio et al., 2013) y a la sincronizacién de la
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maduracién en respuesta a aplicaciones exdgenas de
Ethrel (Winston et al., 1992). El etileno es una podero-
sa hormona vegetal efectiva a concentraciones desde
una parte por millén (ppm, uL L*) hasta una parte
por billén (ppb, nL L) (Saltveit, 1999) que ademds de
participar en la maduracién y senescencia de los fru-
tos, regula los procesos de germinacién en semillas,
desarrollo de pelos radicales, nodulacién en raices, ini-
ciacién floral, la senescencia foliar y floral (Abeles ez
al., 1992; Guo y Ecker, 2004; Kesari et al., 2007).

La maduracién de los frutos climatéricos puede regu-
larse durante precosecha o poscosecha, interviniendo
los mecanismos de accién del etileno con promotores
o inhibidores quimicos (Burns, 2008; Balaguera et al.,
2014). Promotores quimicos como el “Ethephon” o
“Ethrel” (acido 2-cloroetilfosfénico), se usan para ace-
lerar y uniformizar la maduracién en muchos cultivos
incluyendo algodén, café, cafia de azicar, manzanas
y tomates (Winston ez al., 1992). En Colombia, la ma-
durez organoléptica del fruto de café cereza se antici-
pd en cuatro semanas con el uso de “Ethrel”, pero la
acidez y el cuerpo de la bebida se afect6 negativamen-
te (Arcila, 1975).

Los inhibidores quimicos del etileno acttan retar-
dando el avance natural de la maduracién en frutos,
hortalizas y flores (Arora et al., 2008; Balaguera ez al.,
2014). Estos funcionan inhibiendo la biosintesis del
etileno [aminoetoxi-vinil-glicina (AVG), dcido ami-
nooxiacético (AOA)], inhibiendo la sefalizacién del
etileno [1-metilciclopropeno (1-MCP), 2.5-norborna-
dieno (NBD), tiosulfato de plata (STS)] (Serek et al.,
2006) y/o ambas formas, como es el caso del dcido
salicilico (Srivastava y Dwivedi, 2000). Otros funcio-
nan oxidando el etileno (remocién quimica), siendo el
permanganato de potasio (KMnO,) el producto més
importante (Wills y Warton, 2004). El uso de la com-
binacién entre 4cido acético e hidréxido de potasio
en su formulacién comercial Mathury® disminuy la
caida de frutos en la cosecha mecanizada de café va-
riedad Catuaf Vermelho IAC 15 (Dias et al., 2014). Por
tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de cuatro inhibidores de etileno en el desarrollo
de frutos de café en precosecha.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la Estacién Experimental Pa-
raguaicito de Cenicafé ubicada en Buena Vista, Quin-
dio, Colombia (04°23" Ny 75°44” W, a 1.203 msnm),
en plantas de café con 38 meses de edad de la variedad
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Castillo® Paraguaicito (C. arabica L.) establecidas a
una densidad de 7.143 plantas/ha (1,0 m entre plan-
tas X 1,4 m entre surcos) en septiembre del 2014. Las
pruebas en campo se realizaron en la cosecha princi-
pal del 2016 (3 octubre a 4 noviembre) y la cosecha
secundaria del 2017 (17 abril a 19 mayo).

Antes de cada cosecha, se instalaron 12 tratamien-
tos correspondientes a cuatro inhibidores de etileno
(acetato de potasio — “PA’, dcido aminooxiacético —
‘AOA", 4cido salicilico — “AS” y aminoetoxi-vinil-gli-
cina — “AVG”) quimicamente puros en tres diferentes
dosis (Tab. 1), ademds de un testigo absoluto (sin
aplicacién alguna de productos o de agua), bajo un
disenio de bloques completos al azar (DBCA) con 12
bloques. La parcela experimental se conformé por 20
arboles, de los cuales los seis centrales constituian la
parcela efectiva. Los tratamientos se aplicaron sobre
los frutos una semana antes del pico de cosecha (esti-
mado mediante los registros de floracién), apuntando
la boquilla de la bomba manual operada a 2 bares des-
de la parte ventral de la rama hacia los frutos, a una
distancia de 5 cm. El coadyuvante agricola Silwet®
L-77 AG (Adama Agricultural Solutions, Raleigh, NC,
USA) se utiliz6 como adherente con los inhibidores
a una dosis de 0,5 cm® L. Entre 150 y 250 mL de la
solucién fueron aplicados sobre cada planta. Luego de
realizada la aplicacién, se removié todo el material ve-
getal (arvenses, ramas, hojas y frutos caidos) presente
en el suelo de las parcelas efectivas.

Tabla 1. Aplicacion de inhibidores de etileno en café varie-

dad Castillo®.

Dosis  Dosis  Dosis

Ingrediente activo 1 2 3

Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (ug L") 25 50 100
Acido salicilico (AS) (mM) 1 5 10
Acetato de potasio (PA) (% P/V) 0,5 1.0 2,0
Acido aminooxiacético (AOA) (mg L) 1 5 10

Los atributos de produccién y desarrollo se evaluaron
4 semanas después de implementados los tratamien-
tos. De acuerdo con Marin et al. (2003), la transicién
por los estados de maduracién de pintén (210 dias
después de floracién: ddf), maduro (217 ddf) y sobre-
maduro (224 ddf) toma en promedio 7 d, con base en
ello y asumiendo que en pico de cosecha se recolectan
frutos principalmente maduros, el experimento lleva-
do a cabo, extendié la permanencia de los frutos ma-
duros en los cafetos por 3 semanas, tiempo suficiente
para exceder el estado sobremaduro.
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La produccién de café cereza (g) se recolecté manual-
mente de las seis plantas que conforman la parcela
efectiva. De igual forma los frutos caidos. El peso de
un fruto (g) se calcul6 con base en el promedio de 100
frutos maduros de café cereza por parcela. El porcen-
taje de frutos inmaduros (estado BBCH 81), pintones
(estado BBCH 85), maduros (estado BBCH 88) y so-
bremaduros (estado BBCH 89) se obtuvo de clasificar
visualmente la coloracién de los frutos segin la des-
cripcién fenoldgica de la escala BBCH (Arcila et al.,
2002), en una muestra de 1 kg, la cual fue retirada de
la produccién por parcela después de su cosecha.

El andlisis estadistico de las variables produccién de
café cereza, peso de un fruto y frutos caidos fue rea-
lizado usando el procedimiento PROC GLM del Sof-
tware SAS v. 9.4 (SAS Institute, 2012). En el caso de
las variables porcentaje de frutos inmaduros, pinto-
nes, maduros y sobremaduros se usé el procedimien-
to PROC GLIMMIX del software SAS (SAS Institute,
2012), considerando la distribucién Beta [0,1], segin
las consideraciones de Stroup (2015) para los DBCA.
La prueba de Dunnett al nivel de significancia del 5%
se realiz6 para determinar la diferencia de medias en-
tre el testigo absoluto y cada uno de los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la cosecha principal (Tab. 2), el andlisis de varianza
no encontré diferencias significativas en las variables
produccién de café cereza, frutos caidos y porcentaje
de frutos inmaduros. El porcentaje de frutos maduros
y sobremaduros en los tratamientos AVG (100 ug L1)
y AS (1 mM) fue significativamente diferente al va-
lor del testigo absoluto (Tab. 2). Estos tratamientos
lograron retardar el proceso natural de maduracién
con relacién al testigo absoluto, al reducir entre 16,0
y 16,6% el porcentaje de frutos sobremaduros e in-
crementar entre 12,8 y 14,3% el porcentaje de frutos
maduros. El efecto se vio reflejado en la coloracién del
fruto mas no en el pedtinculo, puesto que la caida de
frutos no fue afectada bajo los criterios en los que se
evalud esta caracteristica. En el caso de las variables
peso de fruto y porcentaje de frutos pintones, aunque
presentaron diferencias significativas en el anélisis de
varianza, éstas no se reflejaron al comparar los trata-
mientos respecto al testigo (Tab. 2).

Aunque existe poca informacién sobre la acumula-
cién del AS durante el desarrollo de los frutos y su rol
en maduracién (Davies y Bottcher, 2014), reportes en
banano (Srivastava y Dwivedi, 2000), fresa (Karlidag

et al., 2009), peral (Leslie y Romani, 1988), uva (Krae-
vaet al., 1998) y tomate (Wang et al., 2011), sugieren
un papel antagonista en la sintesis del etileno, tan-
to en frutos climatéricos como no climatéricos. La
concentracién efectiva de AS en el presente estudio
concuerda con las reportadas por Berlanga-Reyes et al.
(2011) (0,01 y 1,0 uM de AS) en precosecha para retar-
dar la concentracién interna de etileno y el cambio de
color de la epidermis en manzana ‘Golden Delicious’.
Champa et al. (2015) lograron extender la vida posco-
secha de uva cv. Flame Seedless (fruto no climatérico)
en 15 d, al realizar aspersiones precosecha de AS a una
concentracién de 1,5 mM.

El AVG es un inhibidor natural de la biosintesis del
etileno (Abeles et al., 1992), usado para retardar los
procesos de maduracién y disminuir la caida de frutos
(Greene, 2009). Yildiz e al. (2012) observaron que al
aumentar las concentraciones de AVG (de 150 a 600
mg L) incrementaron los valores relativos de frutos
maduros con respecto al control en manzana ‘Red
Chief’. Una respuesta muy similar se encontré en el
actual trabajo, puesto que la mejor respuesta se pre-
senté con la dosis més alta probada, la cual mostré
una reduccién del desarrollo natural apreciable desde
la coloracién. Dal Cin et al. (2008) retardaron el cam-
bio en color de los frutos de manzana con AVG, lo
cual, desacelero significativamente la madurez. Aun-
que es conocido que con el aumento de las concen-
traciones de AVG la caida de frutos en precosecha se
reduce de forma lineal (Greene, 2005), esto no ocurrid
bajo las condiciones experimentales evaluadas.

En la cosecha secundaria (Tab. 3), los tratamientos y
el testigo no difirieron significativamente en ninguna
de las variables evaluadas. En este periodo el desarro-
llo de los frutos fue mayor, evidencia de ello son los
promedios generales, los cuales fueron mayores en re-
lacién a los de la cosecha principal para las variables
porcentaje de frutos sobremaduros y frutos caidos
(Tab. 2 y 3). La distribucién y cantidad de lluvia, po-
siblemente afectaron la madurez de los frutos al esti-
mular el desarrollo més alld del efecto provisto por los
inhibidores o al facilitar el lavado de los tratamientos
aplicados. La precipitacién diaria acumulada durante
los primeros 16 d de la cosecha secundaria (106 mm)
fue el doble de la registrada para la cosecha principal
(49 mm) en el mismo lapso de tiempo, de igual modo,
la precipitacién total acumulada en la segunda cose-
cha superé a la alcanzada en la principal (364 y 287
mm, respectivamente) (Fig. 1). La temperatura media
general en ambas cosechas fue de 21,7 °C, motivo por
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el cual no pudo ser un factor diferencial para el de-
sarrollo del fruto (Fig. 1).

Aunque en la presente investigacion el inhibidor ace-
tato de potasio no incremento el porcentaje de frutos

maduros de café como lo reporta Silva et al. (2013),
si se observé al igual que en su investigacién, que la
produccién de café cereza dependié mas de la época
de cosecha (produccién de la cosecha principal vs. se-
cundaria) que a la variacién entre los tratamientos y

Tabla 2. Efecto de la aplicacion de cuatro inhibidores de etileno en café variedad Castillo® 4 semanas después de comenzar la
recoleccion, en Buena Vista (Colombia) durante una cosecha principal (octubre a noviembre del 2016).

TS Produccion  Frutos Pesode  Inmaduros = Pintones Maduros Sobremaduros
c.c. (g) caidos (g)  fruto (g) (%) (%) (%) (%)
Acetato de potasio (KCH,CO,) (0,5% P/V) 4.260,8 553,0 1,97 0,6 7.1 24,9 66,1
Acetato de potasio (KCH,CO,) (1,0% P/V) 6.087,5 784,0 2,10 0,5 57 23,6 70,2
Acetato de potasio (KCH,CO,) (2,0% P/V) 5.308,3 582,7 2,08 0,7 5,2 25,0 69,5
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (25 ug L) 5.087,5 456,0 2,02 0,7 8,1 20,8 69,4
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (50 ug L) 7.029,2 646,3 2,01 0,9 55 18,2 75,9
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (100 ug L) 5.600,0 602,6 2,20 1.1 7,0 39,0% 52,9%
Acido aminooxiacético (AOA) (1 mg L) 6.179,2 640,4 2,11 0,7 8,0 30,7 60,6
Acido aminooxiacético (AOA) (5 mg L) 5.529,2 575,3 2,13 0.8 6.8 26,6 66,0
Acido aminooxiacético (AOA) (10 mg L) 5.946,0 6471 1,95 11 4.8 28,2 66.3
Acido salicilico (AS) (1 mM) 6.300,0 709,1 2,18 0,7 8.5 37,6* 53,5
Acido salicilico (AS) (5 mM) 6.566,7 662,8 2.1 1,0 8.0 27,5 63,0
Acido salicilico (AS) (10 mM) 5.441,7 594.6 2,04 0,6 7.2 25,5 66,7
Testigo absoluto 6.204,2 671,4 2,05 0,9 54 24,8 69,5
Promedio general 5.810,8 625,0 2,07 0,8 6,7 27,1 65,4
ANDEVA (Pr > F) 0,6052 0,6618 0,0247 0,3741 0,0171 | 0,0001 0,0004

*: Dentro de la columna indica diferencias estadisticas respecto al testigo absoluto usando la prueba de Dunnett (P<0,05). c.c.: café cereza.

