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PATOGENICIDAD DE HONGOS ASOCIADOS A PLANTAS DE FRESA (Fragaria
ananassa) Y DESCRIPCION ULTRAESTRUCTURAL DEL PATOSISTEMA

Milagro Granados-Montero””, Mariam Ziiiiga-Castaiieda?,
Priscila Chaverri-Echandi®, Efrain Escudero-Leyva?, Melissa Mardones-Hidalgo®

Palabras clave: Microscopia electronica; fitopatdgenos; Fusarium oxysporum; Neonectria sp;
Dactylonectria sp; Sydowia polyspora.
Keywords: Electron microscopy; phytopathogens; Fusarium oxysporum; Neonectria sp;
Dactylonectria sp; Sydowia polyspora.

Recibido: 08/10/2021

RESUMEN

Introducciéon. El cultivo de fresa (Fra-
garia ananassa) es importante en Costa Rica
por su alta demanda como fruta fresca y para
elaboracion de mermeladas. En 2015 empezaron
reportes de muerte de plantas, presumiblemente,
asociada a complejos de hongos habitantes en el
suelo. Los sintomas eran enrojecimiento y necro-
sis de hojas, coronas, raice y luego, el desplome
de las plantas. Con pérdidas hasta del 90% en
plantaciones nuevas. Objetivo. Determinar la
patogenicidad de hongos asociados a plantas
de fresa enfermas y describir la micro morfolo-
gia del patosistema. Materiales y métodos. Se
colectaron plantas enfermas variedad Festival,
y se realizaron aislamientos a partir de corona y
raiz. Se clasificaron los morfotipos recuperados,

* Autora para correspondencia. Correo electronico:
maria.granadosmontero@ucr.ac.cr
1 Universidad de Costa Rica, Estacion Experimental

Agricola Fabio Baudrit y Centro de Investigaciones
en Estructuras Microscopicas (CIEMic), San José
Costa Rica.
@ 0000-0002-0321-7729.

2 Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa
Rica, (MAG-DRCO), Cartago, Costa Rica.
@ 0000-0003-3416-820X.

Aceptado: 25/03/2022

ABSTRACT

Pathogenicity of fungi associated with
strawberry plants (Fragaria ananassa) and
ultrastructural description of the pathosystem.
Introduction. Strawberries are important in
Costa Rica due to their high demand as fresh
fruit and for making jams. In 2015, reports of
plant death began, presumably associated with
soil-dwelling fungal complexes. The symptoms
were redness and necrosis of leaves, crowns, and
roots, then the collapse of the plants. With losses
of up to 90% in new plantations. Objective. To
determine the pathogenicity of fungi associated
with diseased strawberry plants and to describe
the micromorphology of the pathosystem.
Materials and methods. Diseased Festival
variety plants were collected, and isolations

3 Universidad de Costa Rica, Centro de Investigaciones
en Productos Naturales (CIPRONA), Costa Rica
y University of Maryland, Department of Plant
Sciences and Landscape Architecture, College Park,
Maryland, U.S.A.

@ 0000-0002-8486-6033.

4 Universidad de Costa Rica, Centro de Investigaciones
en Productos Naturales (CIPRONA) y Escuela de
Biologia, San José, Costa Rica.

0000-0003-4440-4296.

5 Universidad de Costa Rica, Escuela de Biologia, San
José, Costa Rica.

@ 0000-0002-4402-7817.
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se eligieron 3 para secuenciacion del espaciador
interno transcrito del ADN nuclear ribosomal
(ntDNA ITS por sus siglas en inglés) y ejecucion
de los Postulados de Koch, con 3,5 x 10° coni-
dios/ml inoculados en granulos de alfalfa. Las
plantas se mantuvieron 19 semanas en ambiente
protegido. Luego, se realizo el reaislamiento y
la secuenciacion de los hongos inoculados y se
describio el patosistema por medio de micros-
copia electronica de barrido. Resultados. Se
obtuvieron 10 aislamientos de hongos de corona
y 22 de raiz, que se clasificaron en 9 morfotipos.
Se eligieron 3 que de acuerdo con el ITS, se
ubicaron en las unidades taxondmicas operativas
Fusarium oxysporum, Neonectria/Dactylonec-
tria y Sydowia polyspora. Se registrd 100% de
incidencia en todas las plantas inoculadas y los
sintomas coincidieron con los de campo, mien-
tras que el testigo permanecio sano. Los porcen-
tajes de similitud de las secuencias de ITS de los
hongos aislados de plantas enfermas provenien-
tes de campo y de los hongos recuperados de la
prueba de patogenicidad, fueron > 99%. A nivel
ultraestructural se observo que las raices pierden
la epidermis y son colonizadas por los hongos.
Conclusion. Los hongos inoculados fueron pato-
génicos a plantas de fresa variedad Festival; ade-
mas, tuvieron la capacidad de dafar la epidermis
radical y multiplicarse internamente.

INTRODUCCION

La planta de fresa [Fragaria ananassa
(Weston) Roziersp.] produce frutos de vida util
muy corta, la cual depende de la temperatura
de almacenamiento, Acosta (2019) indico que el
periodo varia entre 2 y 8 dias, a 37°C y 4°C, res-
pectivamente. Los frutos son considerados como
un alimento funcional, debido a su alto conte-
nido de vitamina C, taninos y antioxidantes, ya
que proporcionan beneficios a la salud humana,
como proteccion contra eventos cardiovasculares
(Do Carmo et al. 2015).

Agronomia Costarricense 46(2): 09-28. ISSN:0377-9424 / 2022

were made from crown and root. The recovered
morphotypes were classified, three were chosen
for sequencing of the internal transcribed spacer
of nuclear ribosomal DNA (nrDNA ITS) and
execution of Koch’s Postulates, with 3.5 x 103
conidia/ml inoculated in alfalfa granules. The
plants were kept for 19 weeks in a protected
environment. Then, reisolation and sequencing
of the inoculated fungi was performed, and the
pathosystem was described by means of scanning
electron microscopy. Results. Ten isolates of
crown and 22 root fungi were obtained, which
were classified into 9 morphotypes. Three were
chosen, which, according to the ITS, were in the
operational taxonomic units Fusarium oxysporum,
Neonectria/Dactylonectria  and  Sydowia
polyspora. The 100% incidence was recorded
in all the inoculated plants and the symptoms
coincided with those in the field, while the control
remained healthy. The similarity percentages of
the ITS sequences of the fungi isolated from
diseased plants, from the field, and of the fungi
recovered from the pathogenicity test, were >
99%. At the ultrastructural level, it was observed
that the roots lose the epidermis and are colonized
by fungi. Conclusion. The inoculated fungi were
pathogenic to Festival variety strawberry plants,
they had the ability to damage the root epidermis
and multiply internally.

En Costa Rica, el cultivo es permanente y
esta en manos de pequefios productores, reparti-
dos en 342 fincas, la mayoria (39%) ubicadas en
la provincia de Cartago, seguida de Alajuela y
San José, con 21% cada una, y finalmente, Here-
dia con el 16%. Ademas, se reportan 9 fincas
productoras de fresa, en la provincia de Puntare-
nas (INEC 2015).

Segun datos generados en los censos loca-
les realizados por las Agencias de Extension del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia, que dan
apoyo a los productores de las zonas de Poas y
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Llano Grande, se registré una reduccion de 93
ha de cultivo entre 2016-2017 (Avendafio 2017,
Zuiiga 2017).

Esta disminucion en area se asume que se
debio principalmente a la aparicion de una enfer-
medad de etiologia desconocida, que provoca la
muerte de lotes enteros. La sintomatologia que
describen los productores es marchitez y muerte
de plantas en estado reproductivo, la cual inicia
con coloracion anormal de las hojas bajeras, que
se tornan rojizo-purpura, desde el margen hacia
la l[dmina con deshidratacion hasta senescer. El
sistema radical es pobre, con zonas necroéticas y
reducido sistema absorbente.

Al disectar las plantas enfermas fue posi-
ble observar diversos grados de decoloracion
de la médula de la corona, que van desde pun-
teados rojizos en tejido compacto, hasta areas
extensas de consistencia friable con tonalidades
cobre-rojizas.

Desde 2005, se han reportado problemas
fitosanitarios en fresa en el ambito mundial,
que se denominaron pudricion de raiz y corona
y que han sido asociados a diferentes especies
de hongos. En Australia, se definid6 que los
agentes asociados a la muerte de plantas eran
Fusarium oxysporum f.sp. fragariae (FOF) y
Phytophthora cactorum, aislados de corona y
raices, respectivamente. También, reportaron la
presencia de Pythium spp., Phoma spp., Rhizoc-
tonia spp., Colletotrichum spp. y Macrophomina
spp. (Golzar et al. 2007). Fusarium oxysporum
se ha reportado en otros paises como Corea,
China, Espaia, Estados Unidos, Japon y México
(Suga et al. 2013; Bracénas-Santana et al. 2019)
y la enfermedad se conoce como marchitez por
Fusarium o secadera de la fresa.

En Espaiia y Estados Unidos se observo
colapso y secamiento de plantas de fresa de
distintas variedades, denominada pudricion car-
bonosa; se concluyd por medio de pruebas de
patogenicidad, que el causante de la enfermedad
era Macrophomina phaseolina. Al parecer, la
aparicion del dafio esta relacionada al desuso del
bromuro de metilo y a condiciones de estrés por

clima calido y riego escaso (Avilés et al. 2008,
Koike et al. 2013).

De acuerdo con los mismos autores, los
sintomas de marchitez y pudricion carbonosa son
indistinguibles en el campo, ya que ambos ocu-
rren en las mismas zonas, por lo que cualquier
finca puede tener las 2 enfermedades.

En 2016, Espafia report6 al hongo Neopes-
talotiopsis clavispora como el causante de la
pudre de corona y raiz en fresa (Chamorro et al.
2016). Finalmente, en 2017, Weber y Entrop indi-
caron que anamorfos tipo Cylindrocarpon tenian
un rol importante en el complejo denominado
muerte negra de las raices de fresa y frambuesa
en Alemania.

Por lo expuesto, en 2017 se inicid una
investigacion con el fin de determinar la patoge-
nicidad de hongos asociados a plantas de fresa
enfermas en Costa Rica; asi como, describir mor-
fologicamente la relacion hospedero-patdgeno.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y aislamientos. Se reco-
lectaron 6 plantas enfermas de fresa variedad
Festival, provenientes de 3 fincas ubicadas en
el distrito de Llano Grande, Cartago. Se trasla-
daron al Centro de Investigacion en Estructuras
Microscopicas (CIEMic) de la Universidad de
Costa Rica; luego se procedi6 a describir los sin-
tomas (Figura 1) y a realizar aislamientos a partir
de raices y coronas en medio de cultivo agar agua
rosa de bengala (AARD). Los aislamientos se
incubaron a 24°C en oscuridad por 7 dias. Luego,
se realizaron cultivos de punta de hifa en medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Una vez
desarrollados, se determinaron los morfotipos
recuperados de acuerdo con la coloracion del
cultivo y caracteristicas microscopicas como tipo
de conidioma, conidioforo y conidio. Se eligieron
3 para la prueba de patogenicidad, de acuerdo
con la posible capacidad patogénica informada
en la literatura.
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Figura 1.
Sintomas en corona. D, E y F. Sintomas en raiz.

En el Centro de Investigaciones en Pro-
ductos Naturales (CIPRONA) de la Universidad
de Costa Rica, se extrajo el ADN de los morfo-
tipos seleccionados, por medio del kit Prepman
Ultra (Applied Biosystems™). Se realizé PCR
de la region del espaciador interno transcrito
del ADN nuclear ribosomal (nrDNA ITS por
sus siglas en inglés), cddigo de barras fungico
(Schoch et al. 2012), con los imprimadores ITS
5 e ITS 4 (White et al. 1990). Los productos se
enviaron a Macrogen (USA) para su purificacion
y secuenciacion. Las secuencias obtenidas se
editaron y alinearon con el programa Geneious
11.1.5., y luego se compararon con las bases de
datos del NCBI mediante BLAST. Se considerd
en el rango de especie aquellas secuencias que
obtuvieron similitudes de 100%. Si el porcentaje
fue del 99% se defini6 como posible especie (cf.)
y si se obtuvo entre 96-98% se determind como

Agronomia Costarricense 46(2): 09-28. ISSN:0377-9424 / 2022

Sintomas de colapso de plantas de fresa variedad Festival recolectadas en campo. A. Sintomas en follaje. By C.

especie relacionada (aff.) (Hofstetter et al. 2019).
Con respecto al rango de género se considerd
una similitud del 97% (Lépez et al. 2017). Las
secuencias de ITS de los morfotipos selecciona-
dos fueron depositadas en GenBank.

Prueba de patogenicidad. Se prepard
inéculo a base de alimento para caballo de
“Forraje completo”, compuesto de granulos de
alfalfa. Se uso la metodologia de Leslie y Sum-
merell (2007). Se manejaron suspensiones de
3,5 x 103 conidios/ml de cada morfotipo para la
inoculacion del sustrato.

Se utilizaron 25 plantas de fresa variedad
Festival, producidas en invernadero, bajo sis-
tema hidroponico, para cada hongo a evaluar y
25 como control, para un total de 100 plantas.
Todas se sembraron en bolsas negras de polie-
tileno de 3L con granza quemada esterilizada y
mezclada con 10g de sustrato inoculado con las
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suspensiones conidiales, excepto el sustrato de
las plantas control.

Las plantas se mantuvieron durante un
ciclo completo de produccion de 19 semanas,
para exponerlas tanto a la etapa vegetativa como
reproductiva.

La prueba se ubicd bajo invernadero, no
hubo precipitacion desde enero hasta marzo. En
abril se registraron 26 mm, en mayo 450 mm y
junio 83 mm. El sitio alcanz6 una temperatura
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maxima de 26,2°C y una temperatura minima
de 17,9°C; la humedad relativa varié entre 31,6 y
87,6 (Figura 2).

Trascurrido ese periodo, se trasladaron al
laboratorio para realizar el registro de sintomas
internos a nivel de corona y raiz. Se realizaron
aislamientos a partir de tejidos con y sin sinto-
mas visibles. Ademas, se tomd muestra de tejido
sintomatico para el procesamiento en microsco-
pia electronica de barrido.
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Figura 2. Temperatura (T) en °C y porcentaje de humedad

relativa (H) registrada semanalmente durante el periodo de

la prueba de patogenicidad de Fusarium oxysporum, Neonectria sp. 'y Sydowia polyspora en plantas de fresa
(Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.) variedad Festival bajo invernadero.

Los aislamientos, extraccidon y secuencia-
cion de ADN se realizaron de la misma manera
que para los aislamientos originales. Las secuen-
cias de ITS de los hongos inoculados fueron
depositadas en GenBank. Luego se procedio a
comparar las identidades de los hongos inocula-
dos con las de los hongos recuperados.

Descripcion ultraestructural del pato-
sistema. Se tomaron secciones de raiz de las
plantas enfermas como producto de la prueba de
patogenicidad, y se colocaron en solucion fijado-
ra de Karnovsky compuesta por glutaraldehido
2,5%, paraformaldehido 2%, sacarosa al 4% en
amortiguador de fosfatos de sodio 0,IM pH 7,4.
Posteriormente, las muestras se lavaron con
amortiguador y se post-fijaron con tetradxido
de osmio 2%. Después se deshidrataron con un

gradiente ascendente de etanoles (30°, 50°, 70°,
80°, 90°, 95° 100° 100°) y se secaron por punto
critico. Una vez secas, se cubrieron con una capa
de 200nm de oro y se observaron con el micros-
copio electrénico de barrido Hitachi S-3700N.

RESULTADOS

Aislamientos iniciales e identificacion
molecular. Se obtuvieron 10 aislamientos de tejido
proveniente de coronas con manchas de apariencia
corchosa, y 22 aislamientos de raices, a partir de
diversos sintomas como necrosis, manchas naran-
jas y café, que fueron clasificados en 9 morfotipos
(Tabla 1), nombrados de acuerdo con las caracteris-
ticas del cultivo en PDA, como coloracion, tipo de
conidioma, conidi6foros y conidios.
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Tabla 1.  Caracteristicas y cantidad de morfotipos recuperados a partir de corona y raiz de plantas de fresa cv. Festival enfermas.
Llano Grande, Cartago, Costa Rica. 2017.
Morfotipo Coloracion del Conidioma Conididforos Conidios Cantidad de
cultivo*® aislamientos seglin
organo de la planta
Corona Raiz
Cladosporium gris—oliva ausente libres polimorficos, 0 1
amero y didimo

abCylindrocarpon**  café—ambar ausente fialides macro y micro 1 3

bFusarium™* blanco-rosa—violeta ausente polifialides macro y micro 0 2

Dothideomycete** gris oscuro—oliva picnidios célula amero 5 2
conididégena

Mucoral gris ausente esporangioforo— unicelular 0 1
columela

No identificado blanco—beige ausente libres amero 0 4

Penicillium verde—gris ausente libres— amero 1 1
penicilados

Pestalotiopsis blanco acérvulos célula fragmo 3 5
conidiogena

Trichoderma verde ausente libres amero 0 3

aAnamorfos tipo Cylindrocarpon
bProdujeron clamidosporas
*Siete dias de crecimiento en PDA a la oscuridad, +24°C

**Morfotipos seleccionados para la prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realiz6 con
los aislamientos: F2 del morfotipo Fusarium,
F33 del morfotipo anamorfo tipo Cylindrocar-
pon, ambos recuperados de raiz, y el aislamiento
F238 del morfotipo Dothideomycete, proveniente
de corona. La secuenciacion del producto de
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amplificacion del ITS indicé que las unidades
taxondmicas operativas para esos aislamientos
corresponden a Fusarium oxysporum (F2), Neo-
nectria sp. (F33) y Sydowia polyspora (F238),
respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2.  Codigo de aislamiento, morfotipo, identificacion molecular, nimero accesion en GenBank, accesion de comparacion y

% de similitud, de la secuencia de ITS de individuos aislados a partir de plantas enfermas de fresa (Fragaria ananassa
(Weston) Roziersp.) variedad Festival.
Llano Grande, Cartago, Costa Rica. 2018.

Codigo Morfotipo Identificacion Numero de Accesion de % de similitud

aislamiento molecular accesion en comparacion
GenBank

F2 Fusarium Fusarium oxysporum MW622035 EU849584 99,6

F33 Cylindrocarpon Neonectria sp. MW622037 1X243950 99,2

F238 Dothideomycete  Sydowia polyspora MW622039 KF993419 99,8

Prueba de patogenicidad. La sintoma-
tologia del follaje fue inespecifica, ya que todas
las plantas a nivel foliar expresaron los sintomas
de enrojecimiento, manchas foliares, quema de
bordes y senescencia, incluso se presentd en las
plantas control (Figura 3A).

En las coronas el dafio se presentd de
distintas maneras, en las plantas inoculadas con
Sydowia polyspora, 58% de las coronas presen-
taba puntos cafés o amarillos en el centro o hacia
los lados, el 42% restante no presentd sintomas
visibles. Las plantas inoculadas con F. oxys-
porum presentaron 55% de lesiones cafés con
aspecto corchoso y el 45% restante no presentod
sintomas. En las inoculadas con Neonectria sp.
los sintomas en la corona fueron de un 50% con
puntos cafés de aspecto corchoso y la otra mitad
no presentaba sintomas visibles. Las plantas sin

inocular no presentaron sintomas visibles (Figu-
ra 3B, D, F, H).

Las plantas inoculadas con F. oxyspo-
rum presentaron raices secundarias abundan-
tes, lesiones cobrizas aleatorias y coloracion
rojiza generalizada. Las plantas inoculadas con
Neonectria sp. perdieron importante volumen
radical (no cuantificado), las raices que perma-
necieron mostraron necrosis intensa tipo tizon y
muy poco sistema absorbente. Por su parte, las
plantas inoculadas con S. polyspora mostraron
dafios radicales intermedios, siempre con pre-
sencia de necrosis y coloracion rojiza; ademas
las plantas en general se observaron de menor
tamafio. Mientras que, las plantas sin inocular
tenian raices abundantes y asintomaticas (Figura
3C, D, G, I).
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Figura 3. Apariencia de plantas de fresa (Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.) variedad Festival, luego de 19 semanas en
invernadero. A. Sintomas en follaje. B-C. Corona y sistema radical de planta control (sin inocular). D-E. Corona
y sistema radical de planta inoculada con Fusarium oxysporum s.I (F2). F-G. Corona y sistema radical de planta
inoculada con Neonectria sp. (F33). H-1. Corona y sistema radical de planta inoculada con Sydowia polyspora (F238).

De los aislamientos obtenidos a partir  indicd que los aislamientos F2 52 y F238 49
de tejido enfermo de plantas inoculadas, se  corresponden a los mismos organismos aislados
recuperaron aislamientos con los mismos mor- de las plantas de campo, F. oxysporum'y S. polys-
fotipos inoculados (Figura 4). Se eligieron 3 ais-  pora, respectivamente. En el caso del aislamiento
lamientos: F2 52, F33 50 y F238 49 (Tabla 3)  F33 50, la secuencia del ITS lo asocié con una
para realizar la identificacion molecular, la cual especie de Dactylonectria.
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos inoculados y recuperados a partir de plantas de fresa (Fragaria
ananassa (Weston) Roziersp.) variedad Festival, luego de 19 semanas en invernadero. A, B y C. Aislamiento
F2, Fusarium oxysporum s.l., luego de 7 dias de crecimiento en PDA. A Colonia anverso. B Colonia reverso. C
Clamidosporas. D, E y F. Aislamiento F2_52, Fusarium oxysporum s.1., luego de 7 dias de crecimiento en PDA. A
Colonia anverso. B Colonia reverso. C Clamidosporas. G, H e 1. Aislamiento F33, Neonectria sp. luego de 7 dias
de crecimiento en PDA. A Colonia anverso. B Colonia reverso. C Macroconidios. J, K y L. Aislamiento F33_50,
Dactylonectria sp., luego de 7 dias de crecimiento en PDA. A Colonia anverso. B Colonia reverso. C Macroconidios
y un microconidio. M, N y O. Aislamiento F238, Sydowia polyspora, luego de 7 dias de crecimiento en PDA. A
Colonia anverso. B Colonia reverso. C Hifa y conidios. P, Q y R. Aislamiento F238 49, Sydowia polyspora, luego
de 7 dias de crecimiento en PDA. A Colonia anverso. B Colonia reverso. C Conidios.
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Tabla 3. Coddigo de aislamientos a partir de plantas inoculadas, identificacion molecular, nimero de accesion en GenBank,
accesion de comparacion y % de similitud, de las secuencias de ITS de individuos de los morfotipos recuperados a
partir de plantas de fresa (Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.) variedad Festival inoculadas para la prueba de
patogenicidad.

Llano Grande, Cartago, Costa Rica. 2018.
Codigo de Identificacion Numero de accesion en Accesion de % de similitud
aislamientos a partir molecular GenBank comparacion
de plantas inoculadas
F2 52 Fusarium oxysporum MW622036 EU849584 99,6
F33_50 Dactylonectria sp. MW622038 JX244050 99,4
F238_49 Sydowia polyspora MW622040 KF993419 99,8

Descripcion ultraestructural. Las obser-
vaciones en el microscopio electronico de barri-
do mostraron que las raices de plantas enfermas
presentaron desintegracion de la epidermis, lo
que deja al descubierto la corteza radical, ademas
adherencia y germinacion de esporas, asi como
colonizacion del parénquima cortical (Figuras
5,6y7).

En el caso de las plantas inoculadas con
Fusarium oxysporum y anamorfos tipo Cylin-
drocarpon fue posible observar la presencia de
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conidiéforos tipo fialides (Figuras 5C y 7C).
Para S. polyspora se apreci6 el desarrollo de una
densa red de hifas (Figura 6B). En todas se noto
la presencia de material tipo granular.

En plantas colonizadas por el aislamiento
F33 (anamorfos tipo Cylindrocarpon) se observo
desprendimiento de la corteza y exposicion de la
endodermis cerca de la caliptra (Figura 7A), el
dafio se pudo observar tanto en raices primarias
como en pelos absorbentes (Figura 7A, D).
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Figura 5. Microscopia electronica de barrido (MEB) de raices de plantas de fresa (Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.)
variedad Festival inoculadas con el aislamiento F2 (Fusarium oxysporum s.l), luego de 19 semanas en invernadero.
A. Raiz principal con pérdida casi total de epidermis (Ep) y exposicion del parénquima cortical (Pc). B. Presencia
de macroconidios (Mc) y microconidios (mc) en las zonas sin epidermis, algunos en proceso de germinacion (mcg).
C. Presencia de conididforos tipo monofialide (Cf) con cabeza de microconidios (c).
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Figura 6. Microscopia electronica de barrido (MEB) de raices de plantas de fresa (Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.)
variedad Festival inoculadas con el aislamiento F238 (Sydowia polyspora), luego de 19 semanas en invernadero.
A. Pérdida de epidermis (Ep) y exposicion del parénquima cortical (Pc). B. Germinacion de conidios (cg) sobre
parénquima cortical. C. Desarrollo de hifas (H y h) cerca del punto de insercion de un pelo radical (Pr). Presencia
de un conidio (c).
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Figura 7. Microscopia electronica de barrido (MEB) de raices de plantas de fresa (Fragaria ananassa (Weston) Roziersp.)
variedad Festival inoculadas con el aislamiento F33 (Neonectria sp./Dactylonectria sp.), luego de 19 semanas en
invernadero. A. Apice radical con pérdida de epidermis (Ep), exposicién de parénquima cortical (Pc). B. Detalle
del 4rea danada. C. Presencia de hifas (H) y conididforo (Cf) en la epidermis. D. Dafio en la superficie de un

pelo radical.

DISCUSION

Las pruebas de patogenicidad realizadas
en invernadero demostraron la reproducibilidad
de los sintomas observados en campo. Mostrd
que es posible diferenciar por medio de la sin-
tomatologia a nivel de corona cual hongo esta
asociado a una sintomatologia en particular;
mientras que, los sintomas expresados en follaje,
no son decisivos, ya que incluso para las plantas

no inoculadas, fue posible registrar la aparicion
de enrojecimiento, bordes quemados y senescen-
cia prematura (Figura 3).

Esto indica que, dichas alteraciones estan
mas relacionadas a alglin tipo de estrés abidtico
que a un hongo de forma especifica, aunque la
infeccion puede acrecentar los sintomas. Weber
y Entrop (2017) indicaron que plantas expuestas
a estrés por sequia o saturacion de humedad pre-
sentan sintomas mas severos.
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También, se comprobd que los 3 hongos
inoculados provocan el deterioro del sistema radi-
cal y que hay algunas diferencias en la magnitud
de la sintomatologia expresada de acuerdo con
el género de hongo que cause la infeccion. El
aporte en las plantas inoculadas con anamorfos
tipo Cylindrocarpon (Neonectria/Dactylonectria)
y S. polyspora se not6 mayor disminucion en el
volumen del sistema radical, lesiones mas severas
y pérdida casi total de los pelos absorbentes, en
comparacion con las inoculadas con F. oxysporum
y las no inoculadas (Figura 3C, E, G, I).

La sintomatologia observada, tanto en
campo como en la prueba de patogenicidad,
concordd con los sintomas documentados por
varios autores. Al respecto, Koike (2008) y
Hutton et al. (2013) mencionaron que pueden
deberse a Macrophomina phaseolina; ademas,
Williamsom et al. (2012) y Koike et al. (2013)
indican que los sintomas se asocian a Fusarium
oxysporum f.sp. fragariae, mientras que Adhika-
ri et al. (2013), asi como, Weber y Entrop (2017)
sefalan que anamorfos tipo Cylindrocarpon son
responsables de estos sintomas. En igual forma,
CABI (2019) informa que Neonectria radicicola
provoca la podredumbre negra del fresal, con
sintomas como plantas pequefias, crecimiento
pobre a nivel radical, decoloracion y retraso en el
crecimiento de los tallos y las coronas.

En esta investigacion se determind que
los aislamientos recuperados de campo y cla-
sificados como morfotipos de Fusarium (F2),
Cylindrocarpon (F33), y Dothideomycete (F238)
corresponden a las unidades taxonémicas opera-
tivas Fusarium oxysporum, Neonectria/Dactylo-
nectria, y Sydowia polyspora, respectivamente.
Esto concuerda en parte por lo expuesto anterior-
mente, referente a los posibles agentes causales
de la enfermedad. Fang et al. (2011) mencionan
que tanto Fusarium oxysporum como Cylindro-
carpon destructans pueden ser recuperados a
partir de raices y coronas de plantas de fresa.
Para S. polyspora, no hay reporte en el cultivo de
fresa en ninguna parte del mundo, por lo que esta
seria la primera vez que se registre este hongo
que causa dafo en el cultivo.
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Fusarium oxysporum ha sido relaciona-
do a marchitez de fresa desde 1965 por Winks
y Williams, desde entonces, se han realizado
caracterizaciones morfologicas, bioquimicas y
moleculares del patéogeno y se ha mantenido
vigente que es la forma especial fragariae la
causante de la pudricion de corona y raiz de la
fresa (Henry et al. 2021).

