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CARACTERIZACION MORFOGENICA DE LA VAINILLA
(Vanilla planifolia ANDREWS) PARA SU PROPAGACION”

Juan Villegas-Ramirez'™", Tomas Palma-Zuiiga®

Palabras clave: Vanilla planifolia; Biorreactores de Inmersion Temporal; multiplicacion, organogénesis.
Keywords: Vanilla planifolia; Temporary Immersion Bioreactors; multiplication; organogenesis.

Recibido: 16/02/2021

RESUMEN

Introduccion. La vainilla (Vanilla plani-
folia Andrews) es una orquidea que se cultiva
comercialmente para la produccion de vainillina,
una sustancia saborizante que se emplea prin-
cipalmente en la industria alimenticia y como
cosmético. Aunque la demanda ha motivado su
cultivo, hay poca disponibilidad de semilla vigo-
rosa y libre de enfermedades lo cual ha sido una
limitante. Se ha demostrado que los sistemas de
inmersion temporal son eficientes. Para la micro-
propagacion masiva de la vainilla, atin no se han
establecido estudios de tiempo, frecuencia de
inmersion y volumen 6ptimo en la proliferacion
de brotes en Biorreactores de Inmersion Tempo-
ral (BIT) y ademas se desconoce una ruta morfo-
génica que garantice la estabilidad genética y la
optimizacion durante el proceso de micropropa-
gacion. Objetivo. Caracterizacion morfogénica
de la vainilla (Vanilla planifolia Andrews) en
un BIT. Materiales y métodos. Se realizaron 3
experimentos, cada uno con 3 tratamientos. Para
el primer experimento, se consideraron tiempos
de 5, 10 y 15 min para los tratamientos, en el

* Investigacion producto de la Maestria en Ciencia y
Tecnologia para la Sostenibilidad, del programa de
posgrado del Doctorado en Ciencias Naturales para
el Desarrollo (DOCINADE).

Hx Autor para correspondencia. Correo electronico:
juan7villegas@estudiantec.cr

Aceptado: 08/09/2021

ABSTRACT

Morphogenic characterization of
vanilla (Vanilla planifolia Andrews) for
propagation. Introduction. Vanilla (Vanilla
planifolia Andrews) is an orchid that is
commercially grown for the production van,
a flavoring substance that is used mainly in
the food industry and as a cosmetic. Although
the demand has motivated its cultivation, there
is little availability of vigorous seed and free
which has been a limited. Temporary immersion
systems have been shown to be efficient. For
their massive micropropagation but studies of
time, immersion, frequency and optimal volume
have not yet been established in the proliferation
of shoots in Temporary Immersion Bioreactors
(BIT), furthermore, a morphogenic pathway that
guarantees genetic stability and optimization
during the micropropagation process is unknown.
Objective. Morphogenic characterization of
vanilla (Vanilla planifolia Andrews) in a BIT.
Materials and methods. Three experiments
were carried out, each with 3 treatments. For the
first experiment, the immersion time considered

1 Instituto Tecnologico de Costa Rica (ITCR), Escuela
Técnica Agricola e Industrial (ETAI), Santa Clara,
San Carlos, Costa Rica.

@ 0000-0001-9490-3507.

2 Escuela Técnica Agricola e Industrial (ETAI), Centro
de Investigacion en Agroindustria, Biotecnologia y
Veterinaria (CIABIV), Santa Clara, San Carlos,
Costa Rica.

@ 0000-0002-2862-7003.
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segundo se evaluaron 3 frecuencias en tiempos
de 6, 12 y 18 horas y en el tercero se considera-
ron 20, 30 y 40 ml/explante como volumen de
medio de cultivo. Para los diferentes tratamien-
tos se utilizaron 5 repeticiones, con una unidad
experimental de 10 explantes y segmentos de
tallo con 3 yemas axilares. El medio de cultivo
consistio en las sales de Murashige Skoog (MS)
suplementado con 1 mg.L'' de BAy 1 g.L! de
caseina. El fotoperiodo se ajust6 a 16 horas luz,
con una temperatura de 27°C+3 y una hume-
dad relativa de 80% Resultados. Se obtuvieron
diferencias estadisticas (p<0,05) respecto a los
tiempos evaluados, frecuencia de inmersiéon y
el volumen por explante. Se determiné como
mejor tiempo de inmersiéon un periodo de 15
minutos, 6 horas como frecuencia de inmersion
y 40 ml como volumen de medio por explan-
te. Al comparar la respuesta de desarrollo, el
sistema BIT super6é al medio semisolido 1,8
veces en el nimero de brotes y 4 veces en el
incremento de peso fresco. También con BIT se
obtuvieron 36 brotes por explante mientras que
en el sistema de cultivo en medio semisoélido,
se obtuvieron 20 brotes por explante. Conclu-
siones. Mediante el empleo del sistema BIT, se
optimizé el mecanismo de micropropagacion
de V. planifolia comparado con el medio de cul-
tivo semisolido en la ruta organogénica directa,
lo cual fue demostrado con la formacion de
brotes preformados y brotes adventicios.

INTRODUCCION

El género Vanilla estd representado por
un grupo de lianas que comprende 126 especies
pertenecientes a la familia Orchidacea (Damian
y Mitidieri 2020, Azofeifa-Bolafios et al. 2019,
Soto y Dressler 2010, Bory ef al. 2008). Segun
Gelski (2019). En los tltimos afios se incremento
la demanda de la vainilla a nivel mundial, sin

Agronomia Costarricense 46(1): 9-24. ISSN:0377-9424 / 2022

the treatments of 5, 10 and 15 min, in the second
experiment 3 frequencies were evaluated at
times of 6, 12 and 18 hours and in the third
experiment were considered 20, 30 and 40 ml/
explant as volume of culture medium. For the
differents treatments used 5 repetitions, with
an experimental unit of 10 explants and stem
segments with 3 axillary buds. The culture
medium consisted of Murashige Skoog (MS)
salts supplemented with 1 mg.L"! of BA and 1
g.L! of casein. The photoperiod was adjusted to
16 light hours, with a temperature of 27°C+3 and
a relative humidity of 80%. Results. Statistical
differences (p<0,05) were obtained with respect
to the evaluated times, frequency of immersion
and the volume per explant. A period of 15
minutes it was determined as the best immersion
time, 6 hours as the immersion frequency and
40 ml as the volume of medium per explant.
When comparing the development response,
the BIT system exceeded the semisolid medium
1.8 times in the number of shoots and 4 times
in the increase in fresh weight. In addition, 36
shoots were obtained per explant in BIT, while
in the culture system in semi-solid medium,
a multiplication rate of 20 shoots per explant.
Conclusions. By using the BIT system, the
micropropagation mechanism of V. planifolia was
optimized compared to the semi-solid culture
medium in the direct organogenic route, which
was proved with the formation of preformed
shoots and adventitious shoots.

embargo, la oferta del cultivo ha sido escasa y
como consecuencia ha generado precios hasta de
600 dolares por kg, aspecto de interés para pro-
ductores. Granados (2018) sefial6 que la oferta de
vainilla de Madagascar, principal pais productor
del cultivo en el mundo, disminuyd en un 38%
desde el 2017, debido a la afectacion sufrida por
el huracan Henawo.
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Sin embargo, también se deben atender
otros aspectos como su propagacion, la cual se
puede realizar tanto por el método sexual como
asexual, aunque el primero es menos eficiente,
debido a que es comun que las semillas presen-
ten un bajo porcentaje de germinacion (Yeh et
al. 2021). El método asexual o por esquejes de
tallos requiere alta mano de obra y disponibili-
dad de mas tiempo, lo cual incrementa costos
y reduce la viabilidad de este tipo de proyecto
(Azofeifa 2014). Por lo general las plantaciones
establecidas por esquejes se ven afectadas por
diversas enfermedades principalmente por la
marchitez provocada por Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae, que ocasiona necrosis de raices y
tallos (Adame et al. 2015).

Con el interés de abastecer la demanda del
cultivo, a partir del uso de genotipos de vainilla
de alto rendimiento, resistentes a Fusarium oxis-
porium f.sp vanillae (Iglesias-Andreu 2018), se
ha trabajado con técnicas de micropropagacion
in vitro o propagacion clonal bajo condiciones
controladas de laboratorio.

Se han publicado protocolos de micro-
propagacion para producir masivamente plantas
de vainilla libres de plagas y enfermedades
mediante organogénesis procedentes de yemas
axilares (George y Ravishankar 1997), asimismo
por embriogénesis somatica y organogénesis
mediante la induccién del callo (Janarthanam y
Sheshadri 2008). Otras investigaciones con téc-
nicas de micropropagacion en el cultivo in vitro
en vainilla, citan el trabajo de Philip y Nainar
(1986) en el desarrollo de terminales de raiz a
meristemos vegetativos, posteriormente, median-
te los estudios se ha identificado que el estimulo
directo de reguladores de crecimiento como la
benziladenina se han utilizado para explantes
de apices del tallo (Abebe et al. 2009, Gantait
et al. 2009, Tan et al. 2013). También la adicion
de reguladores del crecimiento como el acido
naftalenacético (NAA) y la 6-bencilaminopurina
(BAP) en el medio de cultivo MS es frecuente en
la micropropagacion de la vainilla (Murashige
y Skoog 1962). También se conoce que la utili-
zacion de aditivos como lo es lignosulfonato de

calcio (Ca-LIGN) y el lignosulfonato de sodio
(Na-LIGN) sobre la multiplicacién y regenera-
cion del cultivo a partir de brotes de V. planifolia
(Abdullah et al. 2020).

A pesar de los beneficios de la micropro-
pagacion en medios semisolidos para la obten-
cion de plantas libres de enfermedades, han
surgido limitaciones debido a la necesidad de
realizar subcultivos frecuentes cuando el medio
de cultivo se agota. Ademas, los volimenes de
medio de cultivo en medios semisoélidos son
relativamente pequefios pues han presentado
rangos entre 10 a 30 ml/explante segun el frasco
de cultivo, y mas requerimiento de mano de obra,
que a su vez genera problemas de contaminacion
por manipulacion, en conjunto aspectos por los
cuales se consider6 como alternativa, el uso de
Sistemas de Inmersion Temporal (SIT). Estos
son sistemas automatizados en medio liquido que
garantizan la oxigenacion, permiten minimizar
los costos de produccion y la contaminacion por
manipulacién; ademds proporcionan contacto
uniforme en todo el explante, aspecto que favo-
rece la sustitucion del medio de cultivo liquido
sin remplazar el frasco (Watt 2012). Sin embargo,
investigaciones realizadas con el SIT en vainilla,
no reportan respuestas morfogénicas durante la
micropropagacion y requieren ser identificadas
con el fin de optimizar los factores quimicos y
fisicos que las controlan. Y asimismo, garantizar
la estabilidad genética de las plantas obtenidas in
vitro (Alatorre 2002, Palama et al. 2010).

El SIT se ha disefiado y modificado con
la utilizacion de diferentes tipos de frascos y
diferentes mecanismos que impulsan el medio de
cultivo mediante agitacion mecanica o neumati-
ca. Los disefios de SIT fueron expuestos y des-
critos en detalle por Etienne y Berthouly (2002)
y Paek et al. (2001), Paek et al. (2005).

También la eficiencia de los Sistemas
de Inmersion Temporal ha sido motivo de una
revision de literatura por parte de Georviev et
al. (2014) quien se refirio al funcionamiento de
esos sistemas, y su diseflo tecnoldgico, mediante
ejemplos de la aplicacion de estos sistemas en
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micropropagacion de plantas tanto a nivel de
laboratorio como en terrenos para su produccion.

Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu
(2016) evaluaron 3 diferentes sistemas de inmer-
sion temporal para micropropagar la vainilla:
Biorreactores de inmersion temporal (BIT®),
Biorreactores de inmersion por gravedad (BIG)
y receptor para inmersion temporal automatizada
(RITA®). Los resultados obtenidos reportaron
mayor numero de brotes/explantes (18,00) obte-
nidos en BIT®, seguido de RITA® (12,77) y BIG
(7,83), sin embargo, esta investigacion no indico
el tiempo, la frecuencia y tampoco el volumen
de medio/explantes especificos para los BIT.
Tanto la frecuencia como el volumen de medios
usados en BIT han sido los recomendados para
su analisis por Ramos-Castella et al. (2014) para
el sistema RITA®.

Para el presente estudio en particular, se
utilizdo el Biorreactor de Inmersion Temporal
(BIT), propuesto por Escalona et al. (1999).

El objetivo fue investigar caracteriza-
cion morfogénica de la Vainilla (Vanilla pla-
nifolia Andrews) mediante un biorreactor de
inmersion temporal.

MATERIALES Y METODOS

Material experimental. Se utilizaron
plantulas in vitro de Vanilla planifolia, proce-
dentes del laboratorio de Biotecnologia del Ins-
tituto Tecnologico de Costa Rica, Sede Regional
de Santa Clara, San Carlos. Las yemas axilares
provenian de las plantulas in vitro que fueron
subcultivadas 3 veces con 30 dias de intervalo
para obtener plantulas de aproximadamente 10
cm de longitud; luego se seleccionaron como
explante los segmentos de tallo de las plantulas
in vitro conteniendo 3 yemas axilares de 5 cm
de longitud.

Medio de cultivo. Se utilizaron 2 medios
de cultivo, el primero con las sales Murashige
y Skoog 1962 (MS) solidificado con Agar (4,4
g.L ) y el segundo medio preparado para el BIT
con las sales MS carente de agar. Ambos tipos de

Agronomia Costarricense 46(1): 9-24. ISSN:0377-9424 / 2022

medio de cultivo contenian las sales y vitaminas
MS vy fueron enriquecidos con 30 g.L"! de saca-
rosa y suplementado con 1 mg.L! de bencil ade-
nina (BA), 1 mg.L"! caseina y 1 mLL"! de Plant
Preservative Mixture™ (PPM) como prevencion
al ataque de bacterias y hongos. El pH se ajusto
a 5,7 y posteriormente se esterilizé en autoclave
durante 29 minutos por litro de medio de cultivo,
a una temperatura de 121°C y una presion de 15
psi (Palma 2013).

Tratamientos para evaluar la respuesta
de vainilla en un Biorreactor de Inmersién
Temporal (BIT). Para determinar las respuestas
de la vainilla en BIT®, se realizaron 4 experi-
mentos y se selecciond el que presentd el mayor
numero de brotes durante su multiplicacion
segln el tiempo y frecuencia de inmersion asi
como el volumen de medio. Posteriormente se
evaluod la respuesta de los explantes de vainilla
mediante comparacion del sistema BIT® con
el método convencional en medio semisolido.
En cada uno de los primeros 3 experimentos
se evaluaron 3 tratamientos con 5 repeticiones
semanalmente durante 6 semanas. Los mismos
se describen a continuacion.

Experimento 1. Tiempo de inmersién.
Los tratamientos evaluados fueron: 5, 10 y 15
minutos. En esta etapa de multiplicacion, el
volumen fue de 300 ml por unidad BIT® (30 ml
por explante) como constante. La frecuencia de
inmersion utilizada como constante fue de 12
horas. Se utilizaron 10 explantes por recipiente
de cultivo, con 5 repeticiones y se evaluaron
semanalmente durante 6 semanas.

Experimento 2. Frecuencia de inmer-
sion. Se evaluaron 3 frecuencias de inmersion
para los siguientes tratamientos: cada 6, 12
y 18 horas. Se utilizaron 10 minutos como
mejor tiempo de inmersion segun los resultados
obtenidos en el experimento | y se establecio
como constante el volumen de 30 ml/explante,
10 explantes formaron la unidad experimen-
tal y cada tratamiento fue replicado 5 veces.
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Las evaluaciones se realizaron semanalmente
durante 6 semanas.

Experimento 3. Volumen del medio de
cultivo. En esta etapa se evaluaron 3 volimenes
de medio: 20, 30 y 40 ml por explante. El tiempo
y la frecuencia de inmersion se seleccionaron de
los experimentos 1 y 2, donde se cuantificaron
los mejores resultados en las variables evaluadas.
Para cada tratamiento se utilizaron 5 repeticio-
nes. La unidad experimental se conformo con 10
explantes. Las variables se evaluaron semanal-
mente durante 6 semanas.

Experimento 4. Evaluacion de medios
de cultivo en BIT vs medios solidificados. Una
vez culminados los 3 experimentos, con tiempo
de inmersion, frecuencia de inmersion y volumen
de medio, se procedi6 a realizar la comparacion
de resultados obtenidos en el sustrato semisolido
y el medio liquido en BIT, segun las mejores
respuestas de tiempo y frecuencia de inmersién
y el volumen de medio. Las variables también se
evaluaron semanalmente durante 6 semanas.

Condiciones fisicas del cuarto de creci-
miento. En los 4 experimentos la temperatura
del cuarto de crecimiento se regulé mediante aire
acondicionado a 27+3C?; la intensidad luminica
fue de 3000 lux, el fotoperiodo fue de 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad; la humedad relativa
presentd un valor de 80% en promedio.

Analisis disefio experimental. Para los 3
primeros experimentos se utilizé un disefio com-
pletamente al azar con 4 repeticiones y los datos
se procesaron estadisticamente con el sistema de
analisis estadistico SAS. Se realiz6 un analisis de

varianza (ANOVA) y los resultados se ajustaron
a una ecuacion de regresion. El cuarto experi-
mento se analizd mediante la prueba de t student
para determinar la respuesta de los explantes de
vainilla en medio semisolido de cultivo en BIT®.

Variables evaluadas. Las variables eva-
luadas cada semana y durante 6 semanas, fueron
el numero de brotes, longitud de brote (cm),
numero de hojas del brote, longitud de la lamina
foliar del brote (cm), nimero de raices, longitud
de raices (cm) e incremento de peso (g).

Histologia. Los brotes de V. planifolia se
fijaron en formaldehido: 4cido acético, alcohol,
acido acético (FAA) (1:1:8 v/v), durante 4 dias, se
deshidrataron en una serie ascendente de alcoho-
les hasta llegar a xileno y luego la infiltracion en
paraplast de Fisherbrandt™. Se cortaron seccio-
nes delgadas de 10 pm mediante un micrétomo
rotatorio (Leica RM2125 RTS). La tincion se
hizo con verde CFC y safranina para observarlos
al microscopio compuesto (Optima G302).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tiempo de inmersion tempo-
ral de los BIT en explantes de Vanilla plani-
folia. El analisis de varianza mostré diferencias
significativas y altamente significativas para las
variables numero de brotes y longitud de raices
respectivamente, evaluadas 6 semanas después
de la siembra como respuesta al tiempo de
inmersion. La mayor respuesta en el nimero de
brotes se evidencio en el tratamiento de 15 min
de inmersion con 29,14 brotes y la mayor longi-
tud de raices (20 mm) se obtuvo con este mismo
tratamiento (Tabla 1).
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Para definir el mejor tiempo de inmersion
se consideraron las variables con diferencias
significativas (p<0,05) y altamente significativas
(p<0,01) y se ajustaron a un modelo de regresion
lineal, lo que confirmo que el tiempo de inmer-
sion influye en el nimero de brotes y la longitud
de raices de vainilla en BIT®.

Adicionalmente, los frascos gemelos
(BIT®) que fueron propuestos por Escalona et
al. (1999), (Watt 2012) esclarecieron que la dura-
cion y frecuencia de inmersion constituyen los
factores mas importantes para una micropropa-
gacion exitosa, ya que influyen en la absorcion
de nutrientes y agua aspecto que también se aso-
cia a la hiperhidricidad de los tejidos cultivados
(Escalona et al. 2006).

También los trabajos de micropropagacion
en sistemas de inmersion temporal en vainilla
han sido realizados en recipientes conocidos
como RITA® con la aplicacién de 2 minutos de
inmersion y con diferentes tipos explantes tal
y como lo indican las publicaciones, Gonzalez
(2003) menciond que el uso de yemas axilares
y yemas terminales vainilla; Ramos-Castella et
al. (2014) quienes utilizaron segmentos nodales
de vainilla; Ramirez-Mosqueda ef al. (2016) uti-
lizaron “cluster” provenientes de yemas axilares
y Spinoso-Castillo (2017) iniciaron la micropro-
pagacion en sistemas de inmersion por medio de
segmentos nodales provenientes de yemas axila-
res. Un trabajo de micropropagacion en vainilla
similar a los biorreactores lo realizaron Sreedhar
et al. (2009) con “cluster” de explantes en medios
liquidos en agitacion. Se identifico que el tiempo
de inmersion utilizado en sistemas de inmersion

temporal varia de manera importante segun la
especie y del tipo de sistema de inmersion tem-
poral que se seleccionara para la micropropaga-
cion de plantas (Georgiev et al. 2014).

Para la micropropagacion de vainilla se
utilizaron 3 tipos de sistemas de inmersion
temporal a saber: Biorreactores de inmersion
temporal (BIT®), biorreactores de inmersion
por gravedad (BIG) y receptor para inmersion
temporal automatizada (RITA®) con un proto-
colo propuesto por Ramos-Castella et al. (2014),
la mayor de brotes por explante los obtuvo en
el medio de cultivo de BIT® con 18,6 brotes,
seguido de RITA® con 12,77 brotes y por ultimo
el BIG con 7,83 brotes (Ramirez Mosqueda et al.
2016). La maxima cantidad de brotes de vainilla
obtenidos en este estudio fue de 29,14 brotes
(Tabla 1) cuando los explantes fueron sometidos
al tratamiento de 15 minutos de inmersion, valor
superior al numero de brotes /explante de vainilla
obtenidos por Ramos Castella et al. (2014) (18,6
brotes/explante) con el BIT® como sistema de
inmersion temporal.

Efecto de la frecuencia de inmersion
de los BIT en explantes de V. planifolia. En el
estudio de la frecuencia de inmersion el analisis
de varianza mostré diferencias altamente signi-
ficativas para las variables numero de brotes y
nimero de hojas evaluados 6 semanas después de
la siembra. El mayor numero de brotes y hojas,
33,7 y 34,73 respectivamente se obtuvo con una
frecuencia de inmersion de cada 6 horas y decre-
ci6 conforme disminuia el contacto con el medio
de cultivo (Tabla 2).
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Las variables longitud de brotes, longitud
de ldmina foliar nimero de raices y longitud de
raices e incremento de peso fresco, no mostraron
diferencias estadisticas a las 6 semanas de eva-
luadas después de la siembra.

Resultados similares encontraron Basail
et al. (2012) al evaluar el tiempo y frecuencia de
inmersion en la micropropagacion de platano, ya
que ambas variables, influyeron en la absorcion
de nutrientes y agua con afectacion del coeficien-
te de multiplicacion y la calidad de las plantas
micropropagadas. La frecuencia de inmersion
varid segun la especie estudiada, el sistema de
inmersion temporal empleado y la ruta de mor-
fogénesis tal y como lo demuestra la revision de
Watt (2012), quien establecio las frecuencias de
inmersion entre 30 segundos cada 10 minutos
en (Eucalyptus grandis) y en sistemas RITA®
(McAlister et al. 2005) y hasta 30 minutos cada
4 horas en el cultivo de Lessertia frutescens en

un biorreactor de inmersion temporal median-
te burbujeo, B.LB®, (Shaik et al. 2010). En
las investigaciones realizadas por Ramos et al.
(2014), Ramirez et al. (2014), Spinoso-Castillo et
al. (2017), Gonzalez (2003) en sistemas de inmer-
sién tipo RITA® en Vainilla planifolia se deter-
mino una frecuencia de inmersion de 4 horas.

Efecto del volumen de medio de los BIT
en explantes de Vanilla planifolia. Una vez
determinado el tiempo y frecuencia de inmersion
se evalud el volumen de medio por explante, el
cual mostré diferencias altamente significativas
en las variables nimero de brotes, longitud de
brotes, numero de hojas e incremento de peso
fresco, evaluadas 6 semanas después de la siem-
bra (Tabla 3). Las variables longitud de lamina
foliar, nimero y longitud de raices no presenta-
ron diferencias estadisticas durante ese tiempo
de evaluacion.
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Se ha evidenciado que el volumen del
frasco y el medio de cultivo liquido estan rela-
cionados con el nimero de los explantes como
factores determinantes en la micropropagacion
en biorreactores de inmersion temporal (Watt
2012). Con los tratamientos evaluados se deter-
mind que a mayor volumen por explante mayor
es la respuesta en el numero de brotes durante
la micropropagacion de Vanilla planifolia. Los
resultados obtenidos se ajustaron a una ecuacion
de regresion que establece que por cada 10 ml de
medio de cultivo que se aumente en el BIT® se
incrementa un promedio de 5,3 brotes, 3,8 hojas
y 5,21 gramos de peso fresco con un R? de 0,75
— 0,076 — 0,65 respectivamente. La longitud del
brote disminuy6 en 0,16 cm con un R? de 0,65
segun el analisis de regresion realizado.

Estudio de comparacién de la micropro-
pagacion de Vanilla planifolia en un sistema
de inmersion temporal y un medio semisdli-
do. El estudio de respuesta de explantes en la
micropropagacion de V. planifolia por medio de
la prueba de contrastes de medias (¢ de student),
mostrd diferencias altamente significativas para
las variables nimero de brotes, nimero de hojas
e incremento de peso fresco al comparar el siste-
ma de inmersion liquido (BIT) con el de medio
semisolido durante 6 semanas. De esta manera se
comprob6 que el sistema de inmersién temporal
influy6 significativamente en la formacion de
brotes y super6 en 16 el nimero de brotes al sis-
tema de cultivo en medio semisoélido. Resultados
similares obtuvieron Bello-Bello ef al. (2014) y

Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu (2016) al
evidenciar que el cultivo de vainilla en Biorreac-
tores resultd ser mas eficiente, ya que gener6 12
brotes por explante en promedio, mientras que la
vainilla micropropagada en el cultivo en medio
semisolido solo produjo una tasa de multiplica-
cion de 7 brotes por explante.

Los brotes formados en un sistema de
inmersion temporal, tuvieron mayor superficie
de contacto con el medio de cultivo liquido este
sistema de cultivo permitié combinar la aeracion
con el burbujeo de la inmersion, ya que tomod
del medio de cultivo los nutrientes y reguladores
de crecimiento de forma mas eficiente (Ramos-
Castella et al. 2014).

El nimero de hojas fue superior en BIT®
con un promedio de 26 hojas mientras que en el
sistema de cultivo semisolido se determinaron
15 hojas. Ademas, se comprobd la influencia
del sistema liquido para la variable incremen-
to de peso fresco, ya que con un valor de 26
g increment6 en peso fresco obtenido con el
BIT® y superd los 6 g que se obtuvieron en el
sistema semisolido (Figura 1 B). Se ha demos-
trado que especies micropropagadas en el siste-
ma BIT® producen mayor cantidad de brotes/
explante cuando se comparan con el nimero
de brotes/explante obtenidos en medios de cul-
tivos semisolidos (Escalona et al. 2006). En el
caso del cultivo de la vainilla, se obtuvo mayor
cantidad de brotes en sistemas de inmersion
temporal tipo RITA® al compararlo con los bro-
tes/explante obtenidos en medios semisolidos
(Bello-Bello et al. 2014).
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Figura 1. Efecto comparativo de los sistemas BIT y el medio semisdlido. (a) nimero de hojas (b) incremento en peso fresco
(c) numero de brotes en V. planifolia, 6 semanas después de iniciada la siembra.

Respuestas morfogénicas de Vanilla pla-
nifolia y observaciones histolégicas obtenidas
en los BIT. Las respuestas morfogénicas obser-
vadas en este estudio incluyeron el estimulo de

brotes preformados, el estimulo de brotes adven-
ticios con la formacion de “cluster” y la trans-
formacion del meristemo radical en meristemos
vegetativos (Figura 2).

Figura 2. Morfologia de estructuras regeneradas a partir de explantes de V. planifolia en BIT con tiempo de inmersion de
15 min, frecuencia de inmersion de 6 horas y volumen de medio de 40 ml/explante. (a) Estimulo del brote apical
sefialado con las flechas. (b) Estimulo de brotes axilares y formacion de las raices antes de su transformacion en
meristemos del brote. (c) Transformacion de meristemos de raiz en meristemos vegetativos a partir de una masa
de tejido meristematico (d) Estimulo de brotes adventicios que inician la formacion de “cluster” y se demuestra la

cantidad de brotes y biomasa alcanzada.
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En los brotes de vainilla que produje-
ron raices se evidencio la transformacion del
meristemo radical a meristemos vegetativos a
través de la ruta organogénica directa detectada
mediante la histologia. En esta investigacion,
no se observaron estructuras que mostraran una
ruta bipolar.

El sistema BIT® favorecié la formacion
de estructuras denominadas “cluster” cuyo ana-
lisis histologico mostré6 una ruta organogéni-
ca (Figura 3) u organogénesis de novo segin

Sugiyama (1999), en un proceso de desdife-
renciacion de células y su reorganizacion en la
division celular, con la formacion de primordios
y meristemos de o6rganos especificos. Los brotes
y raices de las plantas conservaron las funciones
meristematicas, aun si se eliminara parte o todos
sus meristemos de la raiz o del tallo; ademas, las
células vegetales de tejidos u o6rganos diferencia-
dos tienen la capacidad de producir nuevos bro-
tes y raices laterales a través de la organogénesis
(Zhang et al. 2018, Tkeuchi et al. 2016).

Figura 3.

Analisis histologico de rutas morfogénicas en V. planifolia como respuesta a sistemas de cultivo BIT con tiempo de

inmersion de 15 min, frecuencia de inmersion de 6 horas y volumen de medio de 40 ml/explante. (a) Formacion de

estructuras organogénsis que conducen a la formacion de “un cluster”, (b) Grupo de células meristematicas orga-

nizadas y diferenciacion de multiples estructuras a partir de meristemoides localizado en la parte distal de la raiz 6

semanas después de la siembra en un BIT®.

Las rutas morfogénicas de V. planifolia
observadas en los BIT®, se desarrollaron en
medio de cultivo que se suplement6é con BA como
citocinina en una concentracion de Img.L"! y la
biomasa cuantificada como incremento en peso
fresco y formacion de brotes en presencia de BA
en el medio de cultivo que presume ser uno de los
factores determinantes en la formacion de brotes
preformados, y en el estimulo de brotes adven-
ticios en V. planifolia. El estudio de Alatorre

(2002) evidencidé que la presencia de BA en el
medio de cultivo, interviene en la organogénesis
in vitro de Vainilla tanto en brotes axilares como
en terminales de raiz.

Respecto a la morfologia de estructuras
regeneradas a partir de explantes de V. planifolia
en BIT® como respuesta al tiempo de inmersion,
frecuencia de inmersion y volumen de medio de
cultivo se evidencid que se siguieron la ruta de
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organogénesis directa, que estimulo la formacion
de brotes preformados y de brotes adventicios
tanto a partir de yemas axilares como de las
terminales de raiz. Por su parte, la ruta organo-
génica en los explantes sembrados, inicié con el
desarrollo del brote apical y posteriormente con
el de los brotes axilares. Las raices formadas
presentaron engrosamientos en el meristemo a
través de una transformacion de los meristemos
radicales en meristemos vegetativos visibles una
semana después de la siembra. Otra respuesta
organogénica observada en los explantes de
vainilla fue la formacion de brotes adventicios
organizados que se conformaron en “cluster”
(Figura 2).

El analisis histologico de las estructuras
obtenidas, evidenciaron a través del vinculo de
bandas procambiales, a la ruta organdgenica
como la respuesta de los explantes de V. planifo-
lia en los BIT empleado para su micropropaga-
cion (Figura 3).

En la misma figura se observa el corte
longitudinal de la terminal de la raiz engrosada
presento diferenciacion de multiples brotes a par-
tir de meristemoides formados en la parte distal
del extremo de la raiz presente. Estos resultados
coinciden con el estudio realizado por Philip y
Nainar (1988) en medios semisdlidos, quienes
sefalaron que las respuestas de transformacion
de meristemos radicales a meristemos vegetati-
vos en V. planifolia, solo se manifiesta en raices
nuevas en interaccion del corte realizado y la
interaccion con auxinas enddgenas, al centro de
quiescencia a la formacion de brotes y raices en
estas terminales de raices.

Asimismo se constatdé que la ruta morfo-
génica directa obtenida, garantiza la estabilidad
genética esperable del material micropropagado,
ya que reporto altos niveles de variacion soma-
clonal durante la regeneracion de callos en V.
planifolia (Divakaran et al. 2015, Ramirez-Mos-
queda e Iglesias-Andreu 2016), que es util cuan-
do se requiera promover la diversidad genética en
V. planifoliam, sin embargo, no es recomendable
cuando se necesite material genético con motivos
comerciales. Otro aspecto es que los subcultivos
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analizados en laboratorio mostraron afectacion
en su estabilidad genética, pues se evidencid
que los 6 a 10 subcultivos de vainilla in vitro
con un medio suplementado con 8,86 uM BAP,
mostraron variacion genética (Pastelin Solano et
al. 2019).

Por medio de la investigacion se observo
que la trasformacion de los meristemos de raiz
en meristemos vegetativos; ocurrid en presencia
de benciladenina y caseina hidrolizada en un
medio de inmersion temporal muy similar a lo
descrito por Philip y Nainar (1988). Ademas, el
uso de benciladenina en el medio de cultivo para
la transformacion del meristemo radical en vege-
tativo coincidio con los resultados obtenidos por
Alatorre (2002), quién sefial6 efectos de la benci-
ladenina sobre la velocidad de desintegracion de
la caliptra y formacion de estructuras vegetativas
en las terminales de raiz.

Se evidencio la eficiencia de los BIT® en
la micropropagacion de V. planifolia 'y se estable-
ci6 la ruta organogénica directa con la formacion
de brotes preformados y brotes adventicios, lo
cual lo que garantiza su estabilidad genética
(Divakaran et al. 2015, Ramirez y Iglesias 2015),
ademas la eficiencia mostrada con los BIT
comparado con el medio de cultivo en medio
semisolido ofrece una nueva opcion para la
micropropagacion de esta orquidea a gran escala.

Finalmente se reporta que esta investiga-
cion, es el primer informe de organogénesis de
Vanilla planifolia evidenciado mediante histolo-
gia y obtenida en este estudio de BIT® con un
tiempo de inmersion de 15 min, frecuencia de
inmersion de 6 horas y volumen de medio de 40
ml/explante, que ha presentado diferencias signi-
ficativas en nimero de brotes, numero de hojas
e incremento de peso fresco en comparacion con
el medio semisolido.
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RESUMEN

Introducciéon. Es poca la informacion
sobre concentracién foliar de nutrimentos en
especies forestales en Centro América. Se hace
necesario desarrollar conocimiento que permita
manejar de manera satisfactoria la nutricion de
estos cultivos. Objetivo. Definir los niveles “nor-
males” de concentracion foliar al eliminar los
valores atipicos fuera del rango de variacioén con
un valor central entre el primer y tercer cuartil
en histogramas de distribucion de frecuencias de
especies forestales. Materiales y métodos. Con
material foliar de especies forestales de Costa
Rica, Panama, Guatemala, México y Colombia
se confecciono una base de datos con 3566 entra-
das con la que se prepard otra mas pequeia para
los analisis de las especies que se estudian en
el presente documento, provenientes de 3 pisos
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ABSTRACT

Foliar nutrient diagnosis of nine
tropical forestry species from three altitudinal
belts of Central America. Introduction. Foliar
nutrient concentration in forestry species of
Central America is scarce. There is need to
develop data to help in satisfactory handle
nutrition of these crops. Objetive. To define
“normal” foliar levels of nutrients considered
as those that after eliminating atypical values
in a histogram remain in the first and third
quartiles of a normal frequency distribution of
data available. Materials and methods. Foliar
samples of forestry species collected in Costa
Rica, Panama, Guatemala, México and Colombia
were analyzed and data were used to conform
a data base with 3566 entries, a subset of
data was prepared to generate the information
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altitudinales. Se calculd la mediana de valores
de nutrimento para toda la poblaciéon como base
para determinar las desviaciones estandar y sus
valores normales de concentracion de N-P-K-
Ca-Mg-S-Fe-Mn-Zn-B-Cu-Al-Na. Resultados.
Los resultados fueron una primera aproximacion
sobre la concentracion foliar porcentual total en
funcién del crecimiento de 9 especies forestales
en los pisos altitudinales Tropical Himedo-Muy
Htimedo (4,23-6,77%), Tropical Estacionalmente
Seco (4,65-6,05%) y Premontano (5,83-9,36%).
Son significativamente afectados por el piso
altitudinal la concentracién de Al en los pisos
Tropical Himedo-Muy Humedo y el N en el Tro-
pical Estacionalmente Seco. La distribucion en
porcentaje de las principales especies forestales
estudiadas fue C. alliodora (9,36), V. guatema-
lensis (6,77), C. odorata (6,58), G. arborea (6,05),
P. quinata (5,91), A. acuminata (5,83), V. ferrugi-
nea (4,81), T grandis (4,65) y T. amazonia (4,23).
Conclusiones. En los pisos Tropical Humedo-
Muy Humedo la presencia de V. guatemalensis y
V. ferruginea mostré elevados valores en mg.L"!
de Al (13 470-22 172)>B(112-130)>Na(401) y por-
centuales de P(0,54-0,68). La especie 7. amazo-
nia presenta concentraciones porcentuales altas
de P(0,59)>B(164)>Cu(46) en mg.L'\. En el bos-
que Tropical Estacionalmente Seco ninguna de
las especies estudiadas (G. arborea, T. grandis
y P. quinata) presentd concentraciones elevadas
de ningun elemento de los estudiados. En el piso
Premontano se encontré valores porcentuales
elevados de N(3,57)>K(1,13) en A. acuminata,
en C. alliodora de N(3,45)>Ca(3,29)>K(1,24)>
Mg(1,02) y en C. odorata de N(3,22).