Tabla 3. Efecto de la aplicacion de cuatro inhibidores de etileno en café variedad Castillo® 4 semanas después de comenzar la
recoleccion, en Buena Vista (Colombia) durante una cosecha secundaria (abril a mayo del 2017).

T A Produccion  Frutos Pesode  Inmaduros Pintones Maduros Sobremaduros
c.c. (g) caidos (g)  fruto (g) (%) (%) (%) (%)
Acetato de potasio (KCH,CO,) (0,5% P/V) 5.084,2 790,8 2,50 0.7 3.6 15,2 80,3
Acetato de potasio (KCH,CO,) (1,0% P/V) 4.610,8 8925 2,37 0,6 4,0 12,4 83,0
Acetato de potasio (KCH,CO,) (2,0% P/V) 5.379,2 903,3 2,40 0,7 5.9 14,6 78.8
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (25 ug L") 4.035,8 895,8 2,42 0,7 41 14,0 81,2
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (50 ug L") 3.655,8 836,3 2,46 0,8 4,2 17,2 78,2
Aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (100 ug L) 3.591,7 702,5 2,44 0,7 4,0 16,0 79,3
Acido aminooxiacético (AOA) (1 mg L") 3.765,8 9571 2,46 05 3,7 18,7 76,4
Acido aminooxiacético (AQA) (5 mg L) 3.852,5 720,0 2,50 0,6 45 13,3 81,6
Acido aminooxiacético (AQA) (10 mg L) 3.465,8 504,2 2,44 05 45 18,6 76,5
Acido salicilico (AS) (1 mM) 4.329,2 1054,2 2,37 0.4 4.8 14,4 80,4
Acido salicflico (AS) (5 mM) 46125 1025,8 2,51 0,7 54 18,6 75,7
Acido salicilico (AS) (10 mM) 4.204,2 699,2 2,30 0.8 5,7 16,4 775
Testigo absoluto 4.569,2 972,1 2,55 0,7 5,0 15,8 79,0
Promedio general 4.242,8 842,6 2,44 0,6 4,6 15,8 79,1
ANDEVA (Pr > F) 0,245 0,275 0,402 0,752 0,175 0,514 0,629

*: Dentro de la columna indica diferencias estadisticas respecto al testigo absoluto usando la prueba de Dunnett (P<0,05). c.c.: café cereza.
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Figura 1. Registro diario de la precipitacion y temperatura en un cultivo de café variedad Castillo®, durante la cosecha principal
(A. Octubre a noviembre del 2016) y la cosecha secundaria (B. Abril a mayo del 2017).

testigos evaluados. De acuerdo con Dias et al. (2014),
las precipitaciones frecuentes durante el periodo en
que ocurre la maduracién del fruto de café, alteran su
desarrollo aumentando la caida natural de los frutos.

CONCLUSIONES

En el presente estudio los inhibidores aminoetoxi-vi-
nil-glicina (100 ug L) y dcido salicilico (1 mM), logra-
ron retardar el proceso de maduracién natural de los
frutos de café variedad Castillo® durante la cosecha
principal. En la cosecha secundaria, la precipitacién
adicional posiblemente estimul la maduracién de los
frutos o facilité el lavado de los inhibidores, provo-
cando que el desarrollo no se afectara. A futuro, se
requieren mas pruebas que definan las concentracio-
nes, los tiempos de aplicacion, los efectos sobre la ca-
lidad de la bebida e incluso sobre el desarrollo de los
6rganos vegetativos de la planta, a fin de integrar el
uso de los inhibidores de etileno como una tecnologfa
funcional para la caficultura colombiana.
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propagation by stem cuttings
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Hop plants (cv. Chinook) stock plants grown in
field conditions at Southern Brazil.
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ABSTRACT

Hop (Humulus lupulus L.) is a plant with economic importance due to its use in the brewing industry. The
cones produced by the species contain the main substances responsible for the beer’s bitterness and aroma.
Hop plants cultivation in Brazil is still incipient and information on efficient methods for its propagation in
this context are scarce. The objective of the present study was to evaluate the effect of different leaf areas
(two whole leaves, two leaves in half, one whole leaf, one leaf in half and without leaves) in herbaceous stem
cuttings planted in environments with and without intermittent misting. The experiment was conducted in
a greenhouse in Curitiba-PR, Brazil (25°25'40 “S and 49°16'23” W). After 30 days of planting, the survival, roo-
ting, sprouting and leaf retention percentages, roots number, average roots length and roots and sprouts dry
mass were evaluated. Cuttings with one or two whole leaves and two leaves in half in the misting environ-
ment showed the highest rooting percentages (between 90.0 and 97.5%). In the without misting environment,
the highest values were observed in cuttings with one or two leaves in half and one whole leaf (between 62.5
and 72.5%). Leafless cuttings had low survival percentages (2.5% in both environments). Under intermittent
misting conditions it is recommended to prepare stem cuttings with one or two whole leaves and, in the
absence of control over the environment humidity, cuttings with one whole leaf are recommended.

Additional key words: Humulus lupulus, Chinook, asexual reproduction,
rooting, growth environments, transpiration.
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RESUMEN

Lapulo (Humulus lupulus L.) es una planta con una economia importante debido a su uso en la industria cervecera.
Los conos producidos por esta especie contienen las principales sustancias responsables de la amargura y el aroma de
la cerveza. El cultivo de plantas de ldpulo en Brasil es atn incipiente en la informacién y los métodos eficientes para
su propagacion son escasos en este contexto. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de las diferentes
dreas de hoja (dos hojas enteras, dos hojas a la mitad, una hoja entera, una hoja a la mitad y estacas sin hojas) en
estacas herbéceas plantadas en ambientes con y sin nebulizacién intermitente. El experimento fue conducido en
un invernadero en la ciudad de Curitiba-PR, Brasil (25°25'40 “S y 49°16’23” W). Después de 30 dias se evaluaron los
porcentajes de supervivencia, enraizamiento, brotacién y retencién de hojas, nimero de raices, longitud promedio
de raices y masa seca de raices y brotes. Las estacas con una o dos hojas enteras y dos hojas a la mitad, bajo nebuliza-
cién, mostraron los porcentajes de enraizamiento més altos (entre 90 y 97,5%). En el ambiente sin niebla, los valores
més altos se observaron en los esquejes con una o dos hojas por la mitad y una hoja entera (entre 62,5 y 72,5%).
Las estacas sin hojas tuvieron bajos porcentajes de supervivencia (2,5% en ambos ambientes). Bajo condiciones de
neblina intermitente, se recomienda preparar esquejes de tallo con una o dos hojas enteras y, sin nebulizacién, se

recomiendan esquejes con una hoja entera.

Palabras clave: Humulus lupulus, Chinook, reproduccion asexual, enraizamiento,

ambientes de crecimiento, transpiracion.
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INTRODUCTION

Humulus lupulus L., the hop plant, is a perennial, her-
baceous, dioecious and rhizomatous species, belon-
ging to the Canabaceae family. Its development is
characterized by emitting new shoots from rhizomes
in the Spring and by reaching from 6 to 9 m in hei-
ght, needing support in order to sustain its growth.
It blooms in late summer, matures the flowers and
begins the senescence in the autumn, when it loses all
the aerial parts (Koetter and Biendl, 2010; Almaguer
et al., 2014). The female flowers commonly called
hops, are located in strobiles with rounded shape (co-
nes). These cones hold glandular trichomes that store
the major substances of commercial importance in
the species (Almaguer et al., 2014). Around the world,
the brewing industry uses H. lupulus L. flowers as an
essential component in the brewing process, as they
are responsible for their bitterness and aroma (Silva
and Faria, 2008; Nance and Setzer, 2011).

Because it is a dioecious plant, H. lupulus L. is hi-
ghly heterozygous, so the populations obtained by
seeds are strongly variable, losing the characteris-
tics that provide the commercial value from the
cultivar that originated them. Therefore, for com-
mercial purposes, H. lupulus L. is propagated vegeta-
tively, both from rhizomes and herbaceous cuttings

(DeNoma, 2000), in order to maintain the characte-
ristics of the cultivars.

Among the factors that influence the adventitious
rooting of stem cuttings, the presence of leaves is
one of the most important because it has a promoter
effect at the beginning of root formation and roots
development (Solis et al., 2017). In H. lupulus L., the
success of leafy stem cuttings in rooting is probably
associated with their ability to accumulate carbohy-
drates during the rooting period through photosyn-
thesis (Howard, 1965). Rooting of stem cuttings is
also influenced by endogenous auxin produced in
the leaves and buds (Bona and Biasi, 2010; Dias ez al.,
2015).

In addition, the rooting of cuttings depends on envi-
ronmental factors to maintain the water balance in
plant tissues. Intermitent misting is a widely used
tool in vegetative propagation because it reduces
the air temperature and the rate of transpiration by
maintainig a film of water over the cuttings (Sousa
et al., 2013). However, where the structure necessary
to provide the adequate environmental conditions
for the cuttings is not available, alternatives must be
indicated.
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The objective of the present study was to evaluate
the rooting of H. lupulus L. cv. Chinook stem cuttings
with different leaf areas in environments with and
without intermittent misting.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted in a greenhouse at
the Department of Phytotechnology and Phytosani-
taryism of the Agrarian Sciences Sector of the Federal
University of Parana, in the city of Curitiba-PR, Bra-
zil (25°25740 “S and 49°16723” W).

The Humulus lupulus stem cuttings were collected
from the apical segment of 10 two years old Chinook
cultivar stock plants. The stock plants were cultiva-
ted in pots under greenhouse conditions at the Center
of Experimental Stations of Canguiri (CEEx, Federal
University of Parana), municipality of Pinhais-PR,
Brazil (25°23’30” S and 49°07°30” W, 930 m a.s.L.). The
plant material (branches with leaves) was collected
in May 2017 in the morning period, moistened and
placed in a polystyrene box for transportation to the
greenhouse where the cuttings were made.

The herbaceous stem cuttings were made with
0.5%0.1 cm diameter, 5=2 cm in length, with a dia-
gonal (bevel) cut at the base and a straight cut at the
apex. The cuttings were prepared with different leaf
areas corresponding to the treatments: two who-
le leaves in the apical region, two leaves reduced to
half of its original area, one whole leaf, one leaf redu-
ced to half of its original area, and leafless cuttings.
The stem cuttings have not undergone any type of
sanitary treatment or plant growth regulators appli-
cation. After cuttings preparation, they were imme-
diately planted in polystyrene trays containing 128
cells (40 cm3 per cell) filled with Tropstrato HT®
commercial substrate.

The cuttings were conducted under two different en-
vironments in the same greenhouse: (1) intermittent
misting chamber (5 s every 30 min) and (2) no in-
termittent misting. In the without misting environ-
ment, the cuttings were irrigated manually with 700
mL of water per tray, twice a week.

The experimental design was completely randomized
in a 5x2 factorial arrangement (five leaf areas and
two rooting environments). The experiment had four
replications and the experimental units consisted of
10 cuttings, totaling 400 cuttings in the experiment.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

After 30 d of planting, the survival, rooting, sprou-
ting and leaf retention percentages, roots number,
average roots length and roots and sprouts dry mass
were evaluated. Data were submitted to variance
homogeneity analysis by the Bartlett’s test, ANOVA
variance analysis and, when significant, the means
were compared by Tukey’s test at 5% probability.
The Assistat statistical software (Silva and Azevedo,
2016) was used to perform the analyses.

RESULTS AND DISCUSSION

According to variance analysis, there was an interac-
tion effect (P<0.01) for survival, rooting and sprou-
ting percentages. Considering the factors alone, the
leaf area factor was significant for leaf retention per-
centage, roots number, average roots length and roots
and sprouts dry mass. The misting factor influenced
the leaf retention percentage, roots number, average
roots length (Tab. 1 and 2).

The cuttings survival and rooting ranged from 97.5
to 2.5%. The sprouting percentage varied from 85
to 2.5%. Stem cuttings with two whole leaves, two
leaves in half and one whole leaf did not differ in
the environment with intermittent misting. In the
non-misting environment, cuttings with two leaves
in half and one whole leaf were superior to those
with two whole leaves for survival and rooting va-
riables (Tab. 1).