Sin embargo, existen diferencias en sus-
ceptibilidad por parte de las variedades, como
Fang et al. (2012a y b, 2013) y Paynter et al.
(2014, 2016) indican que la variedad Festival
es resistente a FOF, por lo que es posible que el
aislamiento utilizado en esta investigaciéon no
corresponda a esta forma especial. Incluso, es
posible que ni siquiera corresponda a la especie
F. oxysporum en el sentido estricto, y mas bien
sea otra especie dentro del complejo de especies
“Fusarium oxysporum” (FOSC) o que pertenez-
ca a otro complejo.

Cabe decir que, en 2018 Salazar et al.,
determinaron por medios bioquimicos (BIO-
LOG) que los aislamientos identificados morfo-
légicamente como F. oxysporum correspondieron
no solo a esta especie, sino también a cepas de F.
lateritium, F. udum y F. sacchari, asi como a
otras no identificadas. Por otro lado, mediante
los marcadores fef-al y P-tubulina, Ayoubi y
Soleimani (2016) reportaron que las especies F.
solani, F. acuminatum, F. equiseti y el complejo
F. incarnatum-equiseti tienen la capacidad de
infectar plantas de fresa en Iran.

Lo que indica la necesidad de realizar
una identificaciéon molecular mas precisa, con
el uso de varios marcadores como fef-al, rpb2 y
B tubulina. Se deberian utilizar adicionalmente,
marcadores especificos para FOF como FofraF
y FofraR disefiados por Suga et al. (2013), para
corroborar si se trata de F. oxysporum f. sp.
fragariae.

Sin embargo, también existe la posibilidad
de que efectivamente se trate de FOF, y que el
aislamiento inoculado haya tenido la posibilidad
romper la resistencia de la variedad. Reciente-
mente, Henry ef al. (2021) especula acerca de la
posibilidad de razas para este patdogeno, basados
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en que las plantas de fresa solamente tienen un
locus que confiere resistencia a Fusarium oxys-
porum f.sp. fragariae, el gen FWI, por lo que es
factible que el patdgeno supere la resistencia de
un cultivar especifico.

Esto podria explicar por qué los conidios
del aislamiento F2 (F. oxysporum sensu lato)
tuvieron la capacidad para germinar, desarrollar-
se, penetrar y desintegrar la epidermis radical y
colonizar el parénquima cortical de las raices de
plantas variedad Festival (Figura 4) considera-
da resistente a la infeccion por este hongo, sin
embargo, en esta investigacion la variedad se
comportd como susceptible al aislamiento de F.
oxysporum inoculado.

Segun observaciones por medio de micros-
copia electronica de barrido (MEB) realizadas
por Fang et al. (2012b) en la variedad Festival
la penetracion de FOF se restringio a la epider-
mis radical y el patégeno no ingresd al tejido
vascular, por lo que no se present6d decoloracion
de la corona ni marchitamiento de plantas, com-
portamiento opuesto al hallado en este trabajo.
Estos investigadores indican que en la variedad
Festival la germinacion de las esporas, la pene-
tracion, crecimiento de las hifas y colonizacion
de la superficie radical fue impedida debido a
que las plantas exudan metabolitos secundarios,
compuestos fenolicos y enzimas que inhiben
estos procesos, mientras que en la variedad sus-
ceptible Camarosa se produjo menor cantidad
de metabolitos inhibitorios, lo que permitio la
colonizacion de las raices y los haces vasculares,
que provocan enfermedad.

Otras observaciones realizadas por los
mismos autores indican que las uniones y depre-
siones de la epidermis son los sitios preferidos
de acumulacion de esporas y penetracion de este
hongo y que esta tendencia puede deberse a la
acumulacion de nutrientes en estas zonas. Por el
contrario, Yuan et al. (2014), en observaciones
realizadas por medio de microscopia de fluo-
rescencia, mencionan que las esporas se pueden
adherir de forma aleatoria en cualquier zona
de la raiz, comportamiento evidenciado en esta
investigacion.

En otros patosistemas, por ejemplo, en
arveja—F. oxysporum f.sp. pisi raza 2, se ha
encontrado que las accesiones resistentes esta-
blecen barreras estructurales que impiden la
penetracion del hongo, como reforzamiento de
las paredes, formacion de papilas y acumulacion
de diversas sustancias a nivel radicular (Bani et
al. 2018).

Otro caso del proceso de penetracion
relacionado a patosistemas raza especificos es el
de banano—F. oxysporum f.sp. cubense raza 1y
raza 4. En estos sistemas patologicos se observo
por medio de MEB que la raza 4 (FOCR4) tiene
la capacidad de ingresar a las raices de banano
(Musa AAA) variedad Cavendish a través de
heridas y de espacios intercelulares; mientras
que FOCRI solo puede hacerlo mediante heridas
(Li et al. 2017), lo que esta directamente relacio-
nado con la susceptibilidad de la variedad, segiin
la raza presente.

Segun lo expuesto, se hace relevante defi-
nir con exactitud la identidad del aislamiento de
Fusarium utilizado en esta investigacion, y de
esta forma entender mejor el patosistema y las
posibilidades de manejo.

De igual manera, se debe profundizar en
la identificacion de los aislamientos F33 y F238,
ya que aunque se utilizé el codigo de barras para
hongos (ITS), este no permitio resolver las espe-
cies de géneros cripticos como Cylindrocarpon.
Al respecto, Cabral et al. (2012) usaron ademas
del ITS, B tubulina, histona y el factor de elonga-
cion 1-a para discriminar entre especies de este
género. En este sentido, Lombard et al. (2014)
hicieron una re-evaluacién minuciosa de la fami-
lia Nectriaceae, la cual posee gran cantidad
de anamorfos tipo Cylindrocarpon, por medio
de analisis multigénico, usaron 10 marcadores,
LSU, ITS, acll, rpbl, rpb2, act, tub2, cmdA, his3
y tef-al para distinguir entre géneros.

Cylindrocarpon y las especies tipo Cylin-
drocarpon son organismos con distribucion
mundial, mayormente patégenos de suelo, que
sobreviven en residuos de cosecha y sustratos en
descomposicion, aunque también, pueden man-
tenerse como endofitos. Normalmente causan
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pudre basal y radical, algunas ocasionan cancros
en arboles. Las formas asexuales de Cylindro-
carpon fueron asociadas con la forma sexual
conocida como Neonectria Wollenw. (Gordillo y
Decock 2017, Lawrence et al. 2019).

De acuerdo con Chaverri et al. (2011)
Neonectria sp. es un género cosmopolita y capaz
de provocar pudriciones radicales. Estos autores
ubican el género dentro de los grupos 1 y 4 de
Cylindrocarpon segun la clasificacion de Booth
(1966), y en el mismo clado que [lyonectria.
En 2013, Rosmann et al. propusieron mantener
el nombre genérico de Neonectria sobre el de
Cylindrocarpon. De acuerdo con Jayawardena
(2019) tanto Cylindrocarpon sensu stricto como
Neonectria sensu stricto pertenecen a la familia
Nectriaceae, al igual que Dactylonectria. Indica-
ron también que, este ultimo es similar morfolo-
gicamente a /lyonectria 'y Neonectria.

Lawrence et al. (2019) identificaron, por
medio de analisis filogenético (ITS+tub2+tef-al),
a partir de 12 aislamientos con morfologia tipo
Cylindrocarpon (provenientes de pie negro de
la uva) especies tanto de Neonectria sensu stric-
to como de Dactylonectria sensu stricto, lo
que confirmé que es posible recuperar ambos
géneros asociados a morfotipos de Cylindrocar-
pon 'y que es necesario un andlisis multigénico
para determinar con certeza la identidad de los
aislamientos.

De acuerdo con estas personas autoras, las
especies tipo Cylindrocarpon causan pudricio-
nes necrdticas tanto en coronas como en raices.
En las coronas se observa decoloracion y dafio
vascular, mientras que en las raices se producen
lesiones hundidas y pérdida de biomasa, en gene-
ral se produce disminucion progresiva del vigor
del cultivo. Sintomas analogos a los observados
en esta investigacion y en plantas de campo, hace
pensar que podria ocurrir lo mismo en el cultivo
de fresa en Costa Rica.

Al respecto, Jayawardena (2019) anota
como hospedero de Dactylonectria al género
Fragaria L., y concuerda con Lawrence et al.
(2019) en la sintomatologia que este patdge-
no provoca en uva, describen severas necrosis
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radicales, marchitamiento, clorosis, pardeamien-
to y senescencia prematura del follaje.

Habibi y Ghaderi (2020), Chen et al
(2021), asi como, Erper et al. (2021), comproba-
ron que las especies D. torresencis, D, macrodi-
dyma, D. novezelandica y D. pausiseptata son
las responsables de la pudricion radical necrotica
en fresa. También mencionaron que provoca
severos dafios radicales, decoloracion de coronas
y colapso de plantas, lo que reafirma la idea de
que en Costa Rica este hongo tiene la capacidad
de provocar los dafios obtenidos a partir de la
prueba de patogenicidad.

Adicionalmente, y aunque para Sydowia
polyspora solo se hallaron reportes de identi-
ficacion molecular con ITS (Talge et al. 2010,
Thambugala et al. 2014, Silva et al. 2020), es
importante ratificar su identidad debido a que no
ha sido reportado con anterioridad como pato-
geno de fresa. Este hongo ha sido mayormente
asociado a especies de coniferas (Pan et al. 2018),
que ha causado dafios en plantaciones forestales.

En BLAST hay varias secuencias de ITS
cercanamente relacionadas a las secuencias
depositadas en esta investigacion y a secuencias
identificadas como S. polyspora que fueron ais-
ladas a partir de infecciones necréticas en varias
angiospermas, ¢ incluyen gramineas y especies
lefiosas. Otra razon, para corroborar la identidad,
es que el sinanamorfo hifal (conocido como Hor-
monema dematioides) esta reportado como pato-
génico en humanos (Coldiron et al. 1990, Jong
Hee Shin et al. 1998), lo que podria representar
un riesgo para la salud de los productores.

El aislamiento F238, colectado de coronas
enfermas en campo, fue capaz de colonizar las
raices primarias y secundarias (Figura 5) y de
causar enfermedad en plantas de fresa variedad
Festival (Figura 2H, I). El hongo degrado6 la epi-
dermis radical y coloniz6 el parénquima cortical,
lo que provoco lesiones necroticas y pérdida de
pelos absorbentes, asi como, necrosamiento de
los haces vasculares, amarillamiento foliar y
menor crecimiento de las plantas.

Asimismo, las raices de plantas coloni-
zadas por el aislamiento F33 también mostraron
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desintegracion de la epidermis, tanto en raices
primarias como pelos absorbentes, hasta el punto
de dejar expuesta la endodermis de la caliptra
de raices principales, ademads, se evidencia la
digestion de las paredes celulares epidérmicas
(Figura 6), lo que indica la capacidad del hongo
para penetrar de forma directa por medio de la
secrecion de enzimas.

Todo lo anterior, comprueba la capacidad
de estos 3 hongos para inducir enfermedad en
plantas de fresa variedad Festival. Los dafios
observados tienen impacto en la produccion, ya
que tanto las alteraciones en la parte aérea como
radical, disturban la produccion de asimilados y
la adquisicion de agua y nutrientes requeridos
para el desarrollo de las plantas, debido a la
pérdida de area fotosintéticamente activa y rai-
ces absorbentes. Dicho aspecto cobra relevancia
cuando la planta entra en estado reproductivo.

En este sentido, los productores indican
que en la etapa de reproduccién es donde se
observa la enfermedad con mayor intensidad,
fenomeno que se observo también en esta inves-
tigacion y fue confirmado por Husaini y Neri
(2016) al indicar que, sintomas como marchita-
miento del follaje, secado de las hojas viejas y
retraso del crecimiento de las plantas, provocan
disminucién en la producciéon de frutos.

La diferenciacion de sintomas expresados
en corona de acuerdo con el hongo inoculado
podria suministrar informaciéon en condiciones
de campo, ya que, los productores al disectar la
planta tendrian un acercamiento al posible agente
causal, lo que permitiria elegir la estrategia de
manejo de forma mdas acertada. Sin embargo,
no todas las plantas expresan sintomatologia en
corona, como se registro en este estudio, lo que
puede afectar el diagnostico.

Finalmente, se debe mencionar que existe
la posibilidad de que las plantas hijas desarro-
lladas a partir de estolones de plantas enfermas,
puedan transmitir la enfermedad, ya que el feno-
meno fue observado en esta investigacion (datos
no suministrados). Al respecto, Pastrana et al.
(2019) encontraron que las raices y los pecio-
los de plantas hijas de la segunda generacion,

presentaron infeccion con Fusarium oxysporum
f.sp. fragariae (FOF) aunque no con sintomas. Se
observo en las plantas inoculadas en esta prueba
de patogenicidad, que alrededor del 50% de las
plantas no presentaban sintomas en la corona,
aunque estaban colonizadas por los hongos; lo
que significa que mediante observacion visual
se subestima la incidencia real de la enferme-
dad. Esto es sumamente riesgoso, debido a que
los productores pueden usar este material para
iniciar nuevas plantaciones al asumir que se
encuentra sano.

CONCLUSION

Estos hallazgos permiten asociar la muer-
te de plantas de fresa a los hongos estudiados, ya
que tuvieron la capacidad de dafiar la epidermis
radical, multiplicarse internamente y provocar
sintomas visibles; sin embargo, es relevante con-
tinuar con investigaciones tendientes a compren-
der la relacion que existe entre estos patogenos y
posibles condiciones de estrés que predisponen
las plantas al ataque.

Adicionalmente, se sientan las bases de
proximos estudios destinados a conocer la diver-
sidad e interacciones de otros patdgenos de fresa,
asi como, la posibilidad de identificar especies
poco estudiadas asociadas a estos complejos que
podrian representar enfermedades emergentes
con alto potencial patogénico.
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RESUMEN

Introduccién. El incremento en la deman-
da de sustratos como medio de cultivo alterna-
tivo a suelos contaminados con complejos de
fitopatogenos, plantea la necesidad de validar
metodologias para la evaluacion agrondmica de
sus caracteristicas fisicas y quimicas. Aunque
existen diferentes métodos, la falta de validacion
y homologacion entre y dentro de paises, dificul-
ta el control de calidad de materiales nacionales
e importados, lo que limita el éxito de culti-
vos en sustrato. Objetivo. Evaluar 3 distintas
metodologias para determinar las caracteristicas
fisicas de un sustrato de fibra de coco. Mate-
riales y métodos. Se¢ evaluaron los métodos de
porémetro, contenedor “in situ” y caja de arena
para determinar la densidad aparente (DA) y
los porcentajes de componente solido (CS), de
humedad (0) a capacidad de contenedor (0),
de capacidad de aireacion (CA) y de porosidad
total (PT). Adicionalmente, la caja de arena per-
miti6 determinar los contenidos de humedad a
diferentes potenciales matricos desde 6. hasta
punto de marchitez permanente (PMP). Resulta-

dos. Los valores de CA, 0, PT y CS no fueron
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1 Universidad de Costa Rica, Estacion Experimental
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ABSTRACT

Evaluation of methodologies to
determine the physical characteristics
of a coconut fiber substrate. Introduction.
The increase in the demand for substrates
as an alternative growing medium to soils
contaminated with phytopathogen complexes,
raises the need to validate methodologies for
the agronomic evaluation of their physical and
chemical characteristics. Although there are
different methods, the lack of validation and
standardization between and within countries
makes it difficult to control the quality of
national and imported materials, which limits
the success of substrate crops. Objective. To
evaluate 3 different methodologies for the
evaluation of the physical characteristics of
coconut fiber substrate. Materials and methods.
The porometer, “in situ” container and sandbox
methods were evaluated to determine apparent
density (AD) and the percentages of solid
component (SC), volumetric water content (¢) at
container capacity (f..), aeration capacity (AC)
and total porosity (TP). Additionally, the sandbox
method allowed determining moisture contents

2 Universidad de Costa Rica, Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno, Alajuela, Costa Rica.
05 0000-0002-7757-5967.
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estadisticamente diferentes (p>0,05) entre méto-
dos, y unicamente la DA fue ligeramente inferior
(p<0,05) en el método del porémetro. Conforme
increment6 la 0. desde 74,9% en el método de
contenedor hasta 77,18% en la caja de arena, al
mismo tiempo la CA tuvo un comportamiento
inverso al disminuir desde 16,33% hasta 15,13%.
Consecuentemente, la PT y el CS fueron simi-
lares entre métodos, con valores promedio de
91,67% y 8,47%, respectivamente. El método de
caja de arena, a diferencia de los otros, permitid
construir la curva de desorcién de agua:aire y
asi determinar los contenidos de agua facilmente
disponible (AFD: 23,6%), de agua de reserva
(AR: 2,3%) y de agua no disponible (AND:
49,9%). Conclusion. Todos los métodos permi-
tieron determinar las caracteristicas fisicas de
DA, CA, 0., PT y CS de la fibra de coco. Los
métodos de pordmetro y contenedor “in situ”,
presentan las ventajas de ser muy practicos a
un bajo costo, sin embargo, en comparacion al
método de caja de arena no permiten la elabora-
cion de la curva de liberacion de agua y aire y la
determinacion de los diferentes tipos de agua en
el sustrato.

INTRODUCCION

Un sustrato es todo material solido dis-
tinto del suelo “in situ”, natural de sintesis o
residual, mineral u orgéanico, que colocado en
un contenedor en forma pura o en mezcla, tiene
funciones de anclaje radicular como sostén, pro-
tege las raices y almacena el aire, el agua y los
nutrientes necesarios para la planta (Ansorena
1994, Riviére y Caron 2001, Castro et al. 2019).

La aplicacion excesiva o el déficit de agua
en el sustrato afectan con igual magnitud el cre-
cimiento del cultivo, el rendimiento y calidad de
frutos. El exceso de riego favorece la contami-
nacioén ambiental con nitratos y metales pesados
e incrementa los costos de produccion. De aqui
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at matric potentials from 6., to permanent
wilting point (PWP). Results. The values of AC,
Occ» TP and SC were not statistically different
(p>0.05) between methods, and only DA was
slightly lower (p<0.05) in the porometer method.
As the 0. increased from 74.9% in the container
method to 77.18% in the sandbox, and at the same
time the AC had an inverse behavior decreasing
from 16.33% to 15.13%. The PT and CS were
very similar in the three methods, with average
values of 91.67% and 8.47%, respectively. The
sandbox method, unlike the others, made it
possible to construct the water:air desorption
curve and to determine the contents of readily
available water (AFD: 23.6%), reserve water
(AR: 2.3%) and water not available (AND:
49.9%). Conclusion. All the methods allowed
to determine the physical characteristics of AD,
AC, 0, PT and CS of the coconut fiber. The “in
situ” porometer and container methods have the
advantages of being very practical at a low cost,
however, compared to the sandbox method, they
did not allow the elaboration of the water and
air release curve and the determination of the
different types of water in the substrate.

se desprende la premisa de que para una optima
nutricion del cultivo es indispensable realizar un
manejo preciso del riego, para lo cual es impres-
cindible conocer las caracteristicas fisicas del
sustrato (Chamindu Deepagoda et al. 2013a).

En cultivos sin suelo, antes de sembrar, es
muy importante asegurarse que el sustrato tenga
las caracteristicas fisicas 6ptimas, ya que una vez
establecido no es posible mejorarlas. Por tanto,
uno de los principales factores que determinan el
éxito de un cultivo sin suelo es la calidad fisica
del sustrato, lo cual permite una correcta dosi-
ficacion y programacion del riego y la nutricion
del cultivo. Por el contrario, la mayoria de las
propiedades quimicas es posible enmendarlas.
Por ejemplo, un exceso de sales se puede corregir
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mediante lavado; altos o bajos niveles de uno o
varios nutrientes puede solucionarse al ajustar las
concentraciones en la solucion nutritiva (Carlile
et al. 2015).

En los ultimos afos a nivel mundial, el
uso de sustratos para la produccion agricola ha
incrementado sustancialmente, desde pequeiios
huertos familiares de autoconsumo hasta unida-
des productivas comerciales (Bracho et al. 2009).
En algunos sistemas de produccion convencional
en suelo bajo invernadero, como es el caso de la
fresa en Costa Rica, el mal manejo nutricional y
fitosanitario del suelo trae como consecuencia su
agotamiento nutricional y la contaminacion con
complejos fitopatogenos, lo que ha conllevado a
un aumento en la aplicacion de pesticidas, que,
junto al monocultivo, promueve un circulo vicio-
so que agrava la problematica y hace imposible
la produccién. Lo anterior ha provocado que pro-
ductores emigren hacia el cultivo hidropodnico,
quienes utilizan principalmente la fibra de coco
como sustrato (Gonzalez ef al. 2015).

Para el cultivo de plantas sin suelo se
pueden utilizar diferentes tipos de materiales
importados como el peatmos y la fibra de coco
o locales como arena, piedra pomez, carbon
vegetal, fibra de coco y cascarilla de arroz, entre
otros. Sin embargo, la variabilidad en cuanto a
la naturaleza, el origen y la granulometria de los
diferentes materiales, genera una alta inestabili-
dad en las propiedades fisicas e hidricas tanto de
materiales comerciales o como de los preparados
en finca. El desconocimiento de las caracteris-
ticas fisico-hidricas de los sustratos dificulta
el manejo del riego, principalmente cuando se
cambia a nuevos lotes de sustratos, ya que la
variabilidad fisico-hidrica dificulta la estanda-
rizacion del volumen y la frecuencia de riegos.
Por el contrario, un sustrato con una seleccion
estandarizada de tamafios de particulas permite
mayor estabilidad en las caracteristicas fisicas
del sustrato, lo cual consecuentemente facilita
el manejo del riego (Quesada y Méndez 2005,
Ortega et al. 2016).

La necesidad de conocer las caracteristi-
cas fisico-hidricas de un sustrato con el objetivo

de realizar un adecuado manejo del riego y por
tanto de la nutricion de los cultivos sin suelo, crea
la necesidad de contar con metodologias estan-
darizadas que permitan una correcta evaluacion
agronémica de estos. Por tal razon, en algunos
paises como por ejemplo la Uniéon Europea, se
han estandarizado metodologias mediante la
norma UNE-EN-13041 (2007) que permite una
homologacion de criterios entre paises miembros
para una correcta interpretacion de la informa-
cion técnica de materiales importados o locales.

La problematica actual es que, en Costa
Rica, actualmente no existen metodologias vali-
dadas y homologadas, para evaluar las carac-
teristicas fisicas y asi el control de calidad de
sustratos agricolas. Esto limita el éxito del culti-
vo sin suelo y hace que los productores incurran
en pérdidas durante la curva de aprendizaje.

En este estudio se evaluaron 3 distintas
metodologias para determinar las caracteristicas
fisicas de un sustrato: i- el porometro (Fonteno y
Harden 2003), iii- la caja de arena y ii- un método
local denominado contenedor “in situ”. Diversos
estudios han evaluado las caracteristicas fisicas
mediante la comparacion de diferentes tipos de
sustratos (Cayosso-Rodriguez et al. 2018, Acufia
et al. 2013, Castro et al. 2019, Lopez-Baltazar
et al. 2013), sin embargo, la variabilidad entre
referencias metodoldgicas dificulta la estandari-
zacion y homologacion de métodos. Por tanto, el
objetivo del presente estudio fue evaluar 3 distin-
tas metodologias para determinar las caracteris-
ticas fisicas de un sustrato de fibra de coco, con
el fin de disponer de metodologias alternativas
sencillas y estandarizadas, para los productores
de cultivos en sustratos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la Estacion Experi-
mental Fabio Baudrit Moreno (EEFBM), ubicada
en San Jos¢ de Alajuela, Costa Rica (10°01’ Ny
84° 16> W, 840 msnm), con valores promedios de
precipitacion anual, temperatura y humedad rela-
tiva de 1940 mm, 22°C y 78%, respectivamente.
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Analisis granulométrico. Para realizar el
analisis granulométrico se utilizé una columna
de tamices (Geotech) que consta de un soporte
plastico con escala porcentual (1 a 100), 4 fras-
cos con sus respectivas cribas de > 2,0 mm (72
OPN), > 1,0 - < 2,0 mm (40 OPN), > 0,5 - < 1,0
mm (20 OPN) y > 0,25 - < 0,5 mm (9 OPN),
respectivamente, y un Gltimo frasco que recoge
las particulas finas de < 0,25 mm (Figura 1).
Para el analisis granulométrico se utilizaron 8
repeticiones de la fibra de coco, que se colocaron
en el primer cilindro con la criba de 2,0 mm, la
cual se agitd manualmente hasta obtener la sepa-
racion de particulas en cada uno de los 5 frascos.
Seguidamente, se determind para cada fraccion
de tamafo de particulas, la distribucién porcen-
tual en base a volumen (v.v'") segin la escala del
texturometro. Ademas, cada fraccion fue pesada
por separado para determinar su distribucion
porcentual en base a peso (p.p™).

0,25 mm

Figura 1. Columna de tamices formada por soporte plastico
con escala porcentual (1 a 100) y 5 frascos con
sus respectivas cribas, utilizado para determinar

distribucion de tamafos de particulas en sustratos.
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Metodologias de analisis fisico. Para
determinar la DA, PT, CS, CA y el contenido de
Occ se utilizaron 3 distintas metodologias: i- el
porometro, ii- el contenedor “in situ” y iii- caja de
arena. La recoleccion de las muestras del sustrato
de fibra de coco se realizd con el procedimiento
de la norma europea UNE-EN 12579 (2000).

El porémetro. En este estudio se hizo
una adaptacion al método de North Caroline
State University descrito por Fonteno y Harden
(2003), el cual consistio en un recipiente plastico
de aproximadamente 500 mL y con una propor-
cion altura y didmetro 1:1. En la parte inferior
del recipiente se hicieron 5 perforaciones, donde
se insertaron microtubos (4 mm) sellados con
silicon y con tapones de goma que permitieron
cerrar y abrir los orificios (Figura 2a).

Se utilizaron 16 repeticiones colocadas
cada una en su respectivo porometro (Figura 2b).
Seguidamente, se procedid a saturar con agua
destilada hasta alcanzar la marca de aforo, cuan-
do se observo el brillo metalico del agua (Figuras
2c, 2d), sin que haya excesos sobre la superficie
del sustrato.

El proceso de saturacion para cada repe-
ticion consistio en 3 ciclos de saturacion y dre-
naje con agua destilada, con el fin de mejorar
la capacidad de hidratacion, desplazar burbujas
de aire en el interior del sustrato y obtener una
saturacion mas homogénea. Se cuantifico el
peso del sustrato saturado ¢ inmediatamente se
quitaron los tapones de los agujeros ubicados en
la base del porémetro para proceder a cuantificar
el volumen de agua drenada (Vd) hasta cesar
completamente el drenaje (Figura 2e). La dura-
cion del proceso de humectacion y drenaje puede
variar segun la granulometria y tipo de material.
Para el caso de la fibra de coco se presentd una
duracion de aproximadamente 30 minutos.
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A cada porémetro se le midio el volumen a
rellenar con sustrato (Vs: 350 mL) y se cuantifico
su peso (g) sin sustrato (Pp) con una balanza ana-
litica (BOECO, BPS 40 plus). Después de cesar el
drenaje, se cuantifico el peso (g) del porometro
con sustrato himedo (PpSh). A continuacion, las
muestras de PpSh se secaron en estufa a 105°C
hasta alcanzar peso seco constante, para obte-
ner asi el peso del porometro con sustrato seco

(PpSs). Finalmente, se determind el peso del
sustrato himedo (PSh) y el peso del sustrato seco
(PSs) segtin las ecuaciones:

Ecuacion 1
PSh (g) = [PpSh (g) — Pp(g)]

Ecuacién 2
PSs (g) = [PpSs (g) — Pp (9)]

I

X |

Figura 2. Recipiente plastico utilizado como porémetro con una proporcion 1:1 de altura y diametro (a), colocacion de muestras
en el recipiente (b), saturacion de muestras (c), brillo metalico del agua (d) y recoleccion y medicion de drenajes (e).
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La DA, CA, 0., PT y CS de la fibra de
coco, se determinaron segin el procedimiento
descrito a continuacion, segiin normas UNE-
EN-13041 (2007). Para determinar el porcentaje
de 0 (VV') a diferentes potenciales matricos,
primero se determind el contenido de humedad
gravimétrica (g.g”') con la ecuacion:

9. = PSh (g)—PSs(g)
g PSs(g)

Seguidamente se calculd el porcentaje de
6 volumétrica como el producto de la fg por la
DA por 100.