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas asociados
al manejo de la nutricion de bosques y plantacio-
nes forestales en regiones tropicales consiste en
encontrar métodos de diagnostico que faciliten
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for the 9 species considered in the present
document obtained from 3 altitudinal belts.
Analyses performed included N-P-K-Ca-Mg-
S-Fe-Mn-Zn-B-Cu-Al-Na. Results. Information
presented is the first approximation about foliar
total concentration of nutrients of nine forestry
species in Central America growing in the
Tropical Humid-Very Humid (4.23-6.77%),
Tropical Seasonally Dry (4.65-6.05%) and
Premontane (5.83-9.36%) altitudinal belts. Foliar
concentrations of Al in the Tropical Humid-
Very Humid and N in the Tropical Seasonally
Dry were particularly large. The percentage of
main forestry species analyzed was distributed
as C. alliodora (9.36), V. guatemalensis (6.77),
C. odorata (6.58), G. arborea (6.05), P. quinata
(5.91), A. acuminata (5.83), V. ferruginea
4.81), T grandis (4.65) and T. amazonia (4.23).
Conclusions. The presence of V. guatemalensis
and V. ferruginea in the Tropical Humid-Very
Humid belts affected foliar concentrations to high
values (mg.L") of Al (13 470-22 172)>B(112-
130)>Na(401)>P(0.54-0.68%) and that of T.
amazonia the concentrations of P(0.59%), B(164
mg.L "), and Cu@6 mglL"). In the Tropical
Seasonally Dry Tropical Forest none of the
species studied (G. arborea, T. grandis and P.
quinata) showed high foliar concentrations of any
element. Foliar values found for N(3.57)>K(1.13)
in A. acuminata, of N(3.45)>Ca(3.29)>K(1.24)
>Mg(1.02) in C. alliodora, and of N(3.22) in C.
odorata in the Premontane belt were considered
as high.

determinar cuales son los factores nutricionales
que en mayor medida limitan su productivi-
dad (Alvarado y Raigosa 2012). Segtin Lavender
(1970), aunque el inicio del analisis quimico de las
plantas en 1804 se atribuye a Sausure al demostrar
que el contenido de cenizas en los 6rganos de las
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plantas varia entre especies, su edad, 6rgano a
analizar y el suelo sobre el que crecen, no es sino
hasta en 1905 cuando Hall sugiere la utilizacion
de esta practica como guia para la toma de deci-
siones en la fertilizacion de cultivos.

Veinte afios después se inicia la inves-
tigacion para establecer estandares de compa-
racion mejorando las tecnologias de anélisis
para estudiar el contenido de nutrimentos y
se conforman 2 grupos de investigadores, los
que preferian el analisis de muestras secas o
el de material fresco para evitar pérdidas de
algunos elementos por volatilizacion. El mismo
Lavender (1970) cita que de las primeras déca-
das del siglo XX se conocen pocos estudios
sobre el analisis de plantas, mencionando como
sobresalientes los de Mitchell (1934) y Leyton
(1948) como pioneros en la identificacion de
contenidos foliares y hasta de mantillo del suelo
para establecer niveles de deficiencias, criticos
y de consumo de lujo para algunas especies de
coniferas de zonas templadas.

Aunque hoy en dia el analisis foliar es
un método de diagnodstico de requerimientos
nutricionales bien establecido en agricultura y
horticultura, su empleo es menos frecuente en el
sector forestal donde se considera debe emplear-
se en combinacidon con otros procedimientos que
permitan identificar el porqué de los niveles de
insuficiencia y la manera de remediar el pro-
blema nutricional (Driessche 1974). Entre los
métodos disponibles, el andlisis de tejidos vege-
tales tiene relevancia al considerar en su empleo
aspectos como los procedimientos de extraccion
de nutrimentos en el laboratorio, la definicion del
organo (tejido) a analizar y la escogencia de los
arboles a muestrear (Smith y Loneragan 1997).

El analisis foliar es un instrumento que
permite determinar la concentracion total de los
nutrimentos en las aciculas y hojas de los arboles
de manera rapida y asi comparar los valores obte-
nidos en diferentes partes del mundo por muchos
investigadores (Binkley 1986, Drechsel y Zech
1991). Evans (1979) y Smith y Loneragan (1997)
consideran que a pesar de las variaciones de la
concentracion foliar encontradas entre especies,

es con esta informacion que se trata de esta-
blecer el estado nutricional de las plantaciones,
para diagnosticar y predecir posibles trastornos
de nutrimentos que se cuantifican para reponer
los extraidos, en este caso por explotacion de la
madera. Varios autores (Drechsel y Zech 1993,
Lugo et al. 2012, Alvarado 2015) mencionaron
que los valores de concentracion de los nutri-
mentos en el tejido foliar varian principalmente
en funcion de la especie, las condiciones de sitio
(p.e. la variacion altitudinal), el manejo silvicul-
tural y en menor grado por la edad de los siste-
mas forestales, la variacion introducida durante
el muestreo de los tejidos y la relacionada con el
proceso de analisis a nivel de laboratorio (Corra-
les et al. 2005).

El efecto del componente genético es decir
la especie, subespecie, variedad, procedencia,
genotipo, clon o hibrido (Ballard 1984, Board-
man y McGuire 1990, Drechsel y Zech 1991,
Lehto et al. 2010) es muy utilizado en proyectos
de mejoramiento genético donde se han obser-
vado diferencias en la concentracion de ciertos
elementos para distintas etapas de crecimiento,
clase diamétrica (edad del arbol), desarrollo y
posicion del tejido foliar en la copa del arbol, la
distribucion de la biomasa de raices en el suelo, la
posicion de las hojas en la copa, la caida del folla-
je, la autopoda, el estado fenologico del arbol y la
edad del follaje (hojas jovenes, maduras o viejas).
En bosques inundables de la Amazonia Brasilera
se ha encontrado que las hojas viejas son mas
ricas en Ca y Mg que las hojas jovenes, que a la
vez son mas ricas en K y a menudo en N, P y Na.
Ademas, los contenidos foliares de las especies
son mas elevados en ecosistemas con suelos y
rios a su alrededor altos en Ca, Mg y Na (Klinge
et al.1983, Klinge 1985).

Desde el punto de vista altitudinal las
especies comparadas del piso Premontano
presentan las mayores concentraciones folia-
res acompaiadas de una capacidad de absor-
cion reducida, aspectos relevantes en proyectos
de reforestacion para conservar y mejorar el
ambiente. Pregitzer y King (2005) indican que
desde el punto de vista nutricional la capacidad
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de absorcion de nutrimentos, decrece con la
altura del sitio debido a (i) la reduccion de la
tasa de fotosintesis causada por un aumento
de la nubosidad y la baja radiacion solar, (ii) la
disminucion de la temperatura y menores tasas
de respiracion y transpiracion a mayor elevacion
y (iii) una menor disponibilidad de nutrimentos
causada por la baja temperatura y bajos valores
de pH que reducen la tasa de mineralizacion de
residuos. Tanner ef al. (1998) mencionan que la
baja tasa de crecimiento de la vegetacion en el
Bosque Tropical Montano se debe a la reducida
disponibilidad de nutrimentos y que a mayor alti-
tud el contenido foliar de N disminuye, losde Py
K a menudo disminuyen y los de Ca y Mg no pre-
sentan ninguna tendencia definida. Sin embargo,
la informacién disponible sobre una reduccion
del contenido foliar de P en la montaiia alta no
es concluyente y mas bien confirma la evidencia
de bajos niveles de N (Kitayama y Aiba 2002,
Soethe et al. 2008).

Por medio del analisis foliar se han iden-
tificado especies arbdreas y lefiosas hipertole-
rantes o hiperacumuladoras de metales pesados
(Baker y Brooks 1989, van der Ent et al. 2013,
Leitenmaier y Kiipper 2013), de importancia en
proyectos de fitoremediacion y como fitomina-
doras (Rascio y Navari-Izzo 2011). La definicion
de plantas hiperacumuladoras de uno o varios
elementos se puede estudiar en los trabajos de
varios autores quienes han descrito relaciones
entre la disponibilidad de elementos en el suelo
y los absorbidos por los arboles y especies o gru-
pos de especies de plantas (Chernery y Sporke
1976, Haridasan 1982, Breulmann et al. 1996,
Ma et al. 2005, Fernando et al. 2009).

Entre las condiciones de sitio que pueden
afectar la concentracion foliar de los nutrimentos
se incluyen la pendiente y la elevacion del terre-
no, la temperatura del sitio, la pedregosidad, la
condicion de drenaje, la profundidad y la fertili-
dad del suelo, el reciclaje de los nutrimentos, la
variacion y duracion de la estacionalidad climati-
ca (diaria, anual e interanual) que define la época
de muestreo (p.e. caida de follaje, floracion,
fructificacion, etc.), la cantidad y distribucion
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de la lluvia que adiciona y lava nutrimentos, la
luminosidad y la frecuencia e intensidad de las
quemas y la frecuencia de inundaciones (Alva-
rado 2015). Los factores mencionados a su vez
influyen sobre el nimero de arboles a plantar
por unidad de superficie, la variacion natural
entre los arboles individuales de la plantacion, la
poda, el raleo, el control de malezas, la sanidad
del rodal, las quemas y la adicion de enmiendas
como fertilizantes y cal, la variacion de produc-
cion de biomasa, la acumulacién de nutrimentos
y la produccién y reciclaje de residuos en bos-
ques nativos y plantaciones forestales.

Por la relevancia ambiental y la socio-
econdémica en términos de ingreso de recursos
a las familias y empresas, de mantenimiento de
ecosistemas y la recuperacion de tierras degrada-
das, en el presente trabajo se consider6 estudiar
la dinamica de nutrimentos en el tejido foliar de
especies de los pisos Tropical Estacionalmente
Seco, Tropical Himedo-Muy Himedo y Premon-
tano de Costa Rica, con 3 especies de cada piso
altitudinal previamente descritas por Alvarado
y Raigosa (2012). Se enfatiza en presentar la
informacion existente sobre analisis foliares y su
interpretacion basandose en resultados obtenidos
con muestras foliares de plantaciones y bosques
naturales en Costa Rica, con la incorporacion de
otras de Colombia, Panama, Guatemala y Méxi-
co segun su disponibilidad. El principal punto de
referencia para comparar los valores encontrados
lo constituye el trabajo de Drechsel y Zech (1991)
y anivel centroamericano los de Gonzalez (1996)
y Alvarado et al. (1997).

MATERIALES Y METODOS

La informacion utilizada en el presente
trabajo proviene de estudios propios realizados
en Costa Rica y Panama y por otras personas
autoras en Guatemala, México y Colombia para
las especies Alnus acuminata (jaul o aliso),
Cedrela odorata (cedro amargo o spanish-
cedar), Cordia alliodora (laurel), Gmelina arbo-
rea (melina, yemane o gamar), Tectona grandis
(teca o teak), Terminalia amazonia (roble coral



ALVARADO-HERNANDEZ et al.: Diagnostico foliar en especies forestales

o amarillon), Vochysia guatemalensis (cebo,
mayo, chancho o yemeri), Vochysia ferruginea
(botarrama, mayo colorado, chancho colora-
do) y Pachira quinata (pochote, ceiba roja o
saqui-saqui). Basados en dicha informacion
se confeccion6 una base de datos con 3566
valores de concentracion foliar, provenientes
de 61 familias, 130 géneros y 203 especies.

29

Luego se calculd la mediana de valores para
toda la poblaciéon y nutrimento como base para
determinar las desviaciones estandar y con ellas
los valores normales de concentracion en un
subgrupo de muestras mayor a 18 de cada una
de las 9 especies comparadas con resultados de
analisis foliares para N, P, K, Ca, Mg, S, Fe,
Mn, Zn, B, Cu, Al y Na (Tabla 1).
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Metodologia de muestreo. El tejido foliar
analizado proviene de varios muestreos realiza-
dos durante la confeccion de trabajos de gradua-
cion de estudiantes de Licenciatura, Maestria y
Doctorado en Costa Rica, Panama, Guatemala,
Colombia y México (p.e. Chaves-Corea 2021,
Chacon-Madrigal ef al. 2018). También incluye
muestras tomadas en fincas y bosques del Tro-
pico Himedo, Muy Humedo y Estacionalmente
Seco por investigadores de la Universidad Nacio-
nal de Costa Rica en todo el pais (Fonseca et al.
2016) durante 1999 y 2015. Las muestras provie-
nen de sitios principalmente a menos de 2500
msnm con regimenes de temperatura isohiper-
térmicos y de humedad perudico, udico y tstico.
En los muestreos de siguid las normas descritas
y recomendadas para cada especie previamente
descritas por Alvarado et al. (1997).

Analisis de laboratorio. Las muestras de
Costa Rica y Panama se analizaron por P, Ca,
Mg, K, S, Fe, Mn, Cu, Zn, B, Na y Al en los
laboratorios de Suelos y Foliares del Centro de
Investigaciones Agronomicas de la Universidad
de Costa Rica en un aparato de espectrometria
de emision modelo ICP OES Perkin Elmer Opti-
ma 8300 con la metodologia descrita por Kalra
(1998) y la concentracion de N mediante combus-
tion seca en un analizador Elementar Rapid N° 3.
Las muestras de otros paises se analizaron por

métodos similares descritos en los trabajos de los
autores que permitieron su utilizacion.

Analisis de los datos. Se aplico estadistica
descriptiva con los datos de la cantidad de indivi-
duos, medianas, desviaciones, errores estandar y
rangos por elemento, asimismo, se calculo el valor
intermedio por especie y por elemento. Para la
estimacion del rango de concentracion foliar inter-
medio, se calcul6 el primer (25%) y tercer cuartil
(75%) de cada elemento por especie, considerados
como los valores minimo y maximo del rango
intermedio. Las especies forestales que se clasifi-
can como acumuladoras de elementos son aque-
llas que poseen en la concentracion foliar de uno
o varios elementos y con las hiperacumuladoras se
presentan de rojo en los Tablas 2, 3 y 4, medianas
entre el percentil el 80% y el 95% de la poblacion
total. Aquellas especies en las que la mediana de
la concentracion foliar de uno o varios elementos
se encuentra por arriba de la mediana global en
mas de 2 deviaciones estdndar (mayor al percen-
til 95%) se clasifican como hiperacumuladoras.
Todas las especies cuya concentracion foliar de
elementos se encuentren entre los percentiles 25
y 80 se consideran como especies generalistas. En
todos los casos los valores de todos los elementos
se presentan en tablas, ordenados por especie y
por concentraciones de mayor a menor, segun
algunos niveles internacionales considerados altos
para la mayoria de las especies.

Agronomia Costarricense 46(1): 25-45. ISSN:0377-9424 / 2022



AGRONOMIA COSTARRICENSE

32

“BINJRIANI] ] Ud sopelrodar orpawold I0[BA OWOD OPIUIGO 0ONLID [JAIU 2 A UQIORT)
-U2oU09 9p ONqUIE [2 (L 00-SZ00) [111eNIIAUI O[RAIIUI [0 ‘(FH) Jepur)Isd J011d [9 ‘0Fuel [d ‘() Tepue)Isd UQIOBIASIP B[ ‘BUBIPIW ] (U) BI)SoNW op ouewe) [ BJuasaid og

pu 4 pu pu @ pu pu pu pu pu pu pu W'l 001110 [0AIN
8¥1-0C  ¥T-§S Ob-LT  TL-¥1  LLI-%T +S€-0S T98-01 #00—C00 €0-10 +T—-L0 +T—-10 S8T1-%0 Se¢—L1T [®10} O)IqUIY
A«.:-a«hoa: 14| oﬂv DIDAOPO V]IAPI))

LL-0v 8—¢ IP-6C  9¢-CC Iv-LT  0IT-¥8 89-v€ €0-C0 €0-20 IT-+0 €0-C0 ST-IT #e¢—LT SLOO-ST00O
8Tl L0 61 €1 or Ssl ¥'6 800°0 S00°0 £50°0 110°0 #01°0 #80°0 a9
L1T 0T 96 |84 L91 96 0LI €10 81°0 65°1 0 69°¢ 6ty oguey

LS 9 Sl 01 43 73 |87 ¥0°0 ¥0°0 o 60°0 #8°0 89°0 ada

LS 9 123 €€ €€ 901 Ly ¥T0 ¥T0 850 81°0 01°C e BURIPIA

0T $9 S9 LS S9 6T 61 1T S9 S9 S9 S9 S9 u
Ac:-:awo 0a=umo.~nv DIDAOPO D]2API))

pu 1 pu pu 9¢ pu pu pu S1°0 pu pu pu ¥'T 001110 [OAIN

0T€-LE  SL-01 0L-¥1 ¥9 - 61 LL-9  €€T-¢€T pu €0-20 LO-T10 9T-¥0 +I1-10 9T-10 €€-91 [€30} O}IqUIY
A&.:-aﬂhwu: 14| v—wv QLQ%Q.QNQ aw\keb

68C-66  8I-¢€I €E—€C  8€-9C 09-2¢ €61-C7C1 €9-9¢ €0-C0 <TO—10 €1-0T IT-60 9€¢—8CT Le¢—1I¢ SL'OO-ST00
o34 80°0 60 91 8C 111 LTl 600°0 €00°0 S€0°0 020°0 $01°0 LS00 CEl
LT w@ 0T S YL 91¢ 88 620 80°0 01 150 €6°C 16°1 oguey
811 S 9 01 81 T 1€ 90°0 200 €20 €10 L9°0 LEO aa
SeT Sl LT €€ ot 91 8 81°0 SI°0 vl T0°1 8T°¢ Sh'e BURIPIIN

9 W w w w w 9 w w w w w w u
Ac::—awo ®~=0wo.=~v pAopoijv vIpLo))

@ﬁ _uﬁ —uﬁ —u: —u: UE UE ﬁc UG UG UG UE _uc ooﬁfo ~®>MZ

pu 65-01 0S-0C  08-61 #I0I-CI +0¥-8% pu T0—10 S0-10 ST-T0 +0-10 ¥1-T0 tv—61 [€30} O}IqUIY
Aﬂh-:a.-eu_— 14| eﬁv vpununoY Snujy’

68¢-91  TT-LI 6£-6C 61Tl 1S-6C 88-99  L01-99 TO-10 €0-C0 €1-0T1T €0-20 90-+0 6¢-€6 SL'OO-ST00
Py 0 S0 ¥0 €1 8¢ 0! £00°0 £00°0 2100 £00°0 800°0 8€0°0 a4
0€S S¢ s 9S LET 34 931 €0 Two LTT ST0 990 09°¢ oguey
161 9 6 L €T S9 w S0°0 90°0 170 #0°0 S1°0 $9°0 aa
S91 61 €€ Sl 6¢€ 9L LL 61° 820 eIl 81°0 9t°0 LS'E BURIPIA]

1€ 86¢ 662 00€ 86¢ 66¢ 91 00€ 00€ 96¢ 00€ 66¢ 00€ u
Ac::—awo 3:0%«.:5 vpuIUNOY SNUjy
R % S0oNSIPRISH
v ny q uz uN ek BN S d 3 SN o) N ’

"BOIY 150D 9p ourjuowdid [edrdoiy anbsoq [op viv.Lopo ) K viopop D ‘DipurunO *p $a100dsd S| 9P SOIUSWSR0IINW A SOJUSWLIINUOIOLW OP JBI[0) OPIUSIU0))

‘T elqeL

Agronomia Costarricense 46(1): 25-45. ISSN:0377-9424 / 2022



33

ALVARADO-HERNANDEZ et al.: Diagnoéstico foliar en especies forestales

"BINJRISN] B[ US sopelrodar orpauwrord IO[EA OUWIOD OPTUA}QO OJNILIO [QATU [d A UQIOBIIUAOUOD dp OJIqUIE [0
“(SL00-SZ00) [1IBNIIdUL O[BAINIUI [ ‘(H) JepuLIS? JOLId [d ‘03uel [ ‘(F(J) JepueIsd UQIJBIASIP ] ‘eUBIPIW B[ (U) BIISonW Ip oyewe) [ vIudsaid og

pu pu pu pu pu pu pu pu 60°0 pu pu pu SOl 0013LID [QAIN.

0SI - 01 ST-v  0b-0I  0£—9 0SE-0F 00I-0€ 08-0 CO-10 €0-10 #+1-S0 €0-10 LT-S0 IT-IT [e301 0JIqUIY
Aﬂ‘:-«ﬂhea_— 14| oﬁv QN=QN§§§ Q.Qas‘.:&xm.h

98 - 9¢ 6S-+¥€  11T-€01  1T-91 TI-8  vOI-1S  66-Sv  TO—10 L0-S0 €0-C0 S8T-IT T0-10 S8T-9T SL00-5T00

LS € A ! ¥0 99 LL £00°0 9200 6000 990°0 L000 620°0 44

9L1 0L 9t YL Sl €81 6CC 710 L8°0 920 €0°C ¥T°0 LOT oguey

ot L1 01 01 € 8y S 200 61°0 900 0r°0 S0°0 12°0 aa

19 9% ¥91 81 01 08 9L 710 650 €20 811 01°0 L1 BUBIPIIN

0S S 43 SS S €S 6t s ¥S €S ¥S s €S u
(o1pn3$d duasaad) viuozvwp vyPUIMII]

HE ._u: _u: Uc _u: U: @c @s ﬁs ._u: _u: U: U: Oo_ufo _m>_z

00061-00011 ST-¥ OF-0l  0€-T 00S-0F 00¥-0S 08-S CTO—-10 TO-10 S0-C¢0 ¢€0—-10 CTI1-S0 0T-I1 [e10) 0)IquIy

(eanyead)i| e[ Ap) voursn.iiaf visdysro

6VEPI-809CI IT-L1  €L1-68 91-01  SI-0I 8CI-TOI $8-T9 TO-I0 OT-60 <TO—-10 80-90 €0-CT0 6T-9T SL0O-ST00

S°098 LT I'vC Tl €1 8701 €8 L00°0 1600 110°0 900 810°0 PI1°0 a9

8106 91 ¥9¢ 4! €l 8LL 9% $0°0 LLO 01°0 L0 AN} eel o3uey

1cLe 9 9L ¥ ¥ SI¢ 61 10°0 620 ¥0°0 S10 90°0 9¢°0 lel

0Ly €1 61 0€1 €l it 801 08 $1°0 890 ST°0 L9°0 01°0 0LT BURIPIN

01 S 01 01 01 6 S S 01 01 01 01 01 u
(01pn)s3 duasaad) vaursn.riaf visdyo0,q

HE .D: w: Uc _uc U: @c @s ﬁc _u: _uc w: w: OOECU _o>_z

00062-000F OI-T SS-SI  #v-01  0TE0S  #8E-+¢ pu €0-10 T0-10 ST—-€0 S0-CT0 9T1T-90 TE€—-C1 1810} 0JIquIy

(eanyead)i| ©j ap) sisuajpuiaypns visdyso,

826 ¥C-66061 TE-0T 0SI-LL L1-TI 8-S S9I-79 Tepl-L8 €0-TO0 OT—-%0 +0—-€0 I'1-80 <TO-I10 $T—-TT SLOO—-ST0O

0°08% Tl 6 80 €0 ¥Tl 80T 900°0 950°0 0100 L£0°0 900°0 6£0°0 a4

¥09 S1 It 9y L€ 8 S09 9¢€€ LT0 SS°l €0 w1 L0 0€°1 o3uey

8ILE 6 1L 9 4 96 9¢6 S0°0 €70 800 620 S0°0 0€°0 aa

L e 9T 41t vl 9 06 10% 120 $$°0 €0 ¥6°0 01°0 LET BURIPIN

09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 u

(o1pn3sd duasaad) sisuajpuiaypns visdysro,
15w SOdNSIPE)SH
vV ny q uz U o eN S d pl SN e} N o

AnJN £ opawny [eordoi], anbsoq [op viuozowp K vourdn.iaf 4 ‘sisuapuiaipng ‘4 $102dsd SB[ AP SOIUAWD[0IJIW A SOJUIWILIINUOIILUW AP JBI[0] OPIUIUO))

"BOTY ©}S0)) 9P opawiny

‘¢ BlqeL

Agronomia Costarricense 46(1): 25-45. ISSN:0377-9424 / 2022



AGRONOMIA COSTARRICENSE

34

"BINJRIDN] B UL sopejrodar orpowold Io[eA OWOD OPIUSIO 0INLID [ATU [d A UQIOBIIUSIUOD

op oyquie 2 “(£00-SZ00) [IBNOIANUT O[RAIQIUT [ “(FH) JepPuLISe I01Id [0 ‘oSuel [ ‘(F(I) JepuL)SO UOIOBIASID B[ ‘BUBIpOW B[ ‘(U) BIISONW Op oukwe) [d ejudsaold og

pu pu pu pu 01 pu pu pu 920 pu ‘1 0T pu 091110 [OAIN

pu 0z — €I pu 12- ¥l 8L-¥1  €9T-0L pu pu €0-20 ST-L0 S0-¢0 LT—-80 8T-TT [€10} ONIqUIY
(eanyead)iy e[ ap) vavuinb va1yovg

98 - ST -9 81 - 1 €8- LT €-0C  €01-0L 86-¢€ CTO-I10 €0-C0 60-L0 +0-€0 0T—9T1 LT-€T SL0O-ST00

¥°61 9°0 S0 6'C 'l 18 9 L00°0 900°0 810°0 600°0 w00 $€0°0 EEl

981 1T 1€ 43 L 19¢ 08¢ 600 LT0 160 10 €6°1 200 oguey

€S S S 01 1 LL 09 700 S0°0 LT°0 80°0 170 €€°0 aa

Ly 8 SI 0€ ¥C L8 €L 91°0 9z°0 78°0 €L0 18°1 S BUBIPOIN

4! €6 €6 4 €6 76 06 4 €6 76 €6 €6 €6 u
Ao:u:amo ou——wmohﬂv Quaﬁ.nxm YOV

8T < 9 €C 61 ST LE pu S0°0 10 10 10 S50 Tl 001}LID [QAIN.

0cC—0C ST-+ ¥9 - SI L9-%1  SE€I-¥1 06T €€ pu T0-10 TO-10 9C7-T0 90-10 TT-60 8T—#1 [£301 0JIqUIY

(eanjeId)I| B[ 3P) SIpuv.LS3 PU0III]

w—1C €r-8 I€-1C S€- 0T S9 - C¢ ¥8-tvv  vP-€l TO-I10 TO-10 IT—-%0 90-¢0 81-80 TE¢—LT SL0O-ST00

91 0 9°0 L0 61 8 6°C 2000 £00°0 7200 6100 6£0°0 920°0 44

81 (43 S9 L8 (443 vLL LST 81°0 9¢°0 8L1 LLT yL'E S\ oguey

8T S 01 €l LE €6 |82 #0°0 90°0 £r0 LEO 9L°0 0S°0 aa

1€ 01 9C 9T St 95 0T SI°0 v1°0 9L°0 SE0 STl 86°1 BUBIPIN

66T 69¢ IS¢ TLE TLE TLE L0T 413 69¢ 99¢ ILE TLE ILE u
Ac::-amv oa-—owou&v ,w.#»&%k% puo3d2J

pu pu pu pu 00T < pu pu €10 S1°0 80 pu €0 ST 001110 [QAIN

€81 - 01 6l -+ #9-01  SOT-91 SST—¥I SST—¥C pu T0-10 €0-10 9T1-%¥0 60-CT0 T€—S0 6¢—81 [€10} ONIqUIY
Aﬁ.:-u-w.noa: el o—-v QNLQQL& SQ.QNEQ

Sv - 61 -L €L- St 9% - € SL- 0% 88-8  99-61 TO-10 €0-C0 TI—-80 S0-€0 #¥T-CTI 0€-CT SL0OO-ST00

L1 €0 61 ‘T T 0°¢ 6C 2000 £00°0 £20°0 600°0 750°0 7€0°0 a4

6L 1T ovl €9 LLY 8€T €Tl 110 1€°0 9¢'T £9°0 ¥9°'¢ ¥0'C oguey

61 14 8T €l 43 (94 43 700 90°0 €0 v1°0 LLO L¥0 aa

LT 6 8¢ 6¢ s 9 8¢ S1°0 €20 701 00 91 85°C BUBIPOIN

LT1 91T 91T Sel L0T 60T 811 Sel Sic 91T viT 91T viT u
Ao::—ewo o«——Omo.:mv D240q4D DUL]IW L)

18w % S001ISIPRIST
1\ ny g uz upN EE| BN S d 3 SN o) N o

"BOIY BISO)) 9p 0998 djuawjeuoroeisy [edrdoi] anbsoq [op vipuinb g K sipuv.3 ;| ‘va.10q.p ") sa103dSd Se] Op SOIUW[0IINW A SOJUSWLIINUOIIRW P IBI[0] OPIUIUO))

¥ elqeL

Agronomia Costarricense 46(1): 25-45. ISSN:0377-9424 / 2022



ALVARADO-HERNANDEZ et al.: Diagnostico foliar en especies forestales 35

En general, se compararon los valores
de concentracion foliar de 9 especies recolecta-
das en el Tropico Americano para conocer su
variacion en funcion de la filogenia, ambiente de
crecimiento y definir el rango de concentracion
normal de cada nutrimento y para cada especie.
Se identificaron también, los valores que se con-
sideran como acumulados e hiperacumulados y
al final de cada especie se introdujeron 2 filas
con rangos totales y niveles criticos de concen-
tracion foliar mencionados en la literatura. Las
letras “nd” infieren que no existe informacion
al respecto al alcance del personal del trabajo y
por tanto los valores del presente estudio fueron
nuevos para la ciencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion del contenido foliar en los
ecosistemas comparados

En la Tabla 1 se compara la concentracion
foliar porcentual (suma de todas las concentra-
ciones porcentuales de los elementos analizados
para cada especie) en funcion de los sitios estu-
diados. Este indicador muestra como los valores
son propios para cada especie y sus rangos de
variacion por sitio son mayores en el piso Pre-
montano (5,83-9,36%) y menores pero similares
entre si en los pisos Tropical Himedo y Muy
Htimedo (4,23-6,77%) y Tropical Estacionalmen-
te Seco (4,65-6,05%).

En las especies del piso Estacionalmen-
te Seco se encuentra la mayor concentracion
foliar de N y en los pisos Tropical Himedo-Muy
Humedo se hiperacumulan los elementos Al y
B. La baja concentracion foliar de nutrimentos
en las especies del piso Estacionalmente Seco es
de gran importancia para la reforestacion puesto
que es aqui donde se plantan las especies de
mayor relevancia econémica en Costa Rica y en
el resto del mundo. Al respecto, Raulino et al.
(2020) mencionan que, en los Bosques Himedos
Tropicales de Pernambuco, Brasil las especies
son mas eficientes en la utilizacion de N y Mg

mientras que en los Bosques Secos Tropicales las
especies son mas eficientes en el uso de P y K.

Variacion de la concentracion foliar en el
ecosistema Tropical Premontano

En ese ecosistema domina la vegetacion
natural siempre verde con una cantidad mode-
rada de epifitas y algunas especies deciduas
durante la estacion seca. El requerimiento alti-
tudinal de cada especie (Tabla 1) puede ser
diferente al del bioclima de muestreo, definido
por varios autores (p.e. Bolafios y Watson 1993,
Badilla ef al. 2002, Pancel 2015) con un rango de
precipitacion anual entre 2000 y 4000 mm, una
biotemperatura que varia entre 17,5 y 24,0°C y
un rango de elevacion que oscila entre 250 y 1400
m en la vertiente Caribe y entre 700 y 1600 m en
la vertiente pacifica de la América Central.

Alnus acuminata. Los valores de concen-
tracion foliar de la especie en el presente estudio
disminuyeron en el orden (%): N (3,57) > K (1,13)
> Ca (0,46) > P (0,28) > S (0,19) = Mg (0,18) y
(mg.L") A1(165) > Na (77) = Fe (76) > Mn (39) >
B (33) > Cu (19) > Zn (15), considerandose altos
los contenidos y los rangos de variacion de N, P
y K y bajos los de Ca (Tabla 2). La informacioén
del presente trabajo coincide con la de Segura et
al. (2006) en Andisoles de Costa Rica, pero es
de mayor magnitud que la determinada para A.
acuminata en Andisoles de Colombia (Escobar et
al. 1993) y para otras especies del género Alnus
que crecen en otros tipos de suelo (Rodriguez et
al. 1984, Sharma 1993, Mills et al. 1996).

Rodriguez et al. (1984) y Cervantes y
Rodriguez (1992) mencionan que los valores mas
elevados de N y P ocurren durante la época llu-
viosa, hecho atribuible a una mayor actividad en
los nédulos de Frankia que aumentan la fijacion
y translocacién de N y por asocio de P durante
esta estacion. Segura et al. (2006) mencionan
que las concentraciones de Mg, Fe, Zn, Mn, Cu
y B no disminuyen durante el afio. Las concen-
traciones foliares de N, P y K concuerdan con
las reportadas en la literatura para arboles del
género Alnus (Rodriguez et al. 1984, Mills y
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Jones 1996, Sharma 1993, Segura et al. 2006) y
las de Ca como bajas para 40 especies forestales
Tropicales y SubTropicales (Drechsel y Zech
1991). Los valores de Mn se consideran bajos en
relacion con los de toxicidad de Mn (380-640
mg.kg'') mencionados por Alvarado et al. (1997)
y Alvarado y Raigosa (2012).

Cordia alliodora. Los valores de concen-
tracion foliar de la especie en el presente estudio
disminuyen en el orden (%): N (3,45) > Ca (3,29)
> K (1,24) > Mg (1,02) > S (0,18) > P (0,15) y
(mg.L") Al (235) > Fe (162) > Na (48) > Mn (40)
> 7Zn (33) > B (27) > Cu (15) (Tabla 2) donde
se notan valores altos de N, Ca, K y Mg refleja
el hecho de que la especie prefiere suelos de
fertilidad natural media a alta. Al comparar los
ambitos de variacion foliar hallados en el presen-
te estudio con los valores de referencia interna-
cional para la especie (Tabla 2) se nota que para
el caso del K y el Al los valores presentan niveles
adecuados, para los casos del N y Fe la mayoria
pueden considerarse como adecuados y pocos
como ligeramente bajos o ligeramente altos, los
de Ca, Mg, P y S como ligeramente bajos y los
de Cu, Zn, B y Mn como bajos en relacion con
lo encontrado por varios autores en plantaciones
del Bosque Tropical Himedo (Cadena 1989,
Drechsel y Zech 1991, Zech y Drechsel 1992,
Bergmann et al. 1994, Herrera y Finegan 1997,
Davidson et al. 1998).

En las llanuras de la Zona Norte de Costa
Rica, Bergmann et al. (1994) estudiaron la varia-
cion del contenido de la concentracion foliar en
21 plantaciones de laurel con valores de arboles
cloréticos menores que los encontrados en los
arboles no clordticos con concentraciones de N
(2,4 vs 3,4%), P (0,15 vs 0,18%), Mn (56 vs 68
mgkg!) y Cu (12 vs 20 mgkg!). En algunas
situaciones la especie puede presentar valores
foliares bajos causados por mal drenaje en las
vegas de los rios (Peck 1976) o en suelos en
laderas degradadas abandonadas recientemente
donde el sistema radical en suelos compactados
por pastoreo es deficiente y la competencia de
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gramineas es fuerte (Johnson y Morales 1972,
Greaves y McCarter 1990).

Cedrela odorata. Los valores de con-
centracion foliar de la especie en el presente
estudio disminuyen en el orden (%): N (3,22) >
Ca (2,10) > K (0,58) > P (0,24) = S (0,24) > Mg
(0,18) y (mg.L™") Fe (106) > Al (57) > Na (47), B
(34) > Mn (33) = Zn (33) > Cu (6) (Tabla 2). Los
valores son comparables a los mencionados por
otros autores en el Tropico Premontano (Zech y
Drechsel 1992, Webb et al. 2000, Ramirez 2014).
La concentracion foliar de nutrimentos del cedro
no varia significativamente con la edad de los
arboles (Ramirez 2014) y segun Zech y Drechsel
(1992) y Webb et al. (2000) se consideran como
deficientes los valores menores o iguales a N
(1,42%), Mn (22 mg.kg!) y Cu (2 mg.kg™).

Variacion de la concentracion foliar en el
ecosistema Tropical Himedo a Muy Humedo

El Bosque Humedo Pluvial se encuentra
a una elevacion media de 570 msnm (240-1200
msnm), tiene una precipitacion media anual
de 2200 mm (1500-2400 mm), la temperatura
media anual es de 22°C (19-25°C) y el periodo
efectivamente seco oscila entre 1-3 meses. El
Bosque Muy Humedo Tropical presenta un rango
de precipitacion promedio anual que va de los
4000 a los 5500 mm, una temperatura promedio
anual comprendida entre los 24°C y los 25°C y un
periodo seco entre los 0-2 meses y se caracteriza
por tener alta biodiversidad, especies siempre-
verdes con gambas, de alturas entre 40 a 50 m,
arboles altos y rectos, con troncos libres de ramas
en los primeros 20 a 30 m y abundantes epifitas y
lianas (informacion resumida de Bolafios y Wat-
son 1993, Condit et al. 2011, Condit et al. 2013,
Pancel 2015).

Vochysia guatemalensis. Los valores de
concentracion foliar de V. guatemalensis en el
presente estudio disminuyen en el orden (%): N
(2,37) > Mg (0,94) > P (0,54) > K (0,34) > S (0,21)
> Ca (0,10) y (mg.L") Al (22 172) > Na (401) >
B (112) > Fe (90) > Cu (26) > Zn (14) > Mn (6)
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(Tabla 3). Los valores difieren a los encontra-
dos previamente por otros investigadores (Pérez
et al. 1993, Gonzalez y Fisher 1997) quienes
reportan concentraciones similares de Cay Ky
menores de B con poca variacion interanual en
plantaciones entre 2 y 9 afos de edad. La secuen-
cia de concentracién de los elementos menores
presenta una tendencia a mantener niveles ade-
cuados como mecanismo de adaptacion a sitios
degradados (Fisher 1995, Haggar et al. 1997,
Carpenter et al. 2004). Los elevados valores de
Al foliar permiten considerar el elemento como
hiperacumulado y de acuerdo con Pérez et al.
(1993) y Gonzalez y Fisher (1997), por almacenar
Al tanto en el follaje como en las raices. Se consi-
deran como bajos los contenidos foliares de Ca y
altos los de N, P, Na y B mientras que los demas
elementos concuerdan con los valores reportados
en la literatura para la especie (Pérez et al. 1993,
Gonzalez y Fisher 1997, Montagnini 2000).