Stem cuttings with two whole leaves without inter-
mittent misting had their performance reduced, pro-
bably due to excessive transpiration, which caused its
death. The loss of water due to transpiration and low
roots quality are among the main causes of death in
herbaceous cuttings. Loss of water through the lea-
ves can lead to a state of desiccation, impacting their
survival (Pacheco and Franco, 2008). The control of
transpiration provided by misting may explain the
best performance of cuttings with two whole leaves
in this environment.

Humidity is one of the key external factors to stimu-
late the rooting of stem cuttings (Amaral et al., 2012).
Thus, control over humidity in the environment may
result in improved survival and rooting (Braun et al.,
2010). The use of intermittent misting has been re-
commended to reduce air temperature and transpi-
ration rate, since it allows the maintenance of water
film on the cuttings (Sousa et al., 2013). The results
of hop cuttings observed in present study are similar
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Table 1.

Stem cuttings survival, rooting and sprouting percentages in Humulus lupulus cv. Chinook with different leaf areas
and presence/absence of intermittent misting. Curitiba-PR, Brazil (2017).

Survival (%)

Rooting (%)
Intermittent misting

Sprouting (%)

Misting Non-misting Misting Non-misting Misting Non-misting
2 whole leaves 92.5aA 52.5bB 92.5aA 45.0 bB 85.0 aA 50.0 aB
2 half leaves 90.0 aA 72.5aB 90.0 aA 72.5aB 85.0 aA 67.5aB
1 whole leaf 97.5aA 70.0 aB 97.5aA 70.0 aB 82.5aA 70.0 aA
1 half leaf 75.0 bA 62.5 abB 75.0 bA 62.5aB 52.5 bA 62.5 aA
Leafless cutting 25cA 25cA 25cA 25cA 25cA 2.5 bA
CV (%) 11.16 10.58 19.58
Means followed by the same lowercase letter in the columns and upper case in the rows do not differ from each other by the Tukey’s test (P<0.05). CV: coefficient
of variation.
Table 2. Leaf maintenance, roots number, average roots length, roots dry mass and sprouts dry mass in Humulus lupulus cv.
Chinook herbaceous stem cuttings with different leaf areas and in the presence/absence of intermittent misting in
rooting environments. Curitiba-PR, Brazil (2017).
Variable 2 whole leaves | 2 half leaves 1 whole leaf 1 half leaf Leafless cuttings CV (%)
Leaf maintenance (%) 67,5 ab 75,0a 71,25 ab 55,0b 20.66
g Roots number 211a 17,67 ab 17,04 ab 14,96 b 0,63¢c 26.21
1.‘_3 Roots length (cm) 577 a 5,02a 481a 5,06 a 0,31h 28.44
Roots dry mass (mg) 39.60a 32,67 ab 22,53 ab 16,40 bc 288¢c 54.69
Sprouts dry mass (mg) 41,39a 30,34 a 34,63 a 38,02a 3,00b 51.08
Variable Misting Non-misting
2| Leaf maintenance (%) 81,25 a 53,12 b 20.66
g Roots number 16,21 a 12,35b 26.21
g Roots length (cm) 458 a 3,80b 28.44
& Roots dry mass (mg)™ 22,84 22,79 54.69
Sprouts dry mass (mg)™ 25,19 33,77 51.08

Means followed by different letters in the rows differ by the Tukey's test (P<0.05). ns: non-significant. CV: coefficient of variation.

to those reported for herbaceous Cuphea calophylla
stem cuttings, where misting allowed the advanta-
geous effect of leaves for rooting to not be overcome
by the adverse effects related to the excess of transpi-
ration (Lusa and Biasi, 2011).

In conditions where the environment humidity con-
trol is not possible, however, the reduction of leaf
area in hops stem cuttings may be important. The
technique of leaf area reduction in cuttings has as
main objective to avoid the “umbrella” effect, which
may impair irrigation efficiency, and to avoid exces-
sive transpiration (Santana et al., 2010; Correia et al.,
2015). In Plukenetia polyadenia stem cuttings, the leaf

area reduction by 50% allowed to reach the best ba-
lance between the transpiration disadvantages and
the photosynthesis advantages, the authors empha-
size, however, that the optimal leaf area for rooting
is variable according to different species (Solis ez al.,
2017). According to the present study, for hop cut-
tings, the optimum leaf area is also variable according
to the rooting environment.

In the environment without misting, the use of cut-
tings with one whole leaf had the same effect of the
use of two leaves in half, both being superior to the
cuttings with two whole leaves. This response has
important agronomic implications, since the use of
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an entire leaf in detriment of two leaves in half can
be technically advantageous by the reduction of the
time and labor in cuttings production (Santana ez al.,
2010). In addition, the preparation of cuttings with
whole leaves reduces the risk of contamination by
microorganisms due to the absence of lesions (Dias
etal., 2015).

Regardless of the environment, the leafless cuttings
had the lowest values of survival and rooting. Early
root formation is hormonally controlled and the re-
serves present in the cuttings and photoassimilates
produced in the leaves influence its development (So-
lis et al., 2017). Root initiation and development are
dependent on auxins, carbohydrates, nitrogen com-
pounds and rooting cofactors that are supplied by the
leaves and accumulate cutting base, in this sense, as a
general rule, the presence of leaves is important when
used herbaceous or semi-hardwood cuttings for plant
propagation (Bona and Biasi, 2010). In a previous ex-
periment with hop herbaceous cuttings, the presence
of leaves was associated with the ability to accumu-
late carbohydrates and to stimulate rooting especially
in conditions of intermittent misting and high light
intensity (Howard, 1965).

In the present study the environment with misting,
in general, promoted higher values of survival, sprou-
ting and rooting, except in leafless cuttings. Cuttings
with one leaf in half, in the misting environment, pre-
sented values markedly inferior to the others, except
the treatment composed by leafless cuttings (Tab. 1).
Without misting, cuttings with a leaf in half showed
greater rooting percentages than cuttings with two
whole leaves, demonstrating that in this environ-
ment the main limiting factor was the transpiration
and not the reserves supplied to the cuttings base.

For the sprouting percentage, in the without misting
environment, all types of cuttings were superior to
the leafless cuttings. Under misting, cuttings with
two whole leaves, two leaves in half and ¢ with one
whole leaf were superior to those with one leaf in
half, which, in turn, was superior to the leafless cu-
ttings. The inferiority of sprouting percentage and
sprouts dry mass in leafless cuttings (Tab. 2) is rela-
ted, similarly to rooting, to leaves function in pho-
tosynthesis and availability of carbohydrates to the
cuttings (Solis et al., 2017).

Leaf retention in cuttings with two leaves in half
was superior to cuttings with one leaf in half. The

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

other treatments did not differ from each other. For
the roots number, cuttings with two whole leaves
presented better performance than those with one
leaf in half. All the cuttings with the maintenance of
some fraction of the leaf area showed a greater num-
ber of roots compared to the leafless cuttings. Roots
length was also lower in the leafless cuttings and the-
re was no difference between the other treatments,
similar to that observed for sprouts dry mass. For the
roots dry mass, leafless cuttings and cuttings with
one leaf in half were inferior to cuttings with two
whole leaves (Tab. 2).

In eucalyptus mini-cuttings, similar to the observed
in hop plant cuttings, there is a positive relation be-
tween leaf area and rizogenic capacity, including roo-
ting rate, root number and root biomass (Correia et
al., 2015). In the case of medicinal and aromatic spe-
cies such as Cuphea calophylla (Lusa and Biasi, 2011),
Pogostemon cablin (Garbuio et al., 2007), Lavandula
dentata (Bona and Biasi, 2010) and Plukenetia polya-
denia (Solis et al., 2017), among others, the presence
of leaves on cuttings was also positively related to
rooting and root system vigor.

Regarding the rooting environment, the presence of
misting promoted higher values of leaf retention,
number of roots and average roots length (Tab. 2). In
addition to higher mortality, the worst rooting and
roots vigor in stem cuttings with damage to water
relations may also be related to the lower displace-
ment of auxins due to low water content (Pizzatto
etal., 2011).

CONCLUSION

Humulus lupulus cv. Chinook propagation by stem cu-
tting is feasible, reaching rooting percentages up to
97.5% without plant growth regulators use. Leafless
stem cuttings are not recommended for hop plant
propagation. Under intermittent misting conditions
it is recommended the use of cuttings with one or
two whole leaves and, in the absence of control over
the environment humidity, cuttings with one whole
leaf are recommended. The use of intermittent mis-
ting in the rooting environment allows higher per-
centages of survival, rooting, sprouting and greater
vigor of the root system in hop plant herbaceous
stem cuttings. Further studies are recommended to
evaluate the adaptation of plants propagated by stem
cuttings under Brazilian cultivation conditions.
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Development and root morphology of passion fruit
In different substrates

Desarrollo y morfologia de la raiz del maracuya en
diferentes substratos
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Passion fruit nursery.
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ABSTRACT

Among the factors that contribute to better initial development of plants, it is the substrate used. Therefore,
this study aimed to evaluate the effect of substrate in initial formation and morphology of the roots of two
species of passion fruits. The analyses were done in the nursery of the Federal University of Goids (UFG),
Regional Jatai, Brazil, with a light interception of 60%. The material used were seeds of yellow passion fruit
(Fassiflora edulis . flavicarpa) and the cultivar FB 200 (Flora Brasil), harvested in the UFG experimental field.
They were sown in three types of substrates: Soil I (mixture of soil, chicken manure and sand in a ratio of
2:1:1 by volume), soil II (steep bank), and Bioplant®, using for plants perforated bags with a capacity of 1.5
L. The experimental design was a completely randomized design with six treatments, eight replications and
four plants per plot. After 30 days of sowing, fresh matter of root, root dry matter and morphology were
evaluated. The substrate affected the initial development of yellow passion fruit, obtaining the best results
with Bioplant®, showing as promising for the development of all the evaluated characteristics.

Additional key words: Passiflora edulis . flavicarpa, growth, propagation, fruit crops, obtaining of seedlings.
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RESUMEN

Entre los factores que contribuyen para un correcto desarrollo inicial de las plantas, esté el sustrato utilizado, por
tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del sustrato en la formacién inicial y morfologia de las rai-
ces de dos especies de maracuya. El experimento fue realizado en vivero con polisombra de interceptaciéon luminosa
(60%), en la Universidad Federal de Goids (UFG), Regional Jatai, Brasil. Los materiales utilizados fueron maracuya
(Fassiflora edulis £. flavicarpa) y el cultivar EB 200 (Flora Brasil). Se utilizaron semillas de frutos recolectados del huer-
to experimental de la UFG. Se sembraron en tres tipos de sustratos: Suelo I (mezcla de 2 partes de suelo + 1 parte
de gallinaza + 1 parte de arena), Suelo II (suelo de barranco) y Bioplant®; se utilizé bolsas perforadas para plantulas
con capacidad de 1,5 L. El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorio con seis tratamientos, ocho
repeticiones y cuatro plantulas por parcela. Después de 30 dias de siembra, se evalué: peso fresco de la raiz, peso seco
de raiz y morfologia de la raiz. El sustrato tuvo efecto en el desarrollo inicial de las plantas de maracuy4, donde se
obtuvo los mejores resultados con Bioplant®. Este sustrato sobresali6 en todas las caracteristicas evaluadas mostran-

do su potencialidad en la propagacién de esta especie.

Palabras clave adicionales: Passiflora edulis f. flavicarpa, crecimiento, propagacion, frutales, obtencion de plantulas.
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INTRODUCTION

In recent years, the demand for food is increasing and
this situation will continue as a progressive function
of population growth. Therefore, the need to produce
efficiently, with quality and low costs are growing.
The basis for the production lies in obtaining of qua-
lity seedlings. With this, the high productivity of
quality fruits is directly linked to the use of good te-
chniques for raising of seedlings, because they need to
be vigorous for a better capacity of adaptation and re-
sistance to climatic conditions. Zaccheo er al. (2013)
found that 60% of the success of a plant culture de-
pends on quality seedlings.

The cultivation of passion fruits became increasing
both by favorable climatic conditions, as well as the
acceptability for the industry in the form of pulp
(Meletti, 2011). By leveraging the diversification, the
culture of passion fruit has been occupying a promi-
nent place for small farms, as an alternative agricul-
tural fast economic return.

The propagation of this fruit is usually done through
seeds (Meletti, 2011) however this can also be perfor-
med by means of cuttings and grafting (Leonel and
Pedroso, 2005). Even when propagated by sexual, pre-
sents characteristics of early fruiting, which reason
the vegetative propagation is not strictly necessary to
reduce the period of juvenility of the plant.

Roncatto et al. (2008) pointed out the importance
of conducting seedlings into individual containers,
because such practice provides greater precocity and
reduction of possible contamination by pathogens. In
addition to the types of container, several factors also
influence the final quality of changes, such as quality
and seed health, crop management such as irrigation
and fertilization, and technologies for example types
of protected environments (Lima er al., 2016).