El porcentaje de CA se obtuvo al dividir
el volumen drenado (Vd) entre el Vs segun la
ecuacion:

__vd(mL)
s (mL)

CA x 100.

La DA (g.cm™) se obtuvo como el cociente
entre el peso seco de sustrato (PSs) a 105°C y
el volumen total de la muestra del sustrato (Vs)
segln la ecuacion:

-3y _ _PSs(9)
DA (g cm ) = m .

La DR se obtuvo por el método del pic-
németro segiin Ansorena (1994), ya que dicho
método considera Ginicamente la porosidad efec-
tiva, la cual es un factor determinante para
efectos de manejo del riego en los cultivos. Otros
métodos como el de las cenizas, considera la
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porosidad ocluida o cerrada, que no interfiere en
la dinamica de desorcion de agua y aireacion en
el sustrato.

Para el calculo de la porosidad total se uti-
1iz6 la Ecuacion PT = (1 - DA.DR™) x 100, segan
la recomendacion de Ansorena (1994). La DA
depende de la granulometria y de la naturaleza
del sustrato, mientras que la DR puesto que no
considera el volumen de poros totales, depende
basicamente del tipo y naturaleza de las particu-
las de material. Finalmente, el porcentaje CS fue
obtenido como la resta entre 100 menos la PT.

Método de contenedor “in situ”. Este
método es Util para evaluar DA, CA, 0., PT y
CS de un sustrato “in situ”, colocado directamen-
te en el contenedor de cultivo antes de sembrar,
independientemente del tipo de contenedor. Los
orificios de drenaje en el fondo del contendor de
cultivo deben ser impermeabilizados o sellados
temporalmente para poder saturar el sustrato.

En este estudio, el sustrato de fibra de
coco tenia una presentacion en tablas comprimi-
das, que una vez hidratadas alcanzaron dimen-
siones de 14,5 cm de alto por 13 ¢cm de ancho y
100 cm de largo, para un volumen de 18,2 L, las
cuales se colocaron en recipientes (repeticiones)
de acero inoxidable con las mismas medidas. A
cada contenedor se le realizaron 3 perforaciones
en la parte inferior a un lado, donde se colocaron
llaves de paso plasticas (1/2”) selladas en su base
con silicon para evitar fugas. A cada contenedor
se le midi6 el volumen real con agua (Vc) y se
le cuantifico el peso sin sustrato (Pc) (Figura 3).
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Figura 3. Recipiente metalico con sus respectivos drenajes (a) que contiene una tabla de fibra de coco saturada de un volumen

aproximado de 18,2 L (b).

Se seleccionaron al azar 16 tablas de fibra de
coco dentro de un lote de 408 tablas. A cada una se
les removid el empaque plastico, se colocaron en el
contenedor y se hidrataron mediante riegos cortos y
frecuentes hasta alcanzar el tamafio equivalente al
volumen de 18,2 L. Una vez hidratado el sustrato,
se procedi6 al proceso de saturacion, mediante el
mismo procedimiento descrito para el porometro,
y se cubri6 la superficie con plastico para evitar la
evaporacion de agua. Seguidamente, se determind
el peso del sustrato saturado (PSs). Posteriormente,
se abrieron las llaves de drenaje y se midio el volu-
men drenado. A continuacion, después de cesar el
drenaje, se cuantifico el peso del contenedor con el
sustrato humedo (PcSh), las cuales se secaron en
estufa a 105°C hasta peso constante, para obtener
asi el peso de contenedor con sustrato seco (PcSs).
La determinacion de la DA, DR, CA, 0., PT y CS
de la fibra de coco, se realiz6 por medio del mismo
procedimiento descrito para el porometro.

Método de caja de arena. Este método
se basa en el principio de la dindmica hidrica en
la planta, que extrae agua del sustrato mediante
una succion o potencial matrico (y, ), por medio
de la columna de transpiracion que fluye desde
las raices hasta las hojas en la interaccion sustra-
to-planta-clima. Dicha dindmica hidrica puede
ser representada a través de la curva de desor-
cion de agua, al someter submuestras de sustrato
a vy crecientes, en las cuales se determina el
contenido de @ respectivo.

Para ello se utiliza un equipo denominado
“caja de arena” (Figura 4), compuesto por un
reservorio con arena silica, un depdsito de agua
destilada, tuberias internas interconectadas a
una manguera transparente (12,5 mm) que funge
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Figura 4. Equipo de “caja de arena” silica, con una columna de agua ajustable (0-100 cm) que permite someter muestras de

sustrato a diferentes succiones (y,,).

Para extraer las muestras de fibra de coco
se utilizé un tubo metalico (52,5 mm) con bordes
afilados (Figura 5a), el cual se hacia girar de
forma circular y constante para cortar las fibras
mas largas y evitar su compactacion y disturba-
cién. La muestra se tomd horizontalmente en la
parte media del perfil del sustrato (Figura 5b).

En este método se recolectaron 16 muestras
de fibra de coco que se colocaron en cilindros
estandar de 52,5 mm de didmetro y 46 mm de alto
con un volumen de 97,691 mL, se enrasaron a la
altura de cada cilindro con una navaja, y se cubrio
con una malla 45 mesh sujetada con una liga en
la base de los cilindros, para evitar la pérdida de
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sustrato durante el pesado (Figura 5c). Los cilin-
dros con las muestras se colocaron en una bandeja
de plastico donde se realizaron 3 ciclos de satura-
cioén y drenaje (Figura 5d) para llenar los micro,
meso y macroporos y asi desplazar burbujas de
aire. Finalmente, las muestras se dejaron con dre-
naje durante un periodo de 24 horas.

Después de saturar y drenar las muestras,
se colocaron en la caja de arena, para hacer coin-
cidir la columna de agua a 100 cm (10 kpa) con
la altura media de los cilindros (23 mm) y se dejo
estabilizar por una hora (Figura 6). Las succiones
de la columna de agua de 0 a 100 cm se expresa-
ron en kPa (10 a 100 cmca = 1 a 10 kPa).
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Figura 6. Estabilizacion de las muestras en la caja de arena, que coinciden con la columna de agua a 100 cm y la altura media
de los cilindros.
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Las muestras fueron progresivamente some-
tidas a 10 diferentes succiones (ym): 0,25 kPa; 0,5
kPa; 1,0 kPa; 1,5 kPa; 2,0 kPa; 2,5 kPa; 3,0 kPa; 5,0
kPa; 7,5 kPa y 10 kPa, coincidente con un dia por
cada ym para un periodo de evaluacion de 10 dias.
Para cada y_ se utilizaron 16 repeticiones. Cada dia
las muestras se pesaban en una balanza analitica
(BOECO, BPS 40 plus), se ajustaba la columna de
agua al siguiente ym y se dejaban en estabilizacion
para al dia siguiente volver a determinar el peso
humedo, y asi sucesivamente hasta completar los
10 puntos de wm a los 10 dias.

Al finalizar el periodo de 10 dias de
pesado de las muestras de sustrato humedo
sometidas a las diferentes succiones, estas fueron
secadas en estufa (105°C) hasta peso constante.
Seguidamente se determiné la DA, PT, CS y los
porcentajes de 0 volumétrica (V.V') de las mues-
tras sometidas a las 10 diferentes vy desde 2,5
hasta 10 kPa, con el procedimiento descrito para
el porometro. La CA para cada vy, se obtuvo a
partir de la diferencia entre PT (saturado a 0 kPa)
menos el respectivo contenido de ¢ en cada .

Para determinar los distintos tipos de agua
en el sustrato, se asumi6 que el contenido de 6
a 1 kPa correspondi6 a la 6. y la 6 a 10 kPa al
punto de marchitez permanente (0,,p). Adicio-
nalmente, para verificar si el contenido de 6 a
y,, de 1 kPa correspondi6 a la . del sustrato,
se colocaron 6 cilindros con muestras de sustrato
dentro de la caja de arena sin ser sometidas a
succion, al evitar el contacto de las muestras con
la arena silica.

El agua facilmente disponible (AFD) se
obtuvo a partir de la resta entre 6. menos la
humedad a 5 kPa (f;) mientras que el agua de
reserva (AR) se estimo por la diferencia entre 0,
menos O, - La sumatoria de AFD mds el AR
totalizan el agua total disponible (ATD) para la
planta (ATD = AFD + AR).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
analisis de homogeneidad y heterocedasticidad
y si se cumplian dichos supuestos, se procedio
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a realizar un analisis de varianza. Cuando se
detectaron diferencias significativas entre méto-
dos, se procedi6 a la prueba de medias de Tukey
a un nivel de significancia de 0,05. Para los ana-
lisis se utilizd el programa estadistico InfoStat Di
Rienzo et al. (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Granulometria. El porcentaje acumulado
de particulas gruesas segun la escala porcentual
de la columna de tamices basada en volumen
(> a 2 mm) fue superior (54,2% vv') que la
distribucion basada en peso (28,1% p.p’'; Figura
7). Consecuentemente, se presentd un compor-
tamiento similar con el IG (tamafio > 1 mm),
que fue mayor con base a volumen (80% v.v'!) y
menor en base a peso (55% p.p™).

El comportamiento anterior, probable-
mente se debid a que el sustrato es una mezcla
de particulas granulares y fibras de diferente
longitud que como mezcla tiene caracteristicas
propias. Sin embargo, al agitar el material y
separar las fibras del material granular, estas por
ser largas no atraviesan facilmente los tamices y
se quedan en la primera criba. Dicho comporta-
miento en cuanto a la variabilidad en la longitud
de las fibrillas en sustratos a base de fibra de
coco ha sido descrito por Sengupa y Basu (2016).

Al separar las fibras largas y el material
granular en las diferentes cribas, la sumatoria de
sus volumenes individuales es mayor que cuando
estos se encuentran en mezcla, debido al reaco-
modo de particulas de menor tamafo entre las
fibras largas. Lo anterior sugiere que la distribu-
cion de particulas segun escala de la columna de
tamices (%V.V), seglin el tipo de sustrato, puede
ser una medicion subjetiva y consecuentemente
inducir a interpretaciones erréoneas. Por tanto,
en el caso particular de la fibra de coco, seria
recomendable utilizar la distribucion porcentual
en base al peso de los diferentes tamafios de par-
ticulas que quedan en las cribas.
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Figura 7. Distribucién de tamafios de particulas en base a peso (%p.p™!) y segin escala del texturémetro (%v.v'') de un sus-

trato de fibra de coco (n = 8). Alajuela, Costa Rica.

Un IG alto, indica un mayor porcentaje de
particulas gruesas que incrementa el contenido
de macroporos y disminuye los microporos,
lo que consecuentemente aumenta la CA y el
drenaje, al disminuir la retencion de 6. Por otra
parte, un bajo IG implica mayor porcentaje de
particulas finas lo cual afecta drasticamente la
CA y aumenta la retencion de agua hasta afectar
las raices por hipoxia (Vargas-Tapia et al. 2008).

Un IG de 55% (p.p!) en la fibra de coco,
evidencia que hay un aceptable contenido de
macroporos que le proveen una buena CA, aspec-
to importante para una adecuada oxigenacion y
el reacomodo de una gran masa de raices en un
contenedor con volumen reducido de sustrato,
caracteristico del sistema de cultivo sin suelo.
Simultdneamente, una o6ptima CA favorece un
adecuado drenaje de los aportes excesivos de
agua. Sin embargo, aunque el IG permite visua-
lizar la capacidad potencial de aireacion y de
drenaje del sustrato, este parametro no permite
conocer las cualidades hidrico-fisicas tales como

la capacidad de retencion de agua (0..) y los
diferentes tipos de agua (Gayosso-Rodriguez et
al. 2018).

Otro parametro que depende directamente
de la granulometria es la capilaridad, la cual favo-
rece el movimiento horizontal y vertical del agua
que permite una distribucién homogéneamente en
todo el volumen del sustrato colocado en el con-
tenedor. Para un sustrato grueso el agua aplicada
drena por gravedad sin llegar a humedecer hori-
zontalmente los bordes del sustrato; mientras que
para un sustrato de una granulometria adecuada,
la humedad se distribuye a lo ancho y profundo
del contenedor para garantizar una buena unifor-
midad de humedecimiento y por tanto una buena
colonizacion de las raices en todo el volumen del
sustrato (Martinez y Roca 2011).

Propiedades fisico-hidricas. Los 3 méto-
dos evaluados para el analisis fisico del sustrato
de fibra de coco, presentaron valores similares
(p<0,05) de Da, CA, CC, PT y CS, que a la vez
fueron comparados con valores optimos (Tabla 1).
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Tabla 1.
Alajuela, Costa Rica.

Valores promedio de las variables evaluadas con los 3 métodos de analisis de caracteristicas fisicas de sustratos. 2020,

Caracteristica fisica Contenedor Poréometro Caja de arena Optimo
"in situ"
Densidad aparente (DA= g.cm-3) 0,083 (a) 0,075 (b) 0,096 (a) 0,4!
Capacidad de aireacion (CA= %) 16,33 (a) 15,46 (a) 15,13 (a) 15-30%2
Capacidad de contenedor (0= %) 74,98 (a) 75,56 (a) 77,18 (a) 55702
Porosidad total (PT= %) 91,32 (a) 91,03 (a) 92,25 (a) >85%2
Componente solido (CS= %) 8,68 (a) 8,97 (a) 7,75 (a) <15%2

'Abad et al. (1993), 2Ansorena (1994).

Unicamente, el método de caja de arena
obtuvo una 6. ligeramente superior (+1,62%) a
los otros métodos, pero sin diferencias estadisti-
cas (p>0,05), lo cual desde el punto de vista prac-
tico no tendrian mayor efecto sobre el manejo
del riego del cultivo. Las variaciones observadas
pueden ser atribuidas a una mayor evaporacion
desde la superficie himeda y expuesta de las
muestras de sustrato en el porometro y contene-
dor in “situ” donde la evaporacion no es total-
mente controlable. En la caja de arena al ser un
sistema cerrado con tapa, la pérdida de agua por
evaporacion es minima.

Por otra parte, deben tenerse en cuenta
i- la forma y tamafio del contendor y ii- la alte-
racion de la estructura del sustrato al recolectar
la muestra, ya que el potencial hidrico total (yt)
de un sustrato es la suma de y matricial de las
particulas sélidas (ym), ¢ osmotico (yo), y de
presion (yp) y y gravitacional (yg). En un sus-
trato estabilizado después de cesar el drenaje,
bajo condiciones atmosféricas y calidad de agua
equivalente, el yo y el yp es similar en todas las
muestras independiente de la forma del recipien-
te, mientras que, por el contrario, el yg incre-
menta a mayor altura del contenedor (Fonteno
1993, Cannavo y Michel 2013).

Diferentes estudios han demostrado que
la morfologia del recipiente puede afectar la 6.
(Arguedas et al. 2006, Gémez et al. 2019), debi-
do al efecto de la gravedad sobre el contenido
de agua en el perfil del sustrato conforme varia
la forma del contenedor. Para un mismo tipo y
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volumen de sustrato, hay un mayor yg conforme
incrementa la altura del sustrato en el contene-
dor, lo anterior se evidencia en un gradiente de
mayor  desde el estrato superior hacia las capas
inferiores, hasta alcanzar una zona saturada en el
estrato mas bajo.

Dicha saturacion ocurre debido a que, en
el cultivo en contenedor, a diferencia de suelo, se
corta la columna de agua al tener un limite del
contenedor en la parte inferior. La altura del perfil
saturado es practicamente constante, por lo que al
pasar de un contenedor alto y angosto a otro mas
bajo y ancho, el contenido de agua almacenada
incrementa (Handreck y Black 2002).

En este estudio, la forma de los recipientes
utilizados en cada uno de los 3 métodos proba-
blemente tuvo poco efecto sobre los resultados de
las propiedades fisicas de los sustratos, ya que la
proporcion entre altura y ancho se mantuvo cons-
tante en 1:1. Sin embargo, es un factor esencial
para considerar cuando se evaluan las caracteris-
ticas fisicas de un sustrato, ya que puede inducir
a errores importantes cuando al renovar un culti-
vo se cambia el tipo de contendor.

Adicionalmente, es imprescindible tener
un protocolo definido para la toma de la mues-
tra, ya que una fuerte manipulacion del sustrato
puede afectar los parametros fisicos del sustrato.
En el método de caja de arena al utilizar cilin-
dros estandar (Eijkelkamp Soil & Water 2019),
la recoleccion y posterior colocacion de muestra
en los cilindros, implica mayor manipuleo, lo
que podria alterar la estructura del sustrato. En
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el caso del contendor in situ, la tabla de coco
comprimida se coloco entera en el contenedor y
se hidrat6 sin manipular el sustrato.

La DR obtenida (1,45 g.cm™) por el método
del picnémetro (Ansorena (1994), relaciona el
peso seco de las particulas sélidas con el volumen
del CS de Ia fibra de coco, sin incluir, el volumen
total de poros (macroporos + microporos + ultra-
microporos), por lo cual es caracteristica segun
la naturaleza del sustrato. El valor obtenido (1,45
g.cm?) fue similar a otros valores para fibra de
coco reportados por Abad et al. (1993) y Vargas-
Tapia et al. (2008) y a otros valores reportados por
la marca comercial (Fico) de las tablas de fibra de
coco utilizadas en este estudio.

La DA representa la relacion entre el peso
seco y el volumen total del sustrato que incluye la
PT y el CS. Los valores de DA de la fibra de coco
evaluada fueron bajos, con variaciones leves
(p>0,05) desde 0,075 g.cm™ con el porémetro
hasta 0,096 g.cm? con la caja de arena (Tabla 1).
Por tanto, indistintamente del método, los bajos
valores de DA afectaron directamente la propor-
cion entre PT y CS, que favorecio el incremento
del contenido de macroporos (> aireacion) y una
reduccion en el CS. Ademas, valores bajos de
DA, representan una ventaja desde el punto de
vista practico, ya que esta directamente relacio-
nada con un menor peso del sustrato, lo que faci-
lita su manipulacion durante el establecimiento
del cultivo (Gayosso-Rodriguez et al. 2018),
sobre todo cuando son grandes areas de cultivo.
Cabe mencionar que la DA obtenida mediante
los 3 métodos fue muy similar a la reportada en
otros estudios para este tipo de material organico
(Rhie y Kim 2017).

Al ser un material liviano como conse-
cuencia de una baja DA, no hubo diferencias
estadisticas (p>0,05) entre métodos en los valores
de PT, CA y CS, con variaciones < 1% entre CA
y de < 1,5% en PT (Tabla 1). Esto demuestra que
los 3 métodos son fiables para evaluar dichas
variables. La PT promedio de los 3 métodos
(91,5%) incluyo el volumen total de poros (macro-
pOros, mesoporos, microporos y ultramicroporos)

correspondientes a los componentes promedio de
aireacion (15,64%) y de agua (75,91%).

Cuando el sustrato alcanzd progresiva-
mente la saturacion, el aire que ocupaba los
poros grandes entre particulas fue desplazado
por el agua, la cual posteriormente drena por
efecto de la gravedad mediante desalojo pro-
gresivo de los macroporos, y asi nuevamente al
aire pasa a ocupar dichos poros, hasta cesar el
drenaje. En ese momento, el agua almacenada a
capacidad de contenedor (f..) en los mesoporos,
microporos, ultramicroporos, alcanzd un prome-
dio de 75,91%.

Para realizar un buen manejo del riego
es importante el equilibrio entre capacidad de
aireacion y retencion de agua, ya que facilita el
manejo del riego y minimiza los efectos de apli-
caciones deficientes o excesivas de agua. Para
determinar esta relacidn, se utilizan la curva de
liberacion de aire-agua en el sustrato (Figura 8),
la cual relaciona la succion de retencion del agua
(kPa) con el contenido de & (%) en el sustrato
(Soto 2018).

El dato de agua total almacenada en un
sustrato () no es suficiente informacion para
realizar un manejo eficiente del riego, y por
tanto se requiere conocer su distribucion en los
diferentes tipos de agua. Al respecto, el método
de caja de arena, comparado con los otros méto-
dos, permiti6 construir la curva de desorcion de
agua y de aire del sustrato desde .. (77,18%)
hasta 0p,,p (52,35%) y con ello determinar los
diferentes tipos de agua en el sustrato (Figura
2). De esta forma se obtuvo el AFD (23,62%)
para la planta almacenada en los mesoporos, el
AR (2,37%) que se aloja en los microporos y el
AND (51,28%) para la planta retenida con alta
succion en los ultramicroporos. Altos contenidos
de AND se presentan en sustratos muy finos, los
cuales, a pesar de retener mucha agua, la mayor
parte no es disponible para la planta, aunado a
una condicion de hipoxia que induce a la muerte
de las raices (Drzal et al. 1999, Gayosso-Rodri-
guez et al. 2018).
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Figura 8. Curva de liberacion de agua y aire de un sustrato de fibra de coco, evaluado mediante el método de "caja de arena".

Alajuela, Costa Rica, 2020.

La 6. de la fibra de coco (77,18%, Figu-
ra 8) fue superior al rango 6ptimo (50 - 70%)
segiin Ansorena (1994). El contenido de agua
total disponible (ATD= 25,9%) para la planta,
almacenada entre 0. (1 kPa) y 0,,,, (10 kPa)
se distribuy6o en AFD (23,6%= 0. - 05) y AR
(2,37%= 05— 0,)).

A continuacion, se describe la dinamica
de agua en la interaccion sustrato-planta-atmas-
fera segun una curva de liberacion de 6 y aire
obtenido por el método de caja de arena (Figura
8). Durante el proceso de saturacion del sustrato,
el agua desplazo el aire que ocupa los espacios
entre particulas (macroporos) hasta alcanzar la
saturacion completa. En este punto, el conte-
nido de agua es equivalente a la PT (92,25%)
y ocupo la totalidad de poros (macro, meso y
microporos y ultramicroporos), por lo que la CA
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es 0% mientras que el CS (7,75%) se mantuvo
constante.

Posteriormente, inicio el proceso de dre-
nado por efecto del potencial gravitacional (\yg),
el cual ces6 a un y, de 1 kPa, donde el total de
agua que qued6 almacenada correspondié a la
Occ (77,18%) con una CA de 15,13%. La 0. del
sustrato obtenida (77,18%) fue corroborada al
colocar 4 muestras testigo dentro de la caja de
arena, que drenaron libremente sin ser sometidas
a succion al aislarlas del contacto directo con el
lecho de arena silica. Dichas muestras mantu-
vieron un contenido de # ligeramente constante
(77,18%) al final de los 10 dias de evaluacion, el
cual fue muy similar al contenido de 0 obteni-
do en la fibra de coco (77,18%) con el método de
caja de arena (Figura 9).
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Figura 9. Evolucion del contenido de humedad de muestras de sustrato de fibra de coco después de saturacion y drenaje, sin
someter a succion en el método de caja de arena (n= 6).

A partir de la descripcion de la dindmica
del agua segtin la Figura 8, una vez que el drenaje
cesa y se estabiliza el contenido de 6 en el sustra-
to a O (77,18%), las plantas para extraer agua al
sustrato aplican una succioén por medio del flujo
de transpiracion desde las raices hasta las hojas.
Después del amanecer, conforme incrementa
la radiacion solar aumenta progresivamente la
demanda hidrica del cultivo y simultdneamente
el sustrato se seca poco a poco como resultado
de la extraccion que realiza la panta. Conforme
este proceso de transpiracién y secado avanza
durante el dia, la planta paulatinamente tiene que
ejercer cada vez mayor succion para abastecer el
flujo de transpiracion requerido. Sino se repone
agua mediante el riego, el y,, con que las particu-
las solidas retienen el agua aumenta gradualmen-
te hasta alcanzar el PMP, en el cual el agua no
es disponible para la planta (AND), ya que el y
con que las particulas sélidas retienen el agua es
superior al que la planta es capaz de ejercer para
extraer agua del sustrato (Noguera et al. 2000,
Martinez y Roca 2011, Gohardoust et al. 2020).

En el presente estudio, la 0. del sustrato
(77,18%) fue ligeramente superior al maximo
valor dentro del rango oOptimo (70%) segin

Ansorena (1994), del cual una alta proporcion es
AND (52,35%). Esto probablemente estuvo rela-
cionado con el hecho de que este sustrato posee
casi un 45% de particulas de tamafio inferior a 1
mm, de las cuales hay un 20% de particulas finas
< a 0,5 mm. La fraccion de tamafio de particu-
las comprendidas entre 0,1 y 1,0 mm es la mas
determinante en las propiedades fisicas de los
sustratos, lo cual consecuentemente se reflejo en
una retencion de 6 ligeramente superior al opti-
mo (Prasad y Chualain 2004, Anicua ef al. 2009).

No obstante, aunque la 0. de la fibra de
coco evaluada fue alta (77,18%), al mismo tiem-
po la CA (15,3%) fue optima, ya que se mantuvo
dentro de los rangos recomendados (15 a 30%)
seglin Ansorena (1994). La CA (macroporos) es
una caracteristica esencial en un sistema de cul-
tivos sin suelo, ya que el sistema radical tiene una
alta demanda de oxigeno debido a una alta activi-
dad metabolica y de crecimiento. Ademas, dicha
propiedad es lo que permite que un gran volumen
de raices de una planta pueda acomodarse en
un pequefio volumen de sustrato confinado en
un pequeno espacio en contenedor (Abad et al.
2004, Chamindu Deepagoda et al. 2013b).
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De acuerdo con lo investigado, cabe desta-
car que el paradigma de “sustrato ideal” es dificil
de obtener, sin embargo, es aceptable afirmar que
“no hay sustrato malo”, ya que si se conocen sus
caracteristicas fisicas, se puede implementar una
adecuada estrategia de manejo del riego adaptada
a las caracteristicas del sustrato y asi evitar pro-
blemas derivados de déficit o de excesos de riego.

CONCLUSIONES

No hubo diferencias entre los métodos
evaluados, en los valores de densidad aparente,
capacidad de aireacidon, contenido de humedad
a capacidad de contenedor, porosidad total y de
componente solido del sustrato de fibra de coco.
Por tanto, cualquiera de estos métodos podria
ser utilizado para determinar las caracteristicas
fisicas de un sustrato. No obstante, los méto-
dos de porometro y contenedor “in situ” por su
sencillez, practicidad y bajo costo serian muy
recomendables para utilizar a nivel de finca.
Sin embargo, estos no permiten la elaboracion
de la curva de liberacion de agua y de aire y la
determinacion de los diferentes tipos de agua en
el sustrato.