La variacion del contenido foliar en la
especie se atribuye a los cambios estacionales
(Camacho 2014), su reciclaje de nutrimentos
(Montagnini et al. 1993, Di Stéfano y Fournier
1998, Arias et al. 2011) y la variaciéon causada
por la procedencia genética (Gonzalez y Fisher
1997). Camacho (2014) indica que la diferencia
del contenido foliar en plantaciones de 2 a 21
afnos de edad causa un incremento de los conte-
nidos foliares de P, Mg y Cu, que el contenido de
P foliar es bajo y que se presentan interacciones
entre si y con otros nutrimentos entre los conte-
nidos foliares de P, S, Zn y AL

Vochysia ferruginea. Los valores de con-
centracion foliar de esta especie disminuyen en
el orden (%): N (1,70) > P (0,68) =~ Mg (0,67) >
K (0,15) = S (0,14) > Ca (0,10) y (mg.L") Al (13
470) > B (130) > Fe (108) > Na (80) > Cu (19) >
Mn (14) = Zn (13) (Tabla 3) y no coinciden con la
secuencia descrita por Herrera y Finegan (1997).
La especic muestra valores de concentracion
foliar altos en P, Al y B y bajos de Ca, contrario
a la idea de que la baja tasa de descomposicion
de los residuos en plantaciones indica que la con-
centracion de N, P y K en el tejido foliar es baja

(Horn y Montagnini 1999). Reyes (1997) mencio-
na de manera preliminar que altos contenidos de
arcilla en posiciones concavas del relieve pueden
causar anegamiento y afectar negativamente los
contenidos foliares de Zn, P y K. Como ha sido
mencionado con anterioridad (Haridasan 1982,
Geoghegan y Sprent 1996) la gran cantidad de
Al absorbida por la especie no va en detrimento
de las concentraciones foliares de otros elemen-
tos, por lo que se esperaba que la condicion de
tolerancia a la acidez del suelo se vea favorecida
en el caso de que la fertilidad natural de los eco-
sistemas sea mayor.

Terminalia amazonia. Los valores de
concentracion foliar del amarillon disminuyen
en el orden (%): N (1,71) > Mg (1,40) > P (0,59) >
K (0,23) > S (0,12) > Ca (0,10) y (mg.L™") B (164)
> Fe (80) > Na (76) > Al (61) > Cu (46) > Zn (14)
> Mn (10) (Tabla 3). Se considera bajo el con-
tenido foliar de Ca y elevados los de P, B y Cu,
mientras que de acuerdo con Nichols ez al. (1997)
los valores de N, P y K se encuentran dentro del
rango normal descrito para la especie y sobre
los niveles criticos de N (1,05%) y P (0,09%)
mencionados por los mismos autores. Monte-
negro (2005) indican que las concentraciones
foliares de la especie aumentan durante la época
lluviosa y las de N, K, Ca y Mg son mayores en
plantaciones mixtas de 3 aflos que las encontra-
das en plantaciones puras de la misma edad. El
efecto de sitio sobre la concentracion foliar de 7.
amazonia es minimo pues los valores no difieren
mucho entre ecosistemas de fertilidad media a
baja, francos a arcillosos en terrenos planos y
ondulados (Montagnini 2000, Ferndndez-Moya
y Alvarado 2012).

Variacion de la concentracion foliar en el
ecosistema Tropical Estacionalmente Seco

El Bosque Tropical Estacionalmente Seco
en Centroamérica esta conformado por vegeta-
cion arbustiva, parches de vegetacion sabanoide
y cerca de los rios de bosque caducifolio o siem-
preverde (Gomez 1986). Segun varios autores
(Murphy y Lugo 1995, Leiva 2007, Pancel 2015;
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Jiménez et al. 2015) presenta un régimen de
temperatura media anual de 22°C (14-25°C),
una elevacion media de 750 msnm (300-1950
msnm) y se encuentra restringido por una preci-
pitaciéon media anual de 1400 mm (1000 a 2100
mm.afio™!), un periodo seco de 3 a 6 meses de
longitud con una alta variabilidad y distribucion
de la lluvia. Este ecosistema estd sometido a
quemas periddicas frecuentes en una regiéon con
una cantidad de lluvia anual que genera un défi-
cit hidrico significativo a una elevacion media
de 750 msnm (300-1950 msnm). Se lo encuentra
sobre suelos neutros a ligeramente basicos y un
periodo seco en el cual los arboles, particular-
mente leguminosas fijadoras de N tienden a per-
der el follaje y las raices finas (Ordoiiez 2003), de
manera que durante la época de alta luminosidad
no fotosintetizan debido a la limitante hidrica
(Alvarado et al. 2018).

En la Tabla 4 se presenta la variacion de
la concentracion foliar de las especies Gmelina
arborea, Tectona grandis y Pachira quinata
plantadas en el piso ecologico conocido como
Bosque Tropical Estacionalmente Seco a una ele-
vacion inferior a 900 msnm de la Costa Pacifica
de América Central desde México hasta Panama.

Gmelina arborea. Los resultados del pre-
sente estudio mostraron que la concentracion
foliar de nutrimentos en plantaciones de melina
(Tabla 4) varian de mayor a menor en la secuen-
cia (%) N (2,58) > Ca (1,62) > K (1,04) > Mg
(0,40) > P (0,23) > S (0,15) y (mg.L") Fe (65) > B
(58)>Mn (52) > Zn (39) = Na (38) > A1 (27) > Cu
(9), sin que ningun valor se considere como hipe-
racumulado. En general, los rangos se encuen-
tran dentro de las concentraciones consideradas
como adecuados para la especie por Murillo y
Alvarado (2012), excepto los de S (0,15-0,16%)
que se consideran elevados y los de Al (38-68
mg.L") estimados como bajos segun los mismos
autores. En plantaciones en pendientes fuertes
las concentraciones de Mn foliar tienden a ser
mas bajas que el valor de la mediana del presente
trabajo (Stuhrmann et al. 1994) en suelos 4cidos
y erosionados, con baja disponibilidad de N y P
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en la Zona Norte de Costa Rica donde estos ele-
mentos limitan el desarrollo de la especie (Rojas
y Murillo 2004).

Varios estudios de concentracion foliar
de nutrimentos en melina provienen de Cen-
tro América (Stuhrmann et al. 1994, Gonzélez
1996, Murillo y Alvarado 2012, Avellan 2012)
y muchos otros de zonas Tropicales fuera de
la region (Drechsel y Zech 1991, Sampaio y
Huber 1999, Paudyal 2012, Caguasango y Cade-
na 2012). En plantaciones adultas las mayores
concentraciones de K se encuentran en la parte
superior, las mas altas de Ca en la parte media de
la copa (Sampaio y Huber 1999) y Evans (1979)
encontr6 que las concentraciones de N, P, Zn y
B disminuyen y las concentraciones de Ca y Fe
aumentan con el incremento de la sombra en la
copa. En Costa Rica no se ha encontrado este
efecto de copa, aunque si encontraron mayores
concentraciones foliares de N, K, Fe y Al en la
época lluviosa que en la época seca donde se
obtuvo mayores concentraciones de Ca y Mn
(Avellan 2012, Murillo y Alvarado 2012). De
la informacién disponible, se concluye que los
contenidos foliares de la especie varian con el
tipo de suelo pues altos valores de saturacion de
Al inhiben la absorcion de N y P, la intensidad
luminica del sitio, la edad fisiologica de las hojas,
la posicion de las hojas en la copa, la edad del
arbol y la época de muestreo.

Varios investigadores (Drechsel y Zech
1991, Stuhrmann et al. 1994, Onweremadu 2007,
Murillo y Alvarado 2012) han determinado nive-
les criticos de concentracion foliar, sin embargo,
la informacién ain no se considera suficiente
pues no se ha correlacionado con ensayos de
respuesta a la adicion de los diferentes nutrimen-
tos a nivel de campo. Stuhrmann et al. (1994)
mencionan como valores criticos a nivel foliar
concentraciones (%) de N < 2,50, P < 0,15, S <
0,13, K< 0,80, Mn > 200 mg.L"! y de la relacion
K/Mg <2 alo que se afiade el valor de Ca < 0,30
mencionado por Onweremadu (2007).

Tectona grandis. Los resultados del
presente trabajo (Tabla 4) muestran que la
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concentracion foliar de nutrimentos en planta-
ciones de teca varian de mayor a menor en la
secuencia (%) N (1,98) > Ca (1,25) > K (0,76)
> Mg (0,35) > S (0,15) > P (0,14) y (mg.L"") Fe
(56) > Mn (45) > Al (31) > B (26) = Zn (26) >
Na (20) > Cu (10), sin que ningun valor sea tan
alto como para considerarlo hiperacumulado ni
por debajo de los niveles criticos mencionados
en la literatura (Nwoboshi 1975, Dreschel y
Zech 1991, Montero 1999, Murillo et al. 2014).
Sus rangos se encuentran dentro de los valores
considerados como adecuados por Portuguez
(2012) y Murillo (2013).

La variacion del contenido foliar en teca se
atribuye principalmente a efectos de la edad de la
plantacion, la época del afio, la calidad del sitio y
la densidad de muestreo (Drechsel y Zech 1991,
Montero 1999, Siddiqui et al. 2009, Portuguez
2012, Fernandez-Moya et al. 2013, Fernandez-
Moya 2014). Se ha establecido que i) el N, Py K
foliares decrecen durante los primeros afios de
crecimiento debido a reducciones de la producti-
vidad de las plantaciones con la edad, ii) que en
las plantaciones mas jovenes aumentan las con-
centraciones foliares de Ca 'y Mg en funcion de la
demanda fisiologica de los arboles mas viejos y
iii) que permanecen relativamente estables en el
tiempo (Nwoboshi 1984, Negi et al. 1995, Kumar
et al. 2009). Dreschel y Zech (1991) y Murillo et
al. (2014) indican que el contenido foliar de Ca 'y
Mg son mayores en sitios de crecimiento alto y
que la teca crece bien aun a niveles de Cu en el
suelo superior a los 200 mg.L"!. Fernandez-Moya
(2014) propone un umbral de 0,12% como nivel
critico de la concentracion foliar de P en planta-
ciones de teca de América Central en base a un
caso de estudio en plantaciones de teca en Pana-
ma y revision de literatura al respecto.

Pachira quinata. Se encontr6 que la
mediana de concentracion de macronutrimentos
(Tabla 4) sigui6 el orden (%) N (2,45) > Ca (1,81)
> K (0,84) > Mg (0,37) > P (0,25) > S (0,16) y
los microelementos (mg.L™!") Fe (87) > Na (73) >
Al (47) > Zn (30) > Mn (24) > B (15) > Cu (8).
Los valores normales encontrados en el presente

estudio concuerdan bien con los rangos de varia-
ciébn mencionados para concentracion foliar de
los elementos estudiados por otros autores y los
rangos de variacion son normales excepto para
Na, Fe y Al que varian ampliamente y son nuevos
a la literatura para S, Na, B y Al. La variacion
de la concentracion foliar del pochote (Tabla 4)
se compara con los valores adecuados, criticos
y de deficiencia definidos por varios autores en
Costa Rica (Drechsel y Zech 1991, Vazquez y
Ugalde 1995, Vallejos 1996, Montero 1999) y por
Caguasango (2017) en Colombia.

Montero (1999) demuestra que en planta-
ciones en el Pacifico Estacionalmente Seco de
Costa Rica los contenidos foliares de K y P de
pochote son 14 y 12% mayores en rodales entre 2
y 5 afos y los de Ca y Mg superiores en un 40%
a los encontrados en plantaciones de 8-25 afios.
Caguasango (2017) encontr6 una disminucioén no
significativa de los contenidos foliares de N y Mg
una tendencia altamente significativa de la con-
centracion foliar de Cu (8-10 mg.L™") con la edad
de los rodales y el indice de sitio y menor pero
significativa con la concentracion de Zn foliar. Al
comparar los valores foliares encontrados con el
crecimiento de las plantaciones en sitios de cla-
ses baja, media o alta Montero (1999) y Cagua-
sango (2017) mencionan para concentraciones
foliares “criticas” porcentuales de Ca < 2,00, de
K<1,1,deP<0,26yde Zn < 10 mg.L", valores
comunes en las plantaciones de Colombia de mas
de 15 afios de edad. Montero (1999) encontro:
i) un aumento de la concentracion foliar de Mg
conforme su contenido disponible en el suelo se
eleva hasta 8 cmol(+).L", ii) que 0,50 cmol(+).L"!
K disponible en el suelo es suficiente para man-
tener su nivel foliar critico sobre 1,1% y iii) un
nivel calculado por modelaje superior a 10 mg
P.L-!' para lograr mantener en mas de un 0,26%
de P foliar. La concentracion foliar de P. quinata
en las plantaciones en el Bosque Seco Tropical de
Bolivar, Colombia (Caguasango 2017) menciona
valores deficientes de Ca (< 2,00%) y de Zn (<
10 mg.L!) en plantaciones de 17 a 24 afios de
edad. En relacion con su posible deficiencia se
considera que los valores normales del presente
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trabajo son adecuados para el crecimiento de la
especie excepto los de Ca, K y Zn que podrian
considerarse como bajos.

CONCLUSIONES

La concentracion foliar porcentual (suma
de todos los elementos analizados para cada
especie) muestra como los valores son propios
para cada especie y sus rangos de variacion
por sitio son mayores en el piso Premontano
(5,83-9,36%) y menores pero similares entre si
en el Tropical Himedo-Muy Humedo (4,23-
6,77%) y en el Tropical Estacionalmente Seco
(4,65-6,05%).

Los rangos mencionados se ven signi-
ficativamente afectados por la concentracion
foliar de los elementos mayoritarios como la
concentracion foliar de Al en el piso Tropical
Himedo-Muy Himedo y la de N en el Estacio-
nalmente Seco.

En orden descendente la concentracion
porcentual foliar total de las especies estudiadas
fue C. alliodora (9,36), V. guatelamensis (6,77),
C. odorata (6,58), G. arborea (6,05), P. quinata
(5,91), A. acuminata (5,83), V. ferruginea (4,81),
T. grandis (4,65) y T. amazonia (4,23).

Las 3 primeras especies mencionadas ele-
van su concentracion foliar total debido a los
aportes de N, Ca y Mg en C. alliodora y de Al,
Nay B en V. guatemalensis y V. ferruginea.

Para varias de las especies estudiadas se
generaron valores de concentracion foliar consi-
derados como nuevos a la literatura mundial, en
particular de elementos menores.

En los pisos Tropical Humedo-Muy
Humedo la presencia de V. guatemalensis y V.
ferruginea mostré elevados valores en mg.L! de
Al (13 470 - 22 172) > Na (401) > B (112-130) y
ademds concentraciones porcentuales elevadas
de P (0,54-0,68). La especie 7. amazonia también
presenta concentraciones porcentuales altas de P
(0,59), en mg.L"! de B (164) y de Cu (46).

En el Bosque Tropical Estacionalmente
Seco ninguna de las especies estudiadas (G.
arborea, T. grandis y P. quinata) presentd
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concentraciones elevadas de ninglin elemento
de los estudiados.

En el piso Premontano se encontr6 valo-
res porcentuales elevados de N (3,57) > K (1,13)
en A. acuminata, de N (3,45) > Ca (3,29) > K
(1,24) > Mg (1,02) en C. alliodora y de N (3,22)
en C. odorata.
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RESUMEN

Introduccién. La pifia es el segundo cul-
tivo de mayor importancia en Costa Rica, luego
del banano. Se destaca la variedad Golden MD-2
como la de mayor demanda en Estados Unidos y
Europa. En el 2019 el area de cultivo fue de 40
000 ha distribuidas en las zonas Norte, Atlantica
y Pacifico. Objetivo. Determinar la presencia
del patégeno Fusarium guttiforme, e identificar
y caracterizar las especies de este género, pre-
sentes en el cultivo de pifia en Costa Rica. Mate-
riales y métodos. Se recolectaron 215 plantas y
20 frutos de diferentes regiones de Costa Rica en
el periodo identificado 2015-2019 para un total
de 38 175 ha del area sembrada de pifia mediante
un muestreo dirigido a sintomas relacionados a
la “muerte descendente de pifia”. Para la caracte-
rizacion morfoldgica se realizaron observaciones
del color del micelio, detalles de estructuras
como macro y microconidios, clamiddésporas y
células conididgenas en muestras previamente
identificadas por medios moleculares. La iden-
tificacion molecular se realiz6é a partir de 120
aislamientos con los marcadores moleculares
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ABSTRACT

Preliminary study of Fusarium species
in pineapple crop (4Ananas comosus) in Costa
Rica. Introduction. Pineapple is the second
most important crop in Costa Rica, after banana.
The Golden MD-2 variety standing out as the
one with the highest demand in the United
States and Europe. In 2019, the cultivation area
was 40 000 ha distributed in the North, Atlantic
and Pacific zones. Objective. To determine the
presence of the pathogen Fusarium guttiforme,
and to identify and characterize the present
species of this genus, in the pineapple crop in
Costa Rica. Materials and methods. 215 plants
and 20 fruits were collected from different
regions between the 2015-2019 in a total of 38
175 ha of the pineapple planted area through a
sampling directed towards symptoms related
to the “descending death of pineapple”. For
the morphological characterization observations
were made of the color of the mycelium, details
of structures such as macro and microconidia,
chlamydospores and conidiogenic cells in
samples previously identified by molecular
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ITS y TEF-la. Resultados. No se detectdo F.
guttiforme en plantaciones de pifa en el periodo
comprendido entre 2015-2019. Se identificaron
6 especies, Fusarium ananatum, F. oxysporum,
F. concolor, F. proliferatum, F. incarnatum y
F. solani cuyo numero de accesion en el Natio-
nal Center of Biotechnology Information se
adjunta en el presente articulo. Las especies F.
ananatum, F. oxysporum y F. proliferatum han
sido previamente descritas como patogénicas en
pifia. La presencia de F. ananatum en un 95%
de los frutos recolectados, se relaciond con la
enfermedad “pudricion del centro del fruticulo”.
F. proliferatum es generador de micotoxinas, lo
cual podria representar un peligro para la salud
animal y humana. Las otras especies no han sido
reportadas en pina anteriormente. Conclusion.
No se constat6 la presencia del patdégeno F. gut-
tiforme, aunque si se identificaron las especies
de este género, presentes en el cultivo de pifia en
Costa Rica.

INTRODUCCION

La pifia es nativa de Sur América y es
uno de los cultivos tropicales mas importantes
en el mercado mundial. En Costa Rica durante el
2020, las exportaciones de banano (US $ 1 080,8
millones), pifia (US $ 967,2 millones), jarabes y
concentrados (US $ 450,8 millones), café oro (US
$ 325,6 millones) y el aceite de palma (US $ 131,5
millones) representaron el 59,0% de las ventas de
bienes de origen agropecuario (Secretaria Eje-
cutiva de Planificacion Sectorial Agropecuaria
2021). A partir de 1986 toma mayor importancia
el cultivo de pifia en Costa Rica, inicialmente con
la exportacion de fruta de la variedad Cayenna
Lisa, luego la variedad Champaca, y a partir del
2001 y hasta la actualidad, la variedad comercial
de mas demanda en Estados Unidos y Europa
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means. Molecular identification was carried out
from 120 isolates with the molecular markers
ITS and TEF-lo. Results. F. guttiforme was
not detected in pineapple plantations in the
period between 2015-2019. Six species were
identified, Fusarium ananatum, F. oxysporum,
F. concolor, F. proliferatum, F. incarnatum
and F. solani whose accession numbers in the
National Center of Biotechnology Information
are attached in this article. The species F.
ananatum, F. oxysporum and F. proliferatum
have been previously described as pathogenic in
pineapple. The presence of F. ananatum in 95%
of the collected fruit was related with the disease
“fruitlet core rot”. F. proliferatum is a generator
of mycotoxins, which could represent a danger
to animal and human health. The other species
have not been reported in pineapple before.
Conclusion. The presence of the pathogen F.
guttiforme was not found, although there were
identified the species of this genus, present in
pineapple cultivation area in Costa Rica.

que es la Golden ripe o MD-2 (CANAPEP 2016).
En el 2019 el area de cultivo fue de 40 000 hec-
tareas (ha) (Avendafio 2019), distribuidas en 16
cantones de 3 zonas principalmente. La zona
Norte con un area de produccion de 22 400 ha, el
equivalente al 56% del area cultivada; la zona del
Atlantico con 10 000 ha que representan el 25% y
la zona del Pacifico que destina 7600 ha, lo cual
constituye el 19%. La produccion se encuentra en
manos de alrededor de 250 productores de pia,
en todo el pais (CANAPEP 2016). El ciclo de
produccioén de la pifa es anual y desde la siembra
de la semilla (plantula), tarda aproximadamente
un afio para la primera y al menos 10 meses para
obtener la segunda cosecha (OIRSA 2011).

El cultivo de pifia es altamente suscep-
tible a diferentes plagas, parasitos y patdgenos
(OIRSA 2011). Entre estas, plagas como las
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cochinillas Dysmicoccus brevipes (Vindas y
Blanco 2013), parasitos como el nematodo Pra-
tylenchus spp. (Gamboa 2019), y algunos pato-
genos como el complejo de virus de la marchitez
de la pina (MWP, mealybug wilt of pineapple),
Phytophthora nicotianae y P. cinnamomi (Ulate
2018), Fusarium oxysporum (Rojas 2020), y
Erwinia carotovora y E. chrysanthemi que son
los mas comunes (Monge 2018). Una vez que las
plantas de pifia se ven afectadas por estos orga-
nismos es casi imposible obtener la calidad de la
fruta exportable que exige el mercado internacio-
nal (CANAPEP 2016).

El género Fusarium, pertenece a la fami-
lia de los Ascomicetes y comprende los hongos
fitopatogenos y saprofitos de mayor dispersion
mundial. Este provoca sintomas como la pudri-
cion de raices (hipoxia o anoxia) o la formacion
de lesiones en la base de la planta, la marchitez
vascular que conduce a una necrosis inicial de los
tejidos, incluyendo hojas y brotes, y finalmente la
muerte de toda la planta (Singleton y Sainsbury
2006, Retana et al. 2018). Para la clasificacion de
las especies de Fusarium se utilizan caracteris-
ticas fenotipicas junto con secuencias genéticas
provenientes principalmente de genes como el
factor de elongacion la, RPBI y 2, B-tubulina,
y la subunidad de la region pequeila mitocon-
drial (mtSSU) (Aoki et al. 2014, O’Donnell et al.
1998). Estas regiones génicas han sido de gran
utilidad para poder agrupar este género en 23
complejos de especies de Fusarium, que com-
prenden un total aproximado de 300 especies,
de las cuales la mitad no ha sido formalmente
descrita (O’Donnell et al. 2009 Summerell 2019).

El primer reporte de una enfermedad
relacionada al género Fusarium en pifia se dio en
Argentina en 1954 y se le asigné el nombre de F.
subglutinans (Wollenw. & Reinking), conocida
comunmente como fusariosis y como una de las
enfermedades mas agresivas. Diez afios después,
esta misma enfermedad se report6 en Brasil con
pérdidas entre el 30% y el 80% (de Farias et al.
2010, Jacobs et al. 2010, OIRSA 2011). En 1993
Ventura et al. propusieron una nueva forma espe-
cial basada en la especificidad del hospedante

y lo llamaron F. subglutinans f. sp. ananas. En
1998 el mismo hongo fue nombrado por Niren-
berg y O’Donnell como F. guttiforme y asi se le
conoce hasta el momento. Actualmente existen
informes de la presencia en Hawaii, el continente
asiatico, el Caribe, Australia y en América del
Sur: Brasil, Argentina, Venezuela y Bolivia (de
Farias et al. 2010, Jacobs et al. 2010).

Actualmente, el ataque por F. guttiforme,
es considerado como la mayor amenaza, debido
a la susceptibilidad que presentan las principales
variedades comerciales de pifia para exportacion
en particular, el hibrido MD-2. Esta enfermedad
produce una pudricion en el centro del fruto,
afecta los rebrotes, la corona y la planta en gene-
ral, ademas tiene la capacidad de permanecer en
los residuos vegetales y lograr sobrevivir en reto-
nos o hijos. Los sintomas van desde marchitez o
muerte de los brotes apicales, rompimiento de
la filotaxia, hasta atrofia y clorosis, que causan
finalmente la muerte de la planta. También afecta
el fruto, en el que se puede observar un exudado.
Las esporas presentes en los tejidos infectados
pueden contaminar y afectar la planta entera,
fruta, corona e hijuelos y el patdgeno subsiste en
los retofios que son infectados al estar adheridos
a la planta madre. Los cultivos sin atender son
una importante fuente de indculo. El in6culo una
vez establecido se dispersa por viento, lluvia,
insectos y material vegetativo (de Farias et al.
2010, Jacobs et al. 2010; OIRSA 2011, Rohrbach
et al. 2003).

Otro patogeno de importancia en pifia es
la especie F. ananatum, conocido como el agente
causal de la pudricion del centro del fruticulo
(fruitlet core rot, FCR). Esta es comunmente
conocida como la pudricién negra que afecta a
los frutos de pifia durante la maduracion. Esta
enfermedad fue inicialmente reportada en Aus-
tralia a finales del siglo XIX y su sintomatologia
fue descrita como “la formacion de marcas café
oscuro de media a un cuarto de pulgada exacta-
mente debajo de la cascara y que no alcanzaban
la parte central de la fruta” (Barral et al. 2020)
y patdégenos como Fusarium verticilloides (sin.
F. moniliforme) y Penicillum funiculosum fueron
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considerados por mucho tiempo como los agen-
tes causales (Barral et al. 2017). En el 2010, esta
sintomatologia fue descrita por Jacobs ef al. y
por Gu et al. en el 2015 a partir de aislamientos
provenientes de Sur Africa y China, respectiva-
mente. F. ananatum presentaba diferencias en
caracteristicas a nivel molecular y morfologicas
con respecto a los de F. guttiforme. Jacobs et al.
(2010) describen los aislamientos localizados en
Sur Africa como una nueva especie denomina-
da F. ananatum, sin embargo, ain no ha sido
agrupada oficialmente dentro de los complejos
de especies de Fusarium. El patégeno penetra
la planta durante los estados de la floracion y
puede permanecer latente mientras crece el fruto
(Barral et al. 2017). Se cree que el patdogeno se ve
favorecido por temperaturas medias y alta hume-
dad durante el desarrollo del fruto (Fournier et
al. 2015) y el dafio inicia con una necrosis en las
bracteas, conforme pasa el tiempo avanza hacia
una pudricién clara y suave, y luego termina con
una pudricion oscura y seca, cerca de la cose-
cha. Es comtn que los sintomas no sean visibles
externamente, lo que hace mas dificil el diagnds-
tico de la enfermedad (Barral et al. 2017).

En Costa Rica durante la primera década
del 2000 los productores de pifia comenzaron a
observar un amarillamiento en la punta de las
hojas, el cual en muchos casos fue relacionado a
Phytophthora spp. En afios posteriores se reportd
un incremento en el tamafo y el nimero de los
parches y el “amarillén” (como se le conoce) se
ha convertido en una preocupacion. La enfer-
medad se caracteriza por un desecamiento de
las hojas de la parte superior (apice) hacia la
base, donde luego se da la muerte descendente
de las plantas infectadas. Las plantas presentan
un amarillamiento, notable pérdida de vigor en
la plantacion y severas lesiones a nivel vascular,
especificamente en el tallo. Si la enfermedad esta
avanzada, se presenta un desecamiento total en
los primeros 10-18 centimetros de la hoja, luego
el resto de las hojas toman un color amarillento
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similar a los sintomas que en el medio pifiero se
le llama enfermedad del “virus del wilt”. Las
plantas que presentan esta enfermedad pueden
encontrarse en parches sintomaticos hasta en blo-
ques completos de siembra. En el fruto, a simple
vista, no se detecta ningun dafio, inicamente la
falta de crecimiento si la planta estd muy afecta-
da (Agricultores, comunicacion personal).

En el 2014, Vasquez y Mata, reportaron la
presencia de F. oxysporum asociado a varios sin-
tomas descritos anteriormente, sin embargo, no
se indica el numero de muestras utilizadas para
llegar a esta conclusion. Por otra parte, Phyto-
phthora cinnamomi 'y P. nicotianae también han
sido descritas por producir este tipo de sintomas
(Ulate 2018).

En Costa Rica se le ha dado poca impor-
tancia a los problemas que producen las especies
de Fusarium en campo y en poscosecha, y se
han realizado pocos estudios relacionados a
estos patdgenos. El objetivo de este trabajo es
determinar la presencia o ausencia del patégeno
Fusarium guttiforme, ¢ identificar y caracterizar
las diferentes especies de este género, presentes
en el cultivo de pifia en las zonas Norte, Pacifico
y Atlantica de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Sitios y recolecta del material. Las plan-
tas de pifia se recolectaron en las provincias
de Heredia y Alajuela (Region Huetar Norte),
Puntarenas (Region Pacifico Central), Limon
(Region Huetar Atlantica) y San José (Region
Brunca). Un total de 215 plantas sintomaticas
completas (raiz y porcion aérea) de la variedad
MD2, se analizaron en el Laboratorio de Fitopa-
tologia del Centro de Investigacion en Proteccion
de Cultivos (CIPROC). Un total de 20 frutos se
analizaron en el Laboratorio de Tecnologia Pos-
cosecha del Centro de Investigaciones Agrono-
micas (CIA), ambos de la Universidad de Costa
Rica, entre 2015 y 2019 (Tabla 1).
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Tabla 1.  Plantas sintomaticas de pina recolectadas en diferentes localidades de Costa Rica entre 2015-2019.

Region Provincia Canton Distrito Localidad Afo recolecta  # muestras
Llano Grande 2015-2016 5
Sarapiqui Horquetas 2015-2016 3
Heredia
Puerto Viejo 2015-2016 2
Pueblo Nuevo 2015-2016 1
La Legua 2015-2016 22
2017-2018 10
= Pital 2019 3
g
Z San Luis 2015-2016 4
[
§ San Carlos Veracruz 2015-2016 16
m
= 20172018 5
Alajuela
Cutris Cutris 2015-2016 8
San Marcos 2015-2016 6
Buena Vista Buena Vista 2015-2016 6
Los Chiles Pavon 2015-2016 12
Los Chiles 2016-2017 5
El Carozo 2015-2016 2
Cariari 2015-2016 4
S La Rita 2015-2016 5
H
~<Zc Pococi Guapiles 2015-2016 1
,_1
g Limoén Roxana 2017-2018 7
<
s 2019 8
m
= Guicimo 2015-2016 1
Siquirres 2017-2018 7
PACIFICO Sardinal
CENTRAL Puntarena 2017-2018 7
BRUNCA San José Pérez Zeledon ~ San Pedro 2017-2018 8
SUBTOTAL 2015-2016 149
2017-2018 50
2019 16
TOTAL 215
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La recoleccion de material se hizo con la
colaboracion del personal del Servicio Fitosani-
tario del Estados (SFE) del Ministerio de Agri-
cultura y Ganaderia de Costa Rica. Esta consistio
en la visita de fincas de pifia de las regiones
anteriormente nombradas y la recoleccion de
unicamente plantas sintomaticas ubicadas en
parches que presentaban sintomas caracteristicos
de la enfermedad “muerte descendente del culti-
vo de pifia”. Cada planta y fruto fue transportado
en sacos sin exceder 24 horas después de extrai-
das del campo. Las plantas tenian intactas las
siguientes partes: raiz, tallo, hojas y fruto, en los
casos en que estaba presente.

Caracterizacion de sintomas, aisla-
miento e identificacion de agente causal. Los
sintomas se caracterizaron visualmente, espe-
cialmente color, tamafio de la planta, dafio inter-
no a nivel de planta y fruto, y el estado de la
raiz y se tomaron fotografias de cada sintoma de
interés con una camara Canon SX160IS.

A partir de la zona de avance de los sinto-
mas mas evidentes se realizaron cortes de tejido
en las plantas (French y Hebert 1980). Cada trozo
del tejido se desinfectd con etanol al 70% e hipo-
clorito de sodio al 1% durante 50 y 20 segundos
respectivamente y se realizaron 3 lavados con
agua estéril. De cada planta se hicieron al menos
4 platos de cultivo, cada uno con 5 segmentos de
tejido sintomatico. Cada plato contenia medio
PDA (agar de dextrosa y papa) (Difco) al 1,5%,
acidificado con acido lactico (0,1%) y conserva-
dos a 22°C en una camara de incubacion marca
Thermo Scientific, por un periodo de 8§ dias. Los
aislamientos con presencia de Fusarium spp.
se transfirieron a medio agar-hojas de clavel
(CLA por sus siglas en inglés, Carnation Leaf
Agar) (Leslie y Summerell 2006) para facilitar el
desarrollo de macro y microconidios. El micelio
de cada aislamiento fue conservado en discos de
papel filtro que se almacenaron a una temperatu-
ra de -80°C por tiempo ilimitado.

Para los aislamientos a partir de los fru-
tos, discos de 1,9 cm de didmetro de la cascara
(zona del tercio inferior), y de la zona del corte
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del pedunculo se colocaron en 40 ml de agua
destilada con una gota del dispersante Tween 80.
Se colocaron en agitacion por 5 minutos, se rea-
liz6 una dilucion de la suspension (0,1 ml de la
muestra se combinod con 0,9 ml de agua destilada
estéril), se agitd nuevamente para luego tomar
una alicuota de 0,1 ml y con ayuda de un asa
Drigalski se distribuyd sobre una placa de Petri
con medio PDA acidificado. Tres repeticiones de
cada muestra se colocaron en incubacion a 22°C.
Posteriormente, se reaislaron para obtener aisla-
mientos mas puros.

Se verifico la apariencia y coloracion del
micelio mediante la observacion en un estereos-
copio Motic SMZ-168 (Hong Kong, China). Los
aislamientos encontrados en mayor frecuencia se
les realiz6 la identificacion molecular.

Posteriormente y por medio del micros-
copio de luz, Olympus modelo BX41BF (Tokio,
Japon) con un lente de aumento de 40X, se
describieron los caracteres morfologicos para
cada uno de los cultivos axénicos de Fusa-
rium spp. de acuerdo con su identificacion
por medios moleculares. Se tomo en cuenta el
tamafio y la forma de los macroconidios asi
como el tamarfio, la presencia o la ausencia de
microconidios, la formacion de clamidosporas
y la forma de las estructuras de los conidiofo-
ros (Summerell ef al. 2003, Leslie y Summerell
2006, Summerell 2019).

Para preparar aislamientos puros para
los procesos moleculares, se colocé un trozo
pequefio de micelio de aproximadamente 5 mm?
en platos con medio de cultivo PDA. También se
implemento6 la metodologia a partir de una sola
espora, una punta de hifa o la limpieza de los
aislamientos con aplicacion de antibidticos.

Extracciéon de ADN, PCR Yy electrofo-
resis. El analisis molecular se llevd a cabo en
el Laboratorio de Técnicas Moleculares aplica-
das a la Fitoproteccion del CIPROC. Se extrajo
ADN a partir de micelio fresco de aislamien-
tos monosporicos y/o puros del hongo, con el
método CTAB (Murray y Thompson 1985).
Este se cuantificé mediante el espectofotometro
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BioPhotometer Plus 6132 (Eppendorf, Hambur-
g0, Alemania) y se llevd a una concentracion
final de 80 ng.uL!. La amplificacion del ADN
se llevd a cabo con los marcadores molecula-
res para la region del ITS del ADN ribosomal:
ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
y el ITSS (5 GGAAGTAAAAGTCGTAA-
CAAGG-3") descritos por White et al. (1990)
y el factor de elongacion alfa (TEF-la): EF1
(5’-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3") y
EF2 (5"-GGA(G/A)GTACCAGT(G/CATCAT-
GTT-3") para la identificacion y caracterizacion
especifica de especies de Fusarium (O'Donnell
et al. 1998, Geiser et al. 2004).

La reaccion de amplificacion y el perfil
térmico se realizaron por medio de un estandar
(Blanco-Meneses y Ristaino 2011). Los produc-
tos de amplificacion se separaron en un gel de
agarosa al 0,8% con GelRed (Biotium) a 0,5
pug.mL! para la tincién y buffer TBE 0.5%, y se
compararon con un marcador de peso molecular
de 100bp (Thermo Scientific). La presencia de
bandas se visualizo con luz ultravioleta.

Secuenciacion e identificacion de los
aislamientos. Un total de 120 productos de
PCR se purificaron con la enzima Exonuclease
I (Fermentas, Massachusetts, USA) y se llevaron
a una concentracion de 50 ng pL-1. Se utilizé
secuenciacion de Sanger (Sanger ef al. 1977) en
la empresa Macrogen Inc., Corea del Sur. La cali-
dad de las secuencias se confirmé con un alinea-
miento bidireccional y por comparaciéon con los
cromatogramas mediante el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor Version 7.0.5.3 (Hall
1999). La hebra consenso se utilizo para verificar
la similitud en buscadores como Nucleotide Blast
del Gen Bank (Clark et al. 2016), EPPO-Q-bank
y MycoBank, entre otros, con el empleo de la
coleccion de nucleotidos y la opcion de “material
tipo” de ser posible (Federhen 2015).

RESULTADOS

Recoleccion y caracterizacion del mate-
rial. El presente estudio tuvo una duracién de 5

anos, en los cuales se recolectd un total de 215
muestras en diferentes regiones de Costa Rica.
Se recolectd 149 plantas y 20 frutos entre 2015-
2016, 50 plantas entre el 2017-2018 y 16 plantas
en el 2019 (Tabla 1). Segun datos del Servicio
Fitosanitario del Estado se cubrié un total de
38 175 ha (95%) del area sembrada de pifia, que
comprendian 4 provincias, 6 cantones y 18 dis-
tritos del pais. Se realiz6é un muestreo dirigido
para encontrar parches sintomaticos y relacio-
nados a los sintomas de “muerte descendente
del cultivo de pifia”.