According to Lima et al. (2016) different studies with
pure commercial substrate Plantmax® and/or in
mixture with manure, soil and vermiculite have pro-
vided high quality passion fruit seedlings. Negreiros
et al. (2004) observed that the use of Plantmax® and
the substrate composed of sand, vermiculite, manure
(1:1:1), supplemented with 10 kg m* of single super-
phosphate, 6 kg m™ of potassium chloride, 2 kg m* of
urea and 8 kg m* of limestone promoted a higher per-
centage of germination and adequate development of
passion fruit seedlings.

The use of suitable substrates and the addition of
formulations in the current system of production is
considered beneficial. For that to happen and bring
reduction in the final costs is necessary to mix diffe-

rent components to obtain a suitable substrate (Al-
meida et al., 2014).
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In view of the foregoing and showing to find the best
substrate for seedling production, the present aimed
to evaluate the development and the morphology of
the root system of passion fruit plants, using three
types of substrate.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out in the nursery (with
light interception of 60%) of the Federal University
of Goias, Regional Jatai, Jatai-GO, Brazil. This expe-
rimental nursery is located at 17°565” S and 51°43” W.
According to the classification of Képpen, the climate
of the region is the Aw type, megatérmic, with a defi-
ned dry season from May to September and the rainy
season from October to April. The average tempera-
ture is 23.3°C and the average annual rainfall 1,541
mm (Cardoso et al., 2014).

Seeds of yellow passion fruit (P edulis f. flavicarpa)
and FB 200 Flora (Brazil), removed from fruits har-
vested from experimental arrays of orchards, were
selected from fruits of healthy plants, free of pests
and diseases. Fruits were harvested manually with
pruning shears, using as a criterion of harvest stage
the yellow color of the epidermis.

Once harvested, the fruits were sectioned and the
mucilage with the seeds were removed by means
of water + quicklime. Subsequently, the seeds were
placed in polyethylene sieve and washed in running
water.

After taking off from these seeds were sown using
three seeds per bag at 1.0 cm depths in three types of
substrates (Soil I; Soil I and Bioplant®), using perfo-
rated bags for plants with a capacity of 1.5 L. After
germination, which occurred 15 days after sowing
(das), the seedlings were thinned out leaving only the
most vigorous one.

According to the manufacturer, the Bioplant® is com-
posed of coconut fiber, bark of pinus, dung, sawdust,
vermiculite, carbonized rice, peat of sphagnum, gyp-
sum, calcium carbonate, magnesium, magnesium
thermophosphate (yoorin) and additives (fertilizer),
made by Bioplant Agricola Ltda., Nova Ponte-MG,
Brazil. The Soil Iis mixed by 2 parts of soil + 1 part of
chicken manure + 1 part of sand (2:1:1, by volume),
whose mixture had a pH (CaCl,) of 5.3; P of 21.9 mg
dm®; K of 1.10 cmolc dm™® and Mg of 0.57 cmolc dm-
3, whithout any correction in the mixture itself. The
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Soil IT was characterized with a pH (CaCl,) of 5.9, P
of 3.0 mg dm™®; K of 0.02 cmolc dm® and Mg of 0.14
cmolc dm*, which was corrected in accordance with
the needs of the culture.

The following parameters were evaluated at 35, 40,
45, 50 and 55 das: fresh root matter (FRM), root dry
matter (RDM) and root morphology.

At 30 das, contents of FRM and RDM were evalua-
ted of normal seedlings, where the parts (roots and
aerial parts) were separated. The roots were washed
and weighed individually with a precision electronic
scale of 0.1 g. Afterwards, they were subjected to dr-
ying in an oven at 70°C for 24 h, to obtain the dry
matter (g), according to the methodology described
by Nakagawa (1999).

The experimental design was a completely rando-
mized design with six treatments, eight replications
and four plants per plot. The averages of the analyzed
variables were compared by the Tukey test at 5% pro-
bability. The calculations concerning the statistical
analyzes were performed using the statistical soft-
ware SAS (Statistical Analysis System, 2002). For the
quantitative data a regression analysis (Gomes, 2000)
was applied. In order to describe better the root de-
velopment, a morphological analysis was made, by
means of image comparison.

RESULTS AND DISCUSSION

The passion fruit seedlings showed variations in
growth, influenced by the substrate. At 30 das, the
cultivar FB 200 presented a higher initial performance
in Soil II, with a REM of 0.1833 g, and the exponen-
tial equation that fit best. For Soil I and Bioplant® the
measured results of RFM and RDM of FB200 seed-
lings adjusted to the quadratic model, in response to
the variation of time (Fig. 1).

At 35, 40, 45, 50 and 55 das, a higher development of
plants, cultivated in Bioplant® substrate was obser-
ved (Fig. 1). These results are due to the fact that the
commercial substrate probably gathers physical, che-
mical and biological characteristics which are appro-
priate and well balanced, that influenced positively
the weight gain and the morphology of plants, highli-
ghting the importance of the substrate on the quality
in the seedlings production (Fig. 2).
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Differences were observed in the morphology and
the formation of the root system, where the roots,
developed in the Bioplant®substrate showed a higher
branching and also were larger (Fig. 2). Roots in Soil

----- Soil 1 Y=-1.0981+0.0529*DAS-0.0004*DAS2 R?=0.85
-------- Soil 1IY=0.124-0.0002*DAS +7.288E-005*DAS R?=0.89
—— Bioplant Y=-2.737+0.1275*DAS-0.001*DAS2 R?=0.82

Root fresh mass (g)

30 35 40 45 50 55 60
Days after sowing (das)

Figure 1. Adjusted data for root fresh mass of ‘FB 200’ passion

fruit plants in three substrates after sowing.

[ were less widespread, but with greater thickness,
compared to the other treatments. In Soil II, root ra-
mifications were longer and showed a greater thick-
ness than in Bioplant®, but were lower than on the
Soil L.

Lenhard et al. (2013), in studies conducted with the
growth of Pau Ferro (Libidibia ferrea) seedlings, stated
that the reduction of the time in the nursery facili-
tates the logistics and minimizes production costs,
which matches with the experience of Silva et al.
(2016), in which the use of a commercial substrate in
the production of passion fruit seedlings promoted a
greater growth of seedlings, favoring not only in re-
ducing the time of plant development, but also in the
logistics and the final costs.

FB200 variety, at 60 das, showed a REM on the three
substrates - Soil I, Soil II and Bioplant® - of 0.6259,
0.3741 and 0.9528 g, respectively (Fig. 1). Again, in
the Bioplant® substrate a greater root development,
as well as a greater accumulation of fresh matter, was
observed. Similar results were found by Ferreira et
al. (2009) who studied the influence of the substrate
on the growth of cupuagu (Theobroma grandiflorum)

C. Bioplant®.

Figure 2. The root morphology of ‘FB 200’ passion fruit plants, 30 d after sowing in three types of substrate. A. Soil I; B. Soil II;
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seedlings, using the substrate Bioplant®, where a mi-
nimal production of aerial part, but a maximum pro-
duction of roots was observed.

For the variable root dry mass, the substrate Bio-
plant® differ from other substrates, where a quadra-
tic behavior in response to the size of the container
used was observed, and where the roots at 50 das res-
tricted their growth (Fig. 3). The values obtained at
35, 40, 45, 50 and 55 das were 0.0156, 0.0419, 0.1019,
0.0707, 0.1355 g for ‘FB 200’, respectively.

----- Soil I Y=-0.057+0.011*X-2.5267E-005"X2 A*=0.89
-------- Soil Il'Y=-0.9432+0.0542*X-0.0005*X2 A*=0.86
—— Bioplant Y=-5.5409+0.2573*X-0.0025"X2 R?=0.7

0.14

Root dry mass (g)
o o o o o o
> o o o o oo
N S (s3] oo o N

o

35 40 45 50 55 60
Days after sowing (das)

w
o

Figure 3. Adjusted data for root dry mass of ‘FB 200" passion
fruit plants in three substrates after sowing.

Comparing the results of Bioplant® with the other
substrates, they also stood on dry matter accumula-
tion during the evaluation period. However, this en-
ded the root growth when there was exposure of the
roots, if adjusting the quadratic model, in response to
the variation of time. The values observed at 35, 40,
45, 50 and 55 das were respectively 0.0156, 0.0419,
0.1019, 0.0707, and 0.1355 g for FB 200.

These results are different to those found by Guerra
et al. (2017) working with the same culture, in which
the Bioplant® has not resulted in satisfactory condi-
tions of yellow passion fruit seedlings growth. The
same dissimilar results to those found in the present
study were reported from studies that evaluated the
influence of the substrate in the formation of forest
seedlings, such as the initial development of seed-
lings of copaiba (Copaifera officinalis) under different
levels of shading and substrates (Dutra et al., 2012);
of Eugenia calycina (Borges et al., 2016) and with the
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germination and seed vigor of Crateavatapia in diffe-
rent substrates and temperatures (Alves ez al., 2012),
in all of these the use Bioplant® has not provided ade-
quate root development.

According to Zucareli et al. (2014), the root system is
directly connected to their dry weight, and lower dry
weight results in less extensive root system, which
implies in a smaller area to be explored in the soil. In
yellow passion fruit seedlings, at 35 d, the substrate
Bioplant® resulted in a root dry weight of 0.0200 g.
In addition, at 40 d, the values found were 0.0528 g,
followed by 0.1039, 0.1528 and 0.1994 g at 45, 50 and
55 das, respectively, for yellow passion fruit plants in
Bioplant® (Fig. 4). At 50 das, the second highest RDM
was developed in Soil I. Already at 55 d, the Soil I
had lower values than the Soil I, which accumulated
0,0753 g of RDM. Miyake et al. (2017), working with
substrates and nitrogen fertilization on the produc-
tion of seedlings of yellow passion fruit in protected
cultivation conditions, observed that the root dry
mass in Bioplant® substrate presented the best res-
ponse (4.0 g RDM) at 120 d after germination, being
superior to the other substrates studied, a result simi-
lar to that found in the present study (Fig. 4).

----- Soil | Y=-0.2116+0.0100*X-9.324E-005*X R?=0.98
-------- Soil Il'Y=-0.058+0.0019*X+6.802E-006*X R2=0.96
—— Bioplant Y=-0.082+0.0019*X+4.086E-005*X R?=0.93

0.18 |
0.16 |
0.14 |

2 012 |

0.10 |

0.08 -

0.06 |

004 |

0.02 |

Root dry mas:

30 35 40 45 50 55 60
Days after sowing (das)

Figure 4. Adjusted data for root dry mass of yellow passion
fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa) plants in three
substrates after sowing.

In relation to the root fresh weight of the yellow pas-
sion fruit, an exponential behavior was observed for
the Soil I and quadratic for the Soil II and for Bio-
plant®. At 30 das, the values found for Soil I, Soil II
and Bioplant® were 0.2328, 0.2705, and 0,001 g, res-
pectively (Fig. 5).
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The substrate Bioplant® has highest concentration
of organic matter in its chemical composition and
besides, it has adequate levels of calcium and phos-
phorus, which provides better absorption of water
and nutrients by plants, reflecting on the best root

----- Soil 1 Y=-0.057+0.0117*DAS-2.526E-005*DAS R*=0.8
-------- Soil II'Y=0.07+0.0006*DAS~+0.0001*DAS A?=0.85
—— BioplantY=0.067+0.0006*DAS+0.0001*DAS2 R?=0.9

o o o =
~ o S} o

Root fresh mass (g)

o
nNo

30 35 40 45 50 55 60
Days after sowing (das)

Figure 5. Adjusted data for root fresh mass of yellow pas-
sion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa) plants in
three substrates after sowing.

development of plants (Miyake et al., 2017). Howe-
ver, Lima et al. (2016) concluded that for the for-
mation of passion fruit seedlings are not indicated
substrates with high quantities of Bioplant® or sand,
this is contrary to the results of our present study.

For the variable root morphology of the yellow
passion fruit, as well as in the cultivar FB 200, we
noted a difference in the formation of the root sys-
tem (Fig. 6). The roots, developed in the substrate
Bioplant®, proved to be more ramified, presented
greater size, but with a lower thickness. Roots from
the Soil I were less widespread, but with a greater
thickness, in relation to the others, and in this case,
were almost similar to the size of those grown in
the Bioplant® substrate. In the Soil II, the ramifica-
tions were longer and showed to be thicker, more
consistent than in the Bioplant®, but lower than in
the Soil I.

According to Smiderle and Minami (2001), for the
production of seedlings of fruit plants a good subs-
trate must provide adequate water retention which
allows a good germination and must maintain suffi-
cient quantities of porous spaces that facilitates the
delivery of oxygen, which is indispensable in the pro-
cess of germination and root development, especially
when the substrate is saturated (in excess of water).

substrate. A. Soil I; B. Soil II; C. Bioplant®.