Por su parte, el método de caja de arena
tiene la ventaja adicional de que permite cons-
truir la curva caracteristica de desorcion de agua
y de aire y con ello determinar los diferentes
tipos de agua en el sustrato. Esta informacion
es util para disefiar diferentes estrategias de
manejo del riego, basado en la determinacion del
volumen de riego a partir de un porcentaje de
agotamiento del agua total disponible.
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RESUMEN

Introduccién. Trichoderma spp. posee
varios mecanismos para ayudar con la promo-
cién del crecimiento de las plantas: sintesis de
fitohormonas, produccion de vitaminas, solubili-
zacion de nutrientes, aumento de la captacion y
translocacion de nutrientes, mayor desarrollo de
la raiz y aumentos en la tasa metabdlica. Objeti-
vo. Evaluar la promocion del crecimiento de las
plantas de tomate inoculadas con cepas nativas
e importadas de Trichoderma spp. tanto a nivel
de invernadero como en campo. Materiales y
métodos. El ensayo se realizd en invernadero
y campo en setiembre del 2018, el suelo estaba
infestado con Fusarium oxysporum. Se utili-
zaron cepas de Trichoderma spp., aisladas de
productos comerciales (THU-01 y THC-02) y 2
cepas nativas (THM-03 y THM-04), se aplicaron
los tratamientos con una concentracion de 12 x
10° esporas.mL"! tanto a nivel de invernadero
en maceteras y en campo, con un tratamiento
testigo que era sin Trichoderma. En ambos expe-
rimentos se utilizd un disefio completamente
aleatorizado con 5 repeticiones por tratamientos.
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daniela.rodriguez@ucr.ac.cr
1 Universidad de Costa Rica, Laboratorio de Microbio-

logia Agricola, Area de Control Biologico, Centro de
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(® 0000-0003-0541-2488.
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ABSTRACT

Effect of inoculation with Trichoderma
on vegetative growth of tomato (Solanum
Iycopersicum). Introduction. Trichoderma has
several mechanisms to help with the promotion
of plant growth, these include: synthesis of
phytohormones, production of vitamins,
improved solubilization of nutrients, increased
uptake and translocation of nutrients, better root
development and increases in metabolism rate.
Objective. To evaluate the growth promotion
of tomato plants inoculated with native and
imported strains of Trichoderma spp., at
greenhouse level and in the field. Materials
and methods. The trial was carried out at
the greenhouse and field level in September
2018. Strains of Trichoderma spp. isolated from
commercial products (THU-01 and THC-02)
and 2 native strains (THM-03 and THM-04),
treatments with 12 x 109 spores.mL-! both at the
greenhouse level in pots and in the field, with a
control treatment that was without Trichoderma
spp. The following variables were evaluated: a)
height (cm), b) root length (cm), c¢) dry biomass

2 Universidad de Costa Rica, Liberia, Guanacaste,
Costa Rica.
(® 0000-0002-1139-2148.



48 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Se evaluaron las siguientes variables: a) altura
(cm), b) longitud de raiz (cm), c) biomasa seca (g)
y d) nimero de hojas. Resultados. Las plantas
de tomate inoculadas con las diferentes cepas de
Trichoderma spp., presentaron mayor cantidad
de hojas, longitud de raiz, altura y biomasa. Las
cepas 1. asperellum y T. asperelloides fueron
las que presentaron valores significativamente
mayores en la mayoria de las variables eva-
luadas. Conclusion. Existen cepas nativas de
la especie de Trichoderma que promueven el
crecimiento vegetal de las plantas de tomate
como llevar a mayor acumulacién de biomasa,
incremento de la altura, mas longitud de raiz y
nimero de hojas tanto a nivel de invernadero
como en campo; donde la mejor fue la especie de
T. asperrellum (nativa); no obstante, se obtuvie-
ron resultados similares con la especie importada
T. asperelloides.

INTRODUCCION

El uso de microorganismos multifuncio-
nales en simbiosis con el cultivo es esencial
para la intensificacion sostenible de los sistemas
agricolas, estos microorganismos habitualmente
habitan en la rizosfera de las plantas y mejoran
la resiliencia de los sistemas de cultivos, ya que
promueven el crecimiento de las plantas a través
de mecanismos directos e indirectos y ademas
incrementa la proteccion de las plantas contra
patogenos e insectos (Rouphael er al. 2017,
Lanna et al. 2021).

Muchas especies de Trichoderma han sido
estudiadas como un potente agente de control
biologico (Manandhar er al. 2019, Keswani et
al. 2016, Das et al. 2019) o bioestimulante (Fer-
nando ef al. 2018); ademas, son importantes para
aumentar crecimiento de las plantas (Sing et al.
2014), ya que tienen mecanismos de accion que
son muy similares a las rizobacterias promotoras
del crecimiento de las plantas (PGPR), tal como
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(g) and d) number of leaves. Results. Tomato
plants inoculated with the different strains of
Trichoderma spp., showed a better development,
by presenting a greater number of leaves, root
length, height and biomass. The 7. asperellum
and T. asperelloides strains were the ones that
presented significantly higher values in most
of the variables evaluated. Conclusion. There
are native strains of the Trichoderma species
that promote plant growth in tomato plants such
as leading to greater accumulation of biomass,
increased height, longer root length and number
of leaves both in the greenhouse and in the
field; being the best the species of 7. asperrelum
(native); however, similar results were obtained
with the imported species 7. asperelloides.

Trichoderma que puede influir positivamente
en la germinacion de las semillas, desarrollo y
rendimiento de grano debido a su produccion
de sustancias que promueven el crecimiento
y pueden mejorar la nutricion vegetal, debido
principalmente a la solubilizacion de fésforo que
sintetiza el acido indol-acético (Chagas et al.
2016, Prasad et al. 2020).

Se ha observado que la fertilidad de los
suelos tratados con algunas cepas de Tricho-
derma spp. se utilizan para el tratamiento de
semillas y suprimen significativamente el cre-
cimiento de microorganismos patoégenos de las
plantas, que mejora de estd manera, la tasa de
crecimiento de las plantas (Sidiquee et al. 2017).
El efecto podria ser particularmente fuerte en
términos de promocion del crecimiento de raices
y de los tallos mediante el aumento en longitud,
grosor, area foliar, contenido de clorofila, y ren-
dimiento (tamafio o nimero de flores o frutas)
(Ayyandurai et al. 2021). Estudios realizados
con diferentes especies con Trichoderma tanto
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a nivel de invernadero como de campo, en dife-
rentes cultivos como pepino, frijol, berenjena,
lechuga, pimiento y tomate (Gupta et al. 2014,
Sani et al. 2020), mani (Ayyandurai et al. 2021)
y el roble plateado (Umaschankar et al. 2012),
entre otros.

Se han propuesto varios mecanismos para
explicar la promocion del crecimiento de las
plantas asociada a especies de Trichoderma,
estas incluyen biosintesis de metabolitos secun-
darios, lo cual incrementa su actividad antago-
nista contra hongos fitopatdgenos y la capacidad
de promover el crecimiento de las plantas (Rami-
rez et al. 2018), como por ejemplo, produccion
de enzimas como xylanasa, celulasa y glucanasa
(Halifu et al. 2019); mayor solubilizaciéon de
nutrientes del suelo, aumento de la absorcion y
translocacion de nutrientes asi como mejora en
el desarrollo de la raiz, aumentos en la tasa del
metabolismo de los carbohidratos, fotosintesis y
mecanismos de defensa de las plantas (Nascente
et al. 2017).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de cepas nativas e importadas de Tricho-
derma spp. sobre la promocion del crecimiento
de las plantas de tomate tanto a nivel de inverna-
dero como en campo.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion

Invernadero. El ensayo se realizd en el
invernadero del Laboratorio de Microbiologia
Agricola del Centro de Investigaciones Agrono-
micas de la Universidad de Costa Rica se inicid
en setiembre del 2018, de acuerdo con la pro-
duccién del agricultor. Dentro del invernadero
se mantuvieron temperaturas de 28-30°C con
una humedad relativa constante entre 75-80%.
En esta parte se indculo el patdégeno Fusarium
oxysporum, para comparar los resultados con el
ensayo de campo.

Campo. El ensayo se llevo a cabo en sep-
tiembre del 2018, en la Finca Guadalupe ubicada
en Birrisito de Cartago (9.850294370330877,

-83.84484518660145), la cual tiene aproximada-
mente 2,80 hectareas cultivadas con tomate del
cultivar Mountain Fresh Plus (Estados Unidos)
y segun el historial de la finca ha presentado
durante muchos afios problemas con Fusarium
oxysporum.

Aislamientos fungicos. Se utilizaron
cepas de Trichoderma spp., aisladas de produc-
tos comerciales una un producto importado de
Estados Unidos (THU-01) y otra de Colombia
(THC-02) y las nativas (THM-03 y THM-04),
mediante el método de diluciones seriadas en
caja Petri, para lo cual se tom6 una muestra de
1 g del producto y se diluy6é en 10 mL de agua
destilada estéril hasta obtener diluciones de
102 y 103, De la ultima dilucién, se extrajo una
alicuota de 0,1 mL y se distribuyd homogénea-
mente sobre una caja Petri que contenia medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA). Estas se incu-
baron a 25+1°C por 5-6 dias en oscuridad y luego
4 dias con luz dia en una incubadora Digisystem
DK-500. Se utilizaron 10 cajas Petri por cada
producto comercial. Para la identificacion se
utilizd el método descrito por Gilchrist et al.
(2005), y las claves de identificacion propuestas
por Samuels et al. (2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientosde 7richodermaspp.evaluadosensuelo
con Fusarium oxysporum y sembrados con plantas
de tomate variedad Mountain Fresh Plus (US).

San José, Costa Rica. 2015.
Tratamiento  Origen Fusarium  Trichoderma spp.
oxysporum
THU-01 Estados F-01 T. guizhouense
Unidos
THC-02 Colombia F-01 T. asperellum
THM-03 Nativa F-01 T. asperelloides
THM-04 Nativa F-01 T. guizhouense
Testigo ~ -------- F-01 -

Ademas, se realizd la identificacion de
un patégeno que estaba presente en las plantas
de tomate en campo, de la siguiente manera las
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plantas se lavaron con agua corriente para eli-
minar el exceso de suelo presente en el tallo y
raiz, de estos tejidos se hicieron disecciones de
0,5 cm de la zona de avance de la enfermedad,
cada trozo se desinfectd con hipoclorito de sodio
al 2,5% por 2 min y posteriormente, se realizo 4
enjuagues con agua destilada estéril. Luego, cada
trozo se fracciono en secciones de aproximada-
mente 0,25 cm y se colocaron en cajas Petri con
medio de cultivo papa dextrosa agra (PDA). Los
aislamientos obtenidos se purificaron mediante
la técnica de punta de hifa descrita por Chairman
et al. (1978), la cual consiste en seleccionar la
punta de una hifa solitaria, cortarla, y transferirla
auna caja Petri. Se us6 medio de cultivo Komoda
(Komoda 1975), y se incubd por 2 o 3 dias.

Las diferentes cepas obtenidas, se identifi-
caron morfologicamente con base en el protocolo
del Fusarium Research Center de la Universidad
de Pennsylvania, desarrollado por Gilchrist ef al.
(2005) y las claves taxonomicas de Arikan et al.
(2001), se identifico el patdgeno como Fusarium
oxysporum (F-01), no sé identificaron las razas.

Ensayo a nivel de invernadero. El ensayo
a nivel de invernadero, se realizd con plantas de
tomate del cultivar Mountain Fresh Plus (US)
(Lopez 2017). Las semillas fueron sembradas en
sustrato Peat Moss (70% retencion de humedad)
previamente esterilizado en bandejas de plasti-
co negro con capacidad para 100 plantulas. La
bandeja permaneci6 durante 3 dias en un cuarto
oscuro (sin luz) a temperatura ambiente para
inducir la germinacion y posteriormente, se tras-
lado al invernadero durante 21 dias.

Luego, las plantulas fueron trasplantadas
(25 DDS) a macetas de 375 cm?® de volumen,
llenas con suelo de la Finca Guadalupe, ubicada
en Birrisito de Cartago. El suelo con caracteris-
ticas de un Typic Hapludands identificado en
el laboratorio del suelo y foliares del Centro de
Investigaciones Agronomicas de la UCR, fue
esterilizado a una temperatura de 121°C durante
60 min en una autoclave de uso industrial, por 2
dias consecutivos, para eliminar la mayoria de
organismos vivos.

Agronomia Costarricense 46(2): 47-60. ISSN:0377-9424 / 2022

Cada unidad experimental consistidé en 8
macetas dispuesta en un arreglo fila-columna de
4 x 2. La separacion entre filas fue de 30 cmy la
separacion de columnas fue de 30 cm.

Inoculacién del microorganismo benéfi-
co. Al dia siguiente del trasplante de las plantulas
de tomate a las macetas, se aplicaron los trata-
mientos con Trichoderma spp., para lo cual se
distribuyé 20 mL de una suspension de 12 x10°
esporas.mL! por maceta.

Ensayo a nivel de campo. Se realizé un
almacigo igual que en el ensayo en invernadero.
La unidad experimental consistid6 en 4 hileras
de 10 m de largo. Las hileras tenian una sepa-
racion de 1,2 con una distancia entre plantas
de 0,5 m para un total de 40 plantas por unidad
experimental.

Inoculacion del microorganismo bené-
fico. La primera aplicacion de Trichoderma spp.
se realiz6é inmediatamente después de la siembra.
Para esto, se diluyé 500 mL de una suspension
de 12 x 10° esporas.mL!, en 17,5 L de agua y se
aplico a cada lote de cada tratamiento (4 L.lote™!
aproximadamente), se utilizoé el método conven-
cional de aplicaciéon con bomba de espalda de
18 L, dirigido al sistema radical, mediante un
cubrimiento del suelo alrededor de las plantas
de tomate. Las aplicaciones se repitieron cada
15 dias durante el primer mes y luego una vez al
mes por los 2 meses siguientes del cultivo segun
cada tratamiento.

Disefio del experimento. Tanto a nivel de
invernadero, como a nivel de campo las unida-
des experimentales fueron dispuestas seglin un
diseno completamente aleatorizado con 5 repeti-
ciones por tratamiento.

Variables evaluadas. En ambos ensayos
se evaluaron las siguientes variables: a) altura de
planta (cm), b) longitud de raiz (cm), c) biomasa
seca (g) y d) nimero de hojas (todos los foliolos
de la hoja pinnada compuesta que tiene la plata
de tomate). Las variables fueron analizadas a
los 68 dias después de sembradas las plantas
(dds) de tomate para evaluar su etapa fisiologica
vegetativa.
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En el caso del ensayo de invernadero se
analizaron todas las plantas de tomate de cada
tratamiento. Mientras que, en ¢l caso de las
plantas de campo se tomd una muestra con el
patrén de muestreo en zig-zag de 8 plantas de
tomate por cada unidad experimental por cada
tratamiento.

Analisis de datos

Andlisis de varianza. Para contrastar la
hipotesis de igualdad de medias poblacionales
entre los distintos tratamientos, tanto en el
experimento a nivel de invernadero, como en el
campo, para cada variable se ajustd un analisis
de varianza, con un nivel de significacion (o)
igual a 0,05, segiin el modelo que se especifica
en la Ecuacion 1. Para cada modelo ajustado se
comprobo los supuestos mediante graficos diag-
noésticos (cuantiles de términos del error, grafico
de residuos y grafico de residuos vs predichos).
En las variables donde existio diferencias signi-
ficativas entre tratamientos se realizé una prueba
de separacion de medias con el procedimiento de
la diferencia minima significativa (DMS) de Fis-
her con un nivel de significacion (o) igual a 0,05.

Ecuacion 1
Yij =R+ T &

Donde
Yij= respuesta de la variable observada en la
j-ésima unidad experimental del i-ési-
mo tratamiento
H = media general de los tratamientos

Ti= efecto del i-ésimo tratamiento

€ij= término de error aleatorio

Todos los procedimientos se realizaron
con el programa estadistico Infostat version 2020
(Di Rienzo et al. 2020).

Contrastes lineales. Como los tratamien-
tos tuvieron una estructura que permitié agrupar-
los segun el lugar de procedencia se realizaron

contrastes para contrastar la igualdad de medias
de la variable respuesta seglin la procedencia de
las cepas. Se realizaron 3 contrastes. El primero
comparo la media de la cepa de Estados Unidos
contra la media de las cepas nativas. El segundo
compar6 la media de la cepa de Colombia con-
tra las medias de las cepas nativas. El tercero
comparo la media de la cepa de Estados Unidos
contra la media de la cepa de Colombia.

RESULTADOS

Todas las variables presentaron diferencia
significativa (p<0,05) en el ANDEVA, tanto a
nivel de invernadero como a nivel de campo. Las
medias y su separacion, para ambos experimen-
tos, se presentan en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Mediasyseparaciondemediasparalostratamientos
de Trichoderma spp. evaluados en condiciones
de invernadero.

San José, Costa Rica. 2018.

Tratamiento Variable
NH LR A BST
THM-03 27,94 40,04 105,34 70,04
THC-02 23,08 29,08 94,48 67,24
THM-04 18,7¢ 12,90 74,5¢ 52,78
THU-01 18,0¢ 16,1¢ 80,8¢ 44,6
Testigo 11,7° 10,9E 40,0P 19,70

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p>0,05) segtn la diferencia minima significativa
de Fisher. NH= nimero de hojas, LR= longitud de raiz (cm),
A= altura (cm), y BST= biomasa seca total (g).

THU-01= T. guizhouense-USA, THC-02= T. asperellum-
Colombia, THM-03= T. asperelloides-CR y THM-04= T.
guizhouense-CR./ Means with a common letter are not
significantly different (p>0,05) according to Fisher's least
significant difference. NH= number of leaves, LR= root
length (cm), A= height (cm), and BST= total dry biomass (g).
THU-01= T. guizhouense-USA, THC-02= T. asperellum-
Colombia, THM-03=T. asperelloides-CR and THM-04= T.
guizhouense-CR.
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Tabla 3. Mediasyseparaciondemediasparalostratamientos
de Trichoderma spp. evaluados en condiciones
de campo.

Cartago, Costa Rica. 2018.
Tratamiento Variable
NH LR A BST

THM-03 116,04 90,14 175,94 204,54
THM-04 61,68 36,58 144,68 182,48
THC-02 59,9¢ 48,88 141,5¢ 231,5¢
THU-01 33,0P 47,5¢ 147,99 166,4P
Testigo 31,1E 17,2P 78,0F 133,6F

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0,05) segun la diferencia minima significativa
de Fisher. NH= nimero de hojas, LR= longitud de raiz (cm),
A= altura (cm), y BST= biomasa seca total (g).

THU-01= T. guizhouense-USA, THC-02= T. asperellum-
Colombia, THM-03= T. asperelloides-CR y THM-04= T.
guizhouense-CR. / Means with a common letter are not
significantly different (p>0,05) according to Fisher's least
significant difference. NH= number of leaves, LR= root
length (cm), A= height (cm), and BST= total dry biomass (g).
THU-01= T. guizhouense-USA, THC-02= T. asperellum-
Colombia, THM-03= T. asperelloides-CR and THM-04= T.
guizhouense-CR.

Numero de hojas. Con base en los resul-
tados obtenidos en el ensayo de invernadero para
la variable nimero de hojas por planta, se puede
observar que no hubo diferencias significati-
vas entre tratamientos que contenian la misma
especie de Trichoderma, ya sea T. guizhouense,
T. asperelloides o T. asperellum, pero si entre
especies, donde T asperelloides y T. asperellum
tienen, en promedio de medias, el mayor nimero
de hojas por planta (THM-03 con 27,9 y 23,0
para THC-02) (Tabla 2).

Por el contrario, en el ensayo a nivel de
campo al evaluar las diferentes variables en cada
uno de los tratamientos a los 68 dds se observaron
diferencias significativas (p<0,05), en el nimero
de hojas, destacandose el tratamiento THM-03
como el mejor, con un promedio de medias de
116 hojas, mientras que los demds obtuvieron
61,6 THM-04; 59,9 THC-02; 33,0 THU-01 y el

Agronomia Costarricense 46(2): 47-60. ISSN:0377-9424 / 2022

testigo con la menor cantidad de hojas por planta
(promedio de medias 31,1) (Tabla 3).

Longitud de raiz. En el caso de la longi-
tud de raiz (Tabla 2) a nivel de invernadero, las
plantas tratadas con la cepa nativa 7. asperelloi-
des (THM-03) mostraron una longitud de raiz
significativamente mayor (promedio de medias
40,0 cm) en comparacion con la cepa de Colom-
bia que obtuvo un 29,0 cm de longitud. Ademas,
las 2 cepas de T. guizhouense (THU-01 y THM-
04) obtuvieron en promedio de medias 16,1 cm
y 12,9 cm respectivamente de longitud de raiz.
Hubo diferencias significativas entre los trata-
mientos y el testigo.

No obstante, en cuanto al ensayo a nivel
de campo la variable longitud de raiz, se mantu-
vo una mayor longitud radical con el tratamiento
THM-03 con un promedio de medias de 90,1 cm;
mientras que los demas tratamientos obtuvieron
47,5 cm THU-01 (7. guizhouense-USA), 36,5
cm THM-04 (T. guizhouense-CR) y 48,8 cm
THC-02 (T asperellum) y el testigo 17,2 cm de
longitud de raiz en promedio de medias (Tabla 3).

Altura. En la variable altura de planta del
ensayo a nivel de invernadero (Tabla 2), el trata-
miento THM-03 de 7. asperelloides (cepa nativa)
presentd la mayor altura de las plantas con un
promedio de medias de 105,3 cm, seguida por
la cepa de Colombia (THC-2) con un 94,4 cm.
Los 2 tratamientos con 7. guizhouense (THU-1 y
THM-4) mantuvieron en promedio de medias de
altura muy similares: 80,8 cm y 74,5 cm, mien-
tras que el tratamiento testigo fue el que mostro
una menor altura con un promedio de medias de
40,0 cm, lo que evidencia que si existieron dife-
rencias significativas (p<0,05) entre las plantas
de tomate que son tratadas con las diferentes
especies de Trichoderma.

A nivel de campo en comparacion al
ensayo de invernadero se mantiene en la variable
altura (Tabla 3), ya que el tratamiento THM-03
obtuvo la mayor altura de las plantas en compa-
racion con los demas tratamientos y el testigo,
aspecto que evidencia que si existen diferencias
significativas (p<0,05) entre las plantas de toma-
te que son tratadas con las diferentes especies de
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Trichoderma. Las plantas de tomate de los dife-
rentes tratamientos mostraron, en su mayoria,
una mejor apariencia en el desarrollo y vigor en
comparacion con las plantas testigos.

Biomasa seca. Para la biomasa seca total
por planta (Tabla 2), hubo diferencias significa-
tivas (p<0,05) entre los tratamientos y el testigo.
Los pesos secos elevados se obtuvieron con los
tratamientos que contenian 7. asperellum (THC-
02) y T. asperelloides (THM-03) con 70,50 g
y 64,80 g en promedio, mientras que los trata-
mientos THU-01 y THM-04 (T. guizhouense)
presentaron en promedio 43,50 gy 51, 80 g y el
testigo con el menor promedio de biomasa seca
(20,30 g).

Sin embargo, a nivel de campo se evaluo
la biomasa seca total por planta (Tabla 3), donde
se observan diferencias significativas (p<0,0001)
entre los tratamientos y el testigo. Los mayores
pesos secos se obtuvieron con los tratamientos
que contenian 7. asperellum (THC-02) y T. aspe-
relloides (THM-03) con 231,5 gy 204,5 en pro-
medio de medias, mientras que, los tratamientos
THU-01 y THM-04 (T. guizhouense) presentaron
en promedio de medias 166,4 gy 182,4 gy el
testigo con el menor promedio de medias de
biomasa seca (133,6 g), diferenciandose asi, los

ensayos de campo e invernadero en cuanto al
comportamiento de algunas de las cepas de 7ri-
choderma con referencia al testigo.

En cuanto a los analisis realizados de
contrastes de las medias de las variables seglin
la procedencia de las cepas a nivel de inverna-
dero (Tabla 4), se observo que existe diferen-
cia significativa entre la cepa de Trichoderma
importada de Estados Unidos (THU-01) y las
nativas (THM-03 y THM-04), con los promedios
de las cepas nativas siempre mayores para todas
las variables analizadas como niimero de hojas,
largo de raiz, altura y biomasa seca. Por ejemplo,
en el nimero de hojas en promedio las cepas
nativas tuvieron 5,26 hojas mas que la cepa de
Estados Unidos, al comparar las nativas con la
colombiana se observd que en promedio tuvo
0,06 hojas mas y por tltimo, la cepa de Colombia
en promedio tuvo 5,2 hojas mas que la cepa de
estados Unidos. Sin embargo, se observo que la
cepa colombiana (THC-02) mostrd en el resto
de variables mejores resultados que las cepas
nativas. En cuanto al largo de raiz THC-02 tiene
en promedio 2,29 centimetros (cm) mas que las
cepas nativas. En el caso de la altura en prome-
dio fue 4,52 cm con respecto a las nativas y el
promedio de la biomasa fue 6,13 gramos mas.
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Tabla 4. Contrastes y estadisticos asociados para las variables evaluadas en condiciones de invernadero.

San José, Costa Rica. 2018.

Variable Contraste EST EE F gln gld p-valor
NH USA vs Nativas -5,26 0,79 44,53 1 20 0,0001*
Colombia vs Nativas -0,06 0,79 0,01 1 20 0,9402
USA vs Colombia -5,2 0,86 36,27 1 20 0,0001*
USA vs Nativas -10,43 1,16 80,14 1 20 0,0001*
LR Colombia vs Nativas 2,29 1,11 4,29 1 20 0,0531
USA vs Colombia -12,72 1,48 74,17 1 20 0,0001*
USA vs Nativas -9,09 4,55 3,99 1 20 0,0612
A Colombia vs Nativas 4,52 2,3 3,86 1 20 0,0652
USA vs Colombia -13,61 4,27 10,16 1 20 0,0051*
USA vs Nativas -16,73 2,48 45,63 1 20 0,0001*
BST Colombia vs Nativas 6,13 2,48 6,12 1 20 0,0235*
USA vs Colombia -22,85 2,71 70,99 1 20 0,0001*

*Diferencia significativa entre medias (p<0,05), EST = diferencia promedio estimada, EE = error estandar de la diferencia
de medias, F = valor del estadistico F calculado, gln = grados de libertad del numerador, gld = grados de libertad del
denominador/ * significant difference between means (p<0,05), EST = estimated mean difference, SE = standard error of
the difference of means, F = calculated F value, gln = numerator degrees of freedom, gld = denominator degrees of freedom.

Por su parte, los analisis realizados de
contrastes de las medias de las variables segun
la procedencia de las cepas a nivel de campo
(Tabla 5), demostraron que en promedio las
cepas nativas presentaron mas cantidad de hojas,

asi como centimetros de largo de raiz y altura
con respecto a las otras 2 cepas importadas,
a excepcion de la biomasa seca total pues en
promedio la cepa colombiana tuvo 38,03 gramos
mas que las cepas nativas.
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Tabla 5. Contrastes y estadisticos asociados para las variables evaluadas en condiciones de campo.
Cartago, Costa Rica. 2018.

Variable Contraste EST EE F gln gld p-valor
NH USA vs Nativas -55,8 0,49 13099,9 1 20 0,0001*
Colombia vs Nativas -28.9 0,52 3045,84 1 20 0,0001*
USA vs Colombia -26,9 0,24 12447,8 1 20 0,0001*
USA vs Nativas -15,83 1,22 169,62 1 20 0,0001*
LR Colombia vs Nativas -14,56 0,75 381,17 1 20 0,0001*

USA vs Colombia -1,27 1,17 1,17 1 20 0,2925
USA vs Nativas -12,87 0,86 222,47 1 20 0,0001*
A Colombia vs Nativas -18,71 0,62 908,19 1 20 0,0001*
USA vs Colombia 5,84 0,84 47,81 1 20 0,0001*
BST USA vs Nativas -27,09 1,4 374,92 1 20 0,0001*
Colombia vs Nativas 38,03 1,82 437,3 1 20 0,0001*
USA vs Colombia -65,12 1,55 1754,91 1 20 0,0001*

*Diferencia significativa entre medias (p<0,05), EST = diferencia promedio estimada, EE = error estandar de la diferencia
de medias, F = valor del estadistico F calculado, gln = grados de libertad del numerador, gld = grados de libertad del
denominador/ * significant difference between means (p<0,05), EST = estimated mean difference, SE = standard error of
the difference of means, F = calculated F value, gln = numerator degrees of freedom, gld = denominator degrees of freedom.

Ademas, los resultados de invernadero y
campo mantuvieron los mismos resultados de
contraste entre las cepas, y se reportan como las
mejores las cepas nativas en la mayoria de varia-
bles y solo en el caso de la biomasa seca total la
cepa colombiana en promedio fue mejor.

DISCUSION

En los ensayos tanto a nivel de campo
como en invernadero en los resultados de bio-
masa seca total y altura de las plantas de tomate,
se obtuvo como mejores tratamientos los de T.
asperellum (THC-02) y T. asperelloides (THM-
03), aunque en la variable altura la mayoria de
los tratamientos estuvieron muy similares en
tamafio. Se ha demostrado que las aplicaciones
de Trichoderma spp. llevan a incrementos de
peso seco, el almidon, el azlcar total y soluble y
a reducir el contenido de azucares solubles en las
hojas de diferentes plantas (Adams et al. 2007,
Lamba et al. 2008, Shoresh y Harman 2008 a y
b, Shoresh et al. 2010). El nivel de promocion del

crecimiento inducido por las cepas de Trichoder-
ma puede ser bastante sustantivo; por ejemplo,
con la cepa THM-03 se logré un mayor promedio
de biomasa total en comparacion con las demas
cepas (USA-nativas). Es por ello, que un méto-
do para aumentar la eficiencia de fertilizantes
quimicos y disminuir la cantidad de fertilizantes
aplicados en la produccion agricola es el uso de
microorganismos que promueven el crecimiento
de las plantas (Spolaor ef al. 2016).