La recoleccion de plantas enfermas a
nivel de campo, se centr6 en sintomas ligados
a desecamiento de las hojas, pérdida de vigor
de la plantacidon y lesiones severas a nivel
vascular, especificamente en el tallo, distri-
buidas en forma de parches de unas cuantas
plantas y en otros casos en bloques completos
de siembra. El sintoma mas caracteristico
fue una muerte descendente de las plantas
infectadas, las cuales presentaron un amari-
llamiento, observandose un desecamiento de
las hojas de la parte superior (apice) hacia la
base. Cuando la enfermedad estaba avanzada,
se presenté un desecamiento total o necrosis
en los primeros 15 cm de las hojas intermedias
seguido de pérdida de coloracién y turgencia
en el resto de las hojas. Del material, se obtu-
vieron un total de 275 fotos de los sintomas
de interés, agrupadas por afio, procedencia,
descripcion de sintomas y resultados de los
analisis realizados.

Cada una de las plantas y frutos se ana-
lizaron en los laboratorios. La mayoria de las
plantas presentaban decoloracion amarillenta en
las hojas (Figura la). Al cortar el tallo longitudi-
nal y transversalmente, se encontré que algunos
de los haces vasculares tenian una coloracion
café de tipo necrética (Figura 1b y ¢). En estados
avanzados se observo un dafio que alcanzaba la
mayoria del tallo, ademas de un tejido transluci-
do y acuoso pero duro al tacto (Figura 1d y e).
El desarrollo radical observado en las muestras
analizadas, fue normal en la mayoria de los
casos, sin embargo, ocurria descortezamiento de
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las raices en general (Figura 1f). En un 10% de
las muestras de fruto no se observaron sintomas
(Figura 1g), mientras que en el resto, fueron
leves incluso la necrosis y corchosis en los

alrededores de algunos fruticulos. Los sintomas
severos se manifestaron como una apariencia
bronceada del fruto, restos florales secos y cor-
chosis en fruticulos.

Figura 1.

Sintomas asociados a la presencia de Fusarium spp. en plantas de pifia. a) amarillamiento en hojas, b) necrosis en

tallos al cortar longitudinalmente, c) necrosis en tallo al cortar transversalmente, d y e) tejido translicido y acuoso,
f) raices con descortezamiento general, g) frutos asintomaticos. Costa Rica 2015-2019.

Posterior a la identificacion de los sinto-
mas, se obtuvo un total de 608 platos de cultivo
con porciones de tejido provenientes de sintomas
relacionados a Fusarium spp. Se agruparon y
luego se seleccionaron aquellos que por color y
forma del micelio estaban en mayor frecuencia;
posteriormente para favorecer la calidad y pure-
za, se reaislaron un total de 160 aislamientos en
medios CLA y en PDA.
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Durante 2015-2016 se obtuvo un total de
149 plantas de pina y 20 frutos provenientes
de campo. Se analiz6 un total de 394 platos de
cultivo con porciones de tejido provenientes
de la base del tallo, raices internas y externas,
follaje, hijos; y del fruto, la cascara y el pedun-
culo. De los aislamientos realizados a partir
del tejido de plantas y frutos, en un 63% crecid
al menos una especie relacionada al género
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Fusarium, en el 37% restante se obtuvo en su
mayoria bacterias y algunos pocos aislamientos
relacionados a otros hongos. De los aislamien-
tos recuperados del fruto, un 95% correspon-
dieron con Fusarium spp.

En 2017-2018 se volvio a recolectar mate-
rial de un total de 50 plantas para las cuales se
realizo un total de 150 platos de cultivo, cada uno
con 5 porciones de tejido provenientes de dife-
rentes partes de tejido sintomatico. En un 31%
no hubo crecimiento de microorganismos, en un
27% crecid Pythium spp. o Phytophthora spp., en
un 24% se observd Fusarium y en un 18% hubo
unicamente crecimiento de bacterias.

En el 2019, a partir de 16 plantas reco-
lectadas se realizaron aislamientos en un total
de 64 platos de cultivo. Se obtuvo un total de
55,5% del total de los aislamientos relacionados
a especies Fusarium y en un 11,2% solo hubo
crecimiento de bacterias o no hubo crecimiento
de microorganismos.

Caracterizacion molecular de los hon-
gos encontrados en pifia. A partir de las 2

regiones genéticas analizadas, se encontrd que
la region ITS no permitia diferenciar entre las
especies de F. guttiforme y F. ananatum, lo cual
inicialmente constituia el objetivo principal de la
investigacion. Se utilizo para la identificacion el
factor de elongaciéon 1 alpha que permitié dife-
renciar entre especies del género Fusarium. A
partir de aislamientos monosporicos o puros se
identificaron 6 especies de Fusarium en ¢l mate-
rial aislado a partir de partes de la planta y fruto
del cultivo de pifa, F. ananatum, F. oxysporum,
F. polyphialidicum conocido actualmente como
F. concolor (nombre que se utilizara para efectos
de este articulo), F. proliferatum, F. incarnatum
y F. solani.

Para la identificaciéon, se compararon
las secuencias con similares reportadas en
GenBank y relacionadas a articulos cienti-
ficos del cultivo de pifia, en otros casos a la
secuencia mas cercana. Se ingresé en el NCBI,
Bankit una secuencia de cada especie para su
clasificacion y se les asigné un numero de
accesion (Tabla 2).
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Durante 2015-2016 se identificd un 1,16%
de aislamientos de las especies F. solani, F.
incarnatum y F. proliferatum, 6,9% de aisla-
mientos de F. concolor, 13,8% de aislamientos
de F. oxysporum y 71,6% de aislamientos de F.
ananatum. Del total de los 116 aislamientos, 19
provenian del fruto de la pifia y 18 de los mismos
se identificaron como F. ananatum.

En 2017-2018 en el material que se secuen-
ci6 relacionado a Fusarium, un 22% fue F. oxys-
porum y un 2% correspondié con F. ananatum.

En el 2019 los resultados correspondie-
ron a un 55,5% del total de los aislamientos de

F. ananatum, un 22,2% de F. oxysporum y en un
11,1% de F. solani.

Caracterizacion morfolégica de los
hongos encontrados en pifia. Una vez identi-
ficadas por medios moleculares las 3 especies
patogénicas mas frecuentes dentro del género
Fusarium de acuerdo con los postulados de
Koch (Diaz 2018), fueron descritas morfologi-
camente con algunas caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas propias para clasificar el
género (Tabla 3).
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Las colonias correspondientes a F. ana-
natum en medio PDA, presentaban un color que
vari6 entre naranja (ladrillo) a tonos rosados, con
anillos concéntricos y un crecimiento aéreo leve
en el centro de la misma. Los macroconidios
eran cortos con 1 a 3 septos, relativamente rectos
(sin curvaturas), con una célula apical aguda y
una célula basal redondeada; los microconidios
ovoides sin septos. Estos conidios se presenta-
ban unidos a los conidiéforos en forma de falsas
cabezas. Las células conididgenas se observaron
como monofialides simples cortas, con escasas
clamidosporas solitarias terminales (CI) (Tabla 3).

En el caso de F. oxysporum la coloracion
del micelio fue blanca o lila en el medio de cul-
tivo PDA. Los macroconidios falcados con 3 a 5
septos, con una célula apical aguda y una célula
basal en forma de pie y los microconidios ovoi-
des sin septos. Las clamidosporas abundantes y
se encontraron de forma solitaria, terminales e
intercalares. Las células conididégenas se mostra-
ron como monofialides simples cortas (Tabla 3).

F. solani desarrolld6 una coloracion roji-
za en el micelio aéreo al crecer en el medio de
cultivo PDA. Los macroconidios eran angostos,
casi rectos con 3 a 7 septos, con una célula api-
cal aguda y una célula basal en forma de pie.
Las células conididgenas se observaron como
monofialides largas y las clamidosporas termi-
nales, solitarias y en pares (Tabla 3).

En varios aislamientos fue posible obser-
var la presencia de dos especies de Fusarium que
convivian en la misma lesion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cultivo de pifia en Costa Rica es impor-
tante a nivel econémico para el ingreso de divi-
sas 'y como actividad que provee trabajo a un alto
porcentaje de la poblacion del pais, sin embargo,
la aparicion de enfermedades dificulta el manejo
del cultivo e incrementa los costos de produc-
cion. El objetivo principal de esta investigacion
fue verificar la presencia o ausencia del patégeno
F. guttiforme en plantaciones de pifia ubicadas en

Costa Rica y las especies presentes en el cultivo.
Primero, se logrd determinar la ausencia en el
pais de F. guttiforme por medio de técnicas mole-
culares. Segundo, se pudo identificar la presencia
de 6 especies de Fusarium relacionadas al cul-
tivo de pifa, algunas especies reportadas como
patogénicas en este y otros cultivos. Finalmente,
las especies encontradas fueron caracterizadas
a nivel morfolégico y molecular, a partir de los
aislamientos generados.

A partir de porciones de tejido provenien-
tes de plantas sintomaticas relacionadas a “la
muerte descendente en pifia” se identificaron 6
especies: Fusarium ananatum, F. oxysporum, F.
solani, F. incarnatum, F. concolor y F. prolife-
ratum. Ademas de la presencia de Fusarium se
pudo identificar la presencia de otros patdgenos
como Pythium spp. o Phytophthora spp., y mul-
tiples microorganismos como Penicillium spp.,
Cladosporium spp., bacterias y levaduras. Esto
permite concluir que dentro de cualquier planta
o cultivo existe una serie de microorganismos
que interactiian durante el desarrollo del mismo;
algunos organismos enddgenos que se relacionan
con la planta sin causar aparente sintomatologia
y otros previamente reportados como patogenos
que podrian ocasionar sintomas, bajo las condi-
ciones adecuadas (Castro y Umafa 2017, Fritiani
et al. 2020).

En este estudio no fue posible diferenciar
las 6 especies con base en la sintomatologia que
se observo en las plantas, ya que era comun
encontrar el mismo tipo de dafo. La presencia de
las diferentes especies podria ligarse a condicio-
nes climaticas favorables para el desarrollo del
patogeno, a la diversidad de cultivos presentes
en las zonas previo a la siembra del cultivo de
pifia, y no se descarta factores como practicas y
tecnologias utilizadas para el manejo del cultivo.

En el fruto, se identifico la presencia de
F. ananatum en un 95% de los aislamientos
realizados a partir de porciones de la cascara del
fruto y el corte del pedinculo provenientes de
plantas enfermas, aunque en algunas ocasiones
sin sintomas visibles. Debido a que el fruto es
el producto comercializado para este cultivo es
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necesario realizar mas estudios sobre ¢l dafio que
podria ocasionar este patogeno. En este estudio,
se reporta que la especie F. ananatum es el agen-
te causal de la pudricion del centro del fruticulo,
PCF (fruitlet core rot, FCR) en plantas de pifia de
Costa Rica, encontrandose el hongo no solo en el
fruto sino en aislamientos provenientes de hojas,
tallo y raiz.

F. ananatum causa un dafo interno,
considerandose aproximadamente 12 dias lo
requerido, luego de la llegada del in6culo a la
planta, para causar las mayores lesiones en el
fruto (Barral ef al. 2017), sin embargo, el mismo
no se logra apreciar desde la parte externa del
fruto. A pesar de que se reporta la dispersion
de este patdgeno por medio de esporas de forma
aérea, durante la maduracion del fruto, Jaco-
bs et al. 2010 afirman que este no cuenta con
toxinas que le permitan entrar y degradar las
partes externas, mas gruesas, del fruto de pifia.
En investigaciones posteriores, se encontré que
la infeccion ocurre durante el desarrollo de la
inflorescencia, el patéogeno permanece latente
por un tiempo y durante la maduracion del fruto,
y asi F. ananatum inicia con el desarrollo de
los sintomas (Barral et al. 2017), lo que se ve
favorecido por temperaturas medias y una alta
humedad en el ambiente (Fournier et al. 2015).
Conforme el fruto alcanza la maduracion, los
sintomas de necrosis en las bracteas del fruto
aumentan e incluso pueden darse sintomas de
corchosis o formaciéon de manchas “bolsillo de
cuero” (Rohrbach et al. 2003), en otros casos la
presencia de este patogeno se ha asociado a la
permanencia del fruto en un estado verde y que
no se torna amarillo con la maduracion, lo cual
se ha denominado “fruto verde” (Pires de Matos
2019). Usualmente los sintomas no son visibles
a nivel externo en el fruto, esto hace que esta
enfermedad sea mas dificil de detectar por parte
de los productores y los consumidores de piia.
La agresividad de F. ananatum también depen-
de de la variedad de pifia utilizada, cultivares
como “Queen” se consideran altamente sus-
ceptibles, el “Smooth Cayenne” es considerado
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moderadamente susceptible, mientras que en el
“MD?2”, es menos frecuente al desarrollo de los
sintomas en el tejido, aunque el patdgeno esté
presente. En Costa Rica la variedad MD2 es la
de mayor produccion. Barral et al. 2019 relacio-
nan esta resistencia directamente a la estructura
floral donde el tejido es mas compacto en cul-
tivares como MD2, mientras que en variedades
como Queen existen muchos espacios libres
que permiten el crecimiento de estructuras del
hongo. A la vez, la aparicion de paredes lignifi-
cadas por la produccién de 4cidos fendlicos en
altas cantidades funciona como un mecanismo
de defensa preventivo para la colonizacion del
hongo (Barral ef al. 2019, Barral et al. 2020).

La infeccién en plantas de pifia con F.
ananatum se ha asociado a la presencia del vec-
tor Steneotarsonemus ananas. Este infecta las
flores abiertas aunque también logra penetrar
a través del tejido del fruto por la presencia de
heridas (Pires de Matos 2019). Este acaro ya fue
descrito en Costa Rica en el 2012 por Aguilar y
Murillo. La presencia de un vector hace atin mas
dificil el manejo de la PCF y es necesario el uso
de pesticidas para reducir las poblaciones del
acaro. Esto representa agregar mas quimicos, en
un cultivo como la pifia, en el cual la aplicacion
de agroquimicos y fertilizantes es intensiva. La
investigacion para encontrar posibles controla-
dores biologicos del acaro seria un tema priori-
tario a considerar.

Jacobs et al. 2010 describen los aislamien-
tos de F. ananatum localizados en Sur Africa
como una nueva especie de Fusarium y se dife-
rencia de otras especies por sus secuencias de
ADN mediante las regiones de la Histona H3,
de la B-tubulina (BT), de los genes del factor
de elongacion la (TEF) y también de acuerdo
con sus caracteristicas morfolégicas. En los
aislamientos provenientes de Costa Rica, la mor-
fologia lo define con presencia de conididforos
de naturaleza erecta en el micelio aéreo y la
distribucion de micelio aéreo en la superficie de
los aislamientos, especialmente en el centro del
aislamiento. A la vez, se pueden observar circu-
los concéntricos de crecimiento de micelio y un
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caracteristico color “ladrillo” de las colonias en
medio PDA. En el fruto los sintomas asociados
tanto a F. guttiforme y a F. ananatum son muy
similares, pero son menos severos en el ultimo
de los 2 hongos. En F. guttiforme se da una
decoloracion en el fruto, sin embargo, en la parte
infectada se observa una lesion en forma de V
(uve) que al inicio no tiene color, pero luego se
torna acuosa (Jacobs et al. 2010). A pesar de que
F. ananatum parece tener una aparente menor
agresividad es un organismo que estd presente
en Costa Rica y al cual hay que darle un segui-
miento cercano.

El segundo organismo mas comun en este
estudio fue F. oxysporum f. sp. ananas, que ha
sido el patégeno reportado como causante del
dafio en plantas de pifia en Costa Rica en afios
anteriores. Este, se caracteriza por una muerte
regresiva en la planta, desecamiento de las hojas,
notable pérdida de vigor de la plantacion y seve-
ras lesiones a nivel vascular, especificamente
en el tallo (Rojas 2020, Vazquez y Mata 2014,
Vasquez-Jiménez 2009). En Brasil esta especie
actia simultaneamente con F. ananatum y F.
guttiforme. Su ingreso se da por la raiz y puede
mantenerse en suelo por largos periodos de tiem-
po. También se ha reportado en la variedad Caye-
na Lisa en Peru y se ha relacionado a clorosis,
enrojecimiento progresivo de las hojas basales
hacia las hojas superiores, muerte regresiva de
la planta, encarrujamiento de puntas y necrosis,
frutos pequefios atrofiados, clordticos y volca-
miento de los frutos por encorchamiento de los
pedunculos (Rojas 2020). Esta ha sido caracteri-
zada tanto a nivel morfoloégico como molecular
en varios estudios (Rojas 2020, Vazquez y Mata
2014, Vasquez-Jiménez 2009).

F. proliferatum fue recuperado e identi-
ficado como causante del moho en el corte del
pedunculo de pifia, y se ha encontrado en el
analisis de otras muestras de frutos de pifa, asi
como en diferentes fases del proceso poscosecha
(Castro y Umaia 2015, Castro y Umana 2017).
Ademas, se le ha relacionado a patologias obser-
vadas en Malasia con pudricion de fruto y de
tejidos de la planta (Ibrahim et al. 2017, Ibrahim

et al. 2020). La habilidad de este patdgeno de
producir micotoxinas ha sido analizada mediante
el gen FUMI, que actua como indicador de la
presencia de la fumonisina B, (FB,) asi como
por medio de cromatografia donde se estudi6 la
presencia de moniliformina (MON) y beauveri-
cina (BEA). Este patdgeno es capaz de producir
fumonicinas, las cuales junto con tricoticenos y
zearalenona, son de las micotoxinas mas peligro-
sas para la salud animal y humana (Barral et al.
2020, Ibrahim et al. 2020).

Estudios en el fruto han indicado la pre-
sencia de micotoxinas ademas de un incremento
en la produccion de fenoles, acidos coumaroyl-
isocitrico y cafeoyl-isocitrico ante la presencia
de especies de Fusarium. Se ha encontrado
concentraciones altas de micotoxinas ante la
inoculacién con F. ananatum y F. proliferatum
al comparar con frutos no inoculados, espe-
cialmente las fumonisinas Bl y B2. Ademas, se
encontr6 que F. oxysporum es capaz de producir
beauvericina (Barral er al. 2017, Barral et al.
2020). Esto podria representar un riesgo para la
salud humana a la hora se ser consumido el fruto,
por lo que se recomienda realizar un estudio mas
exhaustivo al respecto.

Otras especies como F. concolor, F. incar-
natum y F. solani no han sido descritas como
patogenos de pifia hasta el momento.

Con este estudio se pudo constatar que
el patégeno F. guttiforme aun no esta presente
en el cultivo de pifia en Costa Rica, ademas se
logro6 identificar las especies de Fusarium que
interactuaban en el cultivo de la pifia. En este
trabajo se presenta un estudio preliminar que
sugiere investigacion mas profunda en aspectos
como: la interaccion del cultivo de pifla con
otras especies patogénicas y no patogénicas,
la presencia de especies productoras de mico-
toxinas, la interaccion de Fusarium y vectores
transmisores de enfermedades y el efecto de la
PCF en las variedades de pifia cultivadas en el
pais, entre otros. Esto llevara a establecer un
mejor manejo del cultivo y favorecer practicas
que mejoren la calidad de la fruta y por ende un
consumo mas sano.
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NIVEL DE INFECCION DEL MICROSPORIDIO Nosema spp. EN COLMENAS
DE ABEJAS AFRICANIZADAS Y SU RELACION CON LA PRECIPITACION
Y HUMEDAD RELATIVA
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RESUMEN

Introduccion. La Nosemosis es una enfer-
medad de las abejas meliferas, que se encuentra
diseminada por todo el mundo y ocasiona pér-
didas econdmicas. Es causada por 2 especies de
hongos, Nosema apis y Nosema ceranae. Obje-
tivo. Se determind la cantidad de esporas de
Nosema spp. en muestras grupales e individuales
de abejas, y se relacionaron con la precipitacion
y humedad. Materiales y métodos. El estudio se
realiz6 de julio a noviembre 2017, en 10 colme-
nas de abejas africanizadas en Atenas, Alajuela.
De cada colmena, se colectaron 100 abejas, para
examinarlas en el laboratorio de Patologia Api-
cola-CINAT. Para el analisis grupal, se cortaron
los abdémenes de 30 abejas y se maceraron con
30 ml de agua destilada. La muestra se revisod
en el microscopio a 40x y se cuantificaron las
esporas de Nosema spp. mediante el hemoci-
tometro. Para el examen individual, se utilizd
la misma técnica. La precipitacion y humedad
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Apicolas Tropicales, Programa Integrado de
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(® 0000-0002-6991-6899.

ABSTRACT

Infection level of microsporidium
Nosema spp. in africanized honey bee colonies
and their relationship with precipitation and
relative humidity. Introduction. Nosemosis
is the most widespread of adult honey bee
diseases that cause significant economic losses
worlwide. Honey bees are parasitized by
2 fungus species, Nosema apis and Nosema
ceranae. Objective. The amount of spores of
Nosema spp. in group and individual samples
of adult bees was related with precipitation and
relative humidity conditions. Materials and
methods. This study was conducted from July
to November 2017, in 10 africanized honey bees
colonies in Atenas, Alajuela. A 100 foragers bees
were collected per colony to examine them at
the Bee Pathology Lab of CINAT. For the group
analysis, the abdomens of thirty adult bees were
cut and macerated together in 30 ml of distilled
water. Nosema spp. spores were identified

2 Universidad Nacional, Centro de Investigaciones
Apicolas Tropicales, Programa Integrado de
Patologia Apicola, Heredia, Costa Rica.
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relativa durante el estudio, se relacionaron con el
nimero de esporas. Resultados y conclusion. Se
detectd el microsporidio Nosema spp. en todas
las colmenas analizadas. En julio, se cuantifico
el mayor niimero de esporas, con un promedio de
20360 000 £ 1 586 957 en el analisis grupal y 12
749 733 £ 867 232 en el individual. En los meses
siguientes se observo un descenso en el conteo de
esporas en ambos métodos, hasta contabilizar la
menor cantidad en noviembre, con un promedio
de 4 375 000 + 874 132 y 2 087 708 = 398 895 en
el examen grupal e individual, respectivamente.
Al relacionar la precipitacion y humedad con la
cantidad de esporas, setiembre presento la mayor
cantidad de lluvia y un alto porcentaje de hume-
dad, sin embargo, no correspondié con el mayor
nivel de Nosemosis, el cual se registrd en julio.
Mientras que noviembre fue el menos lluvioso y
humedo, y mostro la menor cantidad de esporas.

INTRODUCCION

La alta eficiencia polinizadora de las abe-
jas meliferas (Apis mellifera L.), ha conllevado a
una demanda creciente de este servicio a nivel
mundial en diversos cultivos agricolas, como el
melodn, la sandia y el almendro, entre otros. Sin
embargo, se ha reportado en diferentes paises
como Espafia, Francia, Suiza y Alemania, pérdi-
das considerables de colmenas. Asimismo, se ha
indicado una severa disminucion de colonias en
diferentes zonas de los Estados Unidos (Botias
et al. 2012, Eiri et al. 2015). Sin conocer con
exactitud la causa de la pérdida de colmenas,
algunos investigadores lo atribuyen a ciertos
factores como el uso excesivo de plaguicidas en
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using a light microscopy at 40x magnification
and counted with the hemocytometer. For the
individual analysis, the same method was used.
Precipitation and relative humidity conditions
during the study period were related with the
amount of Nosema spp. spores. Results and
conclusion. The microsporidium Nosema spp.
was found in all colonies. In July, the highest
number of Nosema spores were quantified, with
an average of 20 360 000 + 1 586 957 per bee
in group analysis and 12 749 733 + 867 232 in
individual analysis. In the following months a
decrease in the number of spores was observed
and the lowest amount of spores was recorded in
November, with an average of 4 375 000 + 874
132 and 2 087 708 + 398 895 of spores in group
and individual exam, respectively. When relating
the conditions of precipitation and humidity with
the amount of spores, September presented the
highest amount of rain and a high percentage
of humidity, nevertheless, it did not correspond
to the highest infection level of Nosema spp.,
which occurred in July. Meanwhile, November
was the least rainy and humid month and in turn
presented the least amount of spores.

la agricultura y a la presencia de enfermedades
en las abejas meliferas, como la Nosemiasis
(Soroker et al. 2011, Botias et al. 2012, Tozkar
et al. 2015).

La Nosemiasis o Nosemosis, es una enfer-
medad diseminada por todo el mundo que causa
pérdidas econdmicas en la apicultura (Fries ef al.
1996, Fries 2010). En Costa Rica, la Nosemosis
es causada por N. ceranae, se determind por
primera vez en el 2006 (Calderén et al. 2008).
Es ocasionada por 2 especies de microsporidios,
Nosema apis y Nosema ceranae, ambas forman
esporas y al ser ingeridas por la abeja llegan al
intestino, donde infectan las células epiteliales,
se desarrollan y multiplican, luego pasan al recto
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y son liberadas con las heces (Traver y Fell 2011,
Mufoz et al. 2014).

La Nosemosis se transmite entre las abejas
a través del intercambio de alimento (trofalaxis),
durante la limpieza de panales por parte de
las obreras o mediante la ingestion de esporas
presentes en el agua y/o alimento contaminado
(Higes et al. 2007, Chihu et al. 2013). La abeja
reina se infecta a través de la jalea real pro-
porcionada por las abejas nodrizas enfermas,
mientras que los zanganos se contagian al recibir
de las obreras, alimento con esporas (Maside
et al. 2015). Entre colmenas, la Nosemosis se
transfiere por pillaje, deriva, manejo inadecuado
por parte del apicultor, o por la introduccioén de
colmenas enfermas a los apiarios (Calderon y
Pichardo 2011, Prendas ef al. 2018).

La intensidad de la infeccion varia con
la época del afio, las condiciones ambientales
(temperatura, humedad relativa y precipitacion)
y la ubicacién del apiario (sombra o semisom-
bra) (Fries 2010, Traver y Fell 2011, Jack et al.
2016, Ptaszynska et al. 2016). Se ha reportado,
que apiarios ubicados en lugares humedos y con
exceso de sombra, son propensos a presentar
niveles elevados de Nosema spp. (Biganski et al.
2017). La Nosemosis puede permanecer latente
durante todo el afio y manifestarse después de
periodos de hacinamiento de las abejas dentro
de la colmena, debido a lluvias persistentes, frios
intensos o fuertes vientos, ya que estas condi-
ciones favorecen el contacto y contagio entre
las abejas (Calderon y Ramirez 2013). Algunos
de los principales sintomas que se observan en
abejas, A. mellifera, altamente infectadas por
Nosema spp., son abejas arrastrandose en frente
de la colmena debido a la imposibilidad de volar
por la compresion de los sacos aéreos abdomi-
nales, asi como deyecciones diarreicas de color
café sobre los marcos, bastidores y frente a la
piquera (Chihu et al. 2013). Lo anterior causa
disminucién en la poblacion de abejas adultas y
en la cantidad de cria, reduccion en la produccion
de miel y en casos muy severos, perdida de la
colmena (Chihu ez al. 2013).

El diagnostico de laboratorio de la Nose-
mosis, consiste en el analisis de una muestra
grupal de aproximadamente 30 a 60 abejas
adultas por colmena, mediante el cual se obtiene
un estimado de la cantidad de esporas por abeja
(Calderon y Sanchez 2011, Botias et al. 2012).
Sin embargo, se ha reportado que, al aplicar
esta metodologia, en condiciones particulares,
podrian obtenerse resultados muy variables en
la medicién de infeccién entre individuos de
una misma colmena (Mulholland et al. 2012).
Algunas personas autoras mencionan que el
analisis individual de abejas es un indicador mas
confiable del nivel de infeccion de la colonia. No
obstante, estudios sobre la presencia de Nosema
spp. en abejas individuales, son escasos (Higes et
al. 2008, Mulholland ef al. 2012).

Debido a la poca investigacion relacionada
con la Nosemosis en abejas africanizadas bajo
condiciones tropicales, se realizd el presente
estudio con el objetivo de determinar la cantidad
de esporas y el nivel de infeccion del microspo-
ridio Nosema spp. en muestras grupales e indi-
viduales de abejas adultas y su relacion con las
condiciones de precipitacion y humedad relativa.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del apiario. La investigacion
se realizo en un apiario constituido por 10 col-
menas de abejas africanizadas (4. mellifera),
ubicado en el canton de Atenas (09°57°45” N y
84°21’°50” O, 535 msnm), provincia de Alajuela.
Atenas se clasifica como bosque himedo pre-
montano, con una temperatura promedio anual
de 25°C y una precipitacion entre 1011 y 2022
mm (IMN 2017). El estudio se llevo a cabo de
julio a noviembre 2017 (época lluviosa), meses
en los cuales se ha reportado una mayor inci-
dencia de Nosemosis en las colmenas (Calderon
y Pichardo 2011, Pichardo et al. 2012, Calderon
y Ramirez 2013). Se confirmo la presencia de
Nosema spp. mediante analisis de laboratorio
de las abejas adultas, las cuales adquirieron el
microsporidio de manera natural.
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Colecta de abejas. Para realizar el diag-
nostico de Nosemosis, se muestrearon 10 col-
menas con un intervalo de 30 dias entre los
muestreos. De cada colmena se colectaron apro-
ximadamente 100 abejas adultas de la piquera
(entrada), con el fin de muestrear abejas pecorea-
doras (con mas de 21 dias de edad) (Higes et al.
2010, OIE 2013, Medina et al. 2014). Para obtener
la muestra de abejas, la piquera de la colmena
se cerrd temporalmente con papel periddico,
durante unos 20 - 30 minutos en horas de la
mafiana (9:00 am - 11:00 am) (Higes et al. 2008).
Al observarse un nimero considerable de abejas
pecoreadoras agrupadas frente a la piquera, se
procedié a colectarlas en un frasco de boca ancha
con alcohol etilico al 70%. Las muestras se iden-
tificaron con la fecha y el nimero de la colmena.

Analisis de abejas. Las abejas adultas
se analizaron en el Laboratorio de Patologia
Apicola del Centro de Investigaciones Apicolas
Tropicales (CINAT), Universidad Nacional, ubi-
cado en el Campus Benjamin Nufiez, Lagunilla
de Heredia. Para determinar la presencia de
esporas de Nosema spp., las abejas se analiza-
ron mediante el método de Cantwell (método
directo) (Molina ef al. 1990, Calderén y Sanchez
2007). De cada muestra se tomaron 30 abejas
adultas, se procedio a cortar los abdomenes, los
cuales se maceraron en un mortero y se aiadio
1 ml de agua destilada por cada abdomen (total
30 ml). El macerado se agité constantemente
durante un minuto y luego se coloco una gota de
la suspension en un portaobjetos. Para identifi-
car la presencia del microsporidio, la muestra se
reviso en el microscopio a un aumento de 40x.
Las esporas se identificaron por ser ovaladas,
brillantes y refringentes.

Cuantificacion del nivel de infeccion de
Nosema spp. Se procedi6 a cuantificar las espo-
ras y determinar el nivel de infeccion de cada
colmena mediante el hemocitdmetro (Calderon
y Pichardo 2011). Se realiz6 el analisis grupal de
30 abejas y el examen individual de 30 abejas
provenientes de la misma colmena.
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Evaluacién de una muestra grupal de
abejas. Para cuantificar las esporas de Nosema spp.
presentes en una muestra grupal de abejas, se proce-
di6 a agitar de manera mecanica el liquido sobrena-
dante para homogenizarlo y con una micropipeta se
tomo una alicuota de 200 pl, la cual se colocd en el
hemocitémetro y se dejo reposar durante 3 minutos,
para permitir la sedimentacion de las esporas. La
muestra se observo en el microscopio a un aumento
de 40x y se procedio al conteo de esporas de 5 blo-
ques del hemocitémetro (los 4 de las esquinas y el
central) (Molina ez al. 1990).

El nivel de infeccion se determind con la
siguiente formula:

Numero de esporas por abeja = (total de
esporas contadas / 80) x 4 000 000.

El total de esporas contadas, son las pre-
sentes en los 5 bloques del hemocitdmetro.

El 80, representa el total de campos conta-
dos en los 5 bloques del hemocitometro.

Los 4 000 000, corresponde al volumen de
dilucion de la muestra.

Examen de abejas individuales. Para ana-
lizar el nivel de infeccion de Nosema spp. en 30
abejas por colmena (n= 10 colmenas), igualmente
se utilizo la técnica del hemocitometro. Se analizo
cada una de las abejas de manera individual (n=
300 abejas analizadas por mes), con el macerado
del abdomen y se agregd 1 ml de agua destilada.
Luego se coloco 10 pl del liquido sobrenadante en
el hemocitometro, se observo en el microscopio
a un aumento de 40x y se procedio al conteo de
las esporas. Para obtener el nivel de infeccion se
utilizoé la formula indicada anteriormente.

El procedimiento se repitio hasta determi-
nar el nivel de infeccion de cada una de las 30
abejas analizadas individualmente por colmena.

Nivel de infeccién de Nosemosis. Para
categorizar el nivel de infeccion de Nosema spp.,
el nimero de esporas de cada muestra, deter-
minado mediante la férmula, se comparé con la
tabla de Jaycox (Tabla I).
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Tabla 1.  Nivel de intensidad de infeccion por Nosemosis

en abejas meliferas (Jaycox).

Nivel de infeccion Intensidad ~ Cantidad de esporas
Nulo 0 Menos de 10 000
Muy leve 1 10 000 — 1 000 000
Leve 2 1000 001 —5 000 000
Moderado 3 5000 001 — 10 000 000
Semifuerte 4 10 000 001 — 20 000 000
Fuerte 5 Superior a 20 000 000

Molina et al. 1990.

Datos meteorolégicos. Los datos de pre-
cipitacion, humedad relativa y temperatura en el
canton de Atenas durante julio a noviembre, se
proporcionaron por el Instituto Meteorologico
Nacional (IMN 2017). La precipitacion y hume-
dad se relacionaron con el nimero de esporas del
microsporidio Nosema spp. en muestras grupales
e individuales de abejas adultas.

Analisis estadistico. La cantidad de espo-
ras, obtenida en el analisis de muestras grupales,
se digitd en una tabla de Microsoft Excel®, la
cual se ingresé al programa estadistico Minitab®,
siendo clasificadas por el nimero de colmena
y el mes de evaluacion. Asimismo, se digito el
numero de esporas determinadas en muestras de
abejas individuales, se incluyeron como variables
el nimero de abeja, el nimero de colmena y el
mes de evaluacion. En este ultimo caso, se obtuvo
el promedio de esporas presentes en abejas indivi-
duales por colmena. Para la cantidad de esporas,

se calcularon estadisticas descriptivas (promedio
e intervalos de confianza, la mediana, el valor
maximo y minimo) y medidas de variacion (des-
viacion estandar, error estandar y el coeficiente
de variacion) por mes y para cada método de eva-
luacion. La dinamica de la infeccion de Nosema
spp. durante el estudio, se presento6 en graficos de
lineas, en los que se utilizo el promedio de espo-
ras de abejas individuales por colmena. La preci-
pitacion y humedad relativa se relacionaron con el
numero de esporas de Nosema spp., determinadas
mediante los métodos grupal e individual.

RESULTADOS

Nosemosis en muestras grupales de abejas

Se determind la presencia del microspori-
dio Nosema spp. en todas las colmenas analiza-
das (n= 10), durante la época lluviosa. En julio,
se determind la mayor cantidad de esporas de
Nosema spp. en el apiario, con un promedio de
20 360 000 £ 1 586 957 por abeja. En el mes
siguiente la infecciéon fue significativamente
inferior, encontrandose en promedio 9 595 000 +
2 602 866 esporas (p<0,0001). En setiembre, se
cuantificaron 6 230 000 £ 1 396 945 de esporas
por abeja, mientras que en octubre se registro
un leve incremento. Finalmente, en noviembre,
se obtuvo la menor cantidad de esporas, con
un promedio de 4 375 000 + 874 132 (Figura
1). No se encontraron diferencias significativas
de agosto a noviembre (ANOVA - significancia
0,05) (Figura 2).
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Figura 1. Esporas de Nosema spp. en muestras grupales de abejas adultas durante la época lluviosa (X + SE).
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Figura 2. Analisis de la cantidad de esporas de Nosema spp.

significancia 0,05).

Nosemosis en muestras individuales de abejas

Se determind la presencia del micros-
poridio Nosema spp. en muestras de abejas
individuales (240 a 300 abejas por mes) durante
el periodo de estudio. En julio se contabilizo la
mayor cantidad de esporas, con un promedio de
12 749 733 + 867 232 por abeja, y resultd sig-
nificativamente mayor que los siguientes meses
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durante los meses muestreados (ANOVA= Prueba de Tukey,

analizados, en los cuales la infeccion por Nose-
miasis fue menor a 10 000 000 de esporas. En
agosto se cuantifico la segunda cifra mas alta de
esporas, siendo de 7 367 267 + 716 697 por abeja.
Durante setiembre y octubre el promedio conti-
nuo con disminucidn, hasta noviembre donde se
alcanzé la menor cantidad 2 087 708 + 398 895
de esporas por abeja (Figura 3).
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Figura 3. Promedio del conteo de esporas de Nosema spp. en muestras individuales de abejas durante los meses de la época

lluviosa (X £ SE).

Relacién de las condiciones de precipitacion y
humedad relativa con la cantidad de esporas
de Nosema spp.

De acuerdo con la informaciéon suminis-
trada por el Instituto Meteorolégico Nacional
(IMN), las variables meteorologicas que pre-
sentaron cambios en los meses de estudio, son
la precipitacion y la humedad relativa, mientras
que la temperatura se mantuvo constante entre
23,9°C y 24,2°C. Al relacionar la precipitacion y
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el porcentaje de humedad relativa con la cantidad
de esporas, tanto en el analisis grupal como en
el individual, se observa que setiembre presento
la mayor cantidad de lluvia (650 mm) y un alto
porcentaje de humedad (90,4%); sin embargo, no
correspondié con los mayores niveles de infec-
cion del microsporidio, los cuales se observaron
en julio. Mientras que noviembre, fue el mes
menos lluvioso (126 mm) y htimedo (87,5%), y a
su vez presento la menor cantidad de esporas por
abeja (Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Esporas de Nosema spp. obtenidas en muestras grupales e individuales de abejas y nivel de precipitacion entre julio

y noviembre.