Figure 6. The root morphology of yellow passion fruit (Passiflora edulis {. flavicarpa) plants, 30 d after sowing in three types of
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CONCLUSIONS

The substrate promoted the initial development of
yellow passion fruit and of cultivar FB 200 plants,
with the best seedlings growth in the substrate Bio-
plant® showing a greater development of fresh and
dry matter of roots.

Conflict of interests: the manuscript was prepared
and reviewed with the participation of the authors,
who declare that there exists no conflict of interest
that puts in risk the validity of the presented results.
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POLITICA EDITORIAL

La Revista Colombiana de Ciencias Horticolas es el érgano oficial cientifico de la Sociedad Colombiana de Cien-
cias Horticolas (SCCH) (adscrita a la International Society for Horticultural Science, ISHS), de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC) y de la Facultad de Cien-
cias Agrarias y del Medio Ambiente de la Universidad Francisco de Paula Santander (UEPS), con frecuencia
cuatrimestral en el territorio nacional. Constituye una publicacién abierta a la discusién y difusién de trabajos
técnico-cientificos en el drea de las ciencias agricolas, con énfasis en horticultura (frutales, hortalizas, orna-
mentales, hierbas aromaticas y medicinales, viveros) y disciplinas afines, propuestos por autores nacionales
e internacionales. Busca divulgar trabajos inéditos desarrollados por investigadores de diversas universidades
y centros de investigacién del pafs, y difundir y someter a discusién los avances cientificos que se producen,
con el fin de contribuir a la consolidacién de una comunidad académica congregada en torno a las disciplinas
afines a la horticultura. La revista esté dirigida a investigadores de las ciencias horticolas, extensionistas y a
todos aquellos profesionales afines que desarrollan la ciencia y aplican la tecnologia para beneficio de la pro-
ductividad del campo y de los productores horticolas.

Los articulos originales e inéditos deben presentarse segin las normas establecidas en las instrucciones para
los autores. EI Comité Editorial se reserva el derecho de aceptar o no las contribuciones que se hagan a la
revista. Los manuscritos se enviardn a dos pares evaluadores expertos en el drea especifica del conocimiento,
quienes decidirdn si el articulo tiene el nivel cientifico necesario para publicarse. Si se llega a presentar alguna
diferencia de conceptos en cuanto a la aprobacién para publicacién, el articulo serd enviado a un tercer par,
quien entregara la decisién final. Si el articulo se acepta para publicacién, el autor debe realizar las correcciones
sugeridas en el tiempo indicado por el editor.

Los articulos publicados en la revista seran enviados en medio magnético a las diferentes bases de datos y sis-
temas de indexacién, para la divulgacién de su contenido y se podrdn consultar a través de internet. Después
de la publicacién, se enviard un archivo en pdf; sin costo adicional, al autor correspondiente.

Los editores de la Revista Colombiana de Ciencias Horticolas estan comprometidos con la comunidad cientifi-
ca en garantizar la ética y calidad de los articulos publicados. La revista tiene como referencia el cédigo de
conducta y buenas practicas editoriales para editores de revistas cientificas que define el Comité de Etica de
Publicaciones (COPE, Committee on Publication Ethics). Al mismo tiempo, garantiza una adecuada respuesta
a las necesidades de los lectores y autores, asegurando la calidad de lo publicado, protegiendo y respetando el
contenido de los articulos asf como la integridad de los mismos. El Comité Editorial publicard las correcciones,
aclaraciones, retracciones y disculpas cuando sea necesario.

El copyright de los articulos e ilustraciones publicados en la Revista Colombiana de Ciencias Horticolas llegan a
ser propiedad de la revista. Los editores autorizan la reproduccién y citacién del contenido de la publicacién,
siempre y cuando se registre de forma explicita el nombre de la revista, nombre(s) del (de los) autor(es), afio,
titulo del articulo, volumen, ndmero y pagina del articulo consultado. Se requiere el permiso de los editores
para reproducir mas que un resumen corto del texto o de reproducir figuras en otras publicaciones. Instruc-
ciones para los autores.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Los autores de los articulos a someter a la Revista Colombiana de Ciencias Horticolas tienen que ser conscientes
y evitar la mala conducta cientifica relacionada con: fraude cientifico en la totalidad o parte de los datos del
estudio y la falsificacién y manipulacién de datos; falta de ética por autoria ficticia o regalada e intercambio
de coautorfas, la publicacién duplicada de una parte del articulo como de su totalidad y el autoplagio con la
repeticién de texto ya publicados de su propia autorfa. Ademads, la omisién de citas, copia de citas sin consulta
y el exceso de autocitas, entre otros. Los autores tienen los siguientes derechos: la evaluacién de los articulos
serd justa e imparcial y la revisién se hard en un tiempo razonable, habré respeto en la correspondencia en-
viada y las solicitudes de cambios y correcciones serdn explicitas segtn los conceptos de los evaluadores; se
mantendré la inalterabilidad en el original.

Los articulos puestos a consideracion del Comité Editorial de la Revista Colombiana de Ciencias Horticolas deben
ser inéditos; en consecuencia, aquellos manuscritos que hayan sido publicados en otras revistas o publicacio-
nes técnico-cientificas no serdn aceptados. Para ello se utilizara software especializado en la identificacién.

La Revista Colombiana de Ciencias Horticolas acepta articulos originales de los siguientes tipos, en concordancia
con lo requerido por el programa Publindex de Colciencias:

o Articulo de investigacion cientifica y tecnoldgica: documento que presenta de manera detallada los resulta-
dos originales de proyectos de investigacién. La estructura generalmente utilizada tiene cuatro partes
esenciales: introduccién, metodologfa (materiales y métodos), resultados y discusién, y conclusiones.
Como minimo un 18% de la extensién total del articulo debe corresponder a la literatura citada. Y un
60% de las citas debe provenir de articulos publicados en los Gltimos 10 afos.

e Articulo de reflexion: documento que presenta resultados de investigacién desde una perspectiva ana-
litica, interpretativa y critica del autor, sobre un tema especifico y recurriendo a fuentes originales.
Es indispensable que tenga una introduccién de contexto con un objetivo claro sobre el articulo y un
desarrollo temético que presente a los lectores una visién de conjunto y actualizada del tema, ademés
de una propuesta o hipétesis cuyo desarrollo discursivo se nutra de referencias bibliograficas recono-
cidas (no son admisibles articulos sin referencias). Es importante que estas piezas tengan subtitulos
sugerentes y pertinentes.

* Articulo de revision: documento sobre un tema de actualidad, escrito, por lo general, para un puablico
bien informado. Es resultado de una investigacién en la que se analizan, sistematizan e integran los re-
sultados de investigaciones, publicados o no, sobre un campo en ciencia o tecnologia, con el fin de dar
cuenta de los avances y tendencia de desarrollo; se caracteriza por presentar un soporte bibliogréafico
cuidadoso no menor a 50 referencias.

* Nota cientifica: documento breve que presenta resultados originales preliminares o parciales de una
investigacién cientifica o tecnolégica, que por lo general requieren de una pronta difusién.

Formato y organizacion del texto

La extensién del articulo de investigacién no debe exceder las 5.200 palabras (incluidas referencias y tablas),
excepto el articulo de revisién, que puede contener hasta 6.500 palabras; tamafio carta, escritas a doble espa-
ciado, letra o fuente Times New Roman con tamafo de 12 puntos, mérgenes de 3 cm en la parte superior, 2
cm en la inferior y 2,5 cm en las mérgenes derecha e izquierda. Las tablas y figuras (graficos, dibujos, esque-
mas, diagramas de flujo, fotos y mapas) deben presentarse cuando sean citadas en el texto y con numeracién
consecutiva (Tabla 1 ... Tabla n. Figura 1 ... Figura n; etc.). Los textos y tablas deben presentarse en el pro-
cesador de palabra MS-Word®; las graficas y los diagramas de frecuencia (barras y tortas) originales deben
suministrarse en archivos editables como MS-Excel®; otras figuras, como fotografias sobre papel y dibujos, se
pueden enviar en formato digital TIF (o JPEG), preferiblemente con una resolucién de 600 x 600 dpi (minimo
300 dpi). Como norma general, las tablas y figuras solo se aceptan en blanco y negro. El articulo en su versién
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.doc o .docx debe ser enviado a través del Portal de Revistas UPTC, https://revistas.uptc.edu.co/index.php/
ciencias_horticolas, junto con los demds anexos y una imagen representativa del manuscrito como portada
(preferiblemente inédita).

Idiomas, unidades y estilo

A partir de 2019 el idioma oficial de la revista es el inglés. Se puede usar el estilo britdnico o americano pero
manteniendo el mismo durante todo el articulo. Debe utilizarse exclusivamente el Sistema Métrico Decimal
(SI). Todas las abreviaturas diferentes al SI se deben explicar cuando se usan por primera vez en el texto.
El estilo del texto debe ser impersonal y tiempo gramatical pasado para la introduccién, procedimientos y
resultados.

Titulo y autores

Es obligatorio la traduccién del titulo al espafiol. Cuando se incluyan nombres cientificos de vegetales o
animales, se deben escribir con letra cursiva (itdlica) y en mindsculas, y solo con mayusculas la primera letra
del género y el clasificador. Debajo del titulo en espafiol se escribe el (los) nombre(s) y apellido(s) del (de los)
autor(es), de acuerdo con su contribucién en la investigacién o preparacién del articulo. En la parte inferior de
la primera pagina, es decir, en aquella que contiene el titulo del articulo, se debe sefialar el nombre y la ciudad
de ubicacién de la entidad a la cual prestan sus servicios o del patrocinador para la realizacién del trabajo y el
autor para correspondencia con su correo electrénico. Ademads el identificador ORCID para cada autor.

Resumen y palabras clave adicionales

El resumen debe describir en forma breve el problema, los métodos utilizados, su justificacién y los resultados
obtenidos mds relevantes, y no debe exceder de 250 palabras escritas en un Gnico pérrafo. Es obligatorio acom-
panar el resumen con maximo seis palabras clave, que no hayan sido usadas en el titulo. El abstract y additional
keywords deben traducirse al espafiol (resumen y palabras clave adicionales).

Introduccion

Seccién que debe contener la situacién actual del problema, su definicién y la revisién de los trabajos previos
relacionados con él; ademas, los objetivos y la justificacién de la investigacién. Es obligatorio acomparar los
nombres vulgares con el (los) nombre(s) cientifico(s) y la(s) abreviatura(s) del clasificador en la primera men-
cién en el articulo.

Materiales y métodos

En este apartado se deben describir de forma clara, concisa y secuencial, los materiales (vegetales, animales,
implementos agricolas o de laboratorio) utilizados en desarrollo del trabajo, ademas de los procedimientos o
protocolos seguidos y el disefio escogido para el tratamiento estadistico de los datos.

Resultados y discusion

Los resultados deben presentarse de manera légica, objetiva y secuencial mediante textos, tablas y figuras;
estos dos Gltimos apoyos deben ser faciles de leer y deben poderse interpretar de manera auténoma, aunque
deben citarse siempre en el texto. Las graficas serdn bidimensionales y a una sola tinta, con porcentajes de
negro para las variaciones de las columnas; las lineas de las curvas deben ser de color negro, punteadas o con-
tinuas (---- o ), usando convenciones como: B, [, ¢, A, ® etc.

Las tablas se deben elaborar con pocas columnas y filas. Los promedios deben ser acompanados de su error
estandar correspondiente. La discusién de resultados debe ser completa y exhaustiva, contrastando los resul-
tados obtenidos con la literatura més actual sobre el tema.

Conclusiones

En este apartado se relacionan los hallazgos mas concluyentes de la investigacién, es decir, aquellos que cons-
tituyan un aporte significativo para el avance del campo tematico explorado.
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Agradecimientos

Si se considera necesario, se agradeceran aquellas contribuciones importantes en la concepcién, financiacién
o realizacién de la investigacién: especialistas, firmas comerciales, entidades oficiales o privadas, asociaciones
de profesionales y operarios. En el momento de incluir el financiador, mencionar el nombre del proyecto o
contrato y su c6digo de identificacién interna.

Conflictos de interés y contribuciones de autoria

Mencionar los posibles conflictos de interés (relaciones personales o contractuales) que pueden contribuir
en lainterpretacién de los resultados. En lo posible, mencionar las contribuciones individuales de los autores en
la elaboracién de la investigacién y escritura del manuscrito.