Al comparar los resultados de biomasa
tanto a nivel de invernadero como campo con
los obtenidos por Silva et al. (2020) en su estudio
realizado con soya donde las plantas tratadas
con un conjunto de 7. asperellum, mostraron
una biomasa de raices significativamente mayor
que las plantas control. Adicionalmente, en el
estudio realizado por Zhang et al. (2018) en el
cultivo de pastos determiné que el biofertilizante
de Trichoderma (9000 kg.ha') efectivamente
regula la quimica del suelo y las comunidades
microbianas, ya que impulsa sustancialmente
la biomasa vegetal aérea en comparacion con
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otros fertilizantes organicos que no contienen
Trichoderma.

Varios estudios han demostrado que diver-
sas cepas de 7. harzianum presentan la habilidad
de promover el crecimiento de las plantas, a tra-
vés del incremento en la absorcion de nutrientes,
que estimulan los factores de crecimiento tales
como IAA y GA3 y disminuyen los niveles de
etileno debido a la colonizacion de la raiz (Pra-
sad et al. 2017, Harman 2011). El incrementar los
niveles de TAA y GA3 es un mecanismo directo
por el cual, los agentes biocontroladores promue-
ven el crecimiento de las raices, el tallo y el area
foliar en plantas de tomate (Olowe ef al. 2022).

En ambos ensayos con las plantas de
tomate inoculadas con diferentes cepas de 7ri-
choderma en el caso de la longitud de raiz, las
plantas tratadas con la cepa nativa 7. aspere-
lloides (THM-03) mostraron una longitud de
raiz significativamente mayor en comparacion
con los demas tratamientos. La inoculacion de
las raices de plantas con Trichoderma resulta
en cambios en el desarrollo de las mismas, tales
como raices profundas, mas robustas y una
mayor cantidad de raices secundarias, lo cual
proporciona un mayor volumen de suelo para
la absorcion de nutrientes (Shoresh et al. 2010),
lo cual puede deberse a que ciertas especies de
Trichoderma poseen una estrecha asociacion con
las raices de las plantas o son endo6fitos comunes
de estas (Olowe et al. 2022).

La estimulaciéon de crecimiento y los
incrementos en productividad de cultivos aso-
ciados a inoculaciones con Trichoderma se han
observado en un amplio numero de especies de
plantas como clavel, rabanos, tomate, lechuga,
maiz, mani y frijol, entre otros (Gravel et al.
2007, Hoyos 2011, Gupta et al. 2014, Ayyandurai
et al. 2021). Se ha encontrado que aislamientos
de Trichoderma contribuyen al crecimiento lon-
gitudinal de las raices de maiz y algunos pastos,
que hacen que estos cultivos sean mas resisten-
tes a la sequia y enfermedades, ademas, se ha
observado que, en el caso del maiz, requiere
un 40% menos de fertilizantes nitrogenados en
relacion con las plantas que no estan inoculadas
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(testigo) (Harman ef al. 2004). La inoculacion de
plantas de tomate con 7. harzianum cepas FCCT
16 y FCCT 199-2, en particular aumentaron
significativamente el peso fresco de la raiz y las
plantas inoculadas con FCCT 16 mostraron el
mayor porcentaje de crecimiento de la raiz, ade-
mas, se sefialdo que todas las plantas inoculadas
mostraron mayor proliferacion de raices laterales
en comparacion con las plantas testigo (Bader et
al. 2020).

Existe evidencia de la capacidad de espe-
cies de Trichoderma para promover el crecimien-
to de las plantas, como 7. asperellum que se ha
descrito el modo de accion que es proveer salud
y mayor productividad (Calin ez al. 2019) y en el
caso de T. harzianum los modos de accion seria
mediante induccidn del crecimiento temprano de
las plantas (Eltlbany et al. 2019), incrementar la
germinacion de semillas de tomate y producir
acido harzianico (Vinale et al. 2013), ademas
de promover la produccion de hormonas en las
plantas para el crecimiento de raices y tallos
(Cai et al. 2015). Por ejemplo, en el ensayo con
plantas de maiz dulce a nivel de invernadero
con la cepa de Trichoderma T22 se obtuvo un
aumento en el crecimiento de raices y brotes con
un promedio del 66% mayor que el tratamiento
testigo (Bjorkman et al. 1998). Al igual que en
otro estudio de Zachow et al. (2010), Trichoder-
ma velutinum GI/8 aplicado como suspension de
esporas a plantulas de lechuga, mostré aumentos
significativos en la longitud de la raiz, el area de
la hoja, longitud y peso en comparacion con el
control no tratado.

Las plantas de tomate que se inocularon
con las diferentes cepas de Trichoderma mos-
traron un mayor desarrollo, ya que presentaron
una cantidad de hojas significativamente mayor
que el tratamiento testigo. Se observo que en el
caso del ensayo en invernadero los tratamientos
que contenian la misma especie de Trichoder-
ma no se diferenciaron, pero si entre especies
ya sea 1. guizhouense (THU-01 y THM-04), T.
asperelloides o T. asperellum, donde T. aspe-
rellum (THC-02) y T. asperelloides (THM-03)
tienen en promedio, ¢l mayor nimero de hojas
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por planta, sin embargo, un aspecto importante
es que las cepas nativas presentaron para todas
las variables valores mayores. Por el contrario,
en el ensayo de campo el tratamiento THM-03
(T. asperelloides) mostré una mayor cantidad
de hojas en comparaciéon con todos los demads
tratamientos. Si comparamos con los resultados
obtenidos por Sani et al. (2020) con plantas de
tomate donde con el tratamiento T4 (Carbon +
Trichoderma + 50% dosis de N-P-K) a los 60 dias
del cultivo obtuvo la mayor cantidad de hojas por
planta en promedio de 71,38 con una altura pro-
medio de 112,75 cm, con la reduccion del 50% de
la aplicacion de fertilizacion quimica.

Se ha demostrado que las aplicaciones de
Trichoderma spp. llevan a incrementos en el peso
seco, en los contenidos de almidon, azlcar total y
soluble y a reducir el contenido de aztcar en las
hojas de diferentes plantas (Friedman et al. 2019,
Lamba et al. 2008, Shoresh y Harman 2008 a y
b, Shoresh et al. 2010). Estudios realizados por Li
et al. (2018), mostraron que la cepa CHF 78 de T.
asperellum puede reducir la severidad del mar-
chitamiento de plantas de tomate por Fusarium
sp. y promover el crecimiento de las plantas, lo
que se puede atribuir a su capacidad para solubi-
lizar Ca,(PO,), y producir celulasas, sideréforos,
IAA, proteasas y quitinasas. Del mismo modo,
Trichoderma longipile y Trichoderma tomen-
tosum aument6 el area foliar entre un 58% a
un 71%, el peso seco en los brotes (91-102%) y
peso seco de la raiz (100-158%) de plantulas de
repollo en ensayos de invernadero (Rabeendran
et al. 2000).

El potencial uso beneficioso de microor-
ganismos para el desarrollo de cultivos, activi-
dades fisioldgicas y la acumulacion de nutrientes
tiene un fuerte atractivo en todo el mundo, espe-
cialmente porque es una tecnologia de bajo costo,
que es facil de aplicar y utilizar, no contamina, y
facilita la intensificacion sostenible de la agricul-
tura moderna en un contexto deseable (Silva et
al. 2020, Nascente et al. 2017, Singh et al. 2021).

De acuerdo con las cepas de Trichoder-
ma spp. aisladas si comparamos las nativas con
las importadas, se obtuvo que 7. asperellum de

Colombia, exponen resultados muy promete-
dores y semejantes a la cepa nativa de 7. aspe-
relloides, donde lo que se deberia de evaluar
es el beneficio con el costo de su importacion,
factor que es importante para el agricultor. Por
el contrario, se logro comprobar que no todas
las importaciones de productos bioldgicos van a
presentar excelentes resultados en los cultivos.
Estos resultados se pueden comparar con
la investigacion realizada por Konappa et al.
(2018), donde obtuvo un aumento significativo
en el crecimiento de las plantas de tomate y los
parametros generativos en las plantas tratadas
con T. asperellum. En otro estudio donde se
aislaron e identificaron especies de Trichoderma
de la rizosfera de plantas de Syringa oblata, con
una presencia de 4 especies: 7. pseudoharzianum
(n=46), T. afroharzianum (n=41), T. atroviride
(n=29), and T. asperelloides (n=21). Las especies
que presentaron excelentes resultados tanto en
funcién del biocontrol como en la promocion del
crecimiento fueron 7. afroharzianum T52 y T.
asperelloides T57 (Liu et al. 2020).

CONCLUSIONES

Existen cepas nativas de Trichoderma que
promueven el crecimiento vegetal de las plantas
de tomate en las variables evaluadas que aportan
mayor acumulacion de biomasa, incremento de
la altura, mas longitud de raiz y nimero de hojas
tanto a nivel de invernadero como en campo. Los
mejores resultados los presentd la especie de T
asperellum (nativa), no obstante, se obtuvieron
resultados similares con la especie importada 7.
asperelloides.
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MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD CONOCIDA COMO
PUDRICION SUAVE DEL FRUTO DE BANANO (Musa SP.) Y ALTERNATIVAS DE
CONTROL MICROBIOLOGICAS Y QUIMICAS A NIVEL IN VITRO"
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RESUMEN

Introduccién. La Pudricion Suave del
Fruto (PSF) es una enfermedad precosecha que
afecta a las musaceas. En renovacion de planta-
ciones, las pérdidas por esta enfermedad alcan-
zan desde 0,3 hasta 1,2 thalafio! de fruta.
Objetivo. Describir los sintomas de la PSF, a par-
tir de los agentes asociados para evaluar a nivel
in vitro posibles alternativas microbiologicas y
quimicas para su control. Materiales y métodos.
La descripcion de los sintomas, identificacion de
agentes asociados y pruebas de patogenicidad se
realizaron a partir del analisis de tejido enfermo
de frutos de 11 y 12 semanas de edad. El poten-
cial de 13 formulaciones comerciales de cepas
puras y mezclas de microorganismos, 4 formula-
ciones de cobre y una formulacion de yodo fue-
ron evaluadas contra los agentes asociados a la
PSF, mediante la metodologia del doble enfren-
tamiento. Se midio el didmetro menor y mayor
del anillo de inhibicidn, a las 24, 48 y 120 horas.

* Esta investigacion formo parte de la tesis de licen-
ciatura del primer autor.
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ABSTRACT

Identification of banana soft rot
associated microorganisms, and in vitro
evaluation of microbiological and chemical
control alternatives. Introduction. Fruit soft
rot, a preharvest disease, affects banana fruit. In
annual harvest plantations, its losses reach from
0,3 to 1,2 t.ha'lyear! of fruit. Objective. Identify
associated microorganisms, describe disease
symptoms, and evaluate in vitro microbiological
and chemical control alternatives. Materials and
methods. Symptom description, determination
of associated microorganisms and pathogenicity
tests were analyzed from diseased tissue. Using
double confrontation methodology, inhibition
potential of thirteen commercial formulations
of pure strains and mixtures of microorganisms,
four copper and one iodine formulations were
evaluated on disease associated agents. Minor and
major diameter of inhibition were measured at
24, 48 and 120 hours. Data ANOVA analysis was
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Se realiz6é un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%. Resultados. El agente asociado a PSF
fue aislado de tejido enfermo e identificado como
Erwinia chrysanthemi (Dickeya chrysanthemi).
Debido a que siempre fue aislada del tejido
enfermo, su patogenicidad se logré comprobar
mediante los postulados de Koch. Se presume
una participacion conjunta de Erwinia caroto-
vora (Pectobacterium carotovorum) debido a
que siempre fue asilada del tejido enfermo. El
mejor efecto antagonista in vitro sobre Erwinia
chrysanthemi se obtuvo con los microorganis-
mos Bacillus pumilus cepa QST2808 y Bacillus
subtilis cepa QST713. El mejor efecto in vitro de
las fuentes quimicas evaluadas se obtuvo con la
dosis completa y media dosis de sulfato de cobre
al 28,8%, y la dosis mas alta de Iodo-Etanol al
2,5%. Conclusién. Se logro identificar el agente
asociado a la enfermedad, ademas, se propo-
nen alternativas microbiologicas y quimicas con
potencial inhibitorio in vitro para considerarse
en pruebas de campo.

INTRODUCCION

La Pudricion Suave del Fruto (PSF) en
banano (Fruit soft rot), sindbnimo de Pudricion
Suave del Dedo, Pudre de Dedo y Dedo Podri-
do, es una enfermedad precosecha que afecta el
fruto. En Centroamérica y el Caribe, en parti-
cular Costa Rica, Trinidad y Tobago, Honduras,
Nicaragua y Panama (Stover y Simmonds 1987,
Guzman y Wang 1998, Thwaites et al. 1999). Fue
descrita en Costa Rica, Limon, existen registros
desde 1991 aunque se reporté baja incidencia.
La misma cobrd importancia a partir de 1994,
probablemente por la adopcion de la desflora en
campo y la renovacion de plantaciones (Villalta
et al. 2019). Se reportaron casos severos de inci-
dencia de esta en Matina y Pococi en 1995 y 1996
(Guzman y Wang 1998).
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made using LSD Fisher test. Results. Diseased
tissue associated agent was identified as Erwinia
chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi). Its
pathogenicity was proved by Koch'’s postulates.
It is also presumed that Erwinia carotovora
(sin. Pectobacterium carotovorum) has joint
participation in this pathosystem, since it was
always isolated from diseased tissue. The best
in vitro antagonistic effect was observed with
Bacillus pumilus strain QST2808 and Bacillus
subtilis strain QST713. Regarding to chemical
alternatives, the best in vitro effect was observed
with copper sulphide 28.8% complete dose,
followed by its half dose, and Ethabol iodine
30 ml.L'. Conclusion. Disease associated
microorganisms were identified, besides, there
is proposed microbiological and chemical
alternatives with in vitro potential that could be
considered in field trials.

Se reporta como una enfermedad entre las
que afectan el fruto, resultado final de las opera-
ciones productoras de banano, una vez sometido
a altas exigencias de calidad. La PSF constituye
una causa importante de rechazo de fruta en las
plantas empacadoras por dafios desde la produc-
cion (Guzman y Wang 1998). Se ha observado
que, en plantaciones comerciales de banano, a
partir del cuarto ciclo de produccion, la inciden-
cia alcanza entre 0,05 y 0,1%, que representa una
pérdida entre 36 y 72 kg de fruta.ha™'.afio”!. En
los proyectos de renovacion de plantaciones, la
incidencia va desde 0,1 a 7%, equivalente a 0,3 y
1,2 Ton de fruta.hal.afio!. La cantidad de fruta
afectada por la enfermedad asciende cuando se
suman los frutos afectados indirectamente, como
resultado del goteo de los exudados de las pudri-
ciones y por el manejo operativo de las plantas



VARGAS-FERNANDEZ et al.: Pudricion en banano y alternativas de control 63

empacadoras, que preventivamente rechazan
fruta adyacente a los que presentan sintomas de
la enfermedad por el riesgo de maduracion pre-
matura (Villalta et al. 2019).

Las pudriciones bacterianas suaves en
Muséceas son causadas por especies del género
Erwinia (Gowen 1995). La PSF es atribuida a
Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthe-
mi)y Erwinia carotovora subsp. carotovora (Sto-
ver y Simmonds 1987, Choi et al. 1988, Samson ef
al. 2005, Snehalatharani y Khan 2010). En Costa
Rica, antes de 1998, se habia investigado esta
enfermedad lo requerido, sin embargo, estudios
contemporaneos a este trabajo han presentado
resultados sobre los agentes causales y algunos
factores que participan en el desarrollo de la
enfermedad (Guzman et al. 2017, Villalta et al.
2019). Debido a que la sintomatologia de las
enfermedades bacterianas es generalmente simi-
lar, se ha afirmado que varios organismos pueden
coexistir en una infeccion de este tipo (Gowen
1995), y en otros casos, estas bacterias afectan
también el pseudotallo y tejidos en descomposi-
cién de la planta de banano (Ramirez et al. 2014).

En relacion con las alternativas de control
de la enfermedad, las recomendaciones giran
alrededor de medidas sanitarias y culturales. Por
ejemplo, remover restos de la planta en descom-
posicién, minimizar heridas en los o6rganos de
la planta, desinfeccion de las herramientas que
se utilizan en las labores de calidad preventiva
de la fruta como apuntalar, embolsar, desmanar,
desdedar, desflorar y el deschire (Agrios 2005,
Martinez et al. 2000, Guzman et al. 2017), ade-
mas de la eliminaciéon en campo de frutos que
presentan sintomas aparentes, y la suspension de
las practicas de calidad preventiva en campo para
reducir su posible dispersion. La suma de las prac-
ticas de control propuestas no ha logrado, hasta el
momento, disminuir la incidencia de la PSF y las
pérdidas econdmicas que genera, por lo que se
hace necesario evaluar otras practicas de control.

La evaluacion in vitro de productos for-
mulados a base de antagonistas contra la PSF
es una alternativa poco estudiada en el pais. En
Cuba, en arcas afectadas por la pudricion del

pseudotallo causada por Erwinia sp; Jiménez y
Cordovés (1992), evidenciaron que especies ais-
ladas de la rizosfera de plantas de banano tenian
efecto antagonista in vitro contra aislamientos
de Erwinia chrysanthemi. En esta misma linea
de trabajo, se ha observado buen efecto antago-
nista de cepas de Bacillus subtilis (Goorani El
y Hassanein 2008). También, algunas cepas de
Trichoderma han sido evaluadas para el control
in vitro de bacterias y patdgenos de suclo que
generan pudriciones (Hoyos ef al. 2008). Obser-
vaciones similares fueron hechas por Nagaraj et
al. (2012) quienes encontraron niveles aceptables
de control sobre Erwinia con Bacillus subtilis y
Pseudomonas fluorescens.

Adicionalmente, se considera que las alter-
nativas quimicas podrian constituir herramientas
valiosas en un programa integrado de manejo de
la PSF. Dos alternativas quimicas con alto poten-
cial, cuyo efecto in vitro no ha sido estudiado en
nuestro pais, son el uso de compuestos cupricos
y desinfectantes a base de yodo. El cobre ha sido
descrito como uno de los fungicidas y bacterici-
das mas antiguos. El hidroxido cuprico, oxicloru-
ro cuprico, sulfato cuprico y el 6xido cuproso han
sido registrados en el control de enfermedades
causadas por hongos e infecciones bacterianas
(Ordax 2008, Arauz 2011). En Costa Rica, para el
control de Erwinia sp. en plantaciones de mango,
Coto y Wang 1995 obtuvieron buen control de
este patogeno a partir del Caldo bordelés (80%
Sulfato de Cobre) en aplicaciones foliares. Los
productos comerciales formulados con Iodo han
sido utilizados para el control de pudriciones
vasculares y marchitamiento en banano y pla-
tano, por lo que tiene un alto potencial para el
control de la PSF (Gomez et al. 2001).

El objetivo general de este trabajo fue
determinar los microorganismos asociados a
la enfermedad conocida como pudricion suave
del fruto de banano (Musa sp.). Dos objetivos
especificos fueron planteados, en primer lugar,
describir los sintomas de la Pudricion Suave del
Fruto (PSF) y adicionalmente, determinar alter-
nativas de control microbiologicas y quimicas a
nivel in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el 2016, en
Rio Frio (Latitud 10° 20’ N, Longitud 83° 57° O),
del canton de Sarapiqui. Las pruebas de labora-
torio se realizaron en el Laboratorio de Aguas y
Ensayos Biologicos de Standard Fruit Company,
en esta misma localidad, y en los laboratorios de
Fitopatologia y Técnicas Moleculares Aplicadas
a la Fitoproteccion del Centro de Investigacio-
nes en Proteccion de Cultivos (CIPROC), de la
Universidad de Costa Rica, Montes de Oca. Las
pruebas in vitro se realizaron en el laboratorio
de Microbiologia Agricola del Centro de Inves-
tigaciones Agronomicas, de la Universidad de
Costa Rica, Montes de Oca, y en el laboratorio
de Aguas y Ensayos Biologicos de Standard Fruit
Company de Costa Rica S.A. (Dole), Rio Frio,
Sarapiqui, Heredia.

Identificacion de los microorganismos
asociados a la PSF

Recoleccion de la muestra. Se recolectd
una muestra de 15 frutos enfermos, con el sin-
toma tipico de la enfermedad en planta empaca-
dora. La muestra estaba compuesta de fruta que
presentaba menos del 50% de tejido necrotico.
Se descartaron frutos que presentaban ruptura
de cascara para reducir las posibilidades de con-
taminacion por patégenos secundarios.

Procesamiento de la muestra. Los frutos
enfermos fueron lavados con agua desioniza-
da estéril y desinfectados con alcohol al 70%
durante un minuto y cloro al 1% durante un
minuto. Luego, fueron enjuagados 3 veces con
agua desionizada estéril para remover restos de
cloro y alcohol. Con ayuda de un bisturi esteri-
lizado, se realizé una incision rectangular en la
cascara, en la zona de avance de la enfermedad,
para exponer la pulpa del fruto. Posteriormente,
se utilizaron aproximadamente 10 g de pulpa y
se macerd en 90 ml de agua desionizada estéril,
en una bolsa plastica. Este macerado se incubd
durante 24 horas a 26+1°C y bajo condiciones de
oscuridad.
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Por medio de la técnica de diluciones
seriadas, se diluy6 el macerado hasta 10%. Cada
dilucioén se cultivo en platos Petri, con el medio
MacConkey. Finalmente, los platos Petri fueron
incubados durante 24 horas a 26+1°C y bajo
condiciones de oscuridad. Transcurrido este
tiempo, se observo el crecimiento microbiano
en cada plato.

Clasificacién y purificacion del creci-
miento microbiano. El crecimiento microbiano
fue clasificado de acuerdo con la morfologia de
la colonia bacteriana, por color, forma, super-
ficie y tipo de borde. Este procedimiento fue
llevado a cabo en medio Agar Tripticasa de Soya
(ATS). Cada morfotipo fue separado y purificado
para efectuarle las pruebas de patogenicidad e
identificacion.

Pruebas de patogenicidad. Este procedi-
miento se llevo a cabo bajo condiciones controla-
das de laboratorio, con fruta sana de 11 semanas
de edad, proveniente de plantaciones comerciales
con baja incidencia de la enfermedad. Los frutos
recolectados fueron lavados con agua desioni-
zada estéril y desinfectados con alcohol al 70%
durante un minuto y cloro al 1% durante un
minuto. Luego, fueron enjuagados 3 veces con
agua desionizada estéril para remover restos de
cloro y alcohol. Posteriormente, con ayuda de un
palillo de madera, previamente esterilizado, se
tomo una porcion de cada morfotipo bacteriano
y se inoculd en la fruta sana introduciéndolo
1 cm. La zona de inoculacion fue cubierta con
papel Parafilm. En total, se inocularon 10 frutos
por cada morfotipo. Diez frutos fueron utilizados
como testigos e inoculados con agua desionizada
estéril, mediante el mismo procedimiento.

Los frutos inoculados fueron colocados
en camara humeda a temperatura ambiente.
Se realizaron inspecciones, a las 24, 48 y 120
horas después de inoculacion, para determinar
la aparicion de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad. Posteriormente, para la identifica-
cion, se seleccionaron los morfotipos bacterianos
que manifestaron los sintomas caracteristicos de
la enfermedad.
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Identificacion de agentes causales de la
enfermedad. La identificacion de los agentes
causales se llevo a cabo a partir de los aisla-
mientos que resultaron positivos en las pruebas
de patogenicidad. A estos aislamientos se les
realizaron pruebas bioquimicas como la prueba
de crecimiento en medio Agar Papa Dextrosa
(PDA), rayado en discos de papa, prueba cata-
lasa, prueba oxidasa, prueba TSI y tincion de
Gram. Posteriormente, se realizoé la identifica-
cion de las bacterias segun el sistema BIOLOG
GEN III y la técnica molecular de secuenciacion
mediante la Reaccion en Cadena de la polimera-
sa (PCR), a partir de la region 16S del ARN.

El procedimiento para llevar a cabo la
identificacion mediante PCR, se realizo directa-
mente con muestras de las colonias en el plato de
cultivo, en el Laboratorio de Técnicas Molecula-
res aplicadas a la Fito proteccion del CIPROC,
de la Universidad de Costa Rica (UCR), como se
describe a continuacion.

Extraccion de acido desoxirribonucleico
(ADN). La extraccion de ADN se realiz6 a partir
de colonias frescas de las bacterias del plato de
cultivo, con el método CTAB (Murray y Thomp-
son 1985). El ADN fue cuantificado mediante
un espectrofotometro Bio Photometer Plus 6132
(Eppendorf) y se llevo a una concentracion final
de 80 ng.ul’.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa y
secuenciacion del ADN. La Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) se realiz6 con los ceba-
dores especificos para el gen ribosomal 16S:
27F (5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")
y 1492R  (5'-TACGGYTACCTTGTTAC-
GACTT-3"), descritos por Lane ef al. 1985, que
amplifican la secuencia total del gen.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pl, que consistian en 15,25 pl de agua
desionizada ultra pura, 2,5 pl de Buffer 10X
(1X), 2,5 pl de dNTPs (ImM), 1,25 pl de cada
cebador (0,5 uM) y 0,25 ul de DreamTaq DNA
Polymerase (1U/ul) (Fermentas©). Se utilizé un
control negativo que consistia en una reaccion
sin ADN. La reaccion de amplificacion se llevo
a cabo a partir del siguiente perfil térmico:

pre-desnaturalizacion inicial a 96°C durante 2
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturali-
zacion a 96°C durante 1 minuto, anillamiento
a 56°C por 1 minuto, extension a 72°C por 2
minutos, seguidos de una extension final a 72°C
durante 10 minutos.

El producto de PCR, de aproximadamente
1500 pares de bases (pb), se confirmdé mediante
electroforesis en gel de agarosa (0,8%), compa-
randolo con un marcador de peso molecular de
100 pb, Gene Ruler de Fermentas. El producto
de PCR se digirio con una endonucleasa llamada
Exonuclease 1 (Fermentas). La secuenciacion se
realiz6 al producto purificado de PCR a una con-
centracion de 50 ng.pl! por la empresa Macrogen
Inc; Corea. Se obtuvo secuencias en ambas direc-
ciones para cada muestra generada a partir de
ciclos fluorescentes, con un secuenciador modelo
3730XL (Applied Biosystems).

Alineamiento de las secuencias y ana-
lisis filogenéticos. La calidad de las secuencias
se confirmé con un alineamiento bidireccional y
por comparacion con los cromatogramas con el
programa Bio Edit (Hall 1999), se corto las ter-
minaciones 5’ y 3’ de las cadenas para facilitar el
alineamiento. Ademas, se utiliz6 la herramienta
informatica Basic Local Alignment Search Tool
(Blast) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), por sus siglas en inglés, a
partir del cual se comparé la secuencia generada
frente a las secuencias de la base de datos del
banco de genes (Gene Bank).

Descripcion de sintomas de la PSF. Se
realizaron inspecciones en planta empacadora
en racimos en edad de cosecha (11 y 12 sema-
nas) para determinar la presencia de frutos que
presentaran diferentes estados de desarrollo de
la enfermedad. Posteriormente, estos frutos fue-
ron observados minuciosamente en el laborato-
rio para determinar las similitudes entre ellos,
asi como la sintomatologia caracteristica de la
enfermedad. En campo, racimos de diferen-
tes edades fueron inspeccionadas para detectar
posible desarrollo de frutos enfermos en edades
tempranas.
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Evaluacion in vitro de 13 formulaciones
comerciales de microorganismos antagonis-
tas sobre Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi), agente asociado a la PSF. Se
utilizé la metodologia de doble enfrentamiento
(Chérif y Benhamou 1990). Cada unidad experi-
mental const6 de un plato Petri, con 4 discos de
papel filtro, 2 impregnados con el tratamiento y

2 con los controles, el positivo con agua destilada
y el negativo con un antibidtico (Gentamicina 1,2
ppm). En total 13 tratamientos y 10 repeticiones
por tratamiento. Los tratamientos fueron selec-
cionados segun el posible potencial antagonista
de los microorganismos incluidos en la formula-
cion de los productos ofrecidos en el mercado y
de acuerdo con la revision de literatura (Tabla 1).

Tabla 1.  Caracterizacion microbiologica de las formulaciones comerciales de cepas puras y mezclas de microorganis-
mos evaluados en las pruebas de antagonismo con Erwinia sp. La dosis corresponde a la recomendacion del
fabricante para uso en campo. UFC.ml"\. Unidades formadoras de colonias por mililitro de producto comercial.
*Informacion no disponible debido a que el producto esta registrado para uso diferente. **Informacion confidencial
del fabricante.