Agronomia Costarricense 46(1): 65-75. ISSN:0377-9424 / 2022



72 AGRONOMIA COSTARRICENSE

25

20

Cantidad de esporas de Nosema spp. en millones

Julio

Agosto

Setiembre

91,0

90,0

89,0

88,0

87,0

Humedad relativa (%)

86,0

85,0

Octubre Noviembre

Meses muestreados

e Anlisis individual

Andlisis grupal

=—g=—Humedad relativa

Figura 5. Conteo de esporas de Nosema spp. en muestras grupales e individuales de abejas y porcentaje de humedad relativa

durante el periodo de estudio.

DISCUSION

Como se menciono, la Nosemosis es una
de las enfermedades que mas pérdidas econémi-
cas causa en la apicultura mundial (Fries et al.
2013, Grupe y Quandt 2020). Diversos estudios
en Espafia, indican un aumento considerable en
la pérdida de colmenas de abejas de tipo europeo
infectadas con N. ceranae (Higes et al. 2010,
Botias ef al. 2013). En esta investigacion con
abejas africanizadas, se determind la presencia
de Nosemosis en todas las colmenas (prevalen-
cia= 100%), tanto en el analisis grupal como en
el individual, con diferentes niveles de infeccion,
desde muy leves hasta fuertes. Algunos factores
que favorecen a la Nosemosis estan relacionados
con la ingesta de esporas. Se menciona que las
abejas jovenes adquieren las esporas cuando
realizan actividades de limpieza en colmenas
contaminadas (Martinez et al. 2011). Segun
Ritter (2001) panales viejos en la camara de
cria, propician la presencia de Nosemosis. En
el presente ensayo, se observaron panales muy
oscuros en las colmenas, con mucho tiempo de
no cambiarse. En estas condiciones, podrian ser
una fuente de contaminacion de Nosema spp., ya
que las esporas suelen permanecer viables, hasta
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por un afio (DeGrandi-Hoffman y Chen 2015,
Rodriguez et al. 2021).

El mayor conteo de esporas obtenido
en ambos métodos durante la época lluviosa
se registro en julio. Una de las posibles causas
podria estar relacionada con el hacinamiento de
las abejas debido a lluvias prolongadas. Aun en
julio que no fue el mes con mayor precipitacion
(302 mm), ocasionalmente se presentaron lluvias
persistentes desde horas de la mafiana, y perma-
necieron durante todo el dia. Debido a que las
abejas en estas condiciones no pueden defecar
fuera de la colmena y al estrecho contacto entre
ellas, probablemente favoreci6é la diseminacion
del microsporidio. Se ha reportado que largos
periodos de encierro de las abejas en la colmena
(hacinamiento), ocasionados principalmente por
lluvias persistentes, promueven la presencia de
Nosema spp. Entre mas extensa es la duracion
del hacinamiento, mayor es la cantidad de espo-
ras, ya que los niveles de infeccién se elevan
considerablemente, debido al contacto estrecho
entre las abejas (Fries et al. 2013).

En los siguientes meses (agosto - octubre),
hubo un descenso en la cantidad de esporas con
respecto a julio, tanto en el analisis grupal como
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en el individual. Lo anterior representa un cam-
bio considerable respecto a lo esperado, ya que
las condiciones de precipitacion y humedad, que
se han reportado, favorecen el incremento de
la Nosemosis, en setiembre (650 mm, 90,4%) y
octubre (540 mm, 90,6%) (IMN 2017). Las cau-
sas de esta disminucidn, no se conocen con exac-
titud, no obstante, se debe mencionar que durante
esos meses se presentaron las condiciones pro-
pias de la época lluviosa, con mafanas soleadas
y tardes lluviosas. Esta condicion, permitié que
las abejas realizaran sus actividades fuera de la
colmena durante horas tempranas del dia, sobre
todo la defecacion. Estos resultados coinciden
con los reportados por Tapia et al. (2017) con
abejas africanizadas en México, donde determi-
naron una disminucion en el conteo de esporas
durante la estacion lluviosa, comparado con la
época seca. [gualmente, Emsen et al. (2015) indi-
caron bajos niveles de infeccion de Nosema spp.
durante el invierno, los cuales aumentaron en el
verano. Adicionalmente, Retschnig et al. (2017)
indican que la mayor intensidad del microspori-
dio se presento en invierno.

En noviembre, se registrdé con ambos
métodos, el conteo mas bajo de esporas. Se debe
sefalar que, durante este periodo, se observo
una reduccion en la cantidad de lluvia, con el
inicio de la transicion hacia la época seca, con
las condiciones mas bajas de precipitacion (126,2
mm) y humedad (87,4%) (IMN 2017). Lo anterior
coincide con Calderén y Ramirez (2013), quienes
indican que a menor cantidad de lluvia las espo-
ras de Nosema spp. disminuyen.

Precipitacién y humedad relativa

Al relacionar el nimero de esporas del
microsporidio Nosema spp. (obtenido en ambos
métodos) con la precipitacion y humedad, se
evidenci6 durante julio la cifra mas elevada de
esporas en el apiario, mientras que la humedad
y precipitacion correspondieron a la tercera
mas alta registrada durante el periodo de inves-
tigacion. Como se indico, el conteo elevado
de esporas en julio, podria relacionarse con el

hacinamiento de las abejas como consecuencia
de lluvias persistentes.

Cueto et al. (2020) indicaron una alta
prevalencia y distribucion de Nosemosis entre
marzo y junio, lo cual corresponde a las tempo-
radas de primavera e inicio del verano (mayor
actividad estacional de las abejas meliferas) en
4 regiones geograficas del noroeste de México.

Setiembre, presentd la mayor cantidad de
lluvia y un alto porcentaje de humedad, no obs-
tante, no correspondid con los mayores niveles
de infeccion de Nosema spp. en las colmenas.
Segun Rangel et al. (2015) esto obedece a que
la lluvia, no es un factor que determina el nivel
de infeccion de Nosemosis en el apiario. Pacini
et al. (2016) indican que apiarios ubicados en
distintas eco-regiones de Argentina, mostraron
diferencias en la cantidad de esporas, al registrar
conteos menores en condiciones de bosque y en
lugares con suelo cubierto de pasto. Sobre esta
condicion Calderon y Ramirez (2013), reporta-
ron que apiarios ubicados en sitios hiimedos y
con mucha sombra, tienden a presentar niveles
mas elevados de infeccion, que los situados en
lugares donde predominen las condiciones secas
y soleadas.

Se comprobd que en noviembre se cuan-
tificé la menor cantidad de esporas de Nosema
spp. por abeja. En ese mes se observo una reduc-
cioén considerable en la cantidad de lluvia y el
inicio de la floracion. Lo anterior coincide con lo
observado por Calderén y Ramirez (2013), quie-
nes encontraron que, a menor cantidad de lluvia,
se reduce el nimero de esporas en el apiario.

En conclusion, se observo que, al relacio-
nar la precipitacion y el porcentaje de humedad
relativa con la cantidad de esporas, tanto en el
analisis grupal como el individual, el mes de
setiembre presentd la mayor cantidad de lluvia y
un alto porcentaje de humedad, sin embargo, no
correspondi6 con los mayores niveles de infeccion
de Nosemosis, los cuales se presentaron en julio.
Mientras que noviembre, fue el periodo menos
lluvioso y himedo, y a su vez presentd la menor
cantidad de esporas de Nosema spp. por abeja.
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RESUMEN

Introducciéon. La deficiencia de fosforo
(P) es una de las mayores limitantes para la pro-
duccion de frijol (Phaseolus vulgaris L.), en espe-
cial en las regiones tropicales. La identificacion
y el uso de cultivares tolerantes es esencial para
reducir los costos de produccion y la dependen-
cia de los fertilizantes para suplir las necesidades
de P. Objetivo. Describir el proceso de desarrollo
y caracteristicas agronémicas de la variedad
UCR 55. Materiales y métodos. Esta variedad
provino del cruzamiento NAB 44 // ROS 24 / G
13689, realizado en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical en Colombia. Fue evaluada
de 1993 al 2000, por la Universidad de Costa
Rica y el Ministerio de Agricultura y Ganaderia.
El desempefio agrondmico y caracteristicas de
UCR 55 se determinaron con base en la evalua-
cion de 6 viveros, 21 ensayos, 7 parcelas de vali-
dacién y 5 parcelas comerciales, llevados a cabo
en 15 localidades de Costa Rica. Resultados.
UCR 55 es una variedad de grano negro opaco,
con un peso promedio de 19,4 g en 100 semillas.
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ABSTRACT

“UCR 55” black-seeded Mesoamerican
common bean cultivar. Introduction.
Phosphorus (P) deficiency is considered one of the
major constraints for common bean (Phaseolus
vulgaris L.) production, in particular across the
tropics. Identification and use of tolerant cultivars
are essential for reducing production costs and
farmers’ dependence on fertilizers to overcome
phosphorus deficiencies. Objective. To describe
the process of development and the agronomic
characteristics of cultivar UCR 55. Materials
and methods. This cultivar was developed from
the NAB 44 // ROS 24 / G 13689 cross made at
Centro Internacional de Agricultura Tropical
in Colombia. It was evaluated from 1993 to
2000, by the Universidad de Costa Rica and
the Ministerio de Agricultura y Ganaderia. The
agronomic performance and the traits of UCR 55
were determined through 6 nurseries, 21 trials, 7
validation plots and 5 commercial plots, carried
out at 15 locations in Costa Rica. Results. UCR
55 is a dull black-seeded cultivar, with a mean
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En condiciones experimentales en suelos andiso-
les, obtuvo un rendimiento mayor a 1200 kg.ha!
sin la adicion de P. El rendimiento de UCR 55 en
la etapa de validacion fue de una media de 1336
comparado a 1000 kg.ha™! del testigo comercial
Guaymi. Ademds, UCR 55 rindié hasta 2345
kg.ha'! en suelos volcdnicos (Fraijanes) durante
esta fase. UCR 55 posee una arquitectura erecta
(tipo II), resistencia (valor <3) a Colletotrichum
lindemuthianum y resistencia intermedia (valor
<6) a Pseudocercospora griseola y a Thanate-
phorus cucumeris. Conclusiones. La adaptacion
de UCR 55 con suelos pobres en P (<10 ppm) y
su resistencia a C. lindemuthianum, la hacen una
variedad adecuada para la siembra de frijol en
zonas con una altitud superior a 1000 msnm en
Costa Rica.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un
componente basico de la dieta en Costa Rica,
donde el 97% de la poblacion lo consume (Rodri-
guez-Gonzalez y Fernandez-Rojas 2015). Su
cultivo se ubica principalmente en los cantones
de La Cruz, Upala, Los Chiles, Pérez Zeledon
y Buenos Aires, en un rango de altitud que
varia entre los 40 y 750 msnm. Su produccion
esta principalmente en manos de pequefios pro-
ductores, con explotaciones menores a las 5 ha
(Hernandez-Fonseca 2009b).

Los productores de frijol enfrentan varias
limitaciones que afectan el rendimiento del cul-
tivo, entre ellas los patogenos, las condiciones
climaticas adversas como exceso o ausencia de
precipitaciones, y altas temperaturas y problemas
edaficos. En zonas bajas e intermedias, menores
a 1000 msnm, las enfermedades de origen fun-
goso mas frecuentes y problematicas en Costa
Rica son la mancha angular, causada por Pseu-
docercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun, y
la mustia hilachosa, causada por Thanatephorus
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100-seed weight of 19.4 g. Under experimental
conditions in andisol soil, it yielded more than
1200 kg.ha! without phosphorus addition. The
yield of UCR 55 in the validation phase was 1336
compared to 1000 kgha' for the commercial
check Guaymi. In addition, this cultivar yielded
up to 2345 kgha' in volcanic soils during
validation. UCR 55 has an erect architecture
(type II), resistance (value <3) to Colletotrichum
lindemuthianum and intermediate resistance
(value <6) to Pseudocercospora griseola and
Thanatephorus cucumeris. Conclusions. The
adaptation to low P soils (<10 ppm) and its
resistance to C. lindemuthianum, UCR 55 is a
cultivar suitable for common bean production in
areas over 1000 masl in Costa Rica.

cucumeris (Frank) Dong (Hernandez et al. 1999,
Araya y Hernandez 2003). Sobre los 1000 msnm,
en zonas mas frescas, se presenta Colletotri-
chum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib.
(antracnosis), que puede llegar a ocasionar pér-
didas hasta del 100% (Rosas et al. 2000, Araya
y Hernandez 2003, Singh y Schwartz 2010). En
los ultimos 30 afos, el nematodo Aphelenchoides
besseyi Christie, causante del “amachamiento”
se ha convertido un problema creciente en las
zonas de produccion (Chaves-Barrantes y Araya-
Fernandez 2012, Chaves et al. 2013). Ademas, las
larvas de los braquidos Acanthoscelides obtectus
Say y Zabrotes subfasciatus Boheman, también
pueden afectar la calidad del grano y causar pér-
didas considerables (hasta 35%) durante el alma-
cenamiento (Ishimoto y Chrispeels 1996, Miklas
et al. 2006, Singh y Schwartz 2011).

Los suelos donde se siembra frijol en
Costa Rica, son predominantemente ultisoles de
baja fertilidad, con niveles de fésforo (P) meno-
res a 10 ppm (Hernandez-Fonseca 2009a). Ade-
mas, en zonas con altitudes iguales o mayores
a 1200 msnm, en especial hacia el este y norte
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del Valle Central, en las faldas de los volcanes y
algunas areas del canton de Coto Brus, se siem-
bra frijol para autoconsumo y para aprovechar
las podas del café (Gonzalez et al. 1986, Araya
y Zamora 1988). En estos lugares, predominan
los suelos de tipo andisol, cuya arcilla alofana
es capaz de fijar entre el 70 y 95% del fosforo
(Alvarado et al. 2001).

La deficiencia de fosforo es considerada
como una de las mayores limitantes para la
productividad de los cultivos, en especial en los
tropicos y subtropicos (Ramaekers et al. 2010) y
en el caso de frijol se estima que un 50% del area
cultivada a nivel mundial sufre de esta problema-
tica (Beebe ef al. 2009). La manera mas eficiente
para aminorar el problema de fertilidad por bajo
nivel de fosforo, es la aplicacion de fertilizantes
con alto contenido de este nutriente. Sin embar-
g0, el costo econdmico y ambiental, supone poca
viabilidad de esta opcion para las condiciones de
produccién de los pequefios productores de frijol
en los paises en desarrollo (Beebe ef al. 20006).
Ademads, se estima que las reservas de fosforo a
nivel mundial podrian acabarse en los proximos
60-80 afios (Beebe et al. 20006).

La identificaciéon y el uso de genotipos
mas eficientes en la adquisicion y utilizacion
del fosforo, es la mejor estrategia para la pro-
duccién de frijol en suelos con bajos niveles de
este nutriente (Beebe 2012, Assefa et al. 2019).
También reduce la dependencia de los produc-
tores del uso de fertilizantes (Singh et al. 2003).
La capacidad de explorar un mayor volumen
de suelo en ambientes con niveles limitantes
de fosforo, varia entre genotipos y es heredable
(Mourice y Tryphone 2012). Los progresos

en mejoramiento genético se han logrado con
genotipos que presentan mayor cantidad de
raices basales y con angulos de insercion mas
rectos, mayor abundancia de raices adventicias
y mayor densidad de raices laterales (Lynch
2019, Camilo ef al. 2021). Recientemente se
han identificado genotipos mesoamericanos de
grano negro tolerantes a bajo P como SEN 56
y NCB 226 (Smith et al. 2019), sin embargo, en
Costa Rica la investigacion con énfasis en baja
fertilidad data de la década de los 90. El objeti-
vo del presente trabajo fue describir el proceso
de desarrollo y las caracteristicas agrondmicas
de la variedad UCR 55.

MATERIALES Y METODOS

La linea NJBC-20601-1-CM(71V) (UCR
55) proviene del cruzamiento triple NAB 44 //
ROS 24 / G 13689, realizado por el Programa de
Frijol del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), en Palmira, Valle, Colombia
(N 03°30°, O 76°21’, 965 msnm). Fue introducida
a Costa Rica en mayo de 1993, en un grupo de
45 poblaciones F, procedentes del CIAT, para la
busqueda de tolerancia a bajo fosforo, y resisten-
ciaa T cucumeris'y C. lindemuthianum. Durante
el segundo semestre de 1993, las poblaciones
F, se sembraron en la Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno (EEAFBM) de
la Universidad de Costa Rica, localizada en
Alajuela, Costa Rica y otras localidades (Tabla
1). El manejo agrondémico de las poblaciones no
incluy6 aplicacion de fungicidas y con base en el
método masal de una vaina por planta, se selec-
cionaron 67 familias F.

Agronomia Costarricense 46(1): 77-94. ISSN:0377-9424 / 2022



80 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Tabla 1.  Localidades donde se evaluaron los experimentos y parcelas de validacion para determinar las caracteristicas agro-
nomicas y potencial de rendimiento de la variedad de frijol comin UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.). Costa Rica.

1993 - 2000.

Localidad Canton Provincia Region L;:(?;r?fzzn Altitud (msnm)
EEAFBMf Alajuela Alajuela Central g 33(3;?2:576: 840
SEF*f Alajuela Alajuela Central IC\I) é?;?f:;z: 1742
Cedral Aserri San José Central g gizgzzgiz 1864
Bajo Loaiza Mora San José Central I(\)I gi?}zzg,’: 840
La Fila Mora San José Central T(\)I gz:iézg?: 992
El Estero Puriscal San José Central g 249121571:‘2%’,’ 1005
La Legua Puriscal San José Central IS 23?;9132: 1109
El Parque Los Chiles Alajuela Huetar Norte (I;I ;2:3;:;: 48
Bijagua Upala Alajuela Huetar Norte g égjgi :;2: 445
La Vega San Carlos Alajuela Huetar Norte I(\; ;;(4)12?:;(3): 86
Tujankir Guatuso Alajuela Huetar Norte g ;2:;‘;:;: 112
Bijagual Buenos Aires Puntarenas Brunca I; gg:gf:g;z 387
Changuena Buenos Aires Puntarenas Brunca g gg:f;:;g: 462
Concepcion Buenos Aires Puntarenas Brunca I(\)I gg:gg:gg: 540
Veracruz Pérez Zeledon San José Brunca g gg:gg:gg: 615

T Estacién Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno. Universidad de Costa Rica.

T Sub Estacion Fraijanes. Universidad de Costa Rica.

En el primer semestre de 1994 se evalua-
ron las 67 familias F; en El Estero de Puriscal
y en el segundo semestre en la EEAFBM
en Alajuela. Mediante la escogencia de una
vaina por planta, se obtuvieron 375 selecciones
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individuales F,, que fueron evaluadas en EI
Estero de mayo a julio de 1995. De ellas, se
avanzaron 10 lineas promisorias F., que no
mostraron incidencia de C. lindemuthianum y
P. griseola (Tabla 2).
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Tabla 2. Lineas F; de frijol (Phaseolus vulgaris L.) seleccionadas por su resistencia a Colletotrichum lindemuthianum
(antracnosis) y a Pseudocercospora griseola (mancha angular) bajo inéculo natural. Puriscal, San José, Costa Rica.
Julio, 1995.
Linea Genealogia Color*
NXBC-20594-2-CM(37V) XAN 283 /// NAB 31 // G 4017 / G 19833 N Op
NHXC-20599-2-CM(64V) XAN 283 /// NAB 38 // G 4017 / G 12539 N Op
NJBC-20601-1-CM(71V) NAB 44 // ROS 24/ G 13689 N Op
NJBC-20601-4-CM(55V) NAB 44 // ROS 24 / G 13689 N Br
NJBC-20604-1-CM(70V) NAB 38 // NAB 38 / G 19833 N Op
NJIC-20607-1-CM(44V) NAB 38/ SEL1277 N Op
NJIC-20607-2-CM(62V) NAB 38 / SEL1277 N Op
RXHI-20382-1-CM(70V) NAB 38 / SEL1359 N Op
NJTC-20610-2-CM(58V) MUS 130 /// XAN 275 // RAB 487 / A 247 N Br
NHXC-20599-2-CM(64V) XAN 283*(NAB 38*%(G 4017*G 12539) N Op

fColor del grano: N = negro; Op = opaco; Br = brillante.

En 1996 en la Sub Estacion Experimental
Fraijanes (SEF) de la Universidad de Costa Rica,
se evaluaron las 10 lineas promisorias Fy selec-
cionadas en Puriscal (Tabla I). Se sembraron par-
celas de 250 m? en un terreno con suelo andisol y
sin la adicion de insumos. Se selecciono la linea
NJIBC-20601-1-CM(71V), por su productividad y
resistencia a C. lindemuthianum y P. griseola, y
se incluyod en el Ensayo Nacional de Adaptacion
y Rendimiento (ENAR).

Durante 1997 y 1998, la linea NJBC-
20601-1-CM(71V) (UCR 55) fue evaluada en el
Ensayo Nacional de Adaptacion y Rendimiento
(ENAR). Este experimento estuvo conformado
por 16 genotipos en 1997: 12 lineas promiso-
rias, la variedad Guaymi (Hernandez-Fonseca
y Araya-Villalobos 2009) como testigo nacio-
nal de grano negro, la variedad Chirripé Rojo

(Hernandez-Fonseca y Araya-Villalobos 2009)
como un testigo nacional de grano rojo, y 2 testi-
gos locales, uno de grano negro y otro de grano
rojo, que variaron segun la localidad donde se
sembro el ENAR. En 1998, se evaluaron 8 lineas
promisorias, por lo que el total de genotipos
evaluados fue de 12. Para el ENAR se evaluaron
10 localidades: Bijagua, Bijagual, Changuena,
Concepcion, El Parque, El Estero, La Legua, La
Vega, Tujankir, y Veracruz donde se sembraron
un total de 17 experimentos. Se empled un disefio
de bloques completos al azar con 4 repeticiones,
y la unidad experimental estuvo conformada por
6 hileras de 2,5 m de largo, separadas a 0,5 m.
La reaccion de las lineas de frijol del ENAR a los
patogenos, fue evaluada con la escala estandar
de 1 a 9 del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT); donde 1 = sin sintomas visibles
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y 9 = sintomas de la efermedad muy severos
(CIAT 1987).

En 1998, UCR 55 fue evaluada en el
Vivero Historico de Frijol Comun, conformado
por 31 genotipos: 7 lineas promisorias intro-
ducidas, 9 variedades comerciales liberadas
antes de 1990, 5 variedades nativas de uso
comercial, 5 lineas promisorias UCR y 5 varie-
dades comerciales liberadas después de 1990.
Este vivero fue sembrado en la EEAFB en
Alajuela, en un terreno de baja fertilidad, con
alta incidencia natural P. griseola, U. phaseoli,
Chaetoseptoria sp., T. cucumeris y BGYMYV, e
inoculado con C. lindemuthianum. Para evaluar
la reaccion de los genotipos de frijol del Vivero
Historico a los patdgenos, se empled la escala
estandar (CIAT 1987).

La UCR 55 se evaluo en el Vivero para
Baja Fertilidad y Factores Abidticos, confor-
mado por 49 genotipos. Se sembré en las loca-
lidades de Fraijanes (01-06-1999) y Alajuela
(06-10-1999), en 2 condiciones, con y sin adi-
cion de fosforo. En Alajuela se fertilizo con 50
kg.ha'! de P,O, y en Fraijanes con 200 kg.ha'!
de este fertilizante. Se empled un diseio de
latice 7x7 con 3 repeticiones. En Alajuela se
sembrd una hilera de 5,0 m por genotipo y en
Fraijanes 2 hileras de 2,0 m y espaciadas a 0,6
m. Se inoculd 2 veces con una suspension de
conidios de C. lindemuthianum, (1x10° coni-
dios/ml) mientras que se trabajé con el indculo
natural de P. griseola, U. phaseoli, Chaetosep-
toria sp. y BGYMV.

El 07 de octubre de 1999, se sembrd
también en la EEAFBM, Alajuela el Vivero de
Lineas Avanzadas de Frijol (LINAF), confor-
mado por 139 genotipos, incluido UCR 55, y
que se evalud bajo condiciones de baja fertilidad
(suelo con <10 ppm de P, sin adicion de fertili-
zante en un periodo de 5 afios y con rotaciones
maiz-frijol), inoculacién de C. lindemuthianum
e incidencia natural de P. griseola, U. phaseoli
y Chaetoseptoria sp. La unidad experimental
fue una hilera de 2,0 m de largo espaciada a 0,6
m, con una repeticiéon por genotipo.
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La fase de validacion comercial de UCR
55 inicié en mayo de 1999 y se sembraron parce-
las en Concepcion, El Estero, El Parque, Fraija-
nes y Veracruz. Este cultivar se evalud junto con
la variedad Bribri (Hernandez et al. 2001, Rosas
et al. 2003) y los testigos nacionales Guaymi y
Chirrip6é Rojo. Ademas, entre mayo y julio del
2000 se llevo a cabo una prueba comercial, en
los cantones de Puriscal, Mora y Aserri. Para
ello se sembraron parcelas de 1500 m? en las
comunidades de Bajo Loaiza, Cedral, El Estero,
La Fila y La Legua.

La UCR 55 fue evaluada en 15 locali-
dades, 4 de ellas localizadas en las principales
zonas de produccion de frijol de Costa Rica.
La altitud de los sitios de evaluacion varid
desde los 48 msnm en El Parque hasta los 1864
msnm en Cedral. Se cubri6é todo el rango de
altitud, edafico, climatico y de zonas de vida
donde se ubica la produccién comercial. Las
areas de siembra estan localizadas en el bosque
premontano muy humedo (bmh-P) y el bosque
hiimedo tropical (bh-T) de acuerdo con las
zonas de vida de Holdridge (1978). De 1993
al 2000, UCR 55 se incluyo en 6 viveros, 21
ensayos, 7 parcelas de validacion y 5 parcelas
comerciales, para determinar su resistencia a
los patdgenos, desempefio agronémico y poten-
cial de rendimiento.

Los datos de rendimiento obtenidos en
los distintos ensayos fueron analizados con los
programas estadisticos Statistica 6.0 (StatSoft,
Inc. 1984-2001) e Infostat/L (version 2017)
para determinar diferencias estadisticas a una
p<0,05, mediante un analisis combinado para
las distintas épocas de siembra y localidades.
Mediante observaciones de campo se registrd
la fenologia y también se hizo una descripcion
de las principales caracteristicas morfologicas
de la variedad UCR 55, segtin los descriptores
indicados en las guias de Mufioz ef al. (1993)y
Rosas et al. (2009), informacion fundamental
para distinguirla de otras variedades.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La linea NJBC-20601-1-CM(71V) ingres6
en 1993 a Costa Rica como una F, y después de
ser evaluada y avanzada en las localidades de
Alajuela, Puriscal y Fraijanes. En 1996, se inclu-
y6 como F, en el ENAR por su productividad y
resistencia a C. lindemuthianum y P. griseola,
con calificacion de 3 en ambos casos, de acuer-
do con la escala estandar de 1 a 9, del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT
1987). En ese afio, se bautizd6 como UCR 55,
por provenir del proyecto de seleccion de lineas
promisorias de frijol para baja fertilidad de la
Universidad de Costa Rica.

En el ENAR, evaluado durante 1997 y
1998, la UCR 55 obtuvo un rendimiento promedio

de 985 kgha!, que no difiri6 de los testigos
nacionales de la época, Guaymi de grano negro
y Chirrip6 Rojo de grano rojo, ni de la variedad
de grano rojo Bribri (Tabla 3), reconocida por
su alto rendimiento (Hernandez et al. 2001). El
desempenio de UCR 55 en las regiones Brunca
y Huetar Norte, principales regiones de produc-
cion de frijol en Costa Rica (Hernandez-Fonseca
2009b), no difirieron de los testigos comerciales.
Sin embargo, en la region Central, en la zona de
Puriscal, UCR 55 aporté un rendimiento pro-
medio superior a los testigos nacionales y a Bri-
bri. Ademas, gener6d una productividad estable
durante los 2 afios de evaluacidon, en contraste
con la irregularidad mostrada en las localidades
de las regiones Brunca y Huetar Norte.
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Tabla 3. Rendimiento promedio (kg.ha) de la variedad de frijol comiin UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.), comparado con los
testigos nacionales de grano negro (Guaymi) y rojo (Chirripd Rojo) y la variedad de grano rojo Bribri en el Ensayo
Nacional de Adaptacion y Rendimiento (ENAR). Costa Rica, 1997-1998.

Rendimiento promedio (kg.ha™)*

Region / Epoca de

Localidad siembra’ UCR 55 Guaymi Chirripé Rojo  Bribri Experimento
Region Brunca

Concepcion 1997-A 1481 ab 1521 ab 1707 ab 1215 b 1524
Veracruz 1997-A 576 b 487b 703 ab 582 b 663
Bijagual 1997-B 957 a 835a 725 a 1047 a 872
Changuena 1997-B 731b 692 b 714 b 1200 a 713
Concepcion 1997-B 659 a 532 a 676 a 669 a 619
Concepcion 1998-A 652 ¢ 1327 ab 1232 ab 896 be 1094
Veracruz 1998-A 824 a 774 a 322b 934 a 623
Bijagual 1998-B 1464 abc 1670 ab 1026 ¢ 1248 be 1356
Concepcion 1998-B 1016 a 1114 a 764 a 695 a 910
Promedio 929 a 995 a 874 a 943 a

Region Central

La Legua 1997-A 1520 ab 1560 a 1301 ab 1291 ab 1328
El Estero 1997-B 1275 a 748 be 617 ¢ 696 ¢ 676
El Estero 1998-A 1068 a 655 a 791 a 678 a 759
El Estero 1998-B 966 a 706 b 399 ¢ 746 b 796
Promedio 1207 a 917 be 777 ¢ 853 be

Region Huetar Norte

Bijagua 1997-C 487 a 553 a 633 a 528 a 535
La Vega 1997-C 1336 b 1565 a 1290 b 1512 a 1238
Tujankir 1997-C 693 a 577 a 697 a 368 a 564
El Parque 1998-C 1040 b 1318 ab 941 b 1310 ab 1178
Promedio 889 a 1003 a 890 a 930 a

Promedio general 985 a 936 a 937 a 918 a

T Epoca de siembra = A (May-Ago); B (Oct-Ene); C (Dic-Mar).
T Para cada localidad, letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre promedios de rendimiento por variedad.
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En el Vivero para Baja Fertilidad y Factores
Abiodticos sembrado en Fraijanes, UCR 55 junto
con DICTA 17, A 752, y G 11640, se evidencio el
mayor rendimiento de los 49 genotipos evaluados
sin la adicién de fésforo, mientras que el mejor
genotipo fue al que se le adiciono fésforo (Tabla
4). Alajuela UCR 55, no difirié del genotipo
con mayor produccion al agregarse fosforo. Su

85

rendimiento fue igual al tercer mejor genotipo
cuando no se agrego este nutriente. En todos los
casos, el rendimiento de UCR 55 fue superior a
la media del experimento (Tabla 4). Estos resul-
tados demostraron la adaptacion de la variedad
UCR 55 a una condicion de bajo fosforo y suelos
volcanicos de tipo andisol como los de Fraijanes,
localidad situada a una altitud de 1742 msnm.
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Durante los ENAR realizados en El
Estero, el Vivero Historico y Vivero LINAF
en Alajuela, UCR 55 mostr6 una alta resisten-
cia a C. lindemuthianum (antracnosis), y su
calificacion, excepto en el Vivero Historico
de 1999, fue igual o menor 3 (Tabla 5). La
resistencia a ese patogeno fue evidente en el
Vivero para Baja Fertilidad y Factores Abio-
ticos, sembrado Fraijanes en 1999 (Figura
1). La antracnosis es una enfermedad comun
en zonas de altitud media y alta (sobre 1000

msnm) y con temperaturas frescas, de 18 a
22°C (Araya-Fernandez 2009), por lo que UCR
55 se convirtid en una opcidn para areas de
produccién con estas condiciones, usualmente
situadas en la region Central de Costa Rica.
Esta caracteristica de la variedad, mas su buen
desempefio en condiciones de bajo fosforo,
lograron explicar, los mayores rendimientos
de UCR 55 en localidades alrededor o sobre
los 1000 m de altura, como las de la zona de
Puriscal, Alajuela y Fraijanes.
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Tabla 5. Reaccion de la variedad de frijol coman UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.) a Colletotrichum lindemuthianum
(antracnosis), Pseudocercospora griseola (mancha angular) y Thanatephorus cucumeris (mustia hilachosa) en el
Ensayo Nacional de Adaptacion y Rendimiento (ENAR), el Vivero Historico de Frijol Comun y el Vivero de Lineas
Avanzadas de Frijol. Costa Rica. 1997-1999.

Valor maximo!'t

Ensayo’ Localidad de sE,iEr(;l(:ra” Chirrips
UCR 55 Guaymi Rojo Bribri

Colletotrichum lindemuthianum (antracnosis)

ENAR El Estero 1997-B 2 4 4 4
ENAR El Estero 1998-B 2 2 4 3
Vivero historico Alajuela 1998-A 1 8 5 1
Vivero historico Alajuela 1999-B 4 7 6 5
Vivero LINAF Alajuela 1999-B

Pseudocercospora griseola (mancha angular)

ENAR Bijagual 1997-B

ENAR La Legua 1997-A

ENAR El Estero 1997-B

ENAR El Estero 1998-A

Vivero historico Alajuela 1998-A

Vivero historico Alajuela 1999-B

Vivero LINAF Alajuela 1999-B

Thanatephorus cucumeris (mustia hilachosa)

ENAR Bijagual 1997-B

ENAR Changuena 1997-B

ENAR Veracruz 1998-A

ENAR El Estero 1998-A

ENAR Bijagual 1998-B

ENAR El Parque 1998-C

' Ensayo Nacional de Adaptacion y Rendimiento (ENAR), Vivero Historico de Frijol Comun (Vivero histérico), Vivero de
Lineas Avanzadas de Frijol (Vivero LINAF).

T Epoca de siembra = A (May-Ago); B (Oct-Ene); C (Dic-Mar).

11 Calificacion de la enfermedad (escala de 1-9) donde 1 = sin sintomas visibles y 9 = sintomas de la efermedad muy severos
(CIAT 1987).
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TESTIGO

UCR-55

Figura 1. Reaccion de la variedad UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.) a la inoculacion de conidios de Colletotrichum
lindemuthianum (antracnosis) en el vivero para baja fertilidad y factores abioticos. Fraijanes, Costa Rica. 1999.

Adicionalmente, UCR 55 presento resis-
tencia intermedia a Pseudocercospora griseola
y Thanatephorus cucumeris, con calificaciones
menores a 6 en varios experimentos. En gene-
ral, UCR 55 mostré igual o menor susceptibi-
lidad que los testigos comerciales Guaymi y
Chirrip6é Rojo, frente a estos 2 patdgenos fun-
£0s0s, que son los mas comunes y responsables
de pérdidas en rendimiento en las principales
regiones productoras de Costa Rica. Al respec-
to, en estudios realizados en las localidades de
Isla y Medellin de Bravo, Veracruz, y Tapachu-
la, Chiapas, en México, UCR 55 se evidencia
que mostrod resistencia intermedia a P. griseola
y a C. lindemuthianum con una calificacion
de 4 y resistencia a Uromyces appendiculatus
(Pers.) Unger var. appendiculatus (roya) con
una calificacion de 2 (Lopez-Salinas et al.

20006). El grado de resistencia a C. lindemuthianum,
P. griseola, y T. cucumeris mostrado por UCR
55, constata que bajo condiciones climaticas
normales y buenas practicas de manejo, que
incluyen el uso de semilla de calidad, mini-
ma labranza y un uso racional de fungicidas
(Chaves-Barrantes y Araya-Fernandez 2014),
los patégenos fungosos no deberian constituir
una limitante para la obtencion de buenos ren-
dimientos con esta variedad.

El rendimiento promedio de UCR 55
durante la fase de validacion, bajo el manejo del
productor, fue de 1336 kg.ha™!, y vari6 desde 620
hasta 2345 kg.ha! (Tabla 6). Ademds, mostro
poca adaptacion en las localidades de altitudes
menores a 750 msnm (Concepcion, El Parque
y Veracruz), donde su rendimiento fue igual o
menor al testigo de grano negro Guaymi y a la
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variedad de grano rojo Bribri, reconocida por
su buen rendimiento en las condiciones de esas
comunidades. Sin embargo, se evidencio que el
rendimiento de UCR 55, en localidades con una
altitud superior a los 1000 msnm, como El Estero
y Fraijanes, duplic6 al de Guaymi y al de Bribri,
indicativo de su buena adaptacion a altitudes
medias o altas, y a suelos con baja disponibilidad

de fosforo. El buen rendimiento de UCR 55 en la
zona de Puriscal durante 1999, se ratifico en la
prueba comercial llevada a cabo en el 2000 en
los cantones de Puriscal, Mora y Aserri, donde
obtuvo una produccién de 883 kgha' en La
Legua, 1175 kg.ha'! en Cedral, 1867 kg.ha! en
Bajo Loaiza, 2162 kg.ha! en El Estero y 2200
kg.ha'! en La Fila.

Tabla 6. Rendimiento promedio de la variedad de frijol comun UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.) en parcelas de validacion en
fincas de productores y bajo manejo comercial. Costa Rica, 1999-2000.

L ocalidad Epoca ) Rendimiento promedio (kg.ha™)

de siembra’ UCR 55 Guaymi Chirrip6 Rojo Bribri
Concepcion 1999-A 620 1442 1244 900
El Estero 1999-A 1345 655 791 677
Veracruz 1999-A 824 774 322 934
El Estero 1999-B 2162 706 399 746
Concepcion 1999-B 1016 1114 764 695
Fraijanes 1999-B 2345 988 941 1310
El Parque 1999-C 1040 1318 941 1310
Media general 1336 1000 772 939
Dms 472

T Epoca de siembra = A (May-Ago); B (Oct-Ene); C (Dic-Mar).