Referencias bibliograficas

Para las citas bibliogréficas que sustentan las afirmaciones en el texto, se utilizar4 el sistema autor(es), afo de
manera uniforme; cuando la publicacién citada tenga tres o més autores, se debe mencionar el apellido del
primer autor acompainado de la expresién latina er al., equivalente a “y otros”, en cursivas y con el afilo (por
ejemplo: Garcia et al., 2003). En el momento de usar citas textuales de otros autores, usar comillas dobles y
mencionar la pagina de ubicacién. Se recomienda parafrasear con varios autores y evitar las inclusiones lite-
rales. La lista completa con las referencias bibliograficas mencionadas se debe incluir al final del articulo. Los
apellidos y nombres de todos los autores deben escribirse, en el orden alfabético de sus apellidos; cuando se
citan varias publicaciones del (de los) mismo(s) autor(es) deben listarse en orden cronolégico, de la mas recien-
te a la mds antigua. Es obligatorio incluir al final de cada cita el DOI (digital object identifier) y el manuscrito
debe contener como minimo un 30% de sus citas con este identificador. Solo se deben citar fuentes originales.
Se prevén algunos casos:

* Para libros: Autor (es), aito. Titulo del libro, edicién, casa editora, ciudad y pais. Ejemplo: Taiz, L. y E.
Zeiger. 2006. Plant physiology. 4th ed. Sinauer Associates Publishers, Sunderland, MA, USA.

* Para capitulos de libros: Autor (es), afio. Titulo del capitulo, paginas consultadas (pp. # - #). En:
Apellidos y nombres de los compiladores (comp.) o editores (eds.), titulo del libro, edicidn, casa edi-
tora y ciudad de su sede. Ejemplo: Engels, C., E. Kirkby y P. White. 2012. Mineral nutrition, yield and
source-sink relationships. pp. 85-133. En: Marschner, P. (ed.). Marschner s mineral nutrition of higher
plants. 3rd ed. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands. Doi: 10.1016/B978-0-12-384905-2.00005-4

* Para revistas: Autor (es), afio. Titulo del articulo, nombre abreviado de la revista volumen(ntimero),
pégina- pagina. Ejemplo: Garcfa, S., W. Clinton, L. Arreaza y R. Thibaud. 2004. Inhibitory effect of
flowering and early fruit growth on leaf photosynthesis in mango. Tree Physiol. 24(3), 387-399. Doi:
10.1093/ treephys/24.4.387

* Para revistas electronicas: Autor(es), ano. Titulo del articulo (en linea). Nombre abreviado o corto
de la revista. Volumen (ntmero), URL; fecha de consulta. Ejemplo: Cannarella, C. y V. Piccioni. 2007.
Innovation, diffusion and territorial inertia (en linea). Int. J. Rural Manag. 3, http://irm.sagepub.com/
content/vol3/ issue2/ in01.pdf; consulta: marzo de 2009.

* Para citas de internet: Autor (es), afo. Titulo del articulo. En: Nombre de la publicacién electrénica
del sitio web, portal o pagina y su URL, fecha de consulta. Ejemplo: Arafat, Y. 1996. Siembra de olivos
en el desierto palestino. En: Agricultura Tropical, http://agrotropical.edunet.es; consulta: noviembre
de 2008.

* Para citas de ponencias en memorias de conferencias, simposios o congresos: Autor(es). Aflo. Nom-
bre de la ponencia. pp. #-#. En: Titulo. Casa editora. Ciudad, pais si la ciudad no es capital. Ejemplo:
Peet, M. 2008. Desérdenes fisiolégicos del fruto del tomate. p. 101. En: Libro de resimenes, Simposio
Internacional de Tomate en el Trépico. Sociedad Colombiana de Ciencias Horticolas. Villa de Leyva,
Colombia.

* Para tesis: Autor(es). Ano. Titulo. Tesis de doctorado (o maestria). Institucién educativa, ciudad y
pais. Ejemplo: Herndndez, M. 2001. Conservacién del fruto de arazad (Eugenia stipitata McVaugh)
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durante la poscosecha mediante de aplicacién de diferentes técnicas. Tesis de doctorado. Facultad de
Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogot4, Colombia.

Sistema Internacional de Unidades (SI) o Sistema Métrico Decimal
La Revista Colombiana de Ciencias Horticolas exige el uso de las unidades propias del SI.

* Los ntimeros superindice negativos pueden ser usados solamente con unidades del SI (por ejemplo, kg
ha'). No interrumpa la notacién de unidades del SI con simbolos que no corresponden a unidades SI
ni con palabras diferentes, porque las unidades son expresiones matemadticas. Reordene la frase apro-
piadamente, por ejemplo:

o Pa20gl! yno20gPL'ni20gP/L.

o El rendimiento en peso seco fue de 5 g dia™, y no 5 g de peso seco dia™.
o Se aplicaron 25 g ha' del ingrediente activo, y no 25 gi.a./ha.

o Cada planta recibié 20 g ha' de agua, y no 20 g H,O/ha por planta.

La barra (/) es un signo que en matemadticas significa “dividido por”; en ciencias se usa como: sustituto
de la preposicién “por” en el sentido de “por cada” y se utiliza para mostrar ratas o tasas. Use la barra
para conectar unidades del SI con unidades que no son del SI (por ejemplo: 10°C/h o 10 L/matera).
Nunca use los ndmeros superindice negativos y la barra en la misma expresién. Si se hallan mezcladas
unidades del SI con unidades que no son del SI, use primero la barra y luego la palabra “por” en segun-
do término. Nunca utilice dos o més barras (/) o la palabra “por” més de una vez en la misma frase,
pues estos dos términos son equivalentes; por ejemplo en cepilladas/dia por planta, redacte la frase asf:
cada planta fue cepillada dos veces al dia. Para unidades totalmente verbales, use una barra, como en
tres flores/planta o 10 frutos/rama.

* Para citar aquellas unidades que se basan en nombres, use mindsculas como en: “un siemens represen-
ta...”. Sin embargo, los grados Celsius (°C) y grados Brix (°Brix) s van en mayusculas.

* Use la misma abreviatura o simbolo para las formas en singular o plural de una unidad determinada
(por ejemplo, 1 kg y 25 kg). Deje un espacio entre el valor numérico y el simbolo (por ejemplo, 35 g
y no 35g). En una serie de medidas ponga la unidad al final asf: entre 14 y 20°C o hileras a 3, 6 y 9 m.

El estilo admitido en Revista Colombiana de Ciencias Horticolas para algunas unidades de medida se indica
en la tabla de abreviaturas y simbolos (ver ASHS Publications Style Manual, http://www.ashs.org/down-
loads/style_ manual.pdf; consulta: junio de 2011 o Revista Colombiana de Ciencias Horticolas 4(1), 2010,
pp. 181-184).

EDITORIAL POLICY

The Revista Colombiana de Ciencias Horticolas (Colombian Journal of Horticultural Science) is the official scien-
tific journal of the Sociedad Colombiana de Ciencias Horticolas (SCCH) (Colombian Society for Horticul-
tural Science; country member of ISHS), the Faculty of Agricultural Sciences of the Universidad Pedagdgica
y Tecnoldgica de Colombia (UPTC), and the Faculty of Agricultural Sciences and the Environment of the
open to discussion and dissemination of technical and scientific studies in the area of agricultural sciences,
with an emphasis on horticulture (fruits, vegetables, ornamentals, aromatic and medicinal plants, nurse-
ries) and related disciplines proposed by national and international authors. The journal seeks to disclose

Vol. 12 - No. 2 - 2018



526

unpublished work developed by researchers from different universities and research centers in the country;
and disseminate and discuss scientific advances, in order to contribute to the consolidation of an academic
community centered on the disciplines related to horticulture. The journal is geared toward horticultural sci-
ence researchers, extension workers, and all professions related to the development of science and technology
needed for the benefit of rural productivity and horticultural producers.

Original and unedited papers must be submitted according to the rules laid out in the instructions to authors.
The Editorial Committee reserves the right to accept or reject contributions to the journal. The manuscripts
will be sent to two peer reviewers, who are experts in the specific area of knowledge, and they will decide
whether the manuscript has the necessary scientific standards for publication. If there is a difference of opin-
ion regarding the concepts for the approval for publication, the manuscript will be sent to a third reviewer,
who will deliver the final decision. If the article is accepted for publication, the author must make the sug-
gested corrections within the time indicated by the editor.

The articles published in the journal will be sent on magnetic media to different databases and indexing sys-
tems for disclosure of its content; and will be accessible via the Internet. After publication, a pdf file of the
paper will be sent, free-of-charge, to the corresponding author.

The editors of the Revista Colombiana de Ciencias Horticolas are committed to the scientific community in en-
suring the ethics and quality of published articles. The journal has as a reference, the code of conduct and good
publishing practices for editors of scientific journals, defined by the Committee on Publication Ethics (COPE);
and furthermore, is dedicated to ensuring an adequate response to the needs of readers and authors, ensuring
the quality of the publication, protecting and respecting the content of the articles and the integrity thereof.
The Editorial Committee will publish corrections, clarifications, retractions and apologies when needed.

The copyright of all articles and illustrations published in Revista Colombiana de Ciencias Horticolas becomes
the property of the Revista. The editors authorize reproduction and citation of the published content, pro-
vided the name of the journal, name(s) of the author(s), year, title, volume, number and page of the article
are explicitly given. Editorial permission is required to reproduce more than a brief summary of the text, or to
reproduce figures etc., in further publication(s).

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

The authors of the articles submitted to the journal Agronomia Colombiana must be aware of and
avoid scientific misconduct related to: scientific fraud in all or part of the data of the study and data
falsification and manipulation; dishonesty due to fictitious authorship or gifting or exchange of co-
authorship, duplicate publications, partial or complete, in different journals and self-plagiarism by
reusing portions of previous writings; citation omission, citation copying without consultation and ex-
cessive selfcitation, among others. The authors have the following rights: fair and impartial evaluation
of articles done in a reasonable amount of time, correspondence shall be taken seriously and requests
for changes and corrections shall be respected, subject to review by the evaluators, and articles shall
remain unaltered.

The contents of articles/manuscripts submitted to the Revista Colombiana de Ciencias Horticolas must
not have been previously published in a refereed publication and submission to the Revista implies no
concurrent submissions to other journals. Manuscripts already published in other journals or techni-
cal or extension reports will not be accepted. The Revista Colombiana de Ciencias Horticolas publishes
articles of the following types, according to the program: Publindex, Colciencias (Colombia):
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* Scientific and technological research papers: those documents presenting detailed original research re-
sults. The most generally applied structure has four main parts: introduction, materials and methods, re-
sults and discussion, and conclusions. At a minimum, 18% of the total text should correspond to the cited
references, 60% of which must have been published in the last 10 years.

* Review articles: documents written for a general, albeit well-informed audience. The review article should
analyze, systematize, or summarize the published or non-published results of an area of science or technol-
ogy for the purpose of providing information on the current state and perspectives of development of a
particular research. The review article should be supported by not less than 50 references.

* Reflection paper: document presenting research results analyzed from an author’s interpretative and criti-
cal perspective about a specific subject, resorting to original sources. This type of article must always have
a clear contextual introduction coupled to a pertinent objective within the topic. The development of said
objective should include a broad and updated perspective on the topic and a hypothetical statement or pro-
posal backed up by recognizable references (no article will be accepted without references). The reflection
article should include suggestive and pertinent subtitles.

* Scientific note: brief document introducing original preliminary or partial results of a scientific or techni-
cal research, which usually need immediate publication.

Format and organization of text

Research papers should not exceed 5,200 words (including literature and tables), except for review articles,
which can contain up to 6,500 words: in letter size, double-spaced, Times New Roman font size 12, margins
of 3 cm at the top, 2cm at the bottom and 2.5 cm in the left and right side margins. Tables and figures (graphs,
drawings, diagrams, flow charts, pictures and maps) must be submitted on separate pages and numbered
consecutively (Table 1 ... Table n. Figure 1..., etc.) in the order cited in the text.

Texts and tables should be prepared using an MS-Word® processor. Tables and diagrams of frequency (bar
and circular diagrams) should be included in the mentioned Word file, as well as in their original MS-Excel®
or other format. Other figures, including photographs and drawings, should be submitted in digital JPG (or
JPEG) compression format, with a minimum resolution of 300 dpi. As a general rule, tables and figures should
only be submitted in black and white, or when the costs of color publication are covered by the authors. Ar-
ticles with the relevant files in Word, Excel and JPG should be sent by email to: gerfischer@gmail.com (editor
Gerhard Fischer).

Languages, units, and style

The official languages of the Journal are Spanish, English and Portuguese. In the case of English manuscripts,
British or American English spelling and terminology may be used, but either should be consistently used
throughout the article. The metric system (SI) should be consistently utilized throughout the manuscript.
All abbreviations should be explained when they first appear in the manuscript. The style of writing should
be impersonal, in the past tense for the introduction, procedures and results.

Title and authors

The title should be accompanied by the English translation if the article’s text is in Spanish or Portuguese
and vice-versa. The scientific name of plants and animals should be italicized and written in Latin with the
generic name starting with a capitalized letter and including the descriptor’s name. Under the titles, the
authors’ names (first and last names) should be listed in the order in which they contributed to the investiga-
tion and preparation of the manuscript. On the bottom of the first page (footnote) of the article, the current
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affiliations and addresses (including city, state, and institutions) of each author and the corresponding author
with his/her e-mail should appear.