Tratamiento Composicion (segun etiqueta) Empresa suplidora UFC.ml"! Dosis
(segun
etiqueta)
T1 Serenade® Bacillus subtilis (cepa QST 713) Bayer 1,0 x 10" 1 L.ha'
T2 Sonata ® Bacillus pumilus (cepa QST 2808) Bayer 1,0 x 10° 1 L.ha'!
T3 BSLIN® Bacillus subtilis (cepa mog04) Laboratorio Dr. Obregon 1,0 x 10° 14,8 L.ha'!
T4 Actinel® Streptomyces griseoviridis Laboratorio Dr. Obregén 1,0 x 10'° 16 L.ha™!
T5 Biota Max Trichoderma (T. viridae, T. Tecnobac S.A. Trichoderma 2,5 57 g.ha’!
koningii, T. harzianum, T. x 10°
polysporum), Bacillus (B. subtilis, Bacillus 2,5 x 10°
B. laterosporus, B. licheniformis, P. polymyxa 5 x 10°
B. megaterium, B. pumilus),
Paenibacillus polymyxa
T6 Environoc Trichoderma sp; Saccharomyces Biodyne 1x108 1,6 L.ha™!
401 sp; Bacillus sp; Pseudomonas Costa Rica
sp; Lactobacillus sp; Yarrowia
sp; Rhodopseudomonas sp;
Cellulomonas sp.
T7 Magic Green  Streptomyces sp; Azospirillum sp; ~ Granja Avicola - 30 L.ha'!
Bacillus subtilis, Lactobacillus Santa Marta
sp; Nitrosomonas multiformis,
Streptococcus sp; Aspergillus
penicilloides, Mucor sp;
Trichoderma spp.
T8 Bactericida  Penicillium sp. Horizon Bioagro 2,5x 102 2 L.ha'!
Horizon
T9 Ultrazyme Lactobacillus sp. Cypher 3,6 x 107 3 kg.ha'!
T10 Terrabiosa Bacterias varias especies Agricola Piscis 5x10° 50 L.ha'!
Ti1 Ferbiol Bacterias lacticas Agricola Piscis 9,5 x 10° 10 L.ha'!
Levaduras 6,1 x 10°
Actinomicetos 2,0 x 10°
T12 Fruit wash Microorganismos benéficos Biowish - 2 kg.ha'!
T13 Environoc Bacillus sp; Candida ssp; Biodyne Costa Rica Sk 1,6 L.ha"!
501 Lactobacilus sp; Pseudomonas sp.;

Sacchromyces sp; Streptomyces sp.
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Los productos comerciales formulados a
base de microorganismos se enfrentaron a Erwi-
nia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi).
Se emplearon 10 repeticiones por tratamiento.
El enfrentamiento se llevo a cabo en platos Petri
en medio de cultivo Agar Nutritivo (AN) para 10
productos y Agar Tripticasa de Soya (ATS) para
los 2 restantes. En cada plato se rayo y distribuyo,
en 4 direcciones, con hisopos estériles, una sus-
pension igual al estandar Mc Farland #0,5, que
equivale a 1,5x108 UFC.ml"! de E. chrysanthemi.
Posteriormente, se prepard un volumen de 0,1 L
de la dosis proporcionada en la etiqueta del trata-
miento, del cual se tomd una alicuota de 7 mL y
se coloco en los discos de papel filtro. Los platos
Petri se colocaron en condiciones de oscuridad,
en una incubadora (Shelton Sm 16) a 26£1°C.

Se midi6 el didmetro menor y mayor del
anillo de inhibicion de cada tratamiento, a las 24,

Tabla 2.

48 y 120 horas. El analisis de los datos se realizo
mediante un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%, con el paquete estadistico InfoStat.

Evaluaciéon in vitro de formulaciones
de Todo y cobre sobre Erwinia chrysanthemi
(sin. Dickeya chrysanthemi). Se utiliz6 la meto-
dologia de doble enfrentamiento (Chérif y Ben-
hamou 1990). Cada unidad experimental consto
de un plato Petri, con 4 discos de papel filtro, 2
impregnados con el tratamiento y 2 con los con-
troles, el positivo con agua destilada y el nega-
tivo con un antibidtico (Gentamicina 1,2 ppm).
En total quince tratamientos y 10 repeticiones
por tratamiento. Los tratamientos consistieron
en formulaciones comerciales de cobre y yodo
ofrecidas en el mercado (Tabla 2).

Formulaciones comerciales de cobre y yodo evaluadas en las pruebas de antagonismo con Erwinia sp.

La dosis corresponde a la recomendacion del fabricante para uso en campo.

Tratamiento Descripcion/dosis Concentracion Dosis L.Ha™!
T1 Copper speed 100% CuS0O4 6% P/v 0,4
T2 Copper speed 50% CuSO4 6% P/v 0,2
T3 Copper speed 25% CuSO4 6% P/v 0,1
T4 Fulmicobre 100% Cu3(PO3)2 5% p/v 1
T5 Fulmicobre 50% Cu3(PO3)3 5% p/v 0,5
T6 Fulmicobre 25% Cu3(PO3)4 5% p/v 0,25
T7 Foliveex cobre 100% CuSO4 98% p/p 10
T8 Foliveex cobre 50% CuS0O4 98% p/p 5
T9 Foliveex cobre 25% CuSO4 98% p/p 2,5
T10 Nutricop 20 100% CuSO4 28,8% p/v 4
T11 Nutricop 20 50% CuSO4 28,8% p/v 2
T12 Nutricop 20 25% CuSO4 28,8% p/v 1
T13 Vanodine 5 ml.L"! Todo-Etanol 2,5% 0,125
T14 Vanodine 10 ml.L"! Iodo-Etanol 2,5% 0,25
T15 Vanodine 30 ml.L"! Todo-Etanol 2,5% 0,75
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Los productos comerciales formulados
a base de yodo y cobre se enfrentaron a E.
chrysanthemi. Se emplearon 10 repeticiones por
tratamiento. El enfrentamiento se llevd a cabo
en platos Petri en medio de cultivo Agar Nutri-
tivo (AN) para 10 productos. En cada plato se
rayo y distribuy6, en 4 direcciones, con hisopos
estériles, una suspension igual al estandar Mc
Farland # 0,5, que equivale a 1,5x10% UFC.ml"!
de E. chrysanthemi. Posteriormente, se prepard
un volumen de 0,1 L de la dosis proporcionada en
la etiqueta de cada tratamiento, del cual se tomo
una alicuota de 7 mL y se colocé en los discos
de papel filtro. Los platos Petri se colocaron en
condiciones de oscuridad, en una incubadora
(Shelton Sm 16) a 26+1°C.

Se midi6 el didmetro menor y mayor del
anillo de inhibicion de cada tratamiento, a las 24,
48 y 120 horas. El analisis de los datos se realizo
mediante un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%, con el programa estadistico InfoStat.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clasificacion y purificacién del creci-
miento microbiano. De la etapa de aislamiento
de la sintomatologia caracteristica de la PSF se
obtuvo como resultado 7 morfotipos bacterianos.
De estos, 3 morfotipos presentaron forma irre-
gular, bordes ondulados, superficie plana y colo-
racion parda o café claro, en medio MacConkey,
caracteristicos de enterobacterias como Erwina,
concordante con las observaciones de Guzman y
Wang (1998) en la identificacion morfologica de
Erwinia sp. Los 3 morfotipos fueron inoculados
en fruta para probar su patogenicidad.

Identificacion de los agentes asociados a
la PSF. Los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas realizadas concuerdan con lo encon-
trado por varios autores para el género Erwinia
(Tabla 3). Los 3 morfotipos tuvieron un resultado
positivo en las pruebas de crecimiento en medio
agar papa dextrosa (PDA), en agar nutritivo
(AN), y en discos de papa. Estas pruebas son
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positivas para los géneros de bacterias pectino-
liticas, osea que tienen la capacidad de producir
enzimas degradadoras de la pectina, como Erwi-
nia chrysanthemi'y Erwinia carotovora, que se
traduce en la degradacion de tejidos suculentos
en la planta (Cedefio ef al. 1990, Soriano et al.
2000, Ramirez et al. 2014). Se ha documentado
que estas pruebas son claves para determinar la
patogenicidad de Erwinia chrysanthemi (Beau-
lieu et al. 1993), y al respecto, Guzman y Wang
(1998), a partir de bacterias del género Erwi-
nia, obtuvieron resultados positivos para estas
pruebas.

Tabla 3. Caracterizacién bioquimica de los aislamientos
SFC2, SFC4 y SFC7, obtenidos del sintoma de la

Pudricion Suave del Fruto (PSF).

Prueba Resultado

Catalasa +
Oxidasa -

Rayado en discos de papa + desnaturaliza el tejido

TSI +A/A
Tincién Gram -
Crecimiento en PDA +
Crecimiento en AN +

Para los 3 morfotipos, la tincion Gram fue
Gram negativa, catalasa positiva, oxidasa nega-
tiva, y TSI positiva para la fermentacién de azu-
cares. Como sefiala la literatura, la gran mayoria
de bacterias fitopatogenas son Gram negativas
(Kunstmann et al. 2006, Ramirez et al. 2014),
por otra parte, en su trabajo, Ramirez et al. 2009,
sefalan en la caracterizacién bioquimica de bac-
terias del género Erwinia, que estas son catalasa
positiva y oxidasa negativa, ademads, describen la
capacidad de este género para fermentar azlca-
res, lo que resulta en el viraje del color del medio
de rojo a amarillo, en la prueba TSI.

Los morfotipos fueron analizados median-
te la técnica bioquimica BIOLOG GEN III y la
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técnica molecular de secuenciacion mediante
PCR. El resultado de ambas pruebas refuer-
za que los morfotipos SFC2, SFC4 y SFC7

Tabla 4.
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corresponden a Erwinia chrysanthemi (sin. Dic-
keya chrysanthemi) y Erwinia carotovora (sin.
Pectobacterium carotovorum) (Tabla 4).

Identificacion de los aislamientos SFC2, SFC4 y SFC7 mediante el sistema BIOLOG GEN III y secuenciacion

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de acuerdo con la amplificacion del ARN de la region 16S.

Aislamiento

BIOLOG GEN III

Secuenciacion mediante PCR

SFC2 Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum)
SFC4 Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum)
SFC7 Erwinia sp

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi'y Dickeya dadantii

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi

Con estos resultados se puede afirmar
que los agentes asociados a la PSF son Erwi-
nia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi y
Dickeya dadantii) y Erwinia carotovora (sin.
Pectobacterium carotovorum). Estos resultados
concuerdan con los agentes causales de las
pudriciones blandas descritos recientemente en
la literatura (Guzman et al. 2017, Villalta et al.
2019), que senalan a Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya dadantii), como el agente causal de
pudriciones blandas en banano. El hallazgo de
Erwinia carotovora (sin. Pectobacterium caro-
tovorum) podria sugerir la participacién conjunta
de este organismo, ya que siempre fue aislada
de los sintomas de la enfermedad y se logré
comprobar, mediante los postulados de Koch, su
patogenicidad.

Descripcion de los sintomas caracteris-
ticos de la PSF. Los sintomas de esta enferme-
dad se observaron en fruta verde, a partir de 6
semanas de edad y se acentuaron cuando la fruta
alcanz6 edad comercial alrededor de 11 semanas.
Los sintomas caracteristicos fueron manchas
acuosas debajo de la epidermis del fruto, que
desencadenaron areas necrosadas a lo largo del
fruto. Los sintomas iniciaron por lo general en
el extremo distal, que abarco aproximadamente
0,5 cm de radio. La enfermedad avanza paulati-
namente hasta llegar al pedinculo. Internamente,
en un estado avanzado, los tejidos de la pulpa se
degradan, producto de la acciéon enzimatica de
los agentes causales y presentan mal olor, que da
origen al sintoma tipico de una pudricion blanda
(Jeger et al. 1995, Guzman y Wang 1998, Guz-
man et al. 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas caracteristicos de la PSF en frutos individuales de 12 semanas de edad.
a. Necrosis externa en los tejidos de la cascara del fruto.
b. Aspecto de los tejidos internos de la pulpa de un fruto afectado por la enfermedad.

La enfermedad progresa rapidamente; al externa, seguido de un goteo de exudados hacia

término de 24 horas, la necrosis externa es evi- la fruta de manos inferiores y adyacentes que
dente ¢ internamente, la pudricion puede alcan- causa manchas, estrias y decoloraciones que
zar entre 1 y 2 tercios del fruto (Guzman y Wang convierten fruta en condiciones dptimas para ser
1998). En etapas avanzadas, los tejidos de la cas-  comercializada en fruta de desecho (Figura 2).

cara colapsan, producto de la pudricion interna y
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Figura 2. Sintomas caracteristicos de la PSF en racimos de 12 semanas de edad.

a. Fruto integro con necrosis caracteristica.

b. Fruto colapsado en la parte superior del racimo que genera goteo de exudados sobre fruta de manos inferiores y

adyacentes.

Pruebas de patogenicidad. Los 3 mor-
fotipos probados, fueron denominados SFC2,
SFC4 y SFC7, y reprodujeron los sintomas carac-
teristicos de la PSF. Los sintomas iniciales de la
enfermedad, pequefias areas de apariencia hime-
da en la cascara fueron observados 24 horas
después de la inoculacion y se extendieron hasta
alcanzar la totalidad del fruto, aproximadamente
120 horas después. Guzman y Wang (1998), en
su trabajo con Erwinia sp, sefialan que al cabo de

5 dias de inoculacion (120 h), se alcanzo6 un 90%
del fruto necrosado, dato que refuerza la rapidez
con que estos patdogenos afectan el fruto.

En este trabajo también se pudo constatar
lo expuesto por Guzman y Wang 1998 y Guzman
et al. 2017, quienes sefialaron que una vez obser-
vado el sintoma externo en la cascara del fruto,
los tejidos internos de la pulpa se encontraron
degradados y con apariencia acuosa (Figura 3).
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Figura 3. A. Aspecto de la pulpa de un fruto sano.
B. Aspecto de la pulpa de un fruto afectado por
la enfermedad.
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Efecto antagonista in vitro de trece for-
mulaciones comerciales de microorganismos
antagonistas sobre Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi). El diametro de inhibi-
cion sobre Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi) se observd a partir de 48 horas
después de la inoculacion. Como se indica en la
Figura 4, el mayor didmetro de inhibicion del cre-
cimiento de la bacteria fue obtenido con Bacillus
subtilis (cepa QST 713) y Bacillus pumilus (cepa
QST 2808), a las 120 horas. Ambos productos
lograron aproximadamente el doble del diame-
tro de inhibicion del resto de tratamientos. Con
el testigo positivo (agua destilada) y negativo
(Gentamicina 1,2 ppm), el didmetro de inhibicion
alcanzado fue 0 cm y 2,5 cm respectivamente.

El efecto de ambos tratamientos puede
deberse a que las cepas de las bacterias, B. sub-
tillis y B. pumilus, han sido seleccionadas por
su capacidad de antagonismo con patogenos de
plantas causantes de multiples enfermedades. La
literatura indica que entre un 4 y 5% del genoma
de ambas especies esta dedicado a la produccion
de antibioticos. Tienen el potencial para producir
mas de 2 docenas de moléculas antimicrobianas
diferentes, ademas de las enzimas liticas, celu-
lasas, proteasas, 1,4-B-glucanasas e hidrolasas,
las cuales contribuyen a la degradacion de las
paredes y membranas de las células del patogeno
(Baysal et al. 2013).
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Figura 4.

Inhibicion del crecimiento in vitro de Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi) debido al efecto antagonista

de los tratamientos a las 120 horas. Tratamientos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes

(LSD Fisher 0,05).

Observaciones realizadas por Sharga y
Lyon (1998), Reinoso et al. (2006), Nissen et al.
(2008), Goorani El y Hassanein (2008) y Matar
et al. (2009), indican la efectividad de ambas
bacterias en la inhibicion del crecimiento in
vitro de especies de Erwinia. Por otra parte, en
otros cultivos, se observo efecto inhibitorio por
parte de estas bacterias al probarse en el control
in vitro de 2 subespecies de Erwinia carotovora
subsp. atroseptica (Pectobacterium carotovo-
rum) y Erwinia carotovora subsp. carotovora
(Pectobacterium carotovorum), causantes de la
pudricion suave de la papa (Cladera et al. 20006).
Por otra parte, Rashid et al. 2013, lograron un
diametro de inhibicion de aproximadamente 2
cm con Bacillus subtillis en pruebas de control
biolégico in vitro contra Erwinia sp.

Se ha observado que los compuestos pro-
ducidos por Bacillus mantienen su actividad en
medios de cultivo hasta 8 horas después de pro-
ducidos, y su actividad in vitro aumenta luego de
24 horas de la inoculacién del microorganismo,
cuando este ha logrado establecerse en el medio

(Bottone y Peluso 2003). Lo anterior puede expli-
car que el efecto inhibitorio de los 2 tratamientos
comenzd a observarse después de las 24 horas
de inoculacion y el maximo se alcanzo a las 120
horas después, al terminar la fase de crecimiento
exponencial e iniciar la fase estacionaria de estos
microorganismos (Bottone y Peluso 2003).

Efecto de inhibicion in vitro de fuentes
comerciales de Iodo y cobre sobre Erwinia
chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi). El
crecimiento de E. chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi) se vio inhibido por las formula-
ciones de cobre y yodo. Los tratamientos que
mostraron mayor efectividad fueron la dosis
completa de Sulfato de Cobre 28%, media dosis
de Sulfato de cobre 28% y la dosis mas alta de
TIodo etanol 30 ml.L-' (Figura 5). Cabe resaltar
que la dosis mas alta de Iodo etanol tuvo un des-
empeio similar a las mejores fuentes de cobre.
Los resultados obtenidos pueden deberse a que
el Sulfato de Cobre (28% P/V) presenta un con-
tenido porcentual de cobre mayor a los demas
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tratamientos evaluados. Por otra parte, el Sulfato
de Cobre (98% P/V) no mostréo un desempefio
adecuado. A raiz de estos resultados, es necesa-
rio investigar la influencia de la concentracion
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cd

y naturaleza sélida o liquida de las fuentes de
cobre en la inhibicion sobre E. chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi).
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento in vitro de Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi) debido al efecto de los
tratamientos a las 48 horas. Tratamientos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes (LSD

Fisher 0,05).

El efecto observado se debe al efecto
bacteriostatico y bactericida descrito por la lite-
ratura para el lodo y el cobre (Gomez et al. 2001,
Ordax 2008, Arauz 2011), sin embargo, es impor-
tante determinar su uso potencial y la posible
fitotoxicidad en fruta causada por estas fuentes
de cobre y Iodo.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El agente asociado a la enfermedad PSF
fue aislado de tejido enfermo e identificado
como Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi).

Se presume que hay una participacion
conjunta de Erwinia carotovora (sin. Pectobac-
terium carotovorum), ya que siempre fue aislada
de los sintomas de la enfermedad y se logréd
comprobar, mediante los postulados de Koch, su
patogenicidad.
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El mejor efecto antagonista in vitro sobre
Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthe-
mi) se obtuvo con los microorganismos Bacillus
pumilus cepa QST 2808 y Bacillus subtilis cepa
QST 713.

Por parte de las fuentes quimicas, el mejor
efecto in vitro sobre Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi) se obtuvo con la dosis
completa y media dosis de Sulfato de Cobre al
28,8%, y la dosis mas alta de lodo-Etanol al 2,5%.

Se recomienda investigar el antagonismo
in vitro, a partir del incremento de formulaciones
comerciales de microorganismos antagonistas y
controladores biolégicos, para dar énfasis a pro-
ductos elaborados a partir de cepas puras.

Se recomienda investigar la influencia de
mas fuentes a base de cobre y yodo, de diferente
concentracion, de naturaleza solida o liquida
sobre la inhibicion de Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi).
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FRECUENCIAS DE APLICACION DE BIOPRODUCTO EN EL DESARROLLO Y
EL CONTROL DE ENFERMEDADES DE CAFETO

Yusdel Ferras-Negrin'”, Marianny Portal-Rodriguez?,
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RESUMEN

Introduccién. Los microorganismos efi-
cientes se han convertido en una practica comuin
como estrategia de manejo agricola sostenible
y han sido ampliamente usados con diferentes
propositos. Objetivo. Evaluar el efecto de fre-
cuencias de aplicaciones del bioproducto en el
desarrollo de cafeto y el control de enfermeda-
des en su primer ano de plantado. Materiales
y métodos. El experimento se desarrollo en la
Estacion Experimental Agro-Forestal en Jibacoa,
Villa Clara, Cuba. Se asperjo a 5 L.ha'l a una
concentracion del 2% con frecuencias: mensua-
les, bimensuales, trimestrales y un tratamiento
sin aspersiones (Control). Al afio de establecida
la plantacion se evalud a los cafetos: morfologia
(la altura, el diametro del tallo, el didmetro de
la copa), enfermedades (indice de infestacion
y de distribucion de la mancha de hierro y la
roya). Resultados. Con las aspersiones mensua-
les se manifest6 una tendencia de mejora en el
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ABSTRACT

Bioproduct application frequencies
effect on tree development and disease
control in coffee. Introduction. Efficient
microorganisms have become a common practice
among sustainable agricultural management
strategies and have been widely used for different
purposes. Objective. To evaluate the effect of
application frequencies of the bioproduct in the
development of coffee tree and the control of
diseases in its first year of planting. Materials
and methods. The experiment was developed
at the Agro-Forestal Experimental Station in
Jibacoa, Villa Clara, Cuba. It was sprayed
at 5 Lha' (2% concentration) with different
frequencies: monthly, bi-monthly, quarterly and
a treatment without spraying (Control). One
year after the plantation was established, the
coffee trees were evaluated: morphology (height,
stem diameter, crown diameter), diseases (rate
of infestation and distribution of iron stain
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desarrollo de los cafetos. Al asperjar mensual-
mente el bioproducto se disminuy6 en un 57,2%
y 45,8% el indice de infestacion y de distribu-
cion respectivamente de la mancha de hierro en
comparacion al control. En la roya la aplicacion
mensual y bimensual disminuyé en un 69,5% y
65,8% respectivamente el indice de infestacion y
en un 60,6% y 57,9% de igual manera el indice
de distribucion. Conclusiones. Las aspersiones
mensuales con del bioproducto es una alternativa
ecologica a emplear en el primer afio de plantado
el café al controlar la roya, la mancha de hierro
con una tendencia a mejorar el desarrollo de las
plantas.

INTRODUCCION

En Cuba es necesario incrementar los
niveles de produccion de café, por lo que es de
gran importancia la mejora de la fertilidad de los
suelos, el desarrollo de una agricultura sustenta-
ble con la maxima utilizacion de los recursos de
las fuentes renovables, y el empleo de los abonos
organicos (Fernandez et al. 2018).

Entre los factores que pueden afectar los
rendimientos del café, estd el manejo inadecua-
do en la aplicacion de fertilizantes sintéticos y
organicos. Segun Rosas et al. (2008) la nutricion
influye directamente en el tamafio y la cantidad
de los granos cosechados. Ademas, Indacochea
(2018) expresd que la roya (Hemileia vastratix
Berk & Br.) y la mancha de hierro (Cercospora
coffeicola Berk. & Curt) afectan al area foliar de
las plantas de café, disminuyen de esta manera su
capacidad fotosintética, su produccion y en ata-
ques fuertes ocasionan la muerte de las plantas.

Generalmente la roya ocasiona pérdida
de hojas y rendimientos de hasta el 50% y el
30% respectivamente, en algunas variedades
de Coffea arabica L. (Ramirez et al. 2020),
mientras que la mancha de hierro en la etapa de
almacigo puede causar defoliacion de la planta
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and rust). Results. Monthly application showed
a tendency to improve the development of
coffee trees. When sprinkling the bioproduct
monthly, the infestation and distribution index
of the iron stain decreased by 57,2% and 45,8%,
respectively, compared to the control. In rust,
the monthly and bimonthly application of
the decreased the infestation index by 69,5%
and 65,8%, respectively, and the distribution
index by 60,6% and 57,9%, in the same way.
Conclusions. Monthly sprinkling with is an
ecological alternative to be used in the first year
of coffee planting to control rust, the iron stain
with a tendency to improve plant development.

hasta del 90% y en plantaciones a libre exposi-
cion solar y con limitacion en la disponibilidad
de nutrimentos, puede causar pérdidas hasta del
30% en la cosecha (Rengifo ef al. 2000).

Es asi como el desarrollo y aplicacion de
agentes biocontroladores adquiere importancia
como alternativa en el desarrollo de una agricul-
tura sostenible, por sus efectos favorables en el
medio ambiente. Contrariamente la utilizacion
masiva de los productos convencionales para el
control de plagas es uno de los problemas mas
graves en materia ecologica, ya que el uso de
estos ha demostrado que perjudica a la flora, la
fauna, los recursos hidricos y la salud humana
(Rodriguez et al. 2018).

Por su parte, los microorganismos efi-
cientes (ME) comprenden una gran diversidad
microbiana representada por bacterias acido lac-
ticas, bacterias fotosintéticas, levaduras, acti-
nomicetes y hongos filamentosos con actividad
fermentativa. Tienen numerosas aplicaciones
agricolas (Tanya y Leiva 2019).

La tecnologia de ME ha sido investiga-
da, desarrollada y aplicada en diversos usos
agropecuarios y ambientales, en mas de 80
paises del mundo, entre ellos Cuba, que en los
ultimos afios ha desarrollado investigaciones
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relacionadas con la tematica de microorganis-
mos eficientes (Mesa 2020).

El uso de los ME como biofertilizantes
se ha convertido en una practica comln entre
las estrategias de manejo agricola sostenible.
De esta tecnologia surge una variada gama de
productos como los fertilizantes organicos fer-
mentados, abonos fermentados, biofermentos
y lactofermentos, asi como unas marcas regis-
tradas por la Estacion Experimental de Pastos
y Forrajes, Indio Hatuey, Cuba. El producto se
utiliza en la produccion y sanidad de vegetales,
en el tratamiento de residuales liquidos y solidos,
asi como en la produccion y salud animal (Tellez
y Orbera 2018).

La aplicacion quincenal del producto en
posturas de cafeto en una dosis de 2 ml.m incre-
mento6 en un 10,9% los pares de hojas verdaderas,
en un 19,4% la altura de las plantas, en un 22,9%
el area foliar y en un 32,4% la relacion masa
seca de la planta/ masa seca de la raiz (Alvarez y
Damiao 2018).

Tabla 1.
la investigacion (media de 3 muestras).

En Cuba atn son insuficientes los cono-
cimientos adquiridos sobre el empleo de ese
producto registrado en la caficultura y por tal
motivo esta investigacion se realizo con el obje-
tivo de evaluar el efecto de frecuencia de aplica-
ciones del bioproducto indicado en el desarrollo
de cafeto y el control de enfermedades en su
primer afio de plantado.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrollo desde agosto
del 2017 hasta agosto del 2018 en el banco de
semilla de la Estacion Experimental Agro-Fores-
tal de la localidad de Jibacoa a 340 msnm, per-
teneciente al municipio Manicaragua, provincia
Villa Clara, Cuba.

El area se caracterizd por tener sombra
predominante de guamo (/nga vera Wild.) y un
suelo Fersialitico Pardo Rojizo de baja fertilidad
(Tabla 1).

Caracteristicas agroquimicas del suelo Fersialitico Pardo Rojizo del area experimental en el momento que se desarrollo

Fosforo asimilable

Potasio asimilable

i ini Calcio (Ca™ Magnesio (Mg**
pH en cloruro de  Materia organica (P,0,) (K,0) ( ) g (Mg™)
potasio (pH KCI) (%)

mg 100 g de suelo Cmol kg de suelo
4,07 2,38 14,38 7,79 47 1,7

Para el establecimiento de las posturas
de cafeto (Coffea arabica L. var. Isla 5-4) se
hicieron hoyos de 30 cm de profundidad y 40
cm de ancho a un marco de plantacion de 2 m de
camellon por 1,50 m de narigon. En cada hoyo se
aplicaron 4,5 kg de abono orgénico y 58 gramos
de superfosfato triple el cual fueron mezclados
con el suelo en el momento de la plantacion. En
mayo del 2018 se fertilizo con la formula 7-14-7 a
la misma dosis que el superfosfato triple.

El bioproducto utilizado posee microor-
ganismos nativos, derivados de la introduc-
cion, adaptacion y diseminacion de la tecnologia

desarrollada en Japon, pais donde se ha utilizado
una mezcla de microorganismos eficientes como
biofertilizante, probidtico, antiséptico, y limpieza
de residuales liquidos de la agricultura y el turis-
mo. En Cuba se adopté mediante microorganis-
mos de estratos bajos de bosques no perturbados
0 poco intervenidos por personas y con sustratos
nacionales locales. La féormula fue generada en la
Estacion Experimental Indio Hatuey con marca
registrada por la Oficina Nacional de la Propie-
dad Industrial (Diaz et al. 2020). El experimento
se realizd con el lote IH-20 de indculo liquido
procedente de esta entidad.
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El bioproducto fue aplicado al follaje y al

suelo a razén de 5 L.ha'!, a una concentracion del
2% a partir del primer mes de establecida la planta-
cion (agosto) mediante los tratamientos siguientes:

€n un

No aplicacioén del bioproducto (Control).
Aplicacion mensual del bioproducto.
Aplicacion bimensual del bioproducto.
Aplicacion trimestral del bioproducto.