Uno de los parametros de calidad mas
importantes del grano de frijol es su tiempo
de coccion, y es un factor fundamental para la
aceptacion de una variedad por los consumi-
dores e industriales (valor comercial), ya que
representa economia en el tiempo de prepa-
raciéon y en la energia utilizada (Mora 1982,
Pérez-Herrera et al. 2002, Corréa et al. 2010).
Al respecto, la variedad UCR 55 mantuvo un
tiempo de coccion menor a 80 min durante 150
dias en condiciones de temperatura ambiente en
Alajuela, en un experimento que evaluo el efecto
del tiempo de almacenamiento sobre la calidad
del grano (Oreamuno-Fonseca 2015). UCR 55
logré mantener su grano dentro de la categoria de
primera calidad durante un tiempo aproximado
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de 5 meses, segun el Reglamento Técnico RTCR
384:2004 Frijol en Grano (MEIC et al. 2005).
Con base en las condiciones en que fue
evaluada y seleccionada, la variedad UCR 55
presentd un habito de crecimiento indeterminado
arbustivo (tipo II) y una arquitectura erecta y
compacta. En altitudes iguales o menores a los
1100 msnm, alcanz¢ la floracion entre los 33 y 36
dias después de la siembra (dds), la madurez fisio-
logica entre los 65 y 70 dds, y la madurez de cose-
cha entre los 78 y 80 dds. En altitudes superiores
a los 1700 msnm la floracion se alcanz6 entre los
55 y 60 dds, la madurez fisiologica entre los 91 y
99 dds, y la madurez de cosecha entre los 104 y
112 dds; debido a que la velocidad del crecimiento
y desarrollo de las plantas esta en funcion de la
temperatura (Salysbury y Ross 1994, Hatfield y
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Prueger 2015). Las flores de UCR 55 son moradas
(Figura 2) y las vainas inmaduras verdes; ademas,
al iniciar la maduracion, las vainas adquirieron
un jaspe morado en la sutura dorsal y al comple-
tarse, se tornan amarillo claro con jaspes mora-
dos (Figura 3). En ocasiones también presentan

estrias moradas. Las vainas secas son de color
crema (Figura 3). Adicionalmente se identifico
que el promedio de semillas por vaina es de 6,
con forma ovoide y color negro opaco al secarse
(Figura 2). El peso promedio de 100 semillas fue
de 19,4 g (al 14% de humedad).

Figura 2. Variedad UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.). (A) Flor, (B) Semillas, Costa Rica, 2021.

Figura 3. Variedad UCR 55 (Phaseolus vulgaris L.). (A) Vainas en inicio de madurez fisiologica, (B) Al completar la madurez,

(C) Punto de cosecha. Costa Rica, 2021.
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A pesar de que la evaluacion de la varie-
dad UCR 55 finalizo6 en el 2000 con las pruebas
comerciales, y ya han pasado mas de 20 afios
desde las investigaciones, se identificd como
el unico cultivar con buena adaptacion a suelos
con bajo P y resistencia a C. lindemuthianum
del que disponen los productores costarricenses.
Las demas variedades de grano negro que se
utilizan en la actualidad, como Brunca, Guaymi,
Matambti y Nambi no fueron generadas para
enfrentar esta limitante edafica.

Semilla de la variedad UCR 55 puede ser
obtenida en la Estacion Experimental Agricola
Fabio Baudrit Moreno (EEAFBM) de la UCR.
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RESUMEN

Introduccion. El 6xido nitroso es un gas
de efecto invernadero de gran impacto sobre el
calentamiento global. En los sistemas de produc-
cién ganaderos es de gran importancia buscar
alternativas que permitan mitigar las emisiones
de N,O, dentro de las cuales se ha considerado
el uso de coberturas vegetales capaces de reducir
el proceso de nitrificacion. Objetivo. Evaluar
la dindmica de los flujos de N,O en suelos bajo
ocupacion ganadera cubiertos con gramineas
mejoradas y fertilizacion nitrogenada (Urea).
Materiales y métodos. Esta investigacion se
desarrollé en un sistema de produccion de carne
en el valle medio del Rio Sind, en el cual los
flujos de N,O fueron monitoreados durante un
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ABSTRACT

Nitrous oxide fluxes in pastures under
different dose of nitrogen fertilization,
Northern Colombia. Introduction. Nitrous
oxide is a highly relevant greenhouse gas. In
livestock production systems, it is of a great
importance to search for alternatives to mitigate
N,O emissions, among which the use of plant
covers capable of reducing nitrification process
has been considered. Objective. Evaluate the
dynamics of N, O fluxes in livestock soils covered
with two improved grasses and doses of nitrogen
fertilization (Urea). Materials and methods.
This research was developed in a livestock
system in the middle valley of the Rio Sinu,
in which N,O fluxes were monitored during
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periodo de 12 meses (noviembre 2014 - 2015).
Se utilizd un diseflo experimental de bloques
completos al azar, en arreglo de parcelas divi-
didas y 2 repeticiones, en donde la parcela prin-
cipal correspondi6 a las gramineas (Brachiaria
humidicola CIAT679 y Panicum maximum cv.
Tanzania) y suelo descubierto, y las subparcelas
a 3 dosis de fertilizacion nitrogenada (0, 150, 300
kg.hal.afio”! N). Resultados. Los flujos de N,O
fluctuaron seguin el contenido de humedad del
suelo, asociado a los periodos de mayor o menor
precipitacion en la region. La cobertura con la
graminea Brachiaria humidicola cv CIAT679
mostré menores emisiones de N,O, mientras que
las dosis de fertilizantes nitrogenados aumenta-
ron las emisiones de N,O. Dichos efectos fueron
en parte atenuados por el uso de la cobertura con
Brachiaria humidicola CIAT679. Conclusiones.
Los resultados obtenidos indican que las emisio-
nes de 6xido nitroso en los sistemas ganaderos
podrian variar a partir del tipo de cobertura y las
dosis de fertilizacion nitrogenada utilizadas. En
este caso, se encontrd que la cobertura con Bra-
chiaria humidicola cv CIAT679 en los sistemas
de produccion ganaderos reduce en mas del 40%
las emisiones de oxido nitroso hasta una dosis de
N méxima de 300 kg.ha.afio™.

INTRODUCCION

Los sistemas de produccion ganaderos,
asociados al uso de pradera sin arboles son un
ecosistema terrestre de gran importancia, que
ocupa casi la cuarta parte de la superficie terres-
tre (Clough et al. 2020). La creciente demanda de
alimento ha aumentado en las Ultimas décadas,
relacionado con el crecimiento demografico, lo
cual ha conllevado a la conversion de areas bos-
cosas en sistemas de produccion agropecuarios
(FAO y GTIS 2015).

Estos sistemas son altamente dependientes
de fertilizantes nitrogenados (N) sintéticos, esen-
ciales para la maximizacion de la productividad
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a period of 12 months (November 2014 - 2015).
An experimental design of randomized complete
block design was used, in an arrangement of
divided plots and 2 repetitions, where main plot
corresponded to grasses (Brachiaria humidicola
CIAT679 and Panicum maximum cv. Tanzania)
and bare soil; and the subplots fertilization dose
of N (0, 150, 300 kg.ha!.year! N). Results. The
N,O fluxes fluctuated according to the soil
moisture content, associated with periods of great
or less precipitation in the region. Coverage with
the grass Brachiaria humidicola cv CIAT679
showed lower N,O emissions, while the doses
of nitrogen fertilizers increased N,O emissions.
These effects were partially attenuated by the
use of the coverage with Brachiaria humidicola
CIAT679. Conclusions. The results obtained
indicate that nitrous oxide emissions in livestock
systems could vary from the type of coverage
and the doses of nitrogen fertilizer used. In our
case, it was found that coverage with Brachiaria
humdicola CIAT769 in livestock production
systems reduces nitrous oxide emissions by more
than 40% with maximum N soil application of
300 kg.halyear!.

(Lam et al. 2018). Sin embargo, las plantas rara
vez son capaces de asimilar mas del 50% del
fertilizante nitrogenado aplicado, con la pérdida
de N del sistema suelo — planta, por medio de la
lixiviacion, volatilizacion, nitrificacion y desni-
trificacion, que representa una fuente directa de
emisiones de gases de efecto invernadero como
el oxido nitroso — N,O (Cameron et al. 2013).
Este es uno de los gases de efecto invernado
que, en las ultimas décadas, registra las mayores
tasas de acumulacion en la atmosfera (Herrero et
al. 2016), reportado ademas, como uno de los de
mayor permanencia o duraciéon (>100 afios), con
potencial de calentamiento global (PCG), 310
veces mayor que el del dioxido de carbono (CO,)
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(Gao et al. 2014, Byrnes et al. 2017, Liang et al.
2018). Se considera que el N,O es la sustancia
que mas agota o degrada la capa de ozono, por
lo que se le ha dado mayor relevancia en estudios
sobre su mitigacion (Ravishankara et al. 2009,
CATIE 2015).

Las actividades antropicas, relacionadas
con el uso en los sistemas agropecuarios de
los fertilizantes nitrogenados (N), se considera
que promueven las emisiones de N,O hacia la
atmosfera, lo cual se relaciona con los procesos
de nitrificacion y desnitrificacion que ocurren
continuamente en los suelos (Gonzalez-Estrada
y Camacho-Amador 2017). Se ha reportado que
la entrada de fertilizantes nitrogenados estimula
estos procesos, lo que genera a su vez un aumen-
to de las tasas de emision de N,O (Erickson ef al.
2001, Butterbach Bahl ef al. 2013).

De acuerdo con el inventario nacional
de gases de efecto invernadero realizado en
Colombia, se indica que el 26% de las emisiones
del pais se relacionan con actividades del sector
agropecuario, ya que representa un total de 67,3
Mton CO, eq.afio’!, de las cuales el 12,7% (8,55
Mton CO, eq) estan relacionadas con las emi-
siones ocasionadas por el sector pecuario (orina
y estiércol de animales en pastoreo), seguido
por la aplicacion de fertilizantes nitrogenados
sintéticos (2,6%; 1,75 Mton CO, eq.afio™) y la
gestion de suelos organicos drenados (2,1%; 1,41
Mton CO, eq.afio™!), entre otros (Pulido et al.
2016, Torres, 2020). Diversas investigaciones han
demostrado que el uso y manejo del nitrégeno en
los sistemas de produccion agropecuario es uno
de los factores de mayor impacto en la emision
de gases de efecto invernadero (GEI) (Dalal e?
al. 2003, Bodelier y Laanbroek 2004, LeBauer
y Treseder 2008). Asimismo, se ha demostrado
con respecto al flujo biogénico de gases de efecto
invernadero (GEI) que la magnitud y direccion
de los flujos puede variar entre ecosistemas,
debido a las condiciones ambientales especi-
ficas del habitat, variaciones en la humedad
del suelo y el tipo de cubierta vegetal (Neff et
al. 1994, Gulledge y Schimel 2000). Debido al
creciente uso de fertilizantes nitrogenados en

la produccién ganadera en el valle del Sinu, se
considerd de gran importancia evaluar los flujos
de N,O en diferentes tipos de cobertura de pas-
turas, frente a las distintas dosis de fertilizante
nitrogenado (N).

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental. La investigacion se
realizé durante un periodo de 365 dias conse-
cutivos, con toma de informacion mensual de
los flujos de N,O en un sistema ganadero de
produccién de carne, entre noviembre 2014 a
noviembre 2015, bajo las condiciones del cen-
tro de investigacion Turipana, perteneciente a
la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria — AGROSAVIA. Este centro se
encuentra localizado al norte de Colombia en la
subregion Valle del Sinu municipio de Cereté —
Cérdoba, con coordenadas geograficas §°51°3,9”
Ny 75°48°3,3” W. El centro de investigacion se
encuentra a 15 msnm, temperatura promedio
28°C, precipitacion acumulativa anual de 1200
a 1300 mm.afio! y humedad relativa promedio
aflo 82%. Las precipitaciones en la region del
valle medio del rio Sint presenta comportamien-
to bimodal, con 2 periodos bien definidos, uno
lluvioso comprendido entre abril y noviembre,
y otro seco entre diciembre y marzo. Las con-
diciones agroecoldgicas predominantes son las
de Bosque seco tropical (Bs T), descrita por
Holdridge (2000).

El area de estudio posee suelos de pla-
nicie, correspondiente a tierras bajas, en las
cuales el material de origen es sedimentario, con
texturas finas. El drenaje natural es imperfecto
en las areas mas altas y pobre en las areas mas
bajas. Los grupos texturales predominantes son
franco-arcilloso, franco-limoso y franco-arcillo-
limoso, con mayor presencia del primer grupo
textural. El suelo bajo estudio correspondié a un
Vertic Endoaquepts (Soil Survey Staff 2014), el
cual presenta un régimen de humedad tdico y
temperatura isohipertérmico, con secuencia de
horizontes Ap, Bx, Bg y Cg.
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Tratamientos. La investigacion se realizd
en un area que por afios ha estado bajo produc-
cion ganadera. Se seleccionaron 12 ha, las cuales
presentaban potreros con las pasturas Brachiaria
humidicola cv. CIAT679 y Panicum maximum
cv. Tanzania. Se utilizd6 un disefio experimen-
tal de parcelas divididas con 2 repeticiones, en
donde las parcelas principales correspondieron a
las coberturas con gramineas (PP) y las subpar-
celas (SP) a las dosis de fertilizacion nitrogenada
(0, 150 y 300 kg.ha!.afo™), aleatorizadas dentro
de las PP. Para La fuente de nitrégeno utilizada
fue la Urea (CO(NH,),), con una concentracion
de 46% de N. Las aplicaciones de N se realizaron
al voleo, en forma superficial, en 3 aplicaciones

Tabla 1.
produccion ganadera.
Valle Medio del Sinti, Colombia.

fraccionadas de la dosis total, las cuales se reali-
zaron bajo condiciones de suelo himedo, segun
el comportamiento de las precipitaciones en la
region. La primera aplicacion del fertilizante
nitrogenado se realiz6 en noviembre, al final de
la temporada anual de lluvias, la segunda aplica-
cion se realizd en abril, al inicio de la temporada
de lluvias del siguiente afio, y la tercera aplica-
cion se realizo al terminarse la época denomina-
da veranillo de San Juan, a mediados de agosto.
A lado de cada parcela principal se dejaron areas
de terreno con suelo descubierto. Como testigo
absoluto, sobre las cuales se realizaron las apli-
caciones de N en las mismas dosis y forma de
aplicacion que las anteriores (Tabla 1).

Tratamientos de fertilizacion nitrogenada implementados para monitorear las emisiones de N,O en suelos bajo

Cobertura (PP) Dosis de Nitrogeno (UREA, CO(NH,),) kg.ha'l.afio! (SP) Tratamientos

0 Bh 0

Brachiaria humidicola cv. CIAT679 150 Bh_150
300 Bh_300
0 Pm_0

Panicum maximum cv. Tanzania 150 Pm_150
300 Pm_300
0 Sd_0

Suelo descubierto 150 Sd_150
300 Sd_300

Con el anterior arreglo experimental, las
PP quedaron conformadas por un area de 3 ha'y
las SP por un area de 1 ha. Las parcelas con suelo
descubierto tuvieron un area de 0,3 ha a manera
de PP y la SP de 0,1 ha.

Variables evaluadas

Ambientales. Se realiz6 el registro de
variables ambientales como la precipitacion
(mm.mes™!), temperaturas maxima, minima,
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media diaria (°C) y humedad relativa media (%)
durante los 12 meses de evaluacion, mediante la
instalacion de una estacion climatologica (Vanta-
ge Pro2 Plus Fan, Davis Instruments), en un area
anexa al experimento (Tabla 2). Los registros
de las variables ambientales indicaron que, el
58% de las evaluaciones de los flujos de N,O se
realizaron bajo condiciones de época seca, con
precipitaciones mensuales inferiores a los 100
mm.mes™! (Tabla 2).
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Tabla 2. Comportamiento de algunas variables ambientales en el area de estudio durante el periodo de evaluacion de flujos
de N,O.

Mes T max (°C) T min (°C) T med (°C) HR (%) P (mm.mes™)
nov-14 32,91 24,07 28,49 74,00 31,10
dic-14 33,26 24,15 28,70 75,95 67,00
ene-15 34,36 22,87 28,62 67,61 0,40
feb-15 34,99 23,77 29,38 66,35 9,30
mar-15 35,64 24,13 29,89 63,31 0,00
abr-15 34,89 24,74 29,82 70,57 141,60
may-15 33,60 24,46 29,03 75,06 217,20
jun-15 34,67 25,11 29,89 72,00 39,20
jul-15 33,81 24,31 29,06 75,24 220,80
ago-15 33,90 24,47 29,18 76,26 87,80
sep-15 33,35 24,63 28,99 79,59 91,00
oct-15 32,78 24,07 28,42 79,26 208,00
nov-15 32,22 24,45 28,34 81,13 135,60

Tmax = Temperatura maxima (°C); Tmin = Temperatura minima (°C); Tmed = Temperatura media (°C);

HR = Humedad Relativa (%); P = Precipitacion (mm).

Propiedades de los suelos. Para la deter-
minacion de las propiedades fisicas del sitio
experimental, se tomaron muestras al inicio y al
final del experimento en cada subparcela, a una
profundidad de 0,20 m. La determinacion de la
densidad aparente (Da) se realizd mediante el
método del cilindro de volumen conocido (98,17
cm?): Da = Mss/Vc, donde Mss = masa de suelo
seco (g) a 105°C por 24hr y Ve = volumen del
cilindro (cm=) (Burt 2014); la densidad real (Dr)
mediante el método del picnometro (Burt 2014);
la porosidad total (Pt) mediante la relacion Pt =
(1- (Da/Dr)) x 100 (Bernabé y Maineult 2015);
la textura por el método de Bouyoucos y la
estabilidad de agregados mediante el método
del yoder modificado. El porcentaje de la poro-
sidad ocupada por agua (water filled porosity
space, WEPS) se determind con la metodologia

utilizada por Contreras-Santos et al. (2021),
mediante la relacion:

WEFPS = (Hum X Da / Pt) X 100
Donde
Hum = humedad gravimétrica (g.g”!)

Da = densidad aparente (g.cm™)
Pt porosidad total (g.g™")

Todos los analisis fisicos se realizaron a par-
tir de los protocolos establecidos por IGAC (2006).

Para la determinacion de las propiedades
quimicas del sitio experimental, se colectaron
muestras por triplicado a una profundidad de
0,20 m, en cada una de las subparcelas, las cuales
se homogenizaron para obtener 1 kg de suelo por
subparcela. Las muestras fueron analizadas en
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el laboratorio de Quimica Analitica de AGRO-
SAVIA, con base a las metodologias propuestas
por IGAC (2006). La reaccion del suelo o pH, se
determin6 mediante el método potenciométrico,
con relacion 1:1 Peso/Volumen (Hendershot et al.
2007), Norma Técnica Colombiana — NTC 5264,
materia organica (MO, %) por oxidacion Walkley
— Black (Nelson y Sommers 1983), fosforo (P,
mgkg!) por extraccion Bray II modificado y
cuantificacion por reduccion con acido ascor-
bico (Bray y Kurtz 1945), Azufre (S, mgkg")
extraccion con monofosfato de calcio 0,008 M
y cuantificacion turbidimetrica, potasio; Calcio;
Magnesio y sodio (K; Ca; Mg; Na, cmol(+).kg™)
por medio espectrofotometria de absorcion y
emision atomica (Hendershot et al. 2007, Chap-
man 2016), Norma Técnica Colombiana — NTC
5349, Hierro; Manganeso; Zinc y Cobre (Fe; Mn;
Zn; Cu, mg.kg") se determinaron por medio del
método de Olsen modificado espectrofotometria
y cuantificacion por absorcion atémica (NTC
5526:2007) y Boro (B, mg.kg™!) extraccién con
fosfato monobasico de calcio — Azometina H
(NTC 5404), se realizd analisis de salinidad
y alcalinidad del suelo (Bases solubles: Ca'™,
Mg, K" y Na’); Sulfatos (SO,); Cloruros (CI-)
y bicarbonatos (HCO,) siguiendo la metodologia
descrita por IGAC (2006).

Flujos de 6xido nitroso (N,0). Los flu-
jos de N,O se realizaron con la metodologia de
camara cerrada estatica de PVC descrita por
Espinosa-Carvajal ef al. (2020). La camara cons-
taba de 2 cilindros de PVC, de 25 ¢cm de diame-
tro, unidos por medio de una banda elastica de
caucho (polimero elastico). El cilindro inferior
abierto por ambas caras y biselado en uno de sus
lados tenia una altura total de 7,5 cm, el cual se
insertd en el suelo 24 horas antes de iniciar el
proceso de evaluacidn, a una profundidad de 5,5
cm. El cilindro superior tenia una altura de 10 cm
y en este caso, se instalaba al momento de iniciar
las evaluaciones de flujos de N,O. Este cilindro
estaba cerrado por una de sus caras (superior),
con la finalidad de asegurar hermetismo den-
tro de la camara (microclima), con 2 agujeros
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tapados con material de goma, uno para introdu-
cir el termdmetro para evaluar temperatura inter-
na de la camara y otro para tomar la muestra de
gases. Las camaras se instalaron por triplicado
en cada una de las parcelas experimentales.

Las determinaciones de los flujos de N,O
se realizaron a las 10:00 am, para muestras de
20 mL del aire dentro de la camara a los 0 (antes
de cerrar la camara), 15, 30 y 45 min después de
cerrada la camara. De las muestras obtenidas con
jeringa se descartaron los primeros 5 mL y el
resto fue depositado en viales al vacio con capa-
cidad de 15 mL. Las muestras fueron rotuladas,
selladas y almacenadas a temperatura ambiente
bajo condiciones de oscuridad (Rondon, 2000).
Las muestras fueron enviadas al laboratorio de
servicios ambientales del Centro Internacio-
nal de Agricultura Tropical - CIAT (Palmira,
Colombia), en donde se determinaron en cada
tratamiento, las concentraciones de N,O a los
tiempos 0, 15, 30 y 45 min después de cerrada la
camara, mediante cromatografia de gases.

Los flujos de N,O se calcularon en fun-
cion del area y tiempo, mediante la siguiente
relacion (Capa 2015):

dx VxM

F=—
dt xAme

Donde

F = flujo de N,O (ug N-N,O m? hr')

dx/dt = pendiente de la variacion de las lecturas,
a los tiempos 0, 15, 30 y 45 min después
de cerrada la camara (ppm min-1)

= volumen ocupado por el gas (L)

masa molar de N por cada Mol de N,O

area de la camara (m?)

Vm = volumen molar del gas

>z <
Il

Para obtener dx/dt se ajustaron modelos de
regresion lineales para cada camara y muestreo
realizado, para lo cual se consideraron ajustes
con R?>0,90 y p<0,05.

Analisis estadistico. Se realizaron ana-
lisis de varianza para comparar los flujos N,O
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entre tratamientos, con un nivel de significancia
0=0,05, junto con modelos lineales generales
mixtos. Para evaluar el cumplimiento de los
requisitos de normalidad y homogeneidad se
utilizaron graficos de gg, histogramas y graficos
de cajas de residuos. La homogeneidad se eva-
lué mediante graficos de residuos versus datos
esperados. Se selecciond el modelo con el menor
Akaike (AIC) y criterio de informacion bayesia-
no (BIC) y la méaxima relacion de probabilidad de
registro. Para realizar la comparacion de medias
entre tratamientos, se utilizo la prueba HSD de
Tukey y contrastes ortogonales para comparar
combinaciones entre tratamientos. Todos los
analisis estadisticos se realizaron en el progra-
ma estadistico SAS Enterprise Guide 8.3. Las
variables ambientales y edaficas se sometieron
a un andlisis de correlacion de Pearson y com-
ponentes principales mediante el procedimiento
PROC FACTOR, que determinaron la asociacion
de variables frente a los flujos N,O.

RESULTADOS

Propiedades del suelo. Los resultados
mostraron que las propiedades fisicas y quimicas
del suelo antes y después de concluido el perio-
do experimental eran similares (p>0,05) entre
tratamientos. La densidad aparente presentd un
promedio general de 1,10+0,07 g.cm™, los valores
de porosidad total estuvieron alrededor del 50%.
El pH mostrdé una media general de 6,55+0,28;
el contenido de materia organica (MO) expuso
valores superiores a 3%, el contenido de azufre
(S) presentd valor medio de 24,48+26,99 mg.kg™!,
el fosforo intercambiable (P), present6 valores
inferiores a 20 mg.kg’, el contenido de bases de
intercambio (calcio, magnesio y potasio), mostro
valores promedios de 13,08+2,77, 12,21+1,85
y 0,69+£0,36 cmolkg’!, respectivamente. Los
microelementos (hierro, cobre, zinc y mangane-
s0) mostraron valores promedios de 35,60+28,86,
1,80+0,71, 3,42+0,94 y 25,60+14,34 mg.kg!, res-
pectivamente (Tabla 3).
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El comportamiento de la WFPS mostré
variaciones asociadas al periodo de evaluacion
(Figura 1), donde los menores valores se pre-
sentaron en las épocas asociadas a bajas preci-
pitaciones (diciembre de 2014 a abril de 2015).
A partir de mayo, con el inicio de la temporada
de lluvias, los valores de WFPS aumentaron, con
valores que fluctuaron entre 55,55 y 57,57%. En
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julio (2015) se presentd una época de bajas pre-
cipitaciones, correspondiente a un periodo cono-
cido en la region como Veranillo de San Juan,
con lo cual los valores de WFPS disminuyeron,
pero a partir del mes de agosto, con el reinicio
de las precipitaciones, la WFPS mantuvo valores
superiores al 60%, hasta final del periodo expe-
rimental (Figura I).
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Figura 1.
Cereté — Cordoba. 2015.

Flujos de Oxido nitroso (N,0). Las dina-
micas de los flujos de N,O mostraron una fuerte
relacion (p<0,0001) en relacion con las variacio-
nes en las precipitaciones. Al inicio del periodo
experimental, en periodos de bajas precipita-
ciones, entre noviembre de 2014 hasta mayo de
2015, los flujos de N,O alanzaron los menores
valores promedios de emision, con un promedio
de 3154,2 g N-N,O m™ h' y un rango de varia-
cion entre 1554,4 a 5159,9 pg N-N,O m? h’,
siendo marzo (2015) el de menor emision (Figura
1). Asimismo, se observd que, con el inicio de la
temporada de Iluvias, los flujos de N,O aumen-
taron, registrandose los mayores valores entre
junio a agosto 2015, siendo julio de 2015 donde se
observo el pico maximo de emisiones, con valo-
res que alcanzaron los 24284,3 pg N-N,O m? h'l,

En relacion con los tratamientos evalua-
dos se observo una interaccion significativa

Comportamiento de los flujos de 6xido nitroso (N,0O) durante el periodo de 12 meses de evaluaciones. C.I Turipana,

(p<0,05), entre los flujos de N,O y las dosis de
nitrégeno y la cobertura utilizada. En el caso de
la pastura Brachiaria humidicola cv. CIAT679,
los flujos de N,O aumentaron con el incremen-
to en la dosis de fertilizacion N, de 2000 pg
N-N,O m? h'! con 0 kgha'! .afio! N a 8000 pg
N-N,0 m? h'! con 300 kg.ha'l.afio! N (Figura
2). Un comportamiento similar se observo en
la pastura Panicum maximum cv. Tanzania en
donde el incremento en las emisiones de N,O
fueron de 2,0 a 2,7 veces superior, al aplicar las
dosis superiores de nitrégeno al suelo (150 y 300
kg.ha".afio"! N). En los suelos suelo sin cobertura
de pasturas, los flujos de N,O fueron superio-
res a los suelos con cobertura e igualmente se
incrementaron con el aumento en las dosis de
fertilizacion nitrogenada, de 8000 a 14000 ng
N-N,0 m? h'! con las dosificaciones de 150 y
300 kg.ha'! N.
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Figura 2. Comportamiento de los flujos de N,O bajo diferentes dosis de fertilizacion nitrogenada en 3 tipos de cobertura. C.I

Turipana, Cereté — Cordoba. 2015.

Los contrastes ortogonales permitieron
comparar combinaciones entre tratamientos, que
permitieron determinar que, bajo la misma dosis
de fertilizacién nitrogenada (150 kg.ha'l.afio’!
N), los flujos de N,O fueron inferiores en la
pastura Brachiaria humidicola cv. CIAT679 que
en Panicum maximum cv. Tanzania. Con valores
promedios de 3819 pg N-N,O m? h'!y 8381,7 pg
N-N,O m™ h'!, respectivamente. La comparacion
de la cobertura con pasturas, en relacion con el
suelo descubierto, a una dosis de 150 kgha’,
mostraron que bajo suelo descubierto las emi-
siones de N,O se triplicaron, y alcanzaron un
promedio de 11230,4 ug N-N,O m>2 h'l. Igual
comportamiento se detecto, bajo la dosis de 300
kg ha'.afio”! N (Figura 2).

Correlaciones. Los analisis de correlacion
corroboraron la relacion significativa (p<0,05)
entre los flujos de N,O y el comportamiento
de las variables ambientales y las propiedades
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fisicoquimicas del suelo. Estos analisis mos-
traron una correlacion positiva y significativa
(r=0,54) entre los flujos de N,O y la ocurren-
cia de las precipitaciones. De igual forma, se
observo una correlacion positiva y significativa
de los flujos con la humedad relativa (r=0,43)
e inversa con la temperatura ambiental (r=-
0,38). Por otra parte, el espacio poroso ocupado
por agua (WFPS) mostrd correlacion positiva
(r=0,53), por los efectos directos de la humedad
del suelo sobre los flujos de este gas. Igualmen-
te, se encontraron correlaciones significativas
(p<0,05) pero débiles entre algunas variables
quimicas de suelo, tales como el pH (r=-0,15),
azufre en el suelo (r=0,14), potasio intercam-
biable (r=-0,18), hierro disponible (r=0,11) y
contenido de sulfatos (r=0,22) (Tabla 4). Lo
anterior indica que valores altos o bajos de estas
variables pueden generar aumentos o disminu-
ciones menores en las tasas de emision de N,O
hacia la atmosfera.
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Tabla 4.  Anélisis de correlacion de Pearson de variables ambientales, edaficas y flujos de N,O bajo el sistema de produccion
intensivo ganadero.
Variables w Pt WFPS Temp  Prec HR pH S Mg K Fe  SO4 CE
r 0,49 0,14 0,53 -0,38 0,54 043 -0,15 0,14 0,11 -0,18 0,11 0,22 0,1
N,0
p sk * Lok sk 3k A3k * * ns & & sk ns

N,O = Flujos de 6xido nitroso (ug N-N20 m2.h); Prec = precipitacién acumulada (mm.mes™'), Temp = temperatura media
ambiental (°C); HR = humedad relativa media (%); W = humedad gravimétrica (g.g™"); Pt = porosidad total del suelo (%), WFPS
= porcentaje de poros llenos de agua (%); pH = concentracion de iones H" o reaccion de la solucion del suelo, S = contenido
de azufre disponible en el suelo (mg.kg!), Mg = contenido de magnesio disponible en el suelo (cmol(+).kg"); K = contenido
de potasio disponible en el suelo (cmol(+).kg™"); Fe = hierro disponible en el suelo (mg.kg™); SO, = Sulfatos (meq.L"); CE =
conductividad eléctrica (dS.m™); r = coeficientes de correlacion de Pearson (0=0,05); *p<0,01 significativo; ** = p<0,0001

altamente significativo y ns = p>0,05 no significativo.

El analisis de componentes principales
(Tabla 5) mostré que 4 autovectores obtuvie-
ron valores superiores a uno (>1), capaces de
explicar el 80% las emisiones de N,O genera-
das dentro de las coberturas. En este caso, el
componente uno (CP 1) fue capaz de explicar
el 32% de la varianza, componente que estuvo
dominado por las variables espacio poroso lleno
de agua (0,95), contenido de humedad del suelo
(0,86) y la precipitacion (0,82). El componente
2 (CP 2), fue capaz de explicar el 25,18% de la

varianza, lo que resalta los vectores relacio-
nados con el contenido de sulfatos (0,96), el
contenido de magnesio disponible (0,94) y el
contenido de azufre del suelo (0,90). El compo-
nente 3 (CP 3) fue capaz de explicar el 12,79%,
y estuvo dominado por las variables climaticas
temperatura ambiental (0,89) y humedad relati-
va (0,81). EI componente 4 (CP 4), fue capaz de
explicar el 10,73% de los flujos de N,O, y mos-
tr6 dominancia por la variable fisica de suelo
porosidad total (-0,87).

Agronomia Costarricense 46(1): 95-109. ISSN:0377-9424 / 2022



106 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Tabla 5.  Analisis de componentes principales de variables que mejor explican el comportamiento de los flujos de N,O en el suelo.
Componentes principales
CP1 CP2 CP3 CP 4
Autovalor 6,5 4,5 2,1 1,7
Varianza (%) 32,08 25,18 12,79 10,73
Acumulada (%) 32,08 57,27 70,05 80,78
Indicador? Vectores propios® Comunalidades
N,O 0,66 0,13 -0,37 0,06 0,60
Prec 0,82 0,03 -0,20 0,06 0,72
Temp -0,07 0,04 0,89 -0,12 0,82
HR 0,42 -0,04 -0,81 -0,12 0,85
W 0,86 0,07 -0,07 -0,39 0,89
Pt 0,09 -0,25 0,15 -0,87 0,85
WFPS 0,95 -0,04 -0,01 -0,02 0,91
pH -0,17 0,03 -0,18 0,69 0,53
S 0,01 0,90 -0,04 -0,21 0,85
Mg 0,05 0,94 0,07 0,08 0,90
SO, 0,06 0,96 0,02 -0,11 0,94

B Indicadores fueron descritos en la Tabla 2.

+ Valores resaltados en negrita hacen referencia a variables que mejor explican el comportamiento del flujo de N,O en el suelo.

DISCUSION

La principal variable que en mayor medi-
da afecto los flujos de N,O al medio ambiente
durante el periodo experimental estuvo relacio-
nada con las condiciones ambientales, especial-
mente la precipitacion y en el suelo por el espacio
poroso ocupado por el agua. Lo anterior debido a
los efectos del agua y la disponibilidad de oxige-
no en el suelo sobre los procesos de nitrificacion
y denitrificacion que ocurren permanentemente
y de forma continua en el suelo. En este experi-
mento, los picos més altos de emisiones de N,O
hacia la atmosfera ocurrieron durante los perio-
dos de mayor precipitacion, y acumulacion de
agua en el suelo. Estos resultados coinciden con
reportes en la literatura en los que se relacionan
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el comportamiento de la temporada de lluvias
con el contenido de humedad en el suelo y los
flujos de N,O (Ussiri y Lal 2012, De Carvalho
et al. 2017, Montenegro 2020). En este caso, las
fluctuaciones del agua en el suelo estuvieron
representadas por la WFPS, en donde los moni-
toreos en todos los casos mostraron valores
inferiores al 60%, que indicaron suficientes
condiciones de aireacion en el suelo. Sin embar-
g0, la dinamica de los procesos de nitrificacion
y desnitrificacion ocurre permanentemente en
el suelo, que provocan la formacién o liberacion
de N,O hacia la atmosfera (Rivera et al. 2018,
Montenegro 2020). Las mayores liberaciones de
N,O en este experimento se generaron de julio
a noviembre (2015), en los cuales se registraron
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los mayores valores de precipitacion, asocia-
dos a mayor tasa de acumulacion de humedad
edafica. Los suelos del valle medio del Sinu
prestan drenaje imperfecto que ocasiona que,
en periodos de precipitaciones abundantes, se
encharquen y demoren en la evacuacion de los
excesos de agua.

En relacion con las coberturas, se resalta
el comportamiento de la pastura Brachiaria
humidicola cv. CIAT679 en la cual se registraron
menores valores de emisiones de N,O, aun a altas
dosis de fertilizacion nitrogenada (150 y 300
kg.ha™!). Estos resultados resaltan la importancia
de las coberturas vegetales en la reduccion de las
emisiones de N,O hacia la atmosfera, lo cual ha
sido corroborado por otras personas autoras, en
sistemas de produccion ganadera y de cultivos
(Singh et al. 2020). La capacidad de Brachiaria
humidicola cv. CIAT679 para mostrar menores
emisiones de N,O, probablemente se relacionan
con la liberacion de metabolitos secundarios a la
rizosfera (braquialactonas), que afectan la acti-
vidad microbial y los procesos de nitrificacion y
desnitrificacion en el suelo (Pastrana et al. 2011,
Byrnes et al. 2017, Simon et al. 2020, Nakamura
et al. 2020).

La aplicacion de fertilizantes nitrogenados
amplia la disponibilidad de N en el suelo, lo que
ocasiond, invariablemente mayores flujos de N,O
hacia la atmoésfera (Dobbie et al. 1999, De Car-
valho et al. 2017, Bastidas et al. (2020). En este
caso, las coberturas vegetales reducen los impac-
tos ambientales negativos que estas aplicaciones
generan. Para nuestro caso la pastura Brachiaria
humidicola cv. CIAT679, mostré una reduccion
del 33% en las emisiones (9347,1 pg N-N,O m
h!), comparado con las emisiones en suelo des-
cubierto (14121 pg N-N,O m™ h), bajo dosis de
aplicacion superiores a 150 kg.ha'.afio™! N.