Abstract, “resumen”, and additional keywords

The abstract should briefly describe the problem, the methods used, the justification and the relevant re-
sults obtained; and should not exceed 250 words written in a single paragraph. The “resumen” should be
written in Spanish (or Portuguese) and the “abstract” should include an English translation. It’s obligatory
to accompany the abstract with a maximum of six keywords, which have not been used in the title. Equally,
when translated into English, the additional keywords may not appear in the English-version of the title.

Introduction

The text should contain the current situation of the problem, its definition and review of the studied area,
the objectives and justification for the research. Common names of plants and animals must be accompanied
with the corresponding scientific ones, plus the abbreviation of the species author surname when mentioned
for the first time.

Materials and methods

Besides a clear, precise and sequential description of the materials used for the research (plant or animal mate-
rials, agricultural or laboratory tools), this section illustrates the procedures and protocols followed, and the
experimental design chosen for the statistical analysis of the data.

Results and discussion

The results shall be presented in a logical, objective, and sequential order, using text, tables and figures. The
latter two should be easily understandable and self-explanatory, regardless of a thorough explanation in the
text. The graphics should be two-dimensional and prepared in black and white, using varying tones to illus-
trate variations between columns. Diagram curves must be prepared in black, dashed or continuous lines
(----or ), using the following conventions: m, [1, @, A, etc. The tables should contain few columns
and lines.

Averages should be accompanied by their corresponding standard error (SE) values. The discussion shall be
complete and exhaustive, emphasizing the highlights and comparing them to the literature.

Conclusions

This section should summarize in a brief and concise form the most important findings of the research, such
as those containing the most significant support in the studied area.

Acknowledgements

When considered necessary, the authors may acknowledge the researchers or entities that contributed - con-
ceptually, financially or practically - to the research: specialists, commercial organizations, governmental or
private entities, and associations of professionals or technicians.

Bibliographic references

For short citations located in the text, use the system: author(s), year uniformly. When the publication cited
has three or more authors, please mention the name of the first author accompanied by the Latin phrase et
al., with the year (e.g. Garcia et al., 2012). The complete list of the references listed must be included at end
of article. The initials of the first names and the surnames of all authors must be written in alphabetical order
for the last names; when several publications are cited, the author(s) should be listed in chronological order,
from most recent to oldest. Each citation must contain a DOI (digital object identifier) at the end. Further-
more, the text of the manuscript must contain a minimum of 30% of the citations found in the Bibliographic
References section with their respective DOI. Examples of literature citations are given below:
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* For books: Author(s), year. Title of the book, edition, publisher and the place of publication, pages consult-
ed (pp. # - #). Example: Taiz, L. and E. Zeiger. 2006. Plant physiology. 4" ed. Sinauer Associates Publishers,
Sunderland, MA, USA.

» For book chapters: Author(s), year. Title of the chapter, pages consulted (pp. # - #). In: Last name(s)
and initial(s) of first name(s) of contributors or authors (eds.), title of the book, publisher and the place of
publication. Example: Engels, C., E. Kirkby, and P. White. 2012. Mineral nutrition, yield and source-sink
relationships. pp. 85-133. In: Marschner, P. (ed.). Marschner’s mineral nutrition of higher plants. 3rd ed.
Elsevier, Amsterdam, The Netherlands. Doi: 10.1016/B978-0-12-384905-2.00005-4

* For journal articles: Author(s), year. Title of the article, journal number, volume, pages. Example: Garcfa,
S., W. Clinton, L. Kukshin, and R. Garcia. 2004. Inhibitory effect of flowering and early fruit growth on
leaf photosynthesis in mango. Tree Physiol. 24(3), 387-399. Doi: 10.1093/treephys/24.4.387

* Electronic journals: Author(s). Year. Title of the publication (online). Abbreviated name of the journal.
Volume (number), URL; consultation date. Example: Cannarella, C. and V. Piccioni. 2007. Innovation, dif-
fusion and territorial inertia (online). Int. J. Rural Manag. 3, http://irm.sagepub.com/content/vol3/issue2/
in01.pdf; consulted: March, 2009.

o Iuternet citations: Author(s). Year. Title of the article. In: name(s) of the electronic publication, and/or of
the website, portal or page, URL; consultation date. Example: Arafat, Y. 1996. Siembra de olivos en el desi-
erto palestino. In: Agricultura Tropical, http://agrotropical. edunet.es; consulted: November, 2003.

* For citing proceedings: Author(s). Year. Name of the dissertation. pp. #-#. Title. Publisher, City (and coun-
try, if the city is not a capital). Example: Peet, M. 2008. Physiological disorders in tomato fruit development.
p- 101. In: Book of abstracts, International Symposium on Tomato in the Tropics. Sociedad Colombiana de
Ciencias Horticolas. Villa de Leyva, Colombia.

* For theses: Author(s). Year. Title. Thesis degree. Academic institution, city (and country, if the city is not
a capital). Example: Hernandez, M. 2001. Conservacién del fruto de araza (Eugenia stipitataMcVaugh) du-
rante la poscosecha mediante de aplicacién de diferentes técnicas. Doctoral thesis. Faculty of Agronomy,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia.

International unit system (SI) or metric unit system

The Revista Colombiana de Ciencias Horticolas requires the use of SI units (Systeme international d’unités).

The numbers of multiplication and the negative numbers of the superscripts should be used only in conjunc-
tion with SI units (for example, kg ha™). Do not place non-SI units in SI units, because the units are math-
ematical expressions. Reorganize the phrase respectively, for example:

Pat 20 gL', but not 20 g P L, nor 20 g P/L.

The yield measured in dry mass was 10 g d"!, but not 10 g of dry mass d.

The active ingredient was applied at 25 g ha'l, but not 25 g a.i./ha.

Each plant received water at 30 g ha!, but not irrigation was applied at 30 g H,O/ha per plant.

The slant line (/) is a symbol of mathematic operation that means “division”; in science, it may be sub-
stituted by the word “per” in the meaning of “per each” and indicates rates or degrees. Use the slant line
to connect SI units with non-SI units (for example: 10°C/h or 10 L/plant). Never use the raised period
and slant line in the same expression. If you mix SI and non-SI units, use the slant line first and then the
word “per” in the second terminus. Never use two or more slashes (/) or the word “per” more than once
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in the same phrase to avoid redundancy, for example: irrigation/day per plant should be changed to: each
plant was irrigated two times per day. For the totally verbal units, use one slash, such as: three flowers/
plant or 10 fruits/branch.

To cite units based on names, use lowercase, such as: “one siemens represents...”. However, Celsius units
should be written with the first letter capitalized.

Use the same abbreviation or symbol for the singular and plural forms of a unit (for example, 1 kg and 25 kg).
Leave a blank space between the numerical value and the symbol (for example, 35 g, but not 35g), except for
a percentage or °C, such as: between 14 and 20°C or growth up to 3, 6, and 9 m.

The style adopted by the Revista Colombiana de Ciencias Horticolas for some units of measurements refers to
the table of abbreviations and symbols of ASHS Publications Style Manual, http://www.ashs.org/down-
loads/style_manual.pdf, accessed June 2011 or can be consulted in Revista Colombiana de Ciencias Horti-
colas 4(1), 2010, pp. 181-184.

POLITICA EDITORIAL

A Revista Colombiana de Ciencias Horticolas é o érgao cientifico oficial da Sociedad Colombiana de Ciencias
Horticolas — SCCH (adscrita a International Society for Horticultural Science — ISHS), da Faculdade de Ciéncias
Agrérias da Universidad Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC) e da Faculdade de Ciéncias Agrérias
e Meio Ambiente da Universidad Franscisco de Paula Santander (UFPS). Trata-se de uma publicagdo cuatri-
mestral aberta a discussdo e divulgacao de trabalhos técnico-cientificos propostos por autores nacionais
e internacionais na area das ciéncias agricolas, com énfase em horticultura (frutas, legumes, ervas medi-
cinais, plantas ornamentais e viveiro) e disciplinas afins. A revista busca néo sé divulgar o trabalho inédito
desenvolvido por pesquisadores de diferentes universidades e centros de investigagdo no pais, mas também
disseminar e discutir novos avangos cientificos, a fim de contribuir para a consolidagdo de uma comunidade
académica reunida em torno da horticultura e suas disciplinas relacionadas. A publicagdo esta dirigida a pes-
quisadores e extensionistas das ciéncias horticolas e a todos aqueles profissionais que desenvolvem a ciéncia
e aplicam a tecnologia para o beneficio da produtividade do campo e os produtores horticolas.

Artigos inéditos e originais devem ser apresentados seguindo as regras estabelecidas nas instrugdes aos
autores. O Conselho Editorial reserva-se o direito de aceitar ou rejeitar as contribuicdes feitas para a
revista. Os manuscritos sdo enviados a dois revisores especialistas na area especifica do conhecimento,
quem decidirdo se o trabalho tem o nivel cientifico necessario para sua publicagdo. Caso haja diferentes
conceitos sobre a aprovagdo da publicagdo, o artigo serd enviado a um terceiro par, quem entregard a
decisdo final. Se o artigo for aceito para publicacdo, o autor deverd fazer as corre¢des sugeridas no tempo
indicado pelo editor.

Os artigos publicados na revista serdo enviados em meio magnético a diferentes bancos de dados e sistemas de
indexagado para a divulgagdo do seu contetdo, o qual serd acessivel através da Internet. Apds a publicacdo, os
artigos publicados serdo enviados aos autores num arquivo em PDF sem custo adicional.

Os editores da Revista Colombiana de Ciencias Horticolas estdo comprometidos com a comunidade cientifica
para assegurar a ética e a qualidade dos artigos publicados. A revista tem como referéncia o cédigo de con-
duta e boas préticas editoriais definido pelo Comité de Etica de Publicagées (Commitee on Publication Ethics
- COPE). Ao mesmo tempo, os editores asseguram uma resposta adequada as necessidades dos leitores e
autores, para o qual devem garantir a qualidade das publicagbes e proteger e respeitar o contetdo dos arti-
gos e a integridade dos mesmos. O Conselho Editorial publicard correcoes, esclarecimentos, retratagdes e
desculpas quando for necessério.
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O copyright dos artigos e ilustragbes publicados na Revista Colombiana de Ciencias Horticolas vem a ser pro-
priedade da revista. Os editores autorizam a reproducéo e citagdo do contetdo da publicagdo desde que seja
explicitamente registrado o nome da revista, nome(s) do(s) autor(es), ano, titulo, volume, ndmero e paginas
do artigo consultado. E preciso solicitar permissio dos editores para ter figuras ou algo mais que um breve
resumo do texto reproduzidos em outras publicagoes.

INSTRUCOES A0S

AUTORES

Os autores dos artigos a serem submetidos a Revista Colombiana de Ciencias Horticolas devem ser conscientes da
fraude cientifica e evitar condutas relacionadas com ela em todos ou parte dos dados da pesquisa, assim como
a falsificagdo e manipulacdo dos mesmos, as faltas de ética por autoria ficticia ou doada ou por troca de co-au-
torias, a publicagdo duplicada de uma fragdo do artigo ou de sua totalidade em outras revistas, o auto-plagio
ao repetir partes de escritos anteriores, a omissdo de citagdes, a inclusdo de referéncias ndo consultadas e a
auto-citagdo excessiva, entre outros. Os autores terdo os seguintes direitos: dentro de um prazo razoavel, serd
feita uma avaliacdo justa e imparcial dos seus artigos; havera respeito na correspondéncia enviada e os pedidos
de modificacdes e corregdes serdo explicitados segundo os conceitos dos avaliadores; finalmente, o sentido do
texto original ndo ser4 alterado.

Os artigos colocados no Comité Editorial da Revista Colombiana de Ciencias Horticolas devem ser inéditos. Em
consequéncia, aqueles manuscritos que tiverem sido publicados em outras revistas ou publicagdes técnico-
cientificas ndo serdo aceitos.

Segundo as exigéncias do programa Publindex de Colciencias para a categoria A2, a Revista Colombiana de
Ciencias Horticolas aceita artigos originais dos seguintes tipos:

* Artigo de pesquisa cientifica ou tecnolégica: documento que apresenta em detalhe os resultados de pes-
quisas originais. A estrutura geralmente utilizada tem quatro partes basicas: introdugdo, metodologia (ma-
teriais e métodos), resultados, e discussdo e conclusdes. Pelo menos o 18% da totalidade do artigo deve
corresponder a explicacdo da literatura citada, enquanto um 60% das citagdes deve vir de artigos publicados
nos Gltimos 10 anos.

* Artigo de reflexdo: documento que apresenta resultados de pesquisa sobre um tema especifico a partir de
uma andlise e interpretagio critica do autor, utilizando fontes originais. £ essencial que o manuscrito inclua
uma introdugdo de contexto que explicite um objetivo claro, uma perspectiva geral e atualizada sobre o
tema, e uma proposta ou hipdtese cujo desenvolvimento discursivo provenha de referéncias bibliograficas
reconhecidas (ndo poderao ser admitidos artigos sem referéncias). E importante que as diferentes partes do
texto vdo encabecadas por legendas sugestivas e relevantes.