Los tratamientos estuvieron distribuidos
disefio de bloques al azar con 3 réplicas,

cada uno estuvo conformado por 21 plantas (3

sSurcos

con 7 plantas); al afio de plantado el café,

en 4 plantas centrales para evaluar lo siguiente:

4-

Enfermedades. Mancha de hierro (Cer-
cospora coffeicola Berk. & Curt.) y roya
(Hemileia vastatrix Berk & Br.). Se deter-
minod para cada una, el indice de infesta-
cion (%l1) y de distribucion (%ID) con el
uso de las metodologias citadas por Arafid
y Bustamante (2010) y Arané et al. (2017).

%IL =Y (A*B) / (N*K)*100

= Grado de la escala (Tabla 2 y 3)

= Cantidad de hojas afectadas por la
mancha de hierro en cada grado

= Numero de hojas evaluadas

= Ultimo grado de la escala

1- Altura (cm). Se midio desde la base del
tallo hasta el apice de la planta. %ID= (THA / THO) *100
2- Diametro del tallo (cm). Se midi6 a 5 cm
de la superficie del suelo. Donde
3-  Diametro de la copa (cm). Se midi6 de este THA = Total de hojas afectadas
a oeste y de norte a sur por las ramas de THO = Total de hojas observadas
mayor longitud y se promediaron.
Tabla 2. Escala utilizada para el indice de infestacion de la mancha de hierro.
Grado Descripcion del criterio
0 Hojas sanas
1 Hojas con 1-2 puntuaciones carmelitas, del 1-5% de la superficie foliar manchada
2 De 1-2 puntuaciones de 5-14 mm aproximadamente, 6-10% de la superficie foliar manchada
3 Hasta 3 manchas de 5-14 mm de didmetro aproximadamente 11-25% de la superficie foliar manchada
4 Del 26-35% de la superficie foliar manchada y de un 25-50% de defoliacion en la planta
5 Mayor del 36% de la superficie foliar manchada y mas del 50% de la planta defoliada
Tabla 3.  Escala utilizada para el indice de infestacion de la roya.
Grado Descripcion del criterio
0 Hojas sanas
1 Hojas con un cuadrante afectado por roya con un minimo de una pustula en cada hoja (1-5%)
2 Hojas con 2 cuadrantes afectados por roya con un minimo de una pustula en cada hoja (6-20%)
3 Hojas con 3 cuadrantes afectados por roya; como minimo cada hoja tendra 3 pustulas situadas cada
una en diferentes cuadrantes (21-50%)
4 Todas las hojas afectadas por roya, es decir, sus 4 cuadrantes; por tanto, cada hoja tendra como

minimo 4 pustulas distribuidas en los 4 cuadrantes (>50%)
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A los datos se les realizd la prueba de
normalidad y homogeneidad de varianza. La
comparacion de las medias se realizé mediante
la prueba de rangos multiples de Duncan con
un nivel de confianza del 95%. Los valores por-
centuales fueron transformados previamente al
analisis a arcosen Vp, y se muestran en la tabla
de los resultados los valores sin transformar. El
procesamiento estadistico de los datos se realizd
con el programa InfoStat version 1.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El bioproducto registrado, no tuvo una
influencia significativa sobre el desarrollo de
los cafetos, pero si se observo una tendencia de
mejora en la altura, el didmetro del tallo y el dia-
metro de la copa con las aplicaciones. Los valo-
res numéricamente mas bajos se identificaron en
el tratamiento que no se asperjo el bioproducto
mientras que los mas elevados se obtuvieron con
la aspersion mensual (Tabla 4).

Tabla 4. Influencia de las frecuencias de aplicacion del IHPLUS® en los indices morfologicos de las plantas de café (cm).
Tratamientos Atura Diametro del tallo Diametro de la copa
Sin aplicacion (Control) 79,92 1,73 89,54
Aplicacion mensual 83,08 1,84 97,79
Aplicacion bimensual 80,63 1,83 92,88
Aplicacion trimestral 82,00 1,82 96,63
CV. %. 8,38 9,73 9,91
E.E. 1,97 ns 0,05 ns 2,69 ns

" no significativo para p<0,05.

Los resultados indican que el producto
presento efectos sobre el desarrollo de las plantas
de cafeto en su primer aflo de plantado, pues se
minimizé6 por la cantidad de abono orgéanico y
fertilizante depositado en el hoyo en el momento
de la plantacion. Ferras et al. (2020) expresaron
que el efecto de la aplicacion de este bioproducto
podria ser marcado en funcion de la fertilidad de
los sustratos, ya que con su aplicacion obtuvieron
diferencias mas evidentes en el desarrollo de
posturas de café en sustratos con 3,53% de mate-
ria organica que en los que tenia un porcentaje
del 5,83%.

Adicionalmente se ha identificado que la
aplicacion de bioproductos incrementan la flo-
racion, el crecimiento y desarrollo de los frutos;
garantizan una reproduccion exitosa en las plan-
tas, mejoran la estructura fisica y la fertilidad
quimica de los suelos, suprimen a varios agen-
tes fitopatogenos causantes de enfermedades,
aumenta la actividad fotosintética, la absorcion

de agua y nutrientes en las plantas; reducen los
tiempos de maduracion de abonos organicos,
lo cual favorece distintas actividades agricolas
(Tanya y Leiva 2019).

Las aplicaciones del bioproducto expu-
sieron efectos beneficiosos y significativos en el
control de la mancha de hierro. Cuando fueron
evaluadas, para cada mes hubo evidencia de
que disminuy6 en un 57,2% y 45,8% el indice
de infestacion y de distribucion respectivamen-
te de esta enfermedad en comparacion con el
tratamiento que no se le asperjo el bioproducto
(Figura 1A, B).

Entre las 3 frecuencias de aplicacion no se
evidenciaron diferencias en el indice de infesta-
cion y de distribucion de la mancha de hierro. A
medida que se hicieron més distantes las asper-
siones, hubo una tendencia de incremento de los
valores medios de estas variables, hasta no exis-
tir diferencias entre las aplicaciones realizadas
cada 2 y 3 meses con el control (Figura 1A, B).
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* Barra con letras iguales; sus medias no difieren entre si en la prueba de Duncan para p<0,05.

Segun Chagas et al. (1996) con la aplica-
cion de Bokashi mas microorganismos eficientes
redujeron significativamente la cantidad de hojas
enfermas con mancha de hierro en posturas de la
especie Coffea canephora cv. Conilon, y dismi-
nuyeron en un 96,64% el indice de distribucion
de esta enfermedad en comparacion al control.
Dichos autores asociaron esos efectos al mayor
vigor de las posturas tratadas lo que las hace
menos susceptible al ataque del patogeno.

Las aspersiones del bioproducto aplicado
en la presente investigacion mostré que se con-
trol6 la roya. Con su aplicacion todos los meses
y bimensual se obtuvieron resultados similares
y diferentes significativamente al tratamiento
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sin aplicacion. Estos tratamientos disminuyeron
en un 69,5% y 65,8% respectivamente el indice
de infestacion y en un 60,6% y 57,9% de igual
manera el indice de distribucion en comparacion
con el tratamiento sin aplicacion (Figura 2 A, B).

Cuando se distancio el periodo de aplica-
cién para una vez cada 3 meses, no hubo control
de la roya pues hubo indices de infestacion y
de distribucion similares estadisticamente al
tratamiento sin aplicacion (Figura 2 A, B). Se
corrobord lo expuesto por Tanya y Leiva (2019)
al citar que los ME inducen mecanismos de eli-
minacion de las enfermedades en las plantas, ya
que pueden inducir la resistencia sistémica de los
cultivos sobre ella.
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Estudio de Martinez et al. (2016) senala
que cuando asperjaron plantas de café con ME al
5% redujeron el indice de distribucion de la roya
en un 27,7%, mientras que en las no tratadas,
hubo incremento al 66,07%. Encontraron que
la severidad de la enfermedad disminuy6 en un
60,93% en las plantas asperjadas con el biopro-
ducto en comparacion a las que no lo recibieron.
Estos resultados indican el papel controlador de
los ME sobre la roya.

Segtin lo anterior, se evidencia que los
microorganismos eficientes tienen un efecto
positivo para el control de la roya. En cafetales
donde no se aplicaron bioproductos se encontra-
ron solamente troncos sin hojas ni brotes, mien-
tras que en aquellas parcelas tratadas se hallaron
cafetos verdes con muchos brotes para nueva
floracion (Schwentesius et al. 2014).

Lo resultados confirman que los ME pue-
den convertirse en un complemento importante
del manejo ecoldgico de enfermedades de los
cultivos al presentar potencialidades demostra-
das para la reduccion del empleo de productos
quimicos (Mesa 2020).

CONCLUSIONES

Las aspersiones mensuales son una alter-
nativa ecoldgica para emplear en el primer afio
de plantado el café, controlar la roya, y asimis-
mo, la mancha de hierro con tendencia a mejorar
el desarrollo de las plantas.
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RESUMEN

Introduccion. El establecimiento de culti-
vos de cobertura como Crotalaria spectabilis es
una practica agroecologica con multiples bene-
ficios agronomicos y ambientales. Objetivos.
Evaluar el efecto de 3 métodos de siembra de
C. spectabilis en café en el control de malezas,
acumulo de nitrégeno y fijaciéon de carbono.
Ademas, determinar el periodo de espera entre el
control de malezas y la siembra de C. spectabilis,
y la tolerancia de C. spectabilis a herbicidas post
emergentes. Materiales y métodos. El primer
experimento se realizé en Orosi, Costa Rica, en
el 2017. C. spectabilis fue sembrada mediante 3
métodos en medio de las hileras de siembra del
café. El segundo experimento se realizd en un
invernadero en Alajuela, en el 2018. Se aplico
glifosato, glufosinato de amonio y diquat sobre
potes llenos con suelo. Luego de 0, 4 y 8 dias
se sembrd C. spectabilis con y sin cobertura de
suelo. En el tercer experimento se sembraron
en potes semillas de C. spectabilis; cuando las
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ABSTRACT

Crotalaria spectabilis Roth as a cover
crop in coffee (Coffea arabica) and weed control.
Introduction. The establishment of cover crops
like C. spectabilis is an agroecological practice
with multiple agronomic and environmental
benefits. Objectives. To evaluate the effect of
3 C. spectabilis planting methods in coffee on
weed control, nitrogen accumulation, and carbon
fixation. Also, to determine the period between
weed control and C. spectabilis sowing, and
the tolerance of C. spectabilis to postemergence
herbicides. Materials and methods. The first
experiment was carried out in Orosi, Costa Rica,
in 2017. C. spectabilis was planted in between
coffee planting rows using three methods. The
second experiment was carried outin a greenhouse
in Alajuela, in 2018. Herbicides glhyphosate,
glufosinate ammonium, and diquat were sprayed
over pots filled with soil. C. spectabilis was
planted 0, 4 and 8 days after spraying, both
covered with soil and without cover. For the
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las plantas tenian 2, 3 y 4 hojas verdaderas se
aplicoé fluazifop-p-butil, cletodim y bentazo-
na, asimismo las mezclas fluazifop-p-butil +
bentazona y cletodim + bentazona. Resultados.
En Orosi, todos los tratamientos lograron una
reduccién de cobertura de malezas menor al
26%, en comparacion con el testigo. La tasa de
crecimiento relativo de C. spectabilis fue baja y
similar en las 3 metodologias de siembra. La acu-
mulacién de nitrogeno y la absorcion de CO, fue
mayor en el tratamiento de hileras tapadas (81,46
kg.ha! N'y 6,20 t.ha'! CO,, respectivamente). En
invernadero, no se observo un efecto negativo de
ningln herbicida sobre la germinacion ni el cre-
cimiento de C. spectabilis. Conclusion. Debido
a la competencia con las malezas, no fue posible
establecer C. spectabilis como cobertura en caf¢,
sin embargo el uso de los herbicidas evaluados en
invernadero permitieron controlar las malezas.

INTRODUCCION

Las malezas son plantas que interfie-
ren directa o indirectamente con el cultivo,
que causan disminuciones en los rendimientos
obtenidos por los sistemas agricolas (Salazar e
Hincapié 2005). Por este motivo se implementan
programas de control principalmente sintéticos,
que representan altos costos de inversion y que
pueden llegar a ser perjudiciales para el medio
ambiente. En el cultivo de café el uso de herbi-
cidas para el control de malezas es una practica
que se implementa afio con afio y representa un
porcentaje importante de los costos de inversion
(Sanchez y Gamboa 2004). En fincas de caf¢ de
Costa Rica, por ejemplo, el control de malezas
represento alrededor de un 13% del total de los
costos del paquete tecnologico durante la cose-
cha 2018-2019 (ICAFE 2019).

Los cultivos de cobertura son una alterna-
tiva para el manejo de malezas en plantaciones
de café de siembras nuevas porque evitan o
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third experiment C. spectabilis was planted in
pots, and when the plants had 2, 3, and 4 leaves,
the herbicides fluazifop-p-butyl, clethodim,
and bentazon, and the mixes fluazifop-p-butil
+ bentazon and clethodim + bentazon were
sprayed. Results. In Orosi, weed cover was
reduced in all treatments by less than 26%,
compared to the control. C. spectabilis relative
growth rate was low and similar in the 3 planting
methods. Nitrogen accumulation and carbon
absorption was highest in the covered rows (81.46
kg.ha! N and 6.20 tha! CO,, respectively).
In the greenhouse, no negative effect on seed
germination or plant growth of C. spectabilis
was observed by any treatment. Conclusion.
Due to weed competition, it was not possible to
establish C. spectabilis as a cover crop in coffee,
however herbicides evaluated in a greenhouse
could potentially control those weeds.

limitan el crecimiento de malezas sobre el suelo
al restringir el espacio de crecimiento de otras
especies que compiten por agua, luz y nutrien-
tes (Recalde et al. 2015). Ademas, favorecen el
ambiente microbiano del suelo, evitan o0 minimi-
zan la erosion, mantienen la humedad del suelo y
aportan nutrientes (Meschede et al. 2007).

En las fincas cafetaleras también se debe
invertir en la fertilizacion del café para abastecer
sus requisitos nutricionales. El nitrégeno es el
elemento cuya dosis de aplicacién recomendada
es la mas alta en el cultivo. La fertilizacion con
este elemento se considera muy importante para
el desarrollo vegetativo de las plantas de café
y comunmente es considerado como de mayor
impacto en la produccion. La dosis de aplicacion
varia entre los 150 y 350 kg.ha! (Molina 2001,
Chaves 2008, Bertsch 2009). Consecuentemente,
el establecimiento y posterior corta de cultivos de
cobertura puede ser utilizado como abono verde;
estas son practicas comunes en produccion agro-
ecologica de café. El uso de plantas de la familia
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Fabaceae, también llamadas leguminosas, en
asocio con el cultivo permite complementar la
fertilizacion al impulsar la fijacion biologica
de nitrégeno debido a su asociacion simbioti-
ca con microorganismos del suelo, como por
ejemplo diversas especies del género Rhizobium
(Guzman y Alonso 2008, Silva et al. 2013).

La produccion de café emite altas cantida-
des de carbono que se dan principalmente pro-
ducto de la fertilizacion nitrogenada y durante la
fase de beneficiado, las cuales afectan el ambien-
te al incidir directamente en la emision de gases
de efecto invernadero (Segura y Andrade 2012).
En los ultimos afios se han iniciado esfuerzos
por parte de gobiernos, ademas de instituciones
publicas y empresas privadas, mediante los cua-
les se busca incentivar a las empresas agricolas
a implementar medidas que reduzcan y com-
pensen las emisiones de carbono y alcancen la
mencioén de carbono neutral. Las empresas que
demuestren neutralidad de carbono recibiran una
certificacion que les permitira acceder a mejores
mercados por destacarse en la mitigacion del
calentamiento climatico y la proteccion de la
biosfera (ICAFE 2015).

Con la utilizacion de coberturas en el
cultivo de café se podria encontrar una compen-
sacion para las emisiones de carbono, pues el
tejido de las plantas de cobertura se convierte en
biomasa potencial para el secuestro temporal de
carbono. Al descomponerse el tejido de la cober-
tura se aumenta el contenido de carbono orgéni-
co en el suelo (Martins et al. 2015), sin embargo,
la mayor parte del carbono vuelve a la atmdsfera
una vez que estas plantas son cortadas. Cuando
los residuos de la planta de cobertura son incor-
porados, las fracciones de carbono orgéanico en
el suelo aumentaran significativamente mas que
cuando se les deja sobre la superficie (Wang et
al. 2015). Hu et al. (2016), por su parte, mencio-
nan que se presenta un mayor aporte de carbono
organico al suelo por parte del sistema radical
que de la parte aérea, esto precisamente por su
condicion de encontrarse bajo el suelo.

Diferentes especies del género Crotalaria
se han convertido en plantas promisorias para su
utilizacion como cobertura viva en el cultivo de
café. Su uso busca implementarse de modo que
resulte efectivo en el manejo de malezas y ade-
mas favorezca las caracteristicas fisicas y de fer-
tilidad del suelo (Jiménez et al. 2005a). Ademas,
la produccion de biomasa por parte de Crotalaria
spectabilis puede ser importante para la fijacion
de carbono temporal cuando se tome en cuenta la
poblacion total de plantas por hectarea.

Uno de los puntos criticos para la imple-
mentacion de un sistema de Crotalaria spectabilis
como cobertura en entrecalles del cultivo de café
es la siembra. Para ello se deben considerar una
seric de aspectos que aseguren la realizacion
efectiva del establecimiento de la cobertura. Entre
esos aspectos se encuentra un adecuado control
inicial que asegure que dias después de la siembra
las plantulas de C. spectabilis se desarrollaran
en un escenario libre de interferencia. Ademas
del control inicial, en zonas cafetaleras ubicadas
a mas de 1200 msnm se debe también realizar
control de malezas varias semanas después de la
siembra de la semilla, debido a que le crecimiento
de las malezas es mas rapido que el de C. specta-
bilis en sus estados iniciales.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de 3 distintos métodos de siembra de C.
spectabilis en el control de malezas, el acimulo
de nitrégeno y la fijacion de carbono. Sin embar-
g0, debido a que la competencia con las malezas
en campo y el dificil terreno dificultaron el esta-
blecimiento adecuado de la cobertura, se reali-
zaron 2 experimentos posteriores en invernadero
para determinar (1) el momento adecuado para
realizar la siembra de la semilla de C. spectabilis
después del control inicial de las malezas del
sitio con herbicida, sin que se presente afectacion
en la germinacion y (2) el efecto de herbicidas
posemergentes sobre plantas de C. spectabilis en
diferentes estados de desarrollo, con la finalidad
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de facilitar el establecimiento de futuras siem-
bras de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Como parte de este estudio se realizaron
3 experimentos. Entre agosto y diciembre del
2017 se llevo a cabo un experimento en una finca
cafetalera en Orosi, Cartago, Costa Rica, para
evaluar 3 metodologias de siembra de C. spec-
tabilis (Wolf Seeds, Brasil, germinacion 78%).
Luego, de diciembre 2017 a marzo del 2018, se
realizaron 2 experimentos en un invernadero de
la Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit
Moreno (EEAFBM), Universidad de Costa Rica,
en Alajuela, Costa Rica, para determinar el efec-
to de diferentes herbicidas en la germinacion o
crecimiento de C. spectabilis.

Experimento 1. Evaluacion de 3 meto-
dologias de siembra de C. spectabilis en lote
cafetalero

Sitio experimental. El trabajo fue llevado
a cabo en una finca cafetalera de Orosi, de Carta-
g0, en temporada lluviosa. El area experimental
fue de 3000 m? en un lote ubicado en las coor-
denadas geograficas 9°47°53”N y 83’50°29”°0,
a 1200 msnm y con una pendiente del 49%, sin
presencia de terrazas.

Las plantas de café eran del hibrido H15,
de 2 anos de edad, sembradas a 2 m entre hileras
y 1,5 m entre plantas (densidad de 3333 plantas.
ha™), sin sombra. El control de malezas previo a
la siembra de la cobertura se realiz6 con glifosato
(712 g i.a ha!) aplicado con un equipo del tipo
mechero, que no realiza aspersion. Trece dias
después de la aplicacion se realizd la siembra de
los tratamientos.

Descripcion de los tratamientos. Los
3 métodos de siembra de C. spectabilis entre
hileras de café fueron (1) siembra en 3 hileras
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o surcos tapadas con suelo luego de la siembra,
(2) siembra en 3 hileras o surcos sin tapar y (3)
siembra al voleo con un aplicador dorsal de gra-
nulados de mochila, accionado manualmente por
el operario (sembradora). El cuarto tratamiento
fue un testigo con libre crecimiento de malezas.

El primer tratamiento se sembr6 de forma
manual, para lo cual se calibré un uso de semilla
de aproximadamente 15 kg.ha™! 0 60 semillas por
metro lineal, segiin experiencias preliminares
realizadas por los autores. Las hileras se realiza-
ron con una herramienta manual, espaciadas 50
cm entre si, con una profundidad cercana a 1-1,5
cm en cada surco o hilera, y luego se taparon
con suelo.

El segundo tratamiento se sembrd con
una herramienta confeccionada con reglas de
madera en forma de cruz invertida, de 1,60 m
de largo y 1 m de ancho. Se fijaron en la seccion
paralela al suelo 3 recipientes, separados 50 cm
entre ellos, con agujeros de tamafio tal que se
pudiera dispensar 60 semillas por metro lineal o
15 kg.ha'! (Figura 1A). No se realizo surco previo
a la colocacion de la semilla, la cual fue distri-
buida sin ser tapada en disposicion de 3 hileras
sobre el suelo.

La siembra al voleo con sembradora se
realiz6 con dispensador dorsal de granos de la
marca Guarany (Figura 1B). La densidad de
siembra utilizada con la sembradora fue de alre-
dedor 12 kg.ha'! 0 75 semillas m. La sembrado-
ra fue regulada en su nivel 1 (agujero de salida
mas pequeflo) y se caminé a una velocidad de 0,4
m.s™! en las entrecalles de café.

A los 64 dias después de la siembra (dds),
debido al lento establecimiento de C. spectabilis
en todos los tratamientos, se realizd una corta
alta con cuchillo de las malezas que superaron
en altura a esta leguminosa, para favorecer su
crecimiento.
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Figura 1. Herramienta de madera (A) y dispensador de granulados (sembradora) (B) utilizados para la siembra de C. specta-
bilis como cobertura en plantacion de café. Orosi, Costa Rica. 2017.

Diserio experimental. Se utiliz6 un dise-
fio experimental de bloques completos al azar,
para lo cual se consider¢ la pendiente del lote. Se
establecieron 5 bloques y 4 tratamientos. Cada
unidad experimental fue de 15 m de largo por 10
m de ancho (150 m?) e incluy6 4 entrecalles.

Variables evaluadas

Porcentaje de cobertura. Se determind
el porcentaje de cobertura de C. spectabilis, y
de malezas de hoja ancha, familia Poaceae (poa-
ceas) y familia Cyperaceae (ciperaceas) con un
cuadrante de 1 m? colocado en 5 puntos en cada
unidad experimental. Las evaluaciones se reali-
zaron a los 23, 36, 49, 65, 79 y 93 dias después de
establecidos los tratamientos.

Tasa de crecimiento relativo. Se realiza-
ron muestreos destructivos al azar de 8 plantas
de C. spectabilis, dentro de cada unidad experi-
mental, en cada una de las fechas indicadas en la
variable anterior. Las plantas se dividieron por
tejidos (hoja, tallo, raiz), se colocaron de forma
separada en bolsas de papel, se secaron en una

estufa a 55°C durante 5 dias y se determiné el
peso seco por planta.

Se calculd la tasa de crecimiento relativo
segtin Di Benedetto y Tognetti (2016):

TCR =
(tz —t1)
TCR = tasa de crecimiento relativo
In=logaritmo natural

PS1 = peso seco de las muestras en t, (g)

PS2 = peso seco de las muestras en t, (g)

T1 = momento de muestreo 1 (dias después de
la siembra)

T2 = momento de muestreo 2 (DDS)

Absorcion de nitrégeno y de carbono. Se
tomaron muestras compuestas de tallos, hojas y
raices de C. spectabilis a los 93 DDS por cada
tratamiento. Estas muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de
Investigaciones Agronomicas de la Universidad
de Costa Rica, donde se realizd un analisis de
carbono-nitrogeno para determinar el porcentaje
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de cada uno de estos elementos contenidos en
estos tejidos.

El contenido de nitrégeno se calculd segtin
la féormula (Jiménez et al. 2005b):

k
Contenido de nitrégeno (h—z) = PS*[N]*DP * fc

PS = peso seco por planta (g.planta’)

[N] = tenor de nitrogeno por planta (g.g”' N)
DP = densidad de plantas (planta.m?)

fc = factor de conversion (10)

El calculo de absorcion de carbono se rea-
liz6 segtin Carvajal et al. (2014). Se consider6 el
peso seco por planta, la concentracion de carbo-
no en la materia seca y la densidad de plantas por
hectarea para estimar el carbono total expresado
en toneladas por hectarea. Ademas, se multiplico
el valor del carbono total por un factor de con-
version correspondiente a 3,667, que se obtuvo de
la division de la masa molar del CO, (44) entre
la masa molar del carbono (12), y se estimo la
captacion de CO, en las unidades de toneladas
por hectarea.

t
Absorcion de carbono (E) = PS*[C] * DP * fc

PS = peso seco por planta (g.planta!)

[C] = tenor de carbono por planta (g.g™! C)
DP = densidad de plantas (planta.m)

fc = factor de conversion (1/100)

MM CO,
MMC

t
Absorcion de CO, (H) = Absorcion de carbono *

MM CO, = masa molar del CO, (44)
MM C = masa molar del Carbono (12)

Anadlisis estadistico. Se calculo el area
bajo la curva (ABC) segtn el método descrito
por Navarro (2012) para las variables porcentaje
de cobertura de C. spectabilis y de malezas tota-
les, asi como los valores de tasa de crecimiento
relativo. Ademas, se compard puntualmente los
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valores para la absorcién de CO, y el contenido
de nitrogeno. Fue utilizado el programa JMP
(SAS Institute) para realizar un analisis de la
varianza (ANOVA) para cada uno de los factores
anteriores. Cuando el ANOVA fue significativo
se realizaron comparaciones de medias mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significancia
del 5%.

Experimento 2. Evaluacién en inver-
nadero del efecto de la aplicacion de herbi-
cidas en la germinacién y crecimiento de C.
spectabilis

Al considerar la siembra de C. spectabilis
como cultivo de cobertura, debe realizarse lo
antes posible luego del control de las malezas
del sitio con los herbicidas usuales en café; se
evalud qué tan pronto se podria hacer la siembra
sin afectar la germinacion o crecimiento de las
plantas de C. spectabilis.

Descripcion de los tratamientos. Se eva-
luaron 3 herbicidas postemergentes no selectivos:
glifosato (0,525 g i.a. I'"), glufosinato de amonio
(300 g i.a. ha'l) y diquat (400 g i.a. ha'), los
cuales son de uso frecuente en plantaciones de
café. Los herbicidas fueron aplicados separada-
mente sobre potes de 3 litros de capacidad con
suelo. Se sembraron 20 semillas por pote de C.
spectabilis en 3 momentos distintos, a los 0, 4
y 8 dias después de la aplicacion (DDA) de los
herbicidas, ademas de un testigo sin aplicacion
de herbicidas. Se incluyo ademas el factor tipo de
siembra: semillas tapadas con suelo distribuidas
en 2 hileras en el pote y semillas sin tapar distri-
buidas sobre la superficie del suelo.

Disefio experimental. Se utiliz6 un dise-
fo experimental irrestricto al azar, con un arre-
glo factorial de 3 factores: herbicida a 4 niveles,
momento de siembra a 3 niveles y tipo de siem-
bra a 2 niveles. Para cada tratamiento se contd
con 5 repeticiones.