CONCLUSIONES

La tendencia creciente de fertilizacion
de las pasturas con fuentes nitrogenadas para
aumentar la disponibilidad de forraje aumenta
el riesgo de generar altas cantidades de N,O a la

atmosfera. Sin embargo, el uso de coberturas
con gramineas puede atenuar en parte estos
efectos, en donde diferentes especies o culti-
vares pueden ejercer una mejor funcion. Segun
estos resultados, la pastura Brachiaria humi-
dicola cv CIAT679 establecida en los sistemas
de produccion ganaderos en el Valle Medio del
Sinu, podria contribuir en mayor medida en
reducir las emisiones de 6xido nitrosos en mas
del 40%, frente a otras pasturas de corriente uso
en la region.
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RESUMEN

Introduccion. Nicotiana tabacum L., es
un cultivo de importancia econémica como
producto exportable en Cuba y sus plantaciones
pueden ser afectadas significativamente por el
fitopatogeno Fusarium spp. Objetivo. El obje-
tivo fue caracterizar cultural y morfométrica-
mente las especies de Fusarium asociadas a N.
tabacum. Materiales y métodos. Se colectaron
muestras de plantas con afectaciones vasculares,
marchitamiento, clorosis y necrosis en tallos y
hojas en areas especializadas en la produccion
tabacalera en la provincia cubana de Granma. A
partir de los tejidos vegetales analizados se obtu-
vieron 9 aislados en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA), que se purificaron con cultivos monos-
poricos. Se utilizaron lo medios PDA, Carnation
Leafpiece Agar (CLA), Spezieller Nahrstoffar-
mer Agar (SNA) y Agar Nutriente (AN) para la
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ABSTRACT

Cultural-morphometriccharacterization
as a tool for the identification of Fusarium
spp., associated with Nicotiana tabacum
L. Introduction. Nicotiana tabacum L., is a
crop of economic importance as an exportable
product in Cuba and its plantations can be
significantly affected by the phytopathogen
Fusarium spp. Objective. The objective was to
characterize culturally and morphometrically the
Fusarium species associated with N. tabacum.
Materials and methods. Samples of plants
with vascular affectations, wilting, chlorosis
and necrosis in stems and leaves were collected
in areas specialized in tobacco production
in the Cuban province of Granma. From the
analyzed plant tissues, 9 isolates were obtained
in Potato Dextrose Agar (PDA) medium, which
were purified by monosporic cultures. PDA,
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caracterizacion cultural-morfométrica sobre la
base de caracteres cualitativos y cuantitativos.
Se utilizd6 un disefio completamente aleatori-
zado y el procesamiento estadistico se realizo
mediante un ANOVA factorial y la prueba de
Tukey, procesado con InfoStat 2008. Resulta-
dos. Los resultados confirmaron la existencia de
9 aislados de Fusarium, de ellos, 5 de F. oxys-
porum 'y 4 de F. phyllophylum. La caracteriza-
cién combinada cultural-morfométrica demostrd
una mayor variabilidad de la pigmentaciéon en
medio PDA en ambas especies de Fusarium y
evidenci6 diferenciacion inter e intraespecifica
en la formacion de estructuras microscopicas,
constatdndose macroconidios con una talla de
8,17-33,35 x 1,45-6,30 um en F. oxysporum 'y de
6,68-20,10 x 1,42-4,67 um en F. phyllophylum.
Conclusiones. Se caracterizan eficazmente por
el método combinado cultural-morfométrico 9
aislados de Fusarium spp., (5 de F. oxysporum'y
4 de F. phyllophylum) y se pone de manifiesto la
selectividad de estas 2 especies por N. tabacum.

INTRODUCCION

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es una
de las plantas comerciales no comestibles que
ocupa mayor area de siembra en la agricultura
mundial y es uno de los pocos cultivos agroin-
dustriales que se comercializa completamente
en forma de hojas (Calero-Hurtado et al. 2019).
En Cuba la produccion de N. tabacum se realiza
principalmente al sol y empalado, del cual se
obtiene el puro cubano que posee una excelente
calidad y un alto costo en el mercado internacio-
nal (Toledo et al. 2016).

En Cuba se plantan anualmente aproxima-
damente 15 868 ha, con un rendimiento prome-
dio de 3,89 tha’!, mientras que, en la provincia
Granma solamente se obtienen 1,0 t.hal. Este
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Carnation Leafpiece Agar (CLA), Spezieller
Nihrstoffarmer Agar (SNA) and Nutrient Agar
(AN) media were used for cultural-morphometric
characterization on the basis of qualitative and
quantitative traits. A completely randomized
design was used and statistical processing was
performed using factorial ANOVA and Tukey’s
test, processed with InfoStat 2008. Results. The
results confirmed the existence of 9 isolates
of Fusarium, of them, 5 of F. oxysporum and
4 of F. phyllophylum. The combined cultural-
morphometric characterization demonstrated
greater variability of pigmentation in PDA
medium in both Fusarium species and evidenced
inter and intraspecific differentiation in the
formation of microscopic structures, verifying
macroconidia with a size of 8.17-33.35 x 1.45-
6.30 um in F. oxysporum and 6.68-20.10 x 1.42-
4.67 um in F. phyllophylum. Conclusions. Nine
Fusarium spp. Isolates (5 from F. oxysporum
and 4 from F. phyllophylum) are efficiently
characterized by the combined cultural-
morphometric method and the selectivity of
these 2 species for N. tabacum is demonstrated.

bajo rendimiento puede ser atribuido a las afec-
taciones del fitopatogeno Fusarium spp. (Barceld
y Mustelier 2019). Esta especie fungica se conoce
mundialmente por causar la enfermedad denomi-
nada marchitez vascular y es capaz de ocasionar
la pudricion basal del tallo en tabaco. Tanto en
semilleros como en campo abierto, causa dafios
en el sistema radical, que afecta directamente
los procesos de absorcion de agua y nutrientes
e influye negativamente sobre el rendimiento y
calidad del cultivo (Retana et al. 2018).

La identificacion de Fusarium spp., es
compleja y requiere de mucho tiempo, recursos
humanos y materiales. La caracterizacion cultu-
ral posibilita el desarrollo de microorganismos
en un medio de cultivo in vitro y con ello, los
aspectos cualitativos relacionados con la forma,
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tamafo, textura, coloracion, esporulacion, entre
otros, mientras que la morfométrica permite
dilucidar las estructuras de interés taxonémico
para determinar elementos relacionados con su
talla. Por tanto, la combinacion de estas formas
de caracterizacion propone una efectiva identi-
ficacion de especies fingicas con claves ilustra-
das, sin recurrir a las técnicas moleculares que
requieren mayor cantidad de recursos materiales
y financieros, inaccesibles para muchos paises
pobres y en vias de desarrollo (Leslie y Summe-
rell 2008, Castro Lopez et al. 2018).

Conocer las principales caracteristicas
de las especies de Fusarium que afectan a N.
tabacum en agroecosistemas tabacaleros de la
provincia Granma, resultard de gran interés
cientifico para los programas de mejora de
esta planta y para el establecimiento de alter-
nativas de manejo del fitopatdégeno en etapa
de semillero y en campo. Segin lo anterior, el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar

cultural-morfométricamente las especies de
Fusarium asociadas a N. tabacum cultivado en
la provincia Granma, Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. Se muestrearon areas especia-
lizadas en la produccion de N. tabacum a campo
abierto en la provincia Granma (Tabla 1). Las
plantaciones tenian edades entre 20-40 dias
después del trasplante. Los campos se mues-
trearon en forma diagonal, se colectaron plantas
enteras con dafios evidentes de pudricidon basal
del tallo, con sintomas de clorosis y marchitez
del follaje (Gonzalez et al. 2005). Las muestras
obtenidas se introdujeron en bolsas de nylon
y se trasladaron inmediatamente al Centro de
Estudios de Biotecnologia Vegetal (CEBVEG),
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universi-
dad de Granma, Cuba, para su procesamiento y
caracterizacion.

Tabla 1. Lugar de procedencia de las muestras. Cuba.
Coordenadas
Municipio Localidad
Norte Oeste

Bueycito 20°14°20.5 76°46°28.8
Buey Arriba

Corojito 20°11°05.2 76°43°21.7
Guisa Monjara 20°17°51.9 76°36°08.7
Bayamo El Dorado 20°15°52.3 76°44°43.8
Jiguani Santa Rita 20°20°11.9 76°29°24.1
Yara Los Cayos 20°18°20.2 76°50°00.6

Procesamiento en laboratorio. Cada
muestra se cortd en fragmentos de 1 cm y se
desinfestd con hipoclorito de sodio (NaClO) al
1,0% durante 3 minutos; luego se lavaron con
detergente comercial y finalmente se enjua-
garon 3 veces con agua destilada esterilizada.

Seguidamente se establecieron camaras hiime-
das en placas Petri (@ = 90 mm) con papel de
filtro esterilizado y humedecido. Se incubaron
a 28+2°C y se observaron diariamente hasta la
aparicion de estructuras fungicas durante 168 h.

Luego se verifico la presencia de Fusarium spp.,
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al microscopio oOptico (Novel, modelo N200M,
China) y con ayuda de un asa de siembra se reco-
gieron fragmentos de micelio que fueron sembra-
dos en placas Petri (@ = 90 mm) en medio PDA:
39 gL' BioCen, esterilizado a 121°C durante
15 min y pH = 6) mas cloranfenicol (0,01 g.L"),
incubandose a 28+2°C en oscuridad hasta lograr
el crecimiento de las colonias.

Las colonias crecidas en las placas se
cubrieron con 10 mL de agua destilada estéril y
se homogenizaron en un agitador Vortex por 30 s.
Con un asa bacteriologica desinfectada, se tomo
una asada de la suspension y se deposito en el cen-
tro de las placas (¥ = 90mm) que contenia 5 mL
de medio de cultivo Agar agua (2%) para disper-
sarla con una varilla L de vidrio. Todas las placas
se sellaron con parafilm y se incubaron a 28+2°C
y oscuridad durante 24 h. Luego, bajo microscopio
optico (20x) se detectaron y sefialaron conidios
solitarios germinados. Seguidamente con una
aguja de siembra flameada se transfirié el frag-
mento de agar que contenia el conidio germinado
a una placa Petri con medio de cultivo PDA mas
cloranfenicol. Las placas se sellaron con parafilm
e incubaron a 28+2°C durante 7 dias. Una vez que
se lograron los cultivos puros monosporicos se
conservaron a 4°C. Posteriormente, se comproba-
ron los postulados de Koch (Duarte et al. 2016).

Caracterizacion cultural-morfométrica
de aislados de Fusarium spp. Se realizé sobre
la base de caracteres cualitativos y cuantitativos,
expresados por los aislados sobre los medios de
cultivo PDA, Carnation Leafpiece Agar (CLA
se elabor¢ al verter en cada placa 15 ml de Agar
agua estéril; seguidamente se depositaron 7
fragmentos de hojas de clavel (Dianthus caryo-
phyllus L) de 3-5 mm? previamente esterilizadas
y pH ajustado a 6), Spezieller Néhrstoffarmer
Agar (SNA: 1g de KH,PO, 1g de KNO;, 0,5 de
MgSO,.7H,0, 0,5 de KCI, 0,2 de glucosa, 0,2
de sacarosa, 20g de Agar, esterilizado a 121°C
durante 15 min y pH ajustado a 6) y agar nutrien-
te (AN: 28 gL' BioCen, esterilizado a 121°C
durante 15 min y pH ajustado a 6). Se emplearon
placas Petri (@ = 90 mm) que contenian 20 mL
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de cada medio de cultivo independientemente.
Las mismas se inocularon, central e individual-
mente, con un disco de micelio (@ = 5 mm)
de cada aislado, proveniente de la periferia de
colonias crecidas sobre PDA durante 7 dias. Las
placas, 4 por aislado (réplicas), se sellaron con
parafilm e incubaron (28+2°C y oscuridad). Las
evaluaciones se realizaron cada 24 h hasta las
168 h. La coloracion de la colonia en el anverso
y reverso se determind por observacion visual
y se documenté mediante fotografias con una
camara digital. También se describi6 la textura
superficial, forma de los bordes, presencia de
anillos en el anverso, formacion de sectores y
concentracion de esporas. Se midié el diametro
de la colonia con una métrica graduada. A partir
del didmetro de la colonia se calcul6 la velocidad
media de crecimiento al séptimo dia de incuba-
cion, mediante el empleo de la siguiente formula:

V crec=DC/T
Donde
V crec = velocidad de crecimiento del aislado
(mm.h)

diametro de las colonias (mm)
tiempo transcurrido (h)

DC
T

El conteo de las esporas se realizé a los 7
dias del crecimiento de las colonias de cada aisla-
do y en cada medio. A las placas con los aislados
crecidos se le adiciono 10 ml de agua destilada
estéril y se homogeneizaron con una varilla L de
vidrio. La suspension de esporas se colectd en
un tubo de ensayo con una capacidad de 20 ml.
A partir de estas, se prepararon diluciones hasta
10-2. Se usé un tubo capilar para extraer peque-
flas porciones de la dilucién y se depositdé una
gota en una camara de Neubauer para determinar
la concentracion de los macroconidios con ayuda
de un microscopio Novel a 40x.

Aspectos taxonémicos evaluados. Se
prepard un microcultivo en porta objeto cavado
con medio CLA, donde se deposit6é un fragmento
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de 3-5 mm? de hoja de clavel esterilizado y sobre
este se afiadi6 una gota de medio agar agua (AA:
20 g.L-! BioCen, esterilizado a 121°C durante 15
min y pH ajustado a 6). Una vez solidificado el
medio se inocul6 cada aislado con ayuda de una
aguja de siembra. Seguidamente se estableci6 el
microcultivo en una camara humeda. Posterior-
mente, a las 24 h se visualizaron al microscopio
optico (40x) los macroconidios, células conidio-
genas y microconidios (presencia y disposicion).
Se hicieron preparaciones microscopicas per-
manentes para observar la forma, el tamafio de
los macroconidios y los septos, y se determind
la presencia y disposicion de las clamidosporas.
Se observo la pigmentacion en todos los medios.
En PDA de determino la forma y la velocidad
de crecimiento de las colonias, la formacion
de esporodoquios y el nimero de septos en los
macroconidios; mientras que, en SNA se observo
la presencia de clamidosporas y la forma de los
micro y macroconidios. La caracterizacion hasta
nivel de especie se efectud con la clave taxono-
mica ilustrada (Leslic y Summerell 2008).

Disefio y procesamiento estadistico. Se
utilizd un disefio completamente aleatorizado

con arreglo bifactorial: Factor A (4 medios de
cultivos) y factor B (9 aislados de Fusarium spp.)
para un total de 36 interacciones o tratamientos
y 4 réplicas. Se usé un ANOVA bifactorial y
la prueba de comparacion multiple de medias
de Tukey (p<0,05). Previamente al ANOVA los
valores de concentracion de macroconidios fue-
ron transformados por LOG (x+1), procesado con
el programa estadistico InfoStat 2008.

RESULTADOS

Caracterizacion cultural de los aislados
de Fusarium spp. Al analizar la pigmentacion
de los aislados de Fusarium spp., en el anverso de
las placas en medio PDA se observo que variaron
entre blanco y blanco cremoso, excepto el aislado
F que presento tonalidad violeta. En el reverso la
coloracion observada fue color crema y blanco.
Todos los aislados presentaron colonias con
bordes redondeados y regulares, con una textura
afelpada y algodonosa. La formacion de anillos
se evidenci6 en los aislados C y G, mientras, que
en el aislado H ademas de estos caracteres se
notaron sectores (Figura 1).
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Por otra parte, en el medio SNA los ais-
lados desarrollaron tonalidades de color blanco,
excepto los aislados C y F que presentaron color
blanco-amarillento. Los bordes fueron redondea-
dos y regulares con una textura algodonosa. La
formacion de anillos se evidenci6 en los aislados

B, Dy G. En AN y CLA no se observaron
variaciones culturales significativas, debido a un
crecimiento micelial escaso y poco pigmentado,
excepto los aislados B y F que desarrollaron
una textura algodonosa abundante con tonalidad
blanca en AN (Figuras 2, 3, 4).
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Finalmente, de esta parte, sobre la base de
los resultados alcanzados se considerd al medio
PDA como el mas idoneo para la caracterizacion
cultural de especies de Fusarium procedentes
de N. tabacum, debido a una mayor variabilidad
cultural y pigmentacion.

Caracterizacion morfométrica de los
aislados de Fusarium spp. Al analizar la
velocidad media de crecimiento se constataron

121

diferencias (Tukey p < 0,05) entre aislados en
los diferentes medios de cultivo evaluados. La
mayor velocidad media se alcanz6 en los medios
CLA y PDA, mientras que la menor se obtuvo
en los medios AN y SNA. Los aislados A, B,
C y E mostraron una mayor velocidad media
en PDA y CLA, respectivamente, asi como el
aislado F en CLA, mientras que registraron la
menor velocidad media D, Gy Hen PDAyH e
I en CLA (Tabla 2).

Tabla 2. Variabilidad de la velocidad media de crecimiento de los aislados de Fusarium spp. provenientes de N. tabacum.
Velocidad media de crecimiento (mm.h!)
Aislados
PDA SNA CLA AN
A 0,66 1 0,53 abcdefgh 0,60 fghi 0,52 abcdef
B 0,66 i 0,53 abcdefgh 0,60 fghi 0,52 abcdef
C 0,63 hi 0,53 abcdefgh 0,58 defghi 0,53 abcdefgh
D 0,53 abcdefgh 0,62 ghi 0,55 bedefgh 0,51 abedef
E 0,651 0,53abcdefgh 0,62 ghi 0,50 abcde
F 0,55 bedefgh 0,62 ghi 0,60 efghi 0,50 abcd
G 0,53 abcdefgh 0,58 cdefghi 0,55 bedefgh 0,53 abcdefgh
H 0,45 a 0,53 abcdefgh 0,53 abcdefgh 0,44 a
1 0,53 abcdefgh 0,48 abc 0,53 abcdefg 0,47 ab
ES 0,01

Medios de cultivos: PDA =Papa Dextrosa Agar, SNA = Spezieller Nahrstoffarmer Agar, CLA = Agar Hojas de clavel,
AN = Agar Nutriente, ES = Error Estandar. Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas (Tukey p<0,05).

Al analizar la concentracion de macro-
conidios se observd diferencias significativas
(Tukey p < 0,05) entre aislados en los dife-
rentes medios de cultivo evaluados. La mayor
concentracion de macroconidios por aislado

se cuantificd en los medios PDA y SNA, y la
menor se obtuvo en CLA y AN. Los aislados A,
B, C, D, E, F, G e I mostraron mayor esporula-
cion en PDA, mientras que en SNA fueron B, C,
D, E, F y H (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentracion de macroconidios de los aislados de Fusarium spp. provenientes de N. tabacum.
Concentracion (x10° macroconidios.mm2?)

Aislados PDA SNA CLA AN

X Xt X X Xt X Xt
A 0,75 5,87 hijk 0,10 4,98 efghij 0,001 3,08 a 0,002 3,23 ab
B 1,03 6,01 ijk 1,60 6,20 jk 0,06 4,17 abede 0,54 5,73 ghijk
C 0,91 5,96 hijk 2,38 6,38 k 0,01 3,96 abede 0,01 3,79 abede
D 1,19 6,08 ijk 0,78 5,89 hijk 0,01 4 abede 0,01 4,00 abcde
E 0,34 5,51 fghijk 1,17 6,07 ijk 0,06 4,54 cdefg 0,004 3,60 abed
F 1,19 6,08 ijk 0,89 5,55 fgihjk 0,03 4,43 bedef 1,10 6,04 ijk
G 0,89 5,95 hijk 0,06 4,76 defgh 0,16 4,14 abcde 0,003 3,28 abc
H 0,09 4,92 efghi 0,28 5,44 fghijk 0,28 4,08 abcde 0,01 4,11 abede
1 0,31 5,49 fghijk 0,05 3,85 abcde 0,01 3,87 abcde 0,005 3,63 abed
ES 0,04

Medios de cultivos: PDA = Papa Dextrosa Agar, SNA = Spezieller Nahrstoffarmer Agar, CLA = Agar Hojas de clavel,

AN = Agar Nutriente, ES = Error Estandar.

X valor promedio, Xt = valor transformado LOG(x+1). Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas

(Tukey p=<0,05).

El analisis cultural y morfométrico posi-
bilito la determinacion de 5 especies de F. oxys-
porum (A, B, C, D, H) y 4 de F. phyllophylum (I,
E, F, G) (Tabla 4). Todos los aislados de F. oxys-
porum presentaron esporodoquios, sin embargo,
los aislados de F. phyllophylum no mostraron
esta estructura, a excepcion del aislado G. Los
macroconidios F. oxysporum mostraron una lon-
gitud que oscil6é entre 8,17-33,35 um, mientras
que el ancho fluctu6 entre 1,45-6,30 um, con
formas semicurva y recta a ligeramente semi-
curva. Se observaron células apicales con forma
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curvada y ligeramente curvada, mientras que las
células basales se mostraban ligeramente alar-
gadas y alargadas en forma de pie, los macroco-
nidios de esta especie presentaron 3 septos. Los
macroconidios de F. phyllophylum registraron un
largo que oscilé entre 6,68-20,10 pm, mientras
que, el ancho fluctu6 entre 1,42-4,67 pm con
formas semicurva y recta a ligeramente semicur-
va, se observaron cé€lulas apicales redondeadas,
las células basales mostraron forma ligeramente
redondeada, los macroconidios presentaron de
1-3 septos (Figura 5).
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Figura 5. Forma de los macroconidios I (F. oxysporum aislado B) y II (F. phyllophylum aislado G) crecidos en medio CLA,
observados a 40x.

Los microconidios de F. oxysporum y  (Tabla 5). Se observo la presencia de células
F. phyllophylum no presentaron septos. Estas conidiogenas monofialides en todos los aislados

estructuras en la especie F. oxysporum se mos- de ambas especies. Las clamidosporas se obser-
traron de forma arrifionada, menos el aislado C varon individualmente en los aislados de F. oxys-
que manifestd una apariencia oval, mientras que,  porum. Ambas especies presentaron un micelio

en F. phyllophylum se exhibieron fusiformemente  aéreo en falsas cabezas.
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Los resultados obtenidos en esta inves-
tigacion poseen importancia para el programa
nacional de seleccion y mejoramiento de varie-
dades de N. tabacum tolerantes a Fusarium spp.,
muestran una alta especificacion de F. oxyspo-
rum y F. phyllophylum como especies fitopato-
genas asociadas a N. tabacum y evidencian los
riesgos potenciales de proliferacion del fitopato-
geno en agroecosistemas tabacaleros.

DISCUSION

En el medio PDA no se observd gran
variabilidad cultural, lo cual pudo ser atribuido
a la poca biodiversidad de especies presentes.
Al respecto Tapia y Amaro (2014) y Renteria-
Martinez et al. (2019) expresaron que aislados de
Fusarium spp., crecidos en PDA mostraron una
amplia diversidad de coloraciones, entre ellas
café, rojo, violeta, naranja, gris y blanco. Las
personas autoras constatan que dicha variabili-
dad se debid a la alta biodiversidad de especies
presentes y observadas durante la investigacion.
Se conoce que la pigmentacion del micelio puede
deberse a la disponibilidad de nutrientes y al pH
del medio de cultivo. Por su parte, Quilambaqui
(2005) y Duarte et al. (2016) informaron que
especies de Fusarium mostraron coloraciones
del micelio violeta, purpura, violdceo, amarillen-
to, blanquecino, rojo ladrillo y rosa salmén en
medio PDA a un pH de 6, tal variabilidad no fue
observada en el presente estudio.

Los medios SNA, CLA y AN poseen
baja concentracion de nutrientes y de péptidos,
lo cual pudo incidir sobre la pigmentacion y el
desarrollo de los aislados. Al respecto, Hernan-
dez Amasifuen et al. (2019) y Almaraz-Sanchez
et al. (2018) informaron que medios pobres en
nutrientes influyeron sobre la coloracion y la
formacion de estructuras fungicas de Fusarium
spp., lo expuesto coincidié con el resultado
obtenido en la presente investigacion, donde se
puso de manifiesto una escaza coloracion del
micelio fingico.
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La maxima velocidad media de creci-
miento observada, pone de manifiesto una asi-
milacion diferencial de los nutrientes por los
aislados en cada medio de cultivo y se relaciona
con la capacidad de colonizacion de este hongo
en suelos y sustratos. Los resultados coinciden
con lo informado por Dueiias et al. (2007), quie-
nes expresaron que los aislados de Fusarium
spp., obtenidos de Cicer arietinum mostraron
un rapido crecimiento en medio PDA. Mas
recientemente Duarte et al. (2016) expusieron
que aislados de Fusarium spp. procedentes de
C. arietinum alcanzaron la mayor velocidad de
crecimiento 0,63 mm.h"' en medio Czapek Dox.
En la presente investigacion la mayor velocidad
de crecimiento registrada por los aislados de
Fusarium pudiera relacionarse con una rapida
colonizacion de estos aislados en el suelo y sobre
su hospedante vegetal.

La concentracion de macroconidios cons-
tatada en esta investigacion es mayor a los
resultados obtenidos por Duarte et al. (2016) en
especies de F. oxysporum aisladas de C. arie-
tinum, los cuales registraron una esporulacion
entre 0,06-0,32x10° macroconidios.mm2, mien-
tras que en F. phyllophylum obtuvieron 0,34x10°
macroconidios.mm> en medio PDA. En otros
estudios, Lazarotto et al. (2014) y Almaraz-
Sanchez et al. (2018) evidenciaron que en ais-
lados de Fusarium spp., se alcanzé un rango de
esporulacién entre 1,20-2,94x10° macroconidios.
mL!, dichos resultados fueron similares a los
obtenidos en el presente estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos,
se considerd que la variabilidad de los macroco-
nidios en cuanto a su morfologia, caracteristicas
de las células apicales y basales, su tamano y
la formacion de septos, los reafirma como la
principal estructura para la identificacion de
especies de Fusarium. Al respecto, Leyva-Mir
et al. (2017) informaron que en una caracteri-
zacion de especies de Fusarium obtenidas del
trigo se desarrollaron macroconidios con una
talla de 24-33 x 2-2,3 um con 3 septos, célula
apical curvada y basal ligeramente alargada, con
micelio de coloracién purpura-violeta; mientras
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que, en aislados que obtuvieron una coloracion
blanca-amarillenta registraron un tamafio de
22-48 x 2,5-4,2 um. Por su parte, Duarte et al.
(2016) registraron un tamafio de macroconidios
de 11,04-39,22 pm de largo y 1,01-4,14 um de
ancho en F. oxysporum, lo cual coincidi6 con
las caracteristicas morfométricas de los aislados
analizados en esta investigacion.

Se considera que la variabilidad de los
microconidios en cuanto a su forma, tamafo y
presencia de septos posee una relacion con el
medio de cultivo donde crece y con la especie
en cuestion. Al respecto, Leslie y Summerell
(2008), Cardona-Piedrahita y Castafio-Zapata
(2019) informaron que los aislados de F. oxys-
porum mostraron microconidios en forma oval
y arriflonados, células conididégenas monofia-
lides, microconidios en falsas cabezas y cla-
midosporas individualmente, lo cual coincidid
con lo observado en el presente estudio. En este
mismo sentido, Duarte et al. (2016) informa-
ron que los microconidios de F. phyllophylum
procedentes de C. arietinum mostraron de 0-1
septos y una apariencia fusiforme, similar a lo
descrito en esta investigacion.

CONCLUSIONES

Se caracterizan eficazmente por el método
combinado cultural-morfométrico 9 aislados de
Fusarium spp., (5 de F. oxysporum 'y 4 de F. phy-
llophylum). La caracterizacion cultural evidenciod
una mayor variabilidad de la pigmentacion en
el medio PDA en comparacion con los restantes
medios, mientras que, la morfométrica demostro
una diferenciacion inter e intraespecifica en la
formacion de estructuras microscopicas, lo que
verificd una talla de macroconidios que oscila
entre 8,17-33,35x1,45-6,30 pm en F. oxysporum
y de 6,68-20,10x1,42-4,67 um en F. phyllo-
phylum. Lo expuesto, evidencia la selectividad
de estas dos especies por N. tabacum y senala la
necesidad de monitorear la fitopatogenecidad de
este patogeno con el propdsito de establecer su
correspondiente manejo.
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RESUMEN

Introduccion. Pseudomona sp como rizo-
bacteria promotora del crecimiento vegetal es
muy utilizada en diversos cultivos, ya que pro-
mueve el crecimiento y previene la colonizacion
de patogenos. Objetivo. Evaluar la influencia de
Pseudomona sp en la emergencia de las semillas
y el desarrollo de posturas de Theobroma cacao
L. en suelos fersialiticos pardos rojizo de Jiba-
coa. Materiales y métodos. La investigacion
se realizd en el 2018 en la Estacion Experimen-
tal Agro-Forestal de Jibacoa en el municipio
Manicaragua, provincia Villa Clara, Cuba. En
un disefio de bloques al azar con 3 réplicas, se
estudiaron 3 tratamientos: a- Control: siembra
de semillas en un sustrato compuesto por 3
partes de suelo y una de abono organico (3/1);
b- siembra de semillas en un sustrato 5/1; ¢- sus-
trato 5/1 con siembra de semillas peletizadas con
Pseudomona sp. Se evalud la emergencia de las
semillas y a 10 posturas se le midieron la altura,
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ABSTRACT

Pseudomona sp on seed emergency and
cocoa seedlings development. Introduction.
Pseudomona sp as a plant growth promoting
rhizobacteria is widely used in various crops
that promotes growth and prevent pathogen
colonization. Objective. To evaluate the
influence of Pseudomona sp on the emergence of
seeds and the development of Theobroma cacao
L. seedlings in reddish brown fersialitic soils of
Jibacoa. Materials and methods. The research
was carried out in 2018 at the Jibacoa Agro-
Forestry Experimental Station in the Manicaragua
municipality, Villa Clara province, Cuba. In a
randomized block design with 3 replications,
3 treatments were studied: a- Control: sowing
seeds in a substrate composed of 3 parts of soil
and one part of organic fertilizer (3/1); b- sowing
seeds in a substrate 5/1; c- substrate 5/1 with
sowing of pelleted seeds with Pseudomona sp.
The emergence of the seeds was evaluated and
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el diametro del tallo, la masa seca y el area foliar.
Resultados. La aplicacion de Psedomona sp a las
semillas del cacao en el momento de la siembra
incrementd su emergencia en un 14,57% con
respecto a las no peletizadas en igual volumen
de abono organico y en un 4,18% con respecto al
tratamiento control. Este biofertilizante aumen-
td la masa seca y el area foliar en un 18,3% y
37,8% respectivamente en el sustrato 5/1, y en
18,3% y 46,9% de igual manera con respecto al
tratamiento control. Conclusiones. La aplicacion
de Psedomona sp a las semillas del cacao en el
momento de la siembra provoca efectos positivos
en la emergencia y el desarrollo de las posturas
de cacao al aumentar su peso seco y area foliar.

INTRODUCCION

Pseudomona fluorescens como rizobac-
teria promotora del crecimiento vegetal es muy
utilizada en diversos cultivos, ya que colonizan
las raices, promueven el crecimiento y previenen
el establecimiento de patégenos. También favo-
recen la capacidad de absorcion de agua y nutri-
mentos, lo que permite que las plantas sean mas
vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones
climaticas adversas (Pérez et al. 2015).

Pseudomona fluorescens se destaca por la
produccion de sustancias estimuladoras del cre-
cimiento, fundamentalmente hormonas como las
auxinas, giberelinas y citoquininas. La produc-
cion de estas sustancias se hace posible siempre y
cuando sea adecuada la densidad de organismos
en el sistema radicular y que en el suelo haya
suficiente cantidad de materia organica (Pérez
et al. 2015).

En la literatura se evidencian resultados
positivos del empleo de Pseudomona fluores-
cens en procesos germinativos de semillas y en
el desarrollo de varios cultivos tales como el
trébol criollo (Lotus corniculatus) (Pérez et al.
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the height, stem diameter, dry mass and leaf
arca were measured at 10 positions. Results.
The application of Psedomona sp to cocoa
beans at the time of sowing increased their
emergence by 14.57% with respect to those
not pelleted in the same volume of organic
fertilizer and by 4.18% with respect to the
control treatment. This biofertilizer increased
the dry mass and leaf area by 18.3% and 37.8%
respectively in the 5/1 substrate, and by 18.3%
and 46.9% in the same way with respect to the
control treatment. Conclusions. The application
of Psedomona sp to the seeds at the time of
sowing causes positive effects in the emergence
and development of the seedlings by increasing
their dry weight and leaf area.

2000), tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
(Carrillo et al. 2000), lechuga (Lactuca sativa
L) (Diaz et al. 2001), arveja (Pisum sativum L.)
(Guerra et al. 2011).

Para la cacaocultura cubana actual no se
dispone de los fertilizantes minerales necesarios
para garantizar el adecuado desarrollo de las
posturas. Esta situacion de conjunto con el déficit
de abonos organicos para la confeccion de las
mezclas de los sustratos, realza la importancia de
la utilizacion de los biofertilizantes y bioestimu-
lantes como alternativas ecologicas y econdmi-
camente sostenibles (Bustamante y Rojas 2017).

Se dispone de conocimientos sobre el
efecto benéfico de biofertilizantes como Azoto-
bacter, abonos verdes, Azospirillum y bioestimu-
lantes sintéticos, principalmente para el cultivo
del cafeto (Coffea arabica L.) en la fase de vive-
ro. Sin embargo, por diversas razones su uso no
esta extendido o no se ha investigado lo suficien-
te para el cultivo del cacao (Theobroma cacao L.)
(Bustamante y Rojas 2017). Por tales motivos, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la
influencia del biofertilizante Pseudomona sp en
la emergencia de las semillas y el desarrollo de
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posturas de cacao en suelos fersialiticos pardos
rojizo de Jibacoa, Cuba.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el 2018 en la
Estacion Experimental Agro-Forestal de Jibacoa
en el municipio Manicaragua, provincia Villa
Clara, Cuba, perteneciente al Instituto de Inves-
tigaciones Agro-Forestales.

Se analizaron los tratamientos, en un dise-
fio de bloques al azar con 3 réplicas, dispuestas
de la siguiente forma:

1. Control: correspondié al sustrato con-
formado por 3 partes de suelo y una de
abono organico procedente de pulpa de
café (3/1) y siembra de semillas de cacao
sin peletizar.

2. Sustrato conformado por 5 partes de suelo
y una de abono organico procedente de

pulpa de café (5/1) y siembra de semillas
de cacao sin peletizar.

3. Sustrato 5/1 y siembra de semillas de
cacao peletizadas con Pseudomona sp.

Cada tratamiento estuvo representado por
99 bolsas de 14 cm de ancho por 24 cm de alto;
en cada una se sembr6 una semilla de cacao pro-
cedente de una plantacion hibrida.

Se utilizé Pseudomona sp con titulo 1,2 x
10° UFC. La aplicacion del biofertilizante se rea-
liz6 después de retirar el mucilago de las semillas
de cacao con arena de rio, con una dosis del 10%
del peso de las semillas, es decir 10 g del biofer-
tilizante por cada 100 g de semillas, e inmedia-
tamente después de la inoculacion se sembraron.
Se utilizé malla saran con entrada de luz al 50%.

Para los sustratos se utilizé un suelo fer-
sialitico pardo rojizo (Hernandez et al. 1999) y
abono organico procedente del compostaje de la
pulpa de café (Coffea arabica L). Las mezclas
preparadas se caracterizaron por tener buena
fertilidad (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas agroquimicas de los sustratos utilizados (media de 3 muestras).
K,0 Ca** Mg**
Sustratos M.O, % pH, KCL
mg 100 g de suelo Cmol kg!
51 10,53 6,58 29,01 15,60 4,00
311 10,78 6,68 77,84 30,19 15,73 5,20

En el momento de la germinacion se eva-
luo el porcentaje de semillas emergidas.

A los 150 dias posteriores a la siembra, a
10 posturas se les evaluaron: la altura de la planta
(cm), el diametro del tallo (cm), la masa seca de
las posturas (g) y el area foliar segun la metodo-
logia propuesta por Navarro et al. (1998).

Los porcentajes de emergencia de las
semillas fueron transformados a arcoseno \/p

para el procesamiento estadistico. En los resul-
tados del trabajo se muestran los valores medios
sin transformar.

Los datos fueron sometidos a la prueba
de normalidad y homogeneidad de varianza. La
comparacion de las medias se realiz6 mediante la
prueba de rangos multiples de Duncan. El proce-
samiento estadistico de los datos se realiz6 con
el programa InfoStat version 1.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La emergencia de las semillas de cacao
oscilé entre el 83,50% y 95,67% (Figura 1).
Lopez y Gil (2017) obtuvieron 71,1% de emer-
gencia en sustratos conformados por arena
previamente desinfeccion con lejia al 2% y
solarizacion.

100
95,67
g % 91,83 a
&
g’ 90 ab
E
@ 85 83,5
8
280 b
75
Control 3/1 51 5/1 mas
Pseudomona sp
E.E.=0,06* C.V., % =850

*Barras con letras diferentes difieren segiin prueba de
Duncan para p< 0,05.

Figura 1. Influencia de Psedomona sp en la emergencia de
las posturas de cacao.

La aplicacion de Psedomona sp a las
semillas del cacao en el momento de la siembra
influy6 positiva y significativamente en su emer-
gencia, al incrementarse esta en un 14,57% en
comparacion a las no peletizadas en igual volu-
men de abono organico. El tratamiento 5/1 mas
la aplicacion de la rizobacteria, no difiri6 del tra-
tamiento control, lo cual justifica su aplicacion

en sustratos con menores volumenes de abono
organicos (proporcion 5/1) en caso de que exista
poca disponibilidad de los mismos.

Los resultados indicaron el efecto esti-
mulador que provocan las aplicaciones de Pseu-
domona sp en la emergencia de las semillas.
En este sentido Guerra et al. (2011) obtuvieron
incrementos significativos de un 5,47% en la
germinacion de las semillas en 4 variedades de
arveja al sembrarlas inoculadas con este bioferti-
lizante respecto a la variante no tratada.

Diaz et al. (2001) obtuvieron incrementos
en un 35,9% de la germinacion en semillas de
lechuga al inocular Pseudomonas fluorescens.
En la lenteja (Lens esculenta Moench.), dichas
personas autoras informaron incrementos en la
germinacion de hasta el 38,9% en estudios reali-
zados con nueve cepas de Pseudomonas sp.