* Artigo de revisdo: documento sobre um tema de atualidade, geralmente escrito para um publico bem in-
formado. E resultado de uma revisdo na qual os resultados de pesquisas publicadas ou inéditas em algum
campo da ciéncia ou da tecnologia sdo analisados, sistematizados e integrados, a fim de explicar suas ten-
déncias de progresso e desenvolvimento. Caracteriza-se por um apoio bibliografico cuidadoso de ndo menos
de 50 referéncias.

* Nota cientifica: documento curto que apresenta resultados originais preliminares ou parciais de uma pes-
quisa cientifica ou tecnolégica, os quais geralmente exigem uma rdpida difusao.
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Formato e organizacéo do texto

A extensdo do artigo de pesquisa ndo deve exceder 5.200 palavras (incluindo literatura e tabelas), com exce-
¢do do artigo de revisdo, que pode conter até 6.500 palavras. O formato da pagina deve ser tamanho carta,
digitada em espago duplo, fonte Times New Roman tamanho 12, margens de 3 cm na parte superior, 2 cm
na parte inferior, e 2,5 cm de margens laterais esquerda e direita. As tabelas e figuras (graficos, desenhos,
diagramas, fluxogramas, fotografias e mapas) devem ser apresentadas em folhas separadas e numeradas con-
secutivamente (Tabela 1 ... Tabela n. Figura 1 ... Figura n, etc.). O texto e as tabelas devem ser editados em
processador de texto MS-Word®. Tabelas e diagramas de frequéncia (colunas e pizza) devem ser incluidos
dentro do arquivo do manuscrito e também enviados em seu formato original de MS-Excel®. Ao se tratar
de outras figuras, como fotografias e desenhos em papel, serd possivel enviar os originais ou digitaliza-los e
envid-los em formato de compressdo digital JPG (ou JPEG), de preferéncia com uma resolugéo de 600 x 600
dpi (no minimo 300 dpi). Como regra geral, tabelas e figuras unicamente so aceitas em preto e branco. Os
arquivos em Word, Excel e JPG que compdem o artigo deverdo ser enviados ao e-mail: gerfischer@gmail.com
(editor Gerhard Fischer).

Idiomas, unidades e estilo

As linguas oficiais da revista sdo Espanhol, Inglés e Portugués. No caso de manuscritos escritos em Inglés, a
configuracdo de idioma do arquivo deve corresponder ao Inglés Brit4nico ou Inglés Americano, cuidando de
usar uma Unica configuragdo ao longo do artigo. Quanto as unidades de medida, deve-se usar exclusivamente
o Sistema Métrico Decimal (SI). Todas as abreviaturas devem ser explicadas quando utilizadas pela primeira
vez no texto. O estilo do manuscrito deve ser impessoal, usando-se o tempo gramatical passado na introdu-
cdo, métodos e resultados.

Titulo e autores

Quando o titulo vier em Espanhol, é obrigatéria sua tradugdo ao Inglés, e vice-versa. Ao incluir nomes cien-
tificos de plantas ou animais, eles devem ser escritos em letra cursiva (itdlica) e em mindsculas, unicamente
capitulando a primeira letra do género e do classificador. Abaixo do titulo em Inglés deve-se colocar o nome(s)
e sobrenome(s) do(s) autor(es), de acordo com a sua contribuigdo & investigacdo ou preparagdo do artigo. Na
parte inferior da primeira pagina, ou seja, aquela que contém o titulo do artigo, deve-se indicar a cidade onde
se localiza o patrocinador do trabalho ou a entidade para a qual eles prestam seus servigos, junto com o autor
correspondente e seu e-mail.

Resumo, abstract e palavras-chave adicionais

O resumo deve descrever brevemente o problema, os métodos utilizados, sua justificacdo e os resultados mais
relevantes, sem exceder 250 palavras escritas em um tnico paragrafo. E obrigatério acompanhar o resumo com
um maximo de seis palavras chave que ndo tenham sido utilizadas no titulo. O resumo (abstract) e palavras
chave adicionais (additional keywords) devem ser traduzidos ao Inglés.

Introducéo

Esta secdo deve descrever a situagdo atual do problema, sua definigdo e a revisdo de trabalhos anteriores com
ele relacionados, além dos objetivos e justificagio da pesquisa. E obrigatério acompanhar os nomes comuns
dos correspondentes nomes cientificos e a sigla do classificador quando mencionados pela primeira vez no
artigo.

Materiais e métodos

Esta secdo deve descrever de forma clara, concisa e sequencial, os materiais (plantas, animais, implementos
agricolas ou de laboratério) utilizados no desenvolvimento do trabalho, bem como os procedimentos e proto-
colos seguidos e o desenho escolhido para o tratamento estatistico dos dados.

Resultados e discusséo

Os resultados devem ser apresentados de uma forma légica, objetiva e sequencial, usando-se texto, tabelas
e figuras. Estes dois Gltimos apoios devem ser de facil leitura e passiveis de serem interpretados de forma
independente, embora devam vir sempre citados no texto. Os gréficos devem ser bidimensionais, elaborados
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em branco e preto, se valendo de percentagens de preto para representar variagdes entre colunas. As linhas
das curvas devem ir em tinta preta, tracejadas ou continuas (————— ou ) utilizando convengdes tais
como: m, [, ®, A, etc. As tabelas devem ser elaboradas com poucas linhas e colunas. As médias devem ser
acompanhadas de seu correspondente erro padrdo. A discussio dos resultados deve ser completa e exaustiva,
comparando-se os resultados com a literatura atual sobre o tépico.

Conclusoes

Esta secdo apresenta os resultados mais conclusivos da investigagdo, ou seja, aqueles que constituem uma
contribuigdo significativa para o avango da temadtica explorada.

Agradecimentos

Quando for considerado necessario, esta segdo ird apreciar aquelas contribuigbes importantes na concepgao,
financiamento e realizacdo da pesquisa: especialistas, empresas, entidades ptblicas ou privadas, e associagdes
de profissionais ou operadores.

Referéncias

Quanto as citagbes usadas para apoiar afirmagdes no texto, deve-se aplicar uniformemente o sistema autor(es)
ano. Quando a publicagdo citada tiver trés ou mais autores, mencione o nome do primeiro deles, acompanhado
pela frase latina er al. (“e outros”) ressaltada em itélica, e pelo ano (por exemplo, Garcia er al., 2003). A lista
completa das referéncias mencionadas deve ser incluida ao final do artigo. Os sobrenomes (acompanhados das
letras iniciais dos nomes) de todos os autores devem ser registrados em ordem alfabética. Ao se citarem vérias
publicagbes do(s) mesmo(s) autor(es), elas devem ser listadas em ordem cronolégica, da mais recente a mais
velha. E obrigatério incluir no final de cada compromisso do DOI (digital object identifier) e o manuscrito deve
conter pelo menos 30% de seus compromissos com este identificador. Somente fontes originais devem ser
citadas. Antecipam-se alguns casos:

* Para livros: Autor (es), ano. Titulo do livro, edigdo, editora e cidade de publicagdo, paginas consultadas
(pp. # - #). Exemplo: Taiz, L. e E. Zeiger. 2006. Fisiologia Vegetal. 4™ ed. Sinauer Associates Publishers,
Sunderland, MA, USA.

* Para capitulos de livros: Autor (es), ano. Titulo do capitulo, paginas consultadas (pp. # - #). Em: Nomes e
sobrenomes dos compiladores (comp.) ou editores (eds.). Titulo do livro, edicdo, editora e cidade de publica-
cdo. Exemplo: Engels, C., E. Kirkby, e P. White. 2012. Mineral nutrition, yield and source-sink relationships.
pp. 85-133. Em: Marschner, P. (ed.). Marschner s mineral nutrition of higher plants. 3' ed. Elsevier, Ams-
terdam, The Netherlands. Doi: 10.1016/B978-0-12-384905-2.00005-4

* Para revistas: Autor (es), ano. Titulo do artigo, nome abreviado da revista, volume (nimero), pagina. Exem-
plo: Garcia, S., W. Clinton, L. Arreaza e R. Thibaud. 2004. Inhibitory effect of flowering and early fruit
growth on leaf photosynthesis in mango. Tree Physiol. 24(8), 387-399. Doi: 10.1093/treephys/24.4.387

* Para revistas eletrénicas: Autor (es), ano. Titulo do artigo (online). Nome abreviado da revista. Volume
(ntmero), URL, data de acesso. Exemplo: Cannarella, C. e V. Piccioni. 2007. Innovation, diffusion and
territorial inertia (online). Int. J. Manag. Rural. 3, http://irm.sagepub.com/content/vol3/issue2/ in01.pdf,
acessado em margo de 2009.

* Para cita¢ées da Internet: Autor (es), ano. Titulo do artigo. Em: Nome da publicagdo eletronica, site, portal
ou pégina junto com seu URL, data de acesso. Exemplo: Arafat, Y. 1996. Siembra de olivos en el desierto
palestino. Em: Agricultura Tropical, http://agrotropical.edunet.es, acessado em novembro de 2003.
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* Para citacoes de dissertacoes em anais de congressos, simpdsios e conferéncias: Autor (es). Ano. Nome
da comunicagéo. pp # - #. Em: Titulo. Editora. Cidade, pais (se a cidade ndo for capital). Exemplo: Peet, M.
2008. Desérdenes fisioldgicos del fruto de tomate. p. 101. Em: Livro de resumos, Simposio Internacional de
Tomate en el Trépico. Sociedad Colombiana de Ciencias Horticolas. Villa de Leyva, Colombia.

* Para teses: Autor (es). Ano. Titulo. Tese de doutorado (ou mestrado). Instituigdo de ensino, cidade, pais (se
a cidade néo for capital). Exemplo: Hernandez, M. 2001. Conservacién del fruto de arazé (Eugenia stipitata
McVaugh) durante la poscosecha mediante la aplicacién de diferentes técnicas. Tese de doutorado. Faculdad
de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia.

Sistema Internacional de Unidades (SI) ou sistema métrico
A Revista Colombiana de Ciencias Horticolas requer a utilizagdo das unidades do SI.

* Os numeros sobrescritos negativos s6 podem ser utilizados com unidades do SI (por exemplo, kg ha). Nao
interrompa a notagao das unidades do SI com palavras ou simbolos que néo lhe pertencem, j& que ela con-
siste mesmo em expressdes matematicas. Quando for necessério, deve-se reordenar a expressao de forma
adequada, por exemplo assim:

P a20gL? em lugar de 20 gde P LY ou de 20 g de P/L.

O rendimento em peso seco foi de 5 g dia™!, em lugar de 5 g de peso seco dia”.
Aplicaram-se 25 g ha'! de ingrediente ativo, em lugar de 25 g i.a./ha.

Cada planta recebeu 20 g ha'! de 4gua, em lugar de 20 g H,O/ha por planta.

* A barra (/) é um simbolo que, em matematica, significa “dividido por”; em ciéncia é usada como um subs-
tituto da preposicdo “com” no sentido de “para cada” e é usado para mostrar taxas ou proporgdes. Utilize a
barra para ligar unidades do SI com aquelas que ndo pertencem a este sistema (por exemplo, 10°C/h ou 101/
vaso). Nunca use nimeros negativos sobrescritos e a barra na mesma expressdo. Se as unidades SI estiverem
juntas na mesma expressdo com unidades que nao sdo do SI, use primeiro a barra e, em seguida, a palavra
“por”. Nunca use a barra (/) ou a palavra “por” mais de uma vez na mesma frase, jd que eles sdo termos
equivalentes; por exemplo, ao expressar escovadas/dia por planta, convém re-escrever a frase: cada planta foi
escovada duas vezes por dia. Para unidades totalmente verbais, use uma barra, como em trés flores/planta ou
10 frutos/galho.

Para citar unidades baseadas em nomes, use mindscula, como em: “um siemens representa...”. No entanto,
os graus Celsius (°C) e graus Brix (°Brix) devem ser capitulados.

* Use a mesma abreviatura ou simbolo para as formas em singular ou plural de uma determinada unidade (por
exemplo, 1 kg e 25 kg). Deixe um espago entre o valor numérico e o simbolo (por exemplo, 35 g e ndo 35g).
Numa série de medidas expressadas com a mesma variavel, coloque esta ao final, como em: entre 14 ¢ 20°C
ou linhasa 3, 6 ¢ 9 m.

O estilo admitido pela Revista Colombiana de Ciencias Horticolas para algumas unidades de medida estd indicado
na tabela de abreviaturas e simbolos (ver ASHS Publications Style Manual, http://www.ashs.org/downloads/
style_manual.pdf, acessado em junho 2011; ou Revista Colombiana de Ciencias Horticolas 4(1), 2010, pp. 181-184).
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