Entre el sustrato 3/1 y 5/1 sin la inocula-
cion de Psedomona sp no existieron diferencias
significativas, pero donde existié mayor volumen
de abono orgénico la germinacion fue un 9,97%
superior. Resultados que pueden estar relaciona-
dos a lo expresado por Hernandez et al. (2010) al
referirse que el abono organico es un inoculante
microbiano que favorece la germinacion.

Se pudo constatar que la proporcién sue-
lo-abono organico no influy6 en el desarrollo
de las posturas al no presentar diferencias las
medias de los indicadores morfo-fisiologicos
evaluados (Tabla 2). Estos resultados pudieron
estar asociados a la similar fertilidad que tuvie-
ron ambos sustratos.

Tabla 2. Influencia de Psedomona sp en los indicadores morfo-fisiologicos de las posturas de cacao a los 150 dias después
de la siembra.
. Altura Didmetro Peso seco Area foliar
N° Tratamientos tallo 2
cm g cm
cm
1 Control (3/1) 41,84 0,67 6,71 b 594,6 b
2 51 42,34 0,65 6,71 b 633,73 b
5/1 mas semillas peletizadas con Pseudomonas sp 44,1 0,63 794 a 873,52 a
E.E. 0,72 ns 0,01 ns 0,27%%* 37,59%*
CV., % 5,36 5,23 12,18 16,97

** Medias con letras diferentes en una misma columna difieren para p< 0,01; " no es significativo para p< 0,05.
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La inoculacion de Psedomona sp a las
semillas de cacao en el momento de la siembra
si incrementd el desarrollo de las posturas de
forma significativa. Con la aplicacion de esta
bacteria se aumento el peso seco y el area foliar
de las posturas en un 18,3% y 37,8% respecti-
vamente en igual sustrato, y en comparacion al
tratamiento control los incrementos fueron de un
18,3% y 46,9% de la misma manera. La altura y
el diametro del tallo no manifestaron diferencia
entre los tratamientos.

Diaz et al. (2001) obtuvieron incrementos
de un 202,7%, 171,4%, 63,6% de area foliar, de
peso seco aéreo y volumen de la raiz, respecti-
vamente en el cultivo de la lechuga al inocular
Pseudomonas fluorescens.

Pérez et al. (2000) al inocular la cepa
UP143 de Pseudomonas fluorescens en las
semillas de Lotus corniculatus L. cv. San
Gabriel, obtuvieron incrementos en el peso seco
total en un 100%, 45% y 33% para 1996, 1997 y
1998, respectivamente en comparacion al testi-
g0 sin inocular.

Segun Carrillo et al. (2000) Psedomona
fluorescens es conocida ampliamente por su
capacidad de promover el desarrollo de las plan-
tas, estas personas autoras en su investigacion en
el cultivo del tomate obtuvieron que las parcelas
inoculadas con los aislados de Psedomona fluo-
rescens tuvieron las plantas de mayor produc-
cion, las de mayor altura y las mas precoces en
cuanto a floracion.

Psedomona fluorescens acelerara el cre-
cimiento de las plantas por la sintesis de hor-
monas como auxinas, giberelinas, citoquininas,
aminoacidos y promotores especificos del creci-
miento (Leal et al. 2018).

CONCLUSIONES

La aplicacion de Psedomona sp a las
semillas del cacao en el momento de la siembra
provoco efectos positivos en la emergencia y el
desarrollo de las posturas al aumentar su peso

seco y area foliar en el tratamiento 5/1 en semi-
llas paletizadas con Pseudomonas sp.
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Higinio Moreno-Resquin®, Cristian Andrés Britos-Benitez?
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RESUMEN

Introduccion. Los bosques son los eco-
sistemas terrestres mas diversos y cumplen
funciones ambientales y ecoldgicas, sociales
y econdmicas, ofrecen beneficios directos e
indirectos al entorno, uno de los principales es
el servicio de regulacion. Objetivo. Analizar
el servicio ecosistémico de regulacion relacio-
nado con el carbono almacenado y el aprovi-
cionamiento de agua y nutrientes del bosque
de galeria del Arroyo San Lorenzo, Paraguay.
Materiales y métodos. El trabajo se realizo en
el bosque de galeria del arroyo San Lorenzo,
Paraguay. Fueron establecidas 4 parcelas de 750
m? cada una para el relevamiento de los datos.
Las variables estudiadas fueron: la composicion
floristica, las propiedades fisicas y quimicas del
suelo, la velocidad de infiltracion media del agua
y el carbono acumulado en el estrato arboreo
aéreo, radicular y suelo. Resultados. El bosque
esta constituido por individuos de la familia
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ABSTRACT

Ecosystem regulation service for a
gallery forest from the San Lorenzo Stream,
Paraguay. Introduction. Forests are the most
diverse terrestrial ecosystems and fulfill envi-
ronmental and ecological, social and economic
functions, offer direct and indirect benefits to
the environment, one of the main ones is the
regulatory service. Objective. Was to analyze
the ecosystem service of regulation of a gallery
forest of the San Lorenzo stream, Paraguay.
Materials and method. The research work
was carried out in the gallery forest of the San
Lorenzo stream, Paraguay. Four plots of 750 m?
each were established for data collection. The
variables studied were: the floristic composition,
the physical and chemical conditions of the soil,
the average infiltration rate of the soil and the
accumulation of carbon in the aerial, root and
soil tree strata. Results. The forest is made up of
individuals from the Meliaceae, Myrthaceae and
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Meliaceae, Myrthaceae y Moraceae y en menor
cantidad de especies se encuentran Cecropia-
ceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Rhamnaceae y
la Sapotaceae. El carbono arboreo almacenado
fue de 38,4 tC.ha! y el del suelo (COS) fue de
31,08 tC.ha!. El carbono total acumulado en los
2 componentes fue de 69,48 tC.ha'! y el didxido
de carbono equivalente de 254,81 tCO,e.ha’l.
El suelo es anegado y poco aireado, con baja
conductividad hidréaulica a partir de los 50 cm
de la superficie y la velocidad de infiltracion del
agua fue de 66 mm.h"!. Conclusiéon. El bosque de
galeria ofrece servicios de captacion de carbono,
lo que constituye la biomasa arbdrea el mayor
reservorio de carbono, provision de agua para la
conservacion y fuente del aprovisionamiento de
nutrientes del suelo de la sub cuenca del arroyo
San Lorenzo, Paraguay.

INTRODUCCION

Uno de los grandes desafios del nuevo
milenio para la humanidad es la mitigacion y
adaptacion al cambio climatico. De acuerdo
con el avance de las investigaciones referentes
a la emision de gases de efecto invernadero, se
recomienda tomar las medidas necesarias para
reducir los impactos a escala regional y global.

Los bosques son los ecosistemas terrestres
mas diversos y cumplen funciones ambientales
y ecologicas, sociales y econdémicas. Los mis-
mos ofrecen beneficios directos e indirectos al
entorno, uno de los principales es el servicio de
regulacion que garantiza la provision de agua y el
equilibrio de la temperatura. Los servicios eco-
sistémicos de regulacion del clima, de la calidad
del agua y la calidad del aire son otros valiosos
aportes para la sociedad. Los ecosistemas, en
general, mantienen flujos de materia y energia
entre si y con otros ecosistemas; tales flujos
afectan directamente la temperatura y las preci-
pitaciones, y en la medida en que existe mayor
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Moraceae families. In fewer species are Cecro-
piaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Rhamnaceae
and Sapotaceae. The arboreal carbon stored
yielded an average of 38.4 tC.ha’!, as for the soil
(COS) component an average of 31.08 tC.ha’!
was presented. The total carbon accumulated in
the two components is 69.48 tC.ha!. The average
carbon equivalent obtained is 254.81 tCO,e.ha™.
The average infiltration rate was 66 mm.h.
The soil is flooded and little aerated, with low
hydraulic conductivity from 50 cm from the sur-
face. Conclusion. The gallery forest offers car-
bon sequestration services, the arboreal biomass
what constitutes the largest carbon reservoir,
providing water for conservation and source of
the supply of soil nutrients in the sub-basin of the
San Lorenzo stream, Paraguay.

evapotranspiracion aumenta la precipitacion a
escala local. Igualmente, los ecosistemas y los
agroecosistemas son sumideros de CO,, un gas
de efecto invernadero que en altas concentracio-
nes afecta la temperatura (Corredor et al. 2012).

Los bosques de galeria o ribera, también
conocidos como sotos, poseen una vegetacion
tan frondosa que cubre por entero un rio, su
nombre proviene del hecho de que su vegetacion
cubre al rio con una especie de tinel, como en la
galeria de una mina. Estos bosques son forma-
ciones de arboles, arbustos y especies herbaceas
que se desarrollan en los margenes de los rios,
extendiéndose a los riachuelos que los alimentan
e inclusive a algunas zonas de drenajes de las
aguas de escurrimiento, en redes continuas de
vegetacion natural de gran importancia ecologi-
ca, ya que controlan la erosion de los margenes,
juegan un importante rol en el ciclo del agua y
la regulacion ambiental, pero también se com-
portan como corredores de biodiversidad, que
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comunican a diferentes ecosistemas (Stevenson
y Rodriguez 2008).

Cuellar y Salazar (2016) sostienen que la
capacidad de capturar carbono en el suelo a una
profundidad de 50 cm, en los sistemas evaluados
estd en funcion de: textura y estructura, pH,
nutrientes presentes, tipo de agregado, preci-
pitacién que interviene en el crecimiento de la
vegetacion arborea y en la descomposicion de la
hojarasca, temperatura y profundidad del suelo.

De acuerdo con la Evaluacion de los Eco-
sistemas del Milenio, los servicios ecosistémicos
(SE) se pueden definir como todos aquellos bene-
ficios que la sociedad obtiene de los ecosistemas;
un concepto cada vez mas aplicado a la conser-
vacion del ambiente, el bienestar humano y la
implicacion de las intervenciones antropogénicas
en el medio natural (MEA 2005).

Se considera que los bosques tropicales
del mundo, debido a su amplia distribucion, ele-
vada diversidad y contribucion a funciones clave
del planeta como la regulacion climatica e hidro-
logica, proveen servicios ecosistémicos criticos
(Balvanera 2012).

La regulacion de la calidad del agua tam-
bién proviene de ecosistemas que proveen una
gran variedad de funciones hidroldgicas impor-
tantes para el bienestar humano. Esas funciones
se convierten en bienes y servicios ecosistémicos
cuando son valoradas en términos del bienestar y
el desarrollo de la sociedad. Los servicios hidro-
légicos incluyen la regulacion de caudales para
mitigar inundaciones, la recarga de acuiferos
que mantienen caudales durante la época seca,
la purificacion del agua y el control de la erosion
(Corredor et al. 2012).

Los servicios de regulacion estan relacio-
nados con la capacidad de los ecosistemas para
regular procesos ecoldgicos esenciales y sostener
sistemas vitales a través de ciclos biogeoquimi-
cos (Camacho Valdez y Ruiz Luna 2012).

Esta investigacion apoya el desarrollo de
politicas sociales y ambientales que garanticen la
puesta en marcha de proyectos ecosistémicos sos-
tenibles. De conformidad con la Ley N° 4241/10
la propuesta de estudio abarca la importancia de

los ecosistemas naturales con miras al desarrollo
sustentable (INFONA, PNUD, FMAM 2019).

Al respecto, el bosque de galeria del
Campus de la Universidad Nacional de Asuncion
representa un potencial ecosistémico importante
para varios pobladores de las zonas aledafas.
Dicho ecosistema forestal de relevancia propor-
ciona bienes y servicios de almacenamiento de
carbono, regulacion del microclima local y pro-
vision de agua para la conservacion ecoldgica de
la sub cuenca del arroyo San Lorenzo, Paraguay.

Segun lo anterior, el objetivo de esta
investigacion fue analizar el servicio ecosisté-
mico de regulacion relacionado con el carbono
almacenado y el aprovicionamiento de agua y
nutrientes del bosque de galeria del Arroyo San
Lorenzo, Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. El trabajo de investigacion
se llevo a cabo en el Campus de la Universidad
Nacional de Asuncidn, ubicada en la ciudad de
San Lorenzo a 11 km de Asuncion, capital de la
Republica del Paraguay, entre las coordenadas
25°20°18” Lat. Sur y 57°31°04” Lat. Oeste, a
125 m sobre el nivel del mar; en el denominado
bosque de galeria del Campus de la Universidad
Nacional de Asuncion.

El bosque de galeria del Campus de la
Universidad Nacional de Asuncion presenta una
superficie aproximada de 5,3 ha (384 m x 140 m)
(Benitez 2018).

Variables estudiadas. Fueron instaladas
4 parcelas (750m?) cada una en forma aleatoria
en 4 puntos mas representativos del lugar de
estudio, considerandose el tipo de vegetacion y
cobertura de suelo. Para evitar el efecto de borde,
todas las parcelas se ubicaron a una distancia
igual o mayor a 10 m del borde.

Las variables estudiadas fueron: la com-
posicion floristica, las propiedades fisicas y
quimicas del suelo, el carbono acumulado en el
estrato arboreo aéreo, radicular y suelo y la velo-
cidad de infiltracion media del agua.
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Composicion floristica. El inventario de
composicion floristica se realizoé con el registro
de los siguientes datos en planilla: diametro a
altura de pecho igual o mayor a 10 cm, reportes
de nombre cientifico, familia, altura total y de
fuste, estado sanitario.

Propiedades fisicas y quimicas del
suelo. Para el muestreo de suelo se extrajeron 8§
muestras (4 submuestras a una profundidad de
0al0cmy4de 10 a 30 cm) de forma aleatoria
en diferentes sectores del bosque de galeria,
en las mismas parcelas en donde se realizo el

AGRONOMIA COSTARRICENSE

cm, con un total de 32 cilindros con las muestras
de suelo correspondientes.

Para la interpretacion de los resultados
obtenidos se compararon los valores de los
nutrientes en el suelo con los parametros tomados
de referencia por el Laboratorio de Suelos y Orde-
namiento Territorial de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion,
los mismos se exponen en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Interpretacion del contenido de nitrégeno total en

porcentaje.

inventario forestal, por medio de una pala de Niveles de Nitrogeno %N
punta. Luego se procedi6é a la homogenizacion Bajo 0,06-0,10
y un secado preliminar para obtener 2 muestras Medio 0,11-0,20
compuestas por sector. Para la determinacion de Alto 0.21-0.30
la Qens1dad aparente se quaron 4 m'uti:stras alea- Muy Alto 0.30- 030
torias por parcela con cilindros metélicos de 100
cm? a una profundidad de 0 a 10 cm y de 10 a 30 Criollo (2013).
Tabla 2. Determinacion del contenido de materia organica y nutrientes del suelo.
Nivel Materia orgénica P Ca®? Mg"? K AlIPB+H"
Bajo <1,2 <12 <2,51 <04 <0,12 <04
Medio 1,2-2,8 12 -30 2,51 -6,0 0,4-0,8 0,13 -0,17 0,4-0,9
Alto >28 > 30 > 6,0 >0,8 >0,17 >0,9
Fatecha (1999).

En la Tabla 3, se muestran los valores
tenidos en cuenta para la determinacion del pH
del suelo.

Tabla 3. Determinacion del pH del suelo.
pH
<55 Acido
5,6 -6,4 Ligeramente acido
6,5-74 Neutro
> 74 Alcalino
Fatecha (1999).
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Velocidad de infiltracion media del
suelo. Para el calculo de la velocidad de infil-
tracién media se realizaron 2 ensayos en dife-
rentes sitios del bosque de galeria mediante
la instalacién de cilindros (infiltrometros de
doble anillo). Se procedid al llenado del cilin-
dro interior con carga hidraulica constante de
8 cm y medicion de la altura del nivel cada
2, 7, 10, 17, y 32 minutos, al considerar que
el descenso del agua fuera notorio entre cada
medicién, hasta que el descenso del nivel se
presentara constante.

Se utiliz6 la siguiente ecuacidén, segin
Pizarro Tapia et al. (2008).
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_ Dhx600 Carbono acumulado en el estrato arbé-
T reo aéreo, radicular y suelo. Para estimar el
Donde carbono acumulado en el estrato arboreo se

midieron los arboles con DAP >10 ¢cm con for-

I = Velocidad de infiltracion en (mm/h) cipula, altura de fuste y total con hipsometro
Dh = Diferencial de altura (mm) de cada individuo en cada parcela. Asimismo,
t = Tiempo (min) para la determinacion del carbono en suelo se

procedio a la aplicacion del Método de Walkley-
Black, posteriormente se utilizaron las férmulas
enunciadas en la Tabla 4.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composiciéon floristica. En el bosque
de galeria del arroyo San Lorenzo, Paraguay,
se registraron 8 familias, 12 especies y 141

individuos en una superficie de 0,3 ha, equiva-
lente a 470 individuos.ha''. Tal como se muestra
en la Tabla 5, la familia mas diversa y representa-
tiva fue la Meliaceae con 3 especies, seguida por
la Myrthaceae y Moraceae con 2 especies.

Tabla 5.  Composicion floristica del bosque de galeria del arroyo San Lorenzo.
Familia Nombre cientifico Nombre comiin
CECROPIACEAE Cecropia pachystachya Amba’y
EUPHORBIACEAE Sapium haematospermum Kurupika’y
FABACEAE Inga uraguensis Inga’i
MELIACEAE Trichilia catigua Katigua
MELIACEAE Cedrela odorata Cedro
MELIACEAE Guarea glabra Cedrillo
MYRTACEAE Psidium guajava L. Guayaba
MYRTACEAE Syzygium sp. Mbopi namichai
MORACEAE Maclura tinctoria Tatajyva
MORACEAE Ficus enormes Guapo’y
RHAMNACEAE Hovenia dulcis Hovenia
SAPOTACEAE Chrysophyllum marginatum Pykasu rembi’u

Valores similares a los registrados en
el presente trabajo fueron reportados por
Aguirre (2017) en su investigacion acerca
de la estimacion de carbono almacenado en
el bosque de galeria del arroyo San Lorenzo
registrd 11 familias, 16 especies y individuos
a 487 individuos.ha™.

Benitez (2018), registré mayor cantidad de
individuos en su trabajo de investigacion referen-
te a la dindmica de carbono en el mismo bosque
de galeria donde se identificaron 11 familias, 14
especies y 620 individuos.ha™'.

Especies arboreas representativas.
Como se observa en el Figura 1, las especies
de mayor representatividad registrada en el
bosque galeria son Sapium haematospermum
(Kurupika’y) de la familia Euphorbiaceae con
55 individuos, y Syzyguim sp. (Mbopi nami-
chai) de la familia Myrtaceae con 40 indivi-
duos. Estas 2 especies equivalen al 67% de los
individuos arboreos registrados. Estas 2 espe-
cies fueron reportadas como las de mayor abun-
dancia por otros investigadores en la misma
zona de estudio.
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Sapium haematospermum

Syzygium sp. m Otras

Figura 1. Especies de mayor representatividad del bosque de galeria del Campus de la Universidad Nacional de Asuncién,

San Lorenzo.

Goémez (2013), en su investigacion reali-
zada en el bosque de galeria del Campus de la
Universidad Nacional de Asuncion, San Lorenzo,
encontrd 28 individuos de la especie Sapium hae-
matospermum (Kurupika’y) y 21 individuos de la
especie Syzygium sp. (Mbopi namichai). En tanto
que Benitez (2018), en el mismo sitio registré 85
individuos de la especie Syzygium sp. (Mbopi
namichai) del total de 186 arboles reclutados.

Airaldi-Wood et al. (2018), en una inves-
tigacion realizada en este mismo sitio para la
determinacion de la diversidad de quirdpteros
en el Campus, mencionaron que las especies
Sapium haematospermum y Syzygium sp., del
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B :
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g2

T 0

= g z

o - Gomez 5
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estrato alto del bosque se encuentran asociadas
en el sitio junto con otras especies vegetales que
proporcionaron a partir de sus frutos, el alimento
para murciélagos frugivoros.

Volumen de fuste. El volumen de fuste
de los arboles del bosque de galeria en estudio
fue de 48,5 m3.ha’!, con un rango de 29,3 a 70,4
m3.ha'! por parcela.

Como se observa en la Figura 2, existe
una diferencia significativa en descenso si se
tomara en cuenta las citadas investigaciones de
afos anteriores. El descenso, presentado se debe
al bajo niimero de individuos.ha™! encontrado con
respecto a los trabajos anteriores.

73.74
48,1
..
. Promedio m*.ha"!
Benitez
Rodriguez

Investigaciones realizadas

Figura 2. Volumen de fuste comparativo en el bosque de galeria del arroyo San Lorenzo.

A esto se le suma la gran cantidad de indi-
viduos enfermos encontrados. Del total de 141
individuos arboreos en 0,3 hectareas del bosque
de galeria del Campus, 91 estaban enfermos lo
que equivale a un 64,50% y 50 se encontraban
sanos lo que correspondio a 35,40%.
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Propiedades fisicas y quimicas del
suelo. El suelo del bosque de galeria estudiado
presentd textura arenosa, con tonos que van de
marron a marrén palido. La densidad del suelo
fue de 1287,5 kg/m? y 1375 kg/m3 para las 2
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profundidades, lo 1u3 segiin Fuentes Yague
(1999) corresponde a suelos no compactados.

Aldana Lazaro (2017), sostuvo que el suelo
de la especie Schinus molle contenia carbono en
el rango de 0,64% a 0,72% y el suelo de la especie
Ficus benjamina contiene carbono en un rango
de 0,20% a 0,27%. Siendo el suelo de la especie
Schinus molle la que almacenaba mayor cantidad
de CO, con un total de 43,20 t.ha’!, mientras que
el suelo de la especie Ficus benjamina almacena
20,92 t.ha'l. Esto se debe a que existen mayor
cantidad de individuos forestales pertenecientes
a la especie Schinus molle en comparacion a la
especie Ficus benjamina.
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Estos valores son proximos a los repor-
tados por Andrade-Castafieda et al. (2016)
quienes obtuvieron una densidad aparente
ente 1,1 y 1,7 g/cm?.

El nitréogeno total encontrado en el
suelo fue de 0,09% y 0,06% para 0 — 10 cm y
10 — 30 cm respectivamente. La materia orga-
nica se encontraba en niveles bajos y medios,
y el pH acido. En cuanto a los nutrientes, el
nivel de Foésforo (P) fue bajo, el contenido
de Calcio (Ca™?) fue medio, el contenido de
Magnesio (Mg*?) y Potasio (K") fue alto, y por
ultimo el porcentaje de aluminio (AI™+H") fue
bajo Tabla 6.

Tabla 6. Propiedades quimicas del suelo del bosque de galeria.
Profundidad PH P Ca™ Mg*™ K AIP+HT
(cm) (mg kg™ (mg.k") (mg kg™ cmol kg! (mg kg™
0-10 5,28 2,18 3,08 1,14 0,34 0,21
10 - 30 5,38 2,18 3,03 1,33 0,40 0,22

Los datos coincidieron con lo mencionado
por Aguirre (2017), quien en su investigacion
sefalo que el suelo corresponde a la clase tex-
tural arenosa con tonalidad marron, amarillo
palido a marron negruzco entre otras. En cuanto
al Nitrogeno (N) el porcentaje ha disminuido
si se compara con los resultados obtenidos por
Aguirre, quien obtuvo valores de 0,15% y 0,09%
respectivamente.

Segun Jandl et al. (2004), la fuente
principal del Nitrogeno (N) en los suelos la
constituye la mineralizacion de la materia
orgdnica. Segun los resultados obtenidos a

mayor profundidad disminuye la MO, y por
tanto repercute en la relacion Carbono/Nitro-
geno (C/N).

Velocidad de infiltracion media en el
suelo. En el primer ensayo se obtuvo un pro-
medio de 102 mm.h''. El segundo ensayo se
realiz6 a una distancia de 100 metros del primer
ensayo, terreno abajo cercano al cauce, con
un resultado de 30 mm.h"!. Se estima que la
velocidad de infiltracion media en el suelo del
bosque de galeria fue de 66 mm.h"!' seglin esos
2 resultados Figura 3.
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Figura 3. Curvas de infiltracion medio en el suelo del bosque de galeria.

Los macroporos del suelo estan colmados
de agua sin posibilidad de circulacion del aire.
La casi nula presencia de oxigeno (O,) en los
poros de los horizontes superficiales, permite las
condiciones anaerdbicas donde existe una des-
composicion muy lenta de la materia orgénica.
Esta condicion afecta la disponibilidad de los
nutrientes para las plantas y su desarrollo.

Thiers et al. (2014), se refirieron a esta
condicion de saturacion al citar que el agua com-
pite con el aire del suelo para ocupar el espacio
poroso y, por lo tanto, controla la conveccion
de gas y difusion a través del suelo, que afecta
la actividad de los organismos y el potencial de
oxidacion/reduccion en el suelo.

Van Lier (2017), afirmo que el valor de la
conductividad hidraulica saturada, a su vez esta
determinada en gran medida por la presencia de
macroporos y su continuidad. Por lo tanto, una
pérdida de macroporosidad, como ocurre en la
degradacion del suelo por compactacion, resulta
en una conductividad hidraulica reducida satura-
da y por lo tanto con un aumento en el contenido
de agua a capacidad de campo.

Carbono acumulado y CO, equivalente
en el bosque de galeria. El carbono almacena-
do en el estrato arboreo fue de 38,4 tC.ha'l, el
error de muestreo +1,64 tC.ha! con un nivel de
confianza de 95%, el valor promedio de carbono
acumulado en el suelo fue de 31,08 tC tC.ha’!,
que totaliza 69,48 tC.ha™! de carbono acumulado
en los 2 componentes del ecosistema en estudio.
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Los resultados de Andrade-Castafieda et
al. (2016) mencionan que el carbono almacenado
en los bosques riparios de su area de estudio
fue de entre 50,2 a 87,1 tC.ha!, resultados muy
altos en comparacion con lo reportado por Batjes
(1999) con los datos de FAO-IIASA en zonas
agroecologicas y climaticas similares del tropico
(36 a 38 tC.ha').

El contenido de carbono del mismo
bosque segtin Benitez (2018), fue de 126,9
tC.ha!. En la presente investigacion se obtuvo
un total de 69,48 tC.ha! lo que expone una
diferencia de 57,41 tC.ha'!. Al considerar esa
variacion, se demuestra que hubo un descenso
en la cantidad de carbono acumulado en el
periodo (2018-2020) que podria atribuirse a la
mortandad de arboles en la zona de estudios,
al respecto, Lugo y Scatena (1996) sugieren
que en la mayoria de los arboles de clases
diamétricas y alturas superiores ocurre una
senescencia producida por factores endogenos
como la genética y la edad.

Asi también Carey et al. (1994) afirman
que los arboles mueren de pie producto de debi-
litamiento a causa de enfermedades o estrés
ambiental, y en su caida llevan a otros individuos
de clases diamétricas menores.

El diéxido de carbono equivalente extrai-
do de la atmoésfera arrojo un promedio de 254,81
tCOze.ha'l, valor que ha disminuido segun las
investigaciones anteriores, y que también fue
atribuible a la muerte de individuos arboéreos, tal
como se puede ver en la Figura 4.
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Figura 4. Comparacion de carbono equivalente del bosque de galeria del Arroyo de San Lorenzo.
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autoras sin citarlas en el documento y en la lista de referencias bibliogréficas, asi como la adopcién de
ideas para asumirlas como propias, se podria presumir como plagio y de comprobarse, su texto no se
tomaria en cuenta para la publicacion. De esta forma deben citar completa y adecuadamente las fuentes
bibliogréficas de los textos que aportan en el trabajo presentado. Para la autoria, es preciso que se
nombren como personas co-autoras, quienes contribuyan significativamente en el desarrollo del estudio.
Deben citar en el texto todas las fuentes financieras en las que se apoyaron, al igual que cualquier
conflicto econdmico o de intereses que podria influenciar en los resultados finales del manuscrito.

En los documentos presentados no deben aparecer los nombres de productos o casas
comerciales (®), pues compromete su publicacién. Por ultimo, si quien publica identificara algin
error en su articulo, deberd informarlo 15 dias posteriores a la entrega del dltimo documento que
presento para su publicacion al correo rac.cia@ucr.ac.cr

DEBERES DE LAS PERSONAS REVISORAS

A toda persona especialista le compete notificar al editor o editora, cuando se le consulte, si le es
posible revisar el documento que se le solicita evaluar. De aceptar deberd realizar su trabajo de manera
objetiva, sus criticas han de tener argumentos sustentados en la ciencia y no ha de tener ningin conflicto
de intereses con la informacion presentada o la autoria, aspectos que deberd indicar antes de aceptar y
llevar a cabo la evaluacién del documento.

Quienes contribuyen en la revisién de los documentos presentados para posible publicacién
han de comunicar al editor o editora, acerca de cualquier comportamiento no ético identificado en el
manuscrito revisado, ademds de los aportes de informacion critica y constructiva para el mejoramiento
del texto, o bien, para el rechazo del mismo. De igual forma, conocen que el material que se les entrega
para su evaluacién debe ser tratado con absoluta confidencialidad, por lo cual no podran revelar a
terceras personas ningun dato o utilizar la informacién del documento para proyectos personales.



EDITORIAL UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

Costa Rica
y sus
volcanes

Guillermo Alvarado Induni

1.a ed. 2021

21,83 cm x 28,42 cm

976 pp.

ISBN 978-9968-46-776-6

Se presenta un cuadro sindptico y actualizado sobre
los volcanes de Costa Rica, su formacién y actividad
eruptiva, historia, influencia socioeconémica y cultu-
ral, hasta llegar a un grado de conocimiento y desarro-
llo vulcanolégico, que posiciona a Costa Rica a nivel

internacional.

=/
p—
=4

EDITORIAL

UCR

LIBRERIA —UCR

Tels.: 25115858+ 2511 5859







Investigacion

UCR ‘ Vicerrectoria de

Portaleia X5
Investigacion

Ciencia universitaria a su alcance

*Informacion =Opinién :Plataforma de medios
- Noticias de cienciay - Vox populi - Programa En la Academia
tecnologia - Opinién - Serie televisiva Girasol

- Proyectos de - Foro
investigacion

- Agenda de investigacion

- Nuevas publicaciones

- Revista Girasol digital
- Cépsula Girasol

www.vinv.ucr.ac.cr







A UNIVERSIDAD DE

i COSTARICA

Las revistas académicas de la Universidad de Costa Rica difunden los mds recientes avances en
artes, filosofia, ciencias y tecnologia. Nuestras revistas se caracterizan por su alta calidad y precios
accesibles. Mejorar contlnuamente es nuestra tarea. Para nosotros es muy importante el apoyo de
nuestros lectores.

Le invitamos a renovar su suscripcion.

El pago para suscriptores nacionales se puede realizar mediante depdsito bancario o transferencia
electrnica de fondos en la Cuenta Maestra 100-01-080-000980-6 de la Universidad de Costa Rica
(UCRY) con el Banco Nacional y enviarnos copia del comprobante por fax al N° (506) 2511-5417 o al
correo electrénico distribucionyventas.siedin@ucr.ac.cr. También puede cancelar en la Seccién de
Comercializacion, ubicada frente a la Facultad de Artes.

Para el pago de suscripciones internacionales, por favor contacte su agencia suscriptora
o escribanos al correo electranico distribucionyventas.siedin@uer.ac.cr

Horario de atencion de 7:00a. m.a11:45a. m.y de 1:.00 p. m. a 3:45 p. m.

SUSCRIPCION DE REVISTAS e JOURNAL SUBSCRIPTION FORM

Nombre / Name:

Direccion / Address:

Apartado / P.0. Box: Teléfono / Telephone: E-mail:
Suscripcion anual / Suscripcion anual / Suscripcion anual /
Annual subscription Annual subscription Annual subscription
{2 AGRONOMIA COSTARRICENSE ¢ 8160,00 QCIENCIAS SOCIALES ¢ 12240,00 QI LENGUAS MODERNAS ¢ 8160,00
0 ANUARIO DE ESTUDIOS CENTROAMERICANOS ¢ 4 080,00 0 DIALOGOS ¢ 8160,00 O MATEMATICA: TEORIA Y APLICACIONES ¢ 8160,00
{1 BIOLOGIA TROPICAL ¢ 12240,00 0 FILOLOGIA Y LINGUISTICA ¢ 8160,00
1 CIENCIAS ECONOMICAS ¢ 8160,00 Q1 FILOSOFiA ¢ 12240,00

Los precios incluyen el 2% de Impuesto al Valor Agregado

Precios internacionales / International prices

América Latina, Asia y Africa US$ 20,40

Resto del mundo US$ 71,40

Excepto Biologfa Tropical y Ciencias Sociales  US$ 102,00 FAVOR HACER SU PAGO A NOMBRE DE: * PLEASE MAKE CHECK PAYABLE:
Filosofia US$ 91,80 UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

Los precios incluyen el 2% de Impuesto al Valor Agregado

—
. . —
www.editorial.ucr.ac.cr ro
. . . . EDITORIAL
© Editorial de la Universidad de Costa Rica, Ciudad Universitaria Rodrigo Facio. Costa Rica.
Apdo.: 11501-2060. Ciudad Universitaria Rodrigo Facio
Seccion de Comercializacion Tel.: (506) 2511-5853 e (506) 2511-8955 e distribucionyventas.siedin@ucr.ac.cr -
LIBRERIA—UCR

Libreria: libreriaucr.fundacionucrac.cr @ San Pedro. Del BNCR, 200 mts. Este y 400 mts. Norte, diagonal a la Soda La U.
San Pedro, Montes de Oca © Teléfonos: (506) 2511-5858 ® (506) 2511-5859.







Esta revista se terminé de imprimir en la
Seccion de Impresion del SIEDIN, en junio 2022.

Universidad de Costa Rica
Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, Costa Rica






AGRONOMIA
COSTARRICENSE

REVISTA EN LINEA

Si desea visitar la Revista Agronomia Costarricense puede hacerlo a través de:
Ministerio de Agricultura y Ganaderia http://www.mag.go cr/rev_agr/index.html

Portal de Revistas Académicas de la Universidad de Costa Rica http://revistas.ucr.ac.cr/index php/agrocost

Centro de Investigaciones Agronémicas www.cia.ucr.ac.cr

CORRESPONDENCIAY SUSCRIPCIONES

Editorial Universidad de Costa Rica
administracion siedin@ucr.ac.cr
www.editorial ucr.ac.cr

Apartado Postal 11501

2060 Ciudad Universitaria Rodrigo Facio
Costa Rica

Numero suelto:

Costa Rica ¢ 3060.00 incluye el 2% de Tva
Suscripcion anual:

Costa Rica ¢ 8160.00

América Latina,

Asia y Africa USS$ 20.40

Resto del mundo USS$ 71.40

CANIJES

Universidad de Costa Rica

Sistema de Bibliotecas, Documentacion e Informacion
Unidad de Seleccion y Adquisiciones

-CANIJE

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio

Costa Rica

DIRECCION
REVISTA AGRONOMIA COSTARRICENSE

Centro de Investigaciones Agrondmicas
Universidad de Costa Rica

San José, Costa Rica

Teléfono 2511-2080

Fax 2234-1627

Correo electrénico: rac cia@ucr.ac.cr



AG RO N O M I’A Biannual journal of agricultural sciences
of the University of Costa Rica,

the College of Agricultural Engineers

COSTARRICEN SE and the Ministry of Agriculture

VOLUME 46 NUMBER 1 2022

Contents
Scientific papers

Morphogenic characterization of vanilla (Vanilla planifolia Andrews) for propagation.
Juaniillesas-Ramireziand lomas Balmg- L anicas s s s e bbb s s st d b ek s oo 9-24

Foliar nutrient diagnosis of nine tropical forestry species from three altitudinal belts of Central America.
Alfredo Alvarado-Herndndez, Ronald Chaves-Corea, Eduardo Chacdn-Madrigal,
Wilberih: Rodricuez=Alfare and Hreddy Blanco-MoRtero). - & it oo iis i s oo e 5 e st s mrsiai i o 6 s e & s el 25-45

Preliminary study of Fusarium species in pineapple crop (4nanas comosus) in Costa Rica.
Monica Blanco-Meneses, Oscar Castro-Ziifiiga and Gerardina Umana-Rojas ... ........ ... ... ........... 47-64

Infection level of microsporidium Nosema spp. in africanized honey bee colonies
and their relationship with precipitation and relative humidity.
Rafael A. Calderon-Fallas and Eduardo Moreno-Morales . ..............c....ooiiiiiieniiieneiienionn. 65-75

“UCR 55” black-seeded Mesoamerican common bean cultivar.
Rodolfo Araya-Villalobos, Néstor Felipe Chaves-Barrantes, Juan Carlos Herndndez-Fonseca
and Carlos Cordero-MOrales . . .. ... .......oiu ottt e e e e 77-94

Nitrous oxide fluxes in pastures under different dose of nitrogen fertilization, Northern Colombia.
José Luis Contreras-Santos, Manuel Ramon Espinosa-Carvajal, Jorge Cadena-Torres,
Judith Martinez-Atencia, Cindy Katherine Falla-Guzmdan and Jeyson Fernando Garrido-Pineda. . .............. 95-109

Cultural-morphometric characterization as a tool for the identification of Fusarium spp.,

associated with Nicotiana tabacum L.

Oandis Sosa-Sdnchez, Mirella Romero-Bastidas, Juan José Silva-Pupo, Ramiro Remigio Gaibor-Ferndndez,

Sergio Florentino Rodriguez-Rodriguez and Wilson Geobel Ceiro-Catasti ... ................couiieiiiaion.. 111-128

Technical notes

Pseudomona sp on seed emergency and cocoa seedlings development.
Yusdel Ferras-Negrin, Carlos Alberto Bustamante-Gonzdalez and Nosleiby Ortiz-GOmez ... .................... 129-134

Ecosystem regulation service for a gallery forest from the San Lorenzo Stream, Paraguay.

Maura Isabel Diaz-Lezeano, Manuel David Rodriguez-Benitez, Higinio Moreno-Resquin
and Cristian Andrés Brifos-Benilez ... ................ooeuouioeat o e e 135-146

97770377

9420

]
p—__J

s

EDITORIAL

——
_o
—-—i

05