Variables evaluadas. Se determino la
proporcion de germinacion por pote a los 21
DDA vy el peso seco por planta a los 52 DDS. Las
muestras se secaron en una estufa a 55°C por 72
horas y luego se pesaron.
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Andlisis estadistico. Se utilizod regresion
logistica para el analisis de la proporcion de ger-
minacion. En los casos en que los resultados del
analisis lo ameritaron, se evaluaron razones de
ventaja para identificar diferencias entre trata-
mientos (Hosmer y Lemeshow 2000).

Se realizd un anélisis de varianza para
la variable peso seco y comparacion entre pro-
medios de tratamientos mediante la pruecba de
Tukey, con un nivel de significancia del 5%.

Experimento 3. Efecto de herbicidas
postemergentes sobre plantas de C. specta-
bilis en diferentes estados de desarrollo en
invernadero

Descripcion de los tratamientos. Se sem-
braron en potes de 3 litros de capacidad 10
semillas de C. spectabilis, unos dias después se
realizo raleo de plantas hasta dejar unicamente 2
plantas por pote para minimizar la competencia
intraespecifica. Se utilizo suelo proveniente de
un lote agricola de la EEAFBM. Se evaluaron
los herbicidas fluazifop-p-butyl (187,6 g i.a. ha™)
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para el control de malezas de la familia Poaceae,
bentazona (3,6 g i.a. ha'!) para control de malezas
de hoja ancha y cletodim (1,8 gi.a. ha™!) para con-
trol de poaceas, asi como las mezclas fluazifop-
p-butyl + bentazona y cletodim + bentazona. La
aplicacion de los herbicidas se realizo en plantas
de C. spectabilis de diferentes ctapas fenologi-
cas: 2, 3 y 4 hojas. Como tratamiento testigo se
utilizd el crecimiento de plantas de C. spectabilis
sin aplicacion alguna de herbicidas.

Diseiio experimental. Se utiliz6 un dise-
flo experimental irrestricto al azar con un arreglo
factorial de 2 factores: herbicida en 6 niveles y
numero de hojas en 3 niveles, con 5 repeticiones.

Variables evaluadas. Se estimo el grado de
dafio provocado por la aplicacion de los diferentes
tratamientos, con una escala de 1-9, donde 1=
planta sana y 9= planta muerta (Tabla 1).

Se realizd un muestreo destructivo de
plantas para la determinacion de peso seco por
planta a los 60 DDS. Las muestras se secaron
en una estufa a 55°C por 72 horas y luego se
pesaron.

Tabla 1.  Escala utilizada en la evaluacion de grado de dafio de plantas de C. spectabilis aplicadas con 3 herbicidas postemergentes
(modificado de Camper, 1986). Alajuela, Costa Rica. 2018.
Grado de dafo Sintomatologia Descripcion del sintoma
1 Sin efecto Planta sin dafio
2 Sintomas muy ligeros Lesiones necroticas esporadicas en las hojas
3 Sintomas ligeros Lesiones necroticas ocasionales en las hojas
4 Sintomas leves o moderados Lesiones necroticas ocasionales en las hojas
Corrugaciones ocasionales en el brote y borde de hojas
5 Dafios medios Lesiones necroticas en algunas de las hojas
Corrugaciones presentes en el brote y borde de algunas hojas
6 Dafios elevados Lesiones necroticas en varias de las hojas
Corrugacion presente en el brote y borde de varias hojas
7 Dafios severos Lesiones necroticas en la mayoria de las hojas
Corrugacion presente en el brote y borde de la mayoria de hojas
8 Dafios muy severos Necrosis presente casi en toda el area de las hojas
Corrugacion presente en el brote y borde de casi todas las hojas
9 Muerte de plantas Necrosis completa, planta muerta
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Andlisis estadistico. Tanto para el analisis
estadistico del grado de dafio como de la materia
seca, el modelo estadistico utilizado fue un arre-
glo factorial de 2 factores: herbicida a 6 niveles
y nimero de hojas a 2 niveles. Debido a que se
encontraron efectos significativos, se realizé un
analisis de separacion de medias y comparacion
entre tratamientos mediante la prueba de Tukey,
con un nivel de significancia del 5%.
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RESULTADOS

Experimento 1. Evaluacion de 3 diferen-
tes metodologias de siembra de C. spectabilis
en lote cafetalero

Porcentaje de cobertura. Los porcentajes
de cobertura de C. spectabilis en las 3 metodolo-
gias de siembra nunca fueron lo suficientemente
altos como para superar y por lo tanto disminuir
el porcentaje de cobertura total de malezas en los
diferentes tratamientos (Figura 2).

%
B

©
&

49

65
Dias después de la siembra

79 93

© ~ Hileras tapadas (C. spectabilis)
¢+« Sembradora (C. spectabilis)

#— Hileras sin tapar (Maleza)

Testigo (Maleza)

B Hileras sin tapar (C. spectabilis)
—e— Hileras tapadas (Maleza)

--#--- Sembradora (Maleza)

Figura 2. Porcentaje de cobertura de C. spectabilis y de malezas totales a través del tiempo en cada uno de los métodos de
siembra, asi como el testigo sin control de malezas. Orosi, Costa Rica. 2017.
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En la evaluacion de los 35 DDS sucedi6 un
error de muestreo y se sobreestimo el porcentaje
de cobertura de la maleza; sin embargo, el error
fue constante en todos los tratamientos. A los
65 DDS se observo un descenso en el porcentaje
total de maleza en los tratamientos hileras tapa-
das y sembradora con respecto a la evaluacion
anterior, esto se explica por la corta alta de male-
zas que se realizd una semana antes.

El analisis de varianza de la variable
arca bajo la curva (ABC) del porcentaje de
cobertura de C. spectabilis en los 3 métodos de
siembra indicd diferencias significativas entre
tratamientos (p=0,0029), asi como el ABC del
porcentaje de cobertura de las malezas entre los
4 tratamientos (p=0,0023). En el tratamiento
de siembra en hileras tapadas se determind una
mayor ABC del porcentaje de cobertura de Cro-
talaria spectabilis en comparacion con las otras
2 metodologias de siembra, lo cual coincide con
una menor ABC del porcentaje de cobertura de
las malezas en ese tratamiento (Tabla 2). Cuando
la semilla de Crotalaria spectabilis no se tapo,
tanto en los tratamientos hileras sin tapar como
sembradora, no se observaron diferencias signi-
ficativas en el ABC del porcentaje de cobertura
de la leguminosa ni de las malezas (Tabla 2).

Tabla 2.  Area bajo la curva del porcentaje de cobertura de
C. spectabilis y de las malezas, en los 3 tipos de
siembra y en el testigo sin cultivo de cobertura.
Orosi, Costa Rica. 2017.

Tratamiento C. spectabilis Malezas
Hileras tapadas 1314,20 a* 4948,52 b
Hileras sin tapar 422,28 b 6437,18 a
Sembradora 744,66 b 5794,86 ab
Testigo --- 6675,61 a

*Promedios con igual letra en una misma columna presentan
diferencias no significativas entre si segtin prueba de Tukey (5%).

Los analisis de varianza del ABC del por-
centaje de cobertura de malezas de la familia Poa-
ceae (p=0,3862), familia Cyperaceae (p=0,2677)
y del tipo de malezas hojas anchas (p=0,3382)
no mostraron diferencias significativas entre los
promedios de los tratamientos (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de cobertura de malezas de tipo hoja
ancha (A), malezas de la familia Poaceae (B) y
familia Cyperaceae (C) en cada metodologia de
siembra de C. spectabilis y en el testigo sin la
cobertura.

Orosi, Costa Rica. 2017.
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Tasa de crecimiento relativo. El com-
portamiento de la tasa de crecimiento relativo
para cada uno de los tratamientos fue similar a
lo largo del tiempo (Figura 4), no se encontraron
diferencias significativas entre ellos (p=0,8008).

La tasa de crecimiento relativo mas alta en las
3 metodologias de siembra en esta muestra se
presentd en el periodo comprendido entre los 36
y 49 dias después de la siembra.

—o— Hileras tapadas

O Hileras sin tapar

- A- Sembradora
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Figura 4. Tasa de crecimiento relativo de C. spectabilis en 3 métodos de siembra.

Orosi, Costa Rica. 2017.

Contenido de nitrégeno y CO,. El factor
método de siembra en el ANOVA fue signifi-
cativo (p=0,0111). La absorcion de CO, en las
plantas del tratamiento donde se tapd la semilla
a la siembra fue significativamente mayor a la

Tabla 3.
Orosi, Costa Rica. 2017.

absorcion de CO, por parte de las plantas en
aquellos tratamientos donde la semilla se dejo
sobre la superficie del suelo (Tabla 3). Por su
parte, la absorcion de CO, en los 2 tratamientos
donde la semilla no se tapd fue similar (Tabla 3)

Absorcion de CO, por parte de C. spectabilis a los 93 DDS en 3 métodos de siembra.

Tratamiento Peso seco Densidad Tenor de carbono Absorcion de Absorcion de
(g.planta) de plantas (g.g'0) carbono carbono
(planta.m?) (t.ha! C) (tha CO,)
Hileras tapadas 4,89 a* 27 a 1,2804 a 1,69 a 6,20 a
Hileras sin tapar 397 a 11b 1,2860 a 0,56 b 2,06 b
Sembradora 517 a 18 ab 1,2319 a 1,15 ab 4,21 ab

*Promedios con igual letra en una misma columna presentan diferencias no significativas entre si segin prueba de Tukey (5%).
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Acumulacion de nitrogeno. La acumu-
lacion de nitrogeno por parte de las plantas
de C. spectabilis en los 3 métodos de siembra
fue significativamente diferente (p=0,0166). La

acumulacion de Nitrogeno fue mayor en plantas
sembradas en hileras tapadas y en plantas sem-
bradas con la sembradora (Tabla 4).

Tabla4. Acumulacion de nitréogeno por parte de C. spectabilis a los 93 DDS en cada uno de los métodos de siembra.
Orosi, Costa Rica. 2017.
Tratamiento Peso seco Densidad de plantas Tenor de nitrogeno Acumulacion de
(g.planta™) (planta.m) (g.g'N) nitrégeno (kg.ha! N)
Hileras tapadas 4,89 a* 27 a 0,0617 a 81,46 a
Hileras sin tapar 397a 11b 0,0655 a 28,60 b
Sembradora 5,17 a 18 ab 0,0703 a 65,42 ab

*Promedios con igual letra en una misma columna presentan diferencias no significativas entre si segtin prueba de Tukey (5%).

Experimento 2. Evaluaciéon en inverna-
dero de aplicacion de herbicidas y posterior
siembra de C. spectabilis

Porcentaje de germinacion. La interac-
cion triple herbicida x tipo de siembra x momento
de siembra resultd no significativa (p=0,5606).
No hubo un efecto en el porcentaje de germina-
cion de C. spectabilis por parte de los herbicidas
aplicados en los diferentes momentos de siembra
después de la aplicacion (Tabla 5). Sin embargo,
si existio una significancia en la comparacion por
el factor tipo de siembra (p<0,0001). Respecto a
la frecuencia de germinacion, las semillas tapa-
das resultaron con una razon de ventaja de 9 a 1
sobre las semillas sembradas sin tapar.

Tabla 5.  Promedio global, en la muestra, del porcentaje de
germinacion de plantas de C. spectabilis para los
factores herbicida, tipo de siembra y momento de
siembra.

Alajuela, Costa Rica. 2018.
Tratamiento Germinacion (%)
Herbicida (n = 30)
Glifosato 30
Glufosinato de amonio 27,50
Diquat 27,67
Testigo 26,67
Tipo de siembra (n = 60)

Semillas tapadas 47,08
Semillas sin tapar 8,83

Momento de siembra (n = 40)
0 dias 26,50
4 dias 27,75
8 dias 29,62
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Materia seca por planta. Ninguna de las
comparaciones resultoé con diferencias significa-
tivas en el peso seco por planta (Tabla 6).

Experimento 3. Evaluacion en inverna-
dero de aplicacion de herbicidas en postemer-
gencia de C. spectabilis

Grado de daifio. La interaccion herbi-
cida x estado de desarrollo de las plantas (2,
3 y 4 hojas) al momento de aplicacion resulto
no significativa para la variable grado de dafio
(p=0,3155). Esta interaccion no significativa
implica que la relacion del grado de dafio en los
diferentes estados de crecimiento es exactamente
la misma para cada uno de los herbicidas aplica-
dos (Figura 5).

La comparacion entre los niveles del fac-
tor herbicida resultoé significativa (p<0,0001), sin
embargo, esta significancia puede ser considera-
da como irrelevante desde el punto de vista agro-
némico, pues al comparar los valores de grado de
dafio (Figura 5) se encuentra que todos son bajos
en la escala de grado de dafio utilizada.

a
b

b

I )

Tabla 6.  Promedio global, en la muestra, de materia seca por
planta de C. spectabilis para los factores herbicida,
tipo de siembra y momento de siembra.
Alajuela, Costa Rica. 2018.

Tratamiento Materia seca (g)
Herbicida (n = 30)
Glifosato 0,2705
Glufosinato de amonio 0,1837
Diquat 0,1459
Testigo 0,2813
Tipo de siembra (n = 60)
Semillas tapadas 0,2005
Semillas sin tapar 0,2402
Momento de siembra (n = 40)
0 dias 0,1796
4 dias 0,2318
8 dias 0,2498
9 -
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Figura 5. Grado de dafio en plantas de C. spectabilis causado por la aplicacion de herbicidas. Flu+Ben = Fluazifop-p-butil
+ Bentazona; Cle+Ben = Cletodim + Bentazona. Promedios con igual letra presentan diferencias no significativas

entre si segun prueba de Tukey al 5%.
Alajuela, Costa Rica. 2018.
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Materia seca por planta. La interaccion
herbicida x estado de desarrollo en el momento
de realizar la aplicacion resulté no significativa
(p=0,1688). Esta interaccion no significativa
implica que la materia seca por planta fue similar
en los 3 estados de desarrollo en que se encontra-
ba la planta cuando se aplicaron los herbicidas.

Al analizar individualmente cada factor,
no se determinaron diferencias significativas
entre herbicidas (p=0,0576) ni estados de desa-
rrollo (p=0,2896) en la produccion de materia
seca por planta de C. spectabilis.

DISCUSION

Al comparar el porcentaje de cobertura
de C. spectabilis y las malezas presentes en
cada uno de los tratamientos se observo que las
plantas de C. spectabilis no lograron la cobertura
suficiente para afectar el crecimiento de male-
zas. Si bien al sembrar el cultivo de cobertura
en hileras tapadas y con sembradora se logro
reducir la cobertura de las malezas en un 26%
y 13%, respectivamente, con respecto al testigo,
la cobertura de las malezas en estas parcelas 93
dias después de la siembra fue elevada, un 75% y
97%, respectivamente.

El bajo porcentaje de cobertura de C.
spectabilis se debid a varios factores. Primero, la
germinacion de la semilla fue muy baja pues tanto
la semilla tapada como la dispersada al voleo y
sin tapar, tuvieron un porcentaje de germinacion
de entre 18% y 24% en los 3 tratamientos, por lo
que luego de 93 DDS la densidad de plantas fue
de 27, 11 y 18 plantas por metro cuadrado en los
tratamientos hileras tapadas, hileras sin tapar y
sembradora, respectivamente. Estas cantidades
de plantas por metro cuadrado son muy bajas
para poder asegurar un cierre efectivo y en el
momento oportuno del cultivo cobertura (Uchino
et al. 2011). Cho et al. (2015) encontraron que al
sembrar Crotalaria juncea a mayor densidad se
aumento6 la supresion de malezas. Las densidades
que utilizaron fueron de 11 kg.ha'!, 28 kg.ha'! y 45
kg.ha'!l. Al igual que en este estudio, se demostro
que una mayor densidad de siembra provoca un

incremento en la biomasa que cubre el suelo y
por lo tanto una disminucién en el crecimiento
de malezas (Tripathi et al. 2013, Cho et al. 2015).
Sin embargo, debe considerarse también el costo
de la semilla del cultivo de cobertura al decidir la
densidad de siembra.

En segundo lugar, la tasa de crecimiento
relativa de C. spectabilis en el sitio de estudio fue
mas lenta que en sitios ubicados a menor altitud.
En un estudio realizado en Alajuela, Costa Rica, a
840 msnm, se observo que el maximo periodo de
crecimiento de esta especie sucedid entre los 28 y
35 DDS (Girardi 2020), mientras que en Orosi, a
1200 msnm, esto sucedi6 entre los 36 y 49 DDS.
En tercer lugar, este lento crecimiento significd
una menor produccion de biomasa, en compara-
cion con la biomasa producida en zona baja.

Las observaciones sugieren que C. spec-
tabilis puede crecer mas rapido y producir mas
biomasa en un corto plazo en zonas del pais con
temperaturas mas elevadas y elevaciones por
debajo de los 1000 msnm. Orosi difiere en com-
paracion con estas zonas pues presenta tempera-
turas mas bajas, principalmente durante la noche.
Ademas, la radiacion fue probablemente menor
por estar ubicado el lote en la ladera de una coli-
na. Al respecto, Di Benedetto y Tognetti (2016)
mencionan que entre los factores climaticos que
mayor efecto tienen sobre la tasa de crecimiento
relativo de las plantas se encuentran la tempera-
tura, la radiacion y la concentracion de CO,,.

El aporte potencial de nitrogeno de la bio-
masa de C. spectabilis, por otro lado, fue de hasta
81,46 kg.ha"! N en el tratamiento hileras tapadas.
Esta cantidad representa un potencial aporte de
nitrégeno que puede llegar a ser aprovechado en
cierto porcentaje por las plantas del cultivo de
café (Puiatti et al. 2015, Silva et al. 2013, Rodri-
gues et al. 2012, Recalde et al. 2015, Soares et al.
2014). En un sistema intercalado de café con C.
spectabilis Dos Santos et al. (2006) reportaron
acumulaciones de nitrogeno de 39,2 kgha! en
la parte foliar de la planta, con una densidad
promedio de 10 plantas por metro cuadrado. En
2 estudios preliminares (datos no publicados)
en Guacimo y Orosi, Costa Rica, los autores
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determinaron que al aumentar la densidad de
plantas se logra acumular hasta 181 kg.ha! N
(55 plantas m?) y 240 kg.ha' N (80 plantas m™2),
respectivamente.

Los 3 componentes del célculo de la acu-
mulacion de Nitrogeno y CO, por parte de C.
spectabilis son la materia seca por planta, la con-
centracion (tenor) de N o de CO, en los diferentes
tejidos de la planta y la densidad de plantas. Se
determind que la diferencia entre metodologias
de siembra en el acimulo de nitrogeno y CO, se
debi6 tnicamente a la densidad de plantas por
metro cuadrado, densidad que fue mayor en el
tratamiento hileras tapadas.

Para lograr una densidad de plantas y pos-
terior cobertura del suelo adecuadas, asi como
abundante biomasa del cultivo de cobertura,
sera necesario aplicar herbicidas para controlar
las malezas del sitio y sembrar C. spectabilis lo
antes posible. Cuando se aplicaron en inverna-
dero glifosato, glufosinato de amonio y diquat
para simular, no se observo un efecto negativo
sobre el porcentaje de germinacion ni en el peso
seco de C. spectabilis por parte de ninguno de
ellos, aun cuando se realizd la siembra el mismo
dia que se aplico. Esto implica que es posible
sembrar la semilla el mismo dia que se realice
la aplicacion para el control inicial de malezas.
Se determind, ademas, que cuando la semilla
fue tapada con suclo tuvo una ventaja consi-
derable en la germinacion en comparacion con
la siembra de la semilla sin tapar, pero esto no
caus¢6 diferencia en el peso seco de las plantas a
los 93 DDS. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Braz ef al. (2016) para el control de
malezas antes de la siembra de C. spectabilis en
Brasil, y con estudios de Timossi et al. (2011) con
C. juncea sembrada tapada con suelo o al voleo.

Los herbicidas evaluados para controlar
las malezas en post emergencia causaron un dafio
muy leve a C. spectabilis, daiio que desaparecio
a los pocos dias. Las plantas afectadas por cle-
todim mostraron corrugaciones en sus brotes y
los bordes de las hojas mas nuevas. Por su parte
las plantas afectadas por el herbicida bentazona
mostraron puntos necroticos distribuidos en el
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haz de las hojas. La sintomatologia del grado
de dafio causado por las mezclas fluazifop-p-
butil+bentazona y cletodim+bentazona fue muy
similar al provocado por el herbicida bentazona
individualmente, por lo que probablemente el
efecto causado por estos tratamientos se debio
principalmente a la accion de este herbicida. De
Carvalho et al. (2017), Braz et al. (2015) y Braz
et al. (2016) encontraron también que los herbici-
das bentazona y cletodim causan dafio fitotoxico
bajo en C. spectabilis al aplicarlos sobre plan-
tas con una hoja, 3 hojas y 4 hojas verdaderas,
respectivamente.

No se determinaron diferencias signi-
ficativas en el peso seco por planta entre tra-
tamientos. Esto demuestra que a pesar de que
visualmente se observaron dafios muy leves en
algunas hojas después de la aplicacion, este efec-
to fue temporal y no altero el crecimiento de las
plantas de C. spectabilis. Estos resultados son
similares a los reportados por Gémez y Gonzalez
(datos sin publicar) para el uso de los herbicidas
fluazifop-p-butil, cletodim y bentazona. Por su
parte, de Carvalho et al. (2017), Braz et al. (2015)
y Braz et al. (2016) encontraron que el bentazona
en diferentes dosis puede reducir levemente la
produccion de biomasa seca por planta de C.
spectabilis, pero concluyen que es un herbicida
selectivo para la cobertura.

CONCLUSIONES

De las 3 metodologias de siembra evalua-
das en Orosi, ¢l tratamiento hileras tapadas faci-
litd una mayor cobertura de C. spectabilis. Sin
embargo, la cobertura lograda no fue suficiente
para suprimir el crecimiento y establecimiento
de las malezas del sitio, debido a la baja germina-
cion de la semilla, lento crecimiento de las plan-
tulas y por lo tanto deficiente establecimiento de
las plantas de la cobertura.

Para lograr tal objetivo, es necesario con-
trolar las malezas adecuadamente antes de la
siembra del cultivo de cobertura, con herbicidas
como glifosato, glufosinato de amonio y diquat,
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y luego sembrar C. spectabilis tan pronto como
sea posible, incluso el mismo dia de la aplicacion.

Una vez que C. spectabilis ha emergi-
do, es posible controlar tanto malezas de hoja
ancha como especies de las familias Poaceae y
Cyperaceae con los herbicidas post emergentes
cletodim, fluazifop-p-butil y bentazona, ya sea en
aplicaciones separadas o en mezcla, desde estados
tempranos de desarrollo de C. spectabilis. La
germinacion, emergencia y establecimiento de C.
spectabilis dependera también de otros factores
biodticos y abiodticos que también deben manejarse.

Atin cuando la cobertura de C. spectabilis
lograda en este estudio no fue satisfactoria, el
aporte potencial de nitrogeno de la biomasa de
esta especie fue de hasta 81,46 kg.ha! N en el
tratamiento hileras tapadas.
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RESUMEN

Introduccién. Los cultivos de cobertura
compiten en sus etapas iniciales de crecimiento
con las malezas, por lo que en areas donde pre-
dominan malezas de muy rapido crecimiento es
necesaria la aplicacion de herbicidas para contro-
larlas mientras la cobertura se establece. Obje-
tivo. Evaluar la tolerancia de las leguminosas
Mucuna pruriens (L) DC cv. preta, M. pruriens
cv. cinza, Vigna radiata (L.) Wilczek, Pueraria
phaseoloides (Roxb) Benth. y Crotalaria spec-
tabilis Roth a herbicidas preemergentes y pose-
mergentes. Materiales y métodos. Se realizaron
2 estudios en un invernadero de la Universidad
de Costa Rica, situado en Alajuela, Costa Rica.
En el primer experimento se evaluaron los herbi-
cidas posemergentes cletodim, fluazifop-p-butil,
fomesafen y bentazon, en el 2012 y se repitid
en el 2013. El segundo experimento se realizo
2 veces en el 2014 para evaluar los herbicidas
preemergentes pendimetalina, oxifluorfen, ala-
chlor y linuron. Se evalué la altura, el grado de
dafio y el peso seco de las plantas sembradas en
potes de 1,5 litros. El diseflo experimental utili-
zado fue completamente aleatorio. Resultados.

* Este trabajo formo parte del proyecto de investiga-
cién 736-B3-164 de la Universidad de Costa Rica
(UCR), Costa Rica.

Hx Autor para correspondencia. Correo electronico:
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Aceptado: 25/05/2022

ABSTRACT

Tolerance of various legume cover
crops to pre- and post-emergence herbicides.
Introduction. Cover crops compete during their
initial growth stages with weeds, therefore in areas
where the predominant weeds are fast growers it
is necessary to spray herbicides to control those
plants while the cover gets established. Objetive.
To evaluate the tolerance of the legumes Mucuna
pruriens (L) DC cv. preta, M. pruriens cv.
cinza, Vigna radiata (L. Wilczek, Pueraria
phaseoloides (Roxb) Benth. and Crotalaria
spectabilis Roth to pre- and postemergence
herbicides. Materials and methods. Two
studies were carried out in a greenhouse of the
University of Costa Rica, located in Alajuela,
Costa Rica. The first experiment evaluated the
postemergence herbicides clethodim, fluazifop-
p-butyl, fomesafen and bentazon in 2012 and
was repeated in 2013. The second experiment
was performed twice in 2014 to evaluate the
postemergence herbicides pendimethalin,
oxyfluorfen, alachlor and linuron. Plant height,
injury index and dry weight of plants sowed in
1.5 liters pots was assessed. The experimental

1 Universidad de Costa Rica, Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno, Alajuela, Costa Rica.
0000-0002-8543-8137.
2 Universidad de Costa Rica, Escuela de Estadistica,
San José, Costa Rica.
@ 000-0002-3073-7746.
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Todas las especies evaluadas, con excepcion de
P. phaseoloides, resultaron tolerantes a benta-
zon, cletodim y fluazifop-p-butil. Estas especies
también mostraron tolerancia a alaclor, linuron
y pendimetalina. P. phaseoloides fue tolerante
a fomesafen y fluazifop-p-butil, pero resul-
t6 moderadamente afectado por los herbicidas
preemergentes. Solamente las plantas aplicadas
con oxifluorfen y fomesafen evidenciaron una
reduccion significativa del peso seco, con excep-
cion de las plantas de P. phaseoloides aplicadas
con fomesafen. Conclusiéon. Las leguminosas
evaluadas resultaron tolerantes a la mayoria de
los herbicidas aplicados para control de monoco-
tiledoneas y dicotiledoneas.

INTRODUCCION

La siembra de cultivos de cobertura en
rotacion o en asocio con el cultivo principal es
una practica agricola con multiples beneficios,
entre ellos el manejo de malezas (Hodgdon ef al.
2016, Wayman et al. 2015), prevencion de erosion
del suelo (Plaza-Bonilla et al. 2015), manejo de
organismos fitopatoégenos (Claudius-Cole et al.
2014, Cullen y Holm 2013), aporte de nutrientes
e incorporacion de materia organica (Jani ef al.
2016, Martins et al. 2015). Segtn el sitio donde
se establecen estas coberturas es necesario darles
cuidados propios de cualquier cultivo, tales como
el control de malezas en sus estadios iniciales
mientras logran cubrir adecuadamente el suelo.
En areas con una alta densidad de especies de
plantas perjudiciales o en presencia de especies
de crecimiento muy agresivo es deseable contar
con herbicidas que controlen las malezas y no
dafien a las coberturas. La informacion sobre
la tolerancia de los cultivos de cobertura a esos
productos es muy escasa en la literatura inter-
nacional, y los estudios que existen se refieren a
la seleccion de esas sustancias para eliminar las
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design was completely randomized. Results. All
the evaluated species, except for P. phaseoloides,
were tolerant to bentazon, cletodim and
fluazifop-p-butil. These species were also
tolerant to alachlor, linuron, and pendimethalin.
P. phaseoloides was tolerant to fomesafen and
fluazifop-p-butyl, but resulted moderately
affected by the preemergent herbicides. Only
plants treated with oxyfluorfen and fomesafen
showed a significant dry weight reduction,
except for P. phaseoloides plants sprayed with
fomesafen. Conclusion. The evaluated legumes
were tolerant to the majority of the sprayed
herbicides for the control of both dicotyledonous
and monocotyledonous weeds.

coberturas antes de sembrar el cultivo principal
(Bressanin et al. 2015).

Las especies pertenecientes a la familia
Fabaceae, cominmente llamadas leguminosas y
que son utilizadas como coberturas, son poten-
cialmente benéficas para el agroecosistema,
principalmente por su rapido crecimiento y su
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, el cual
estara disponible para el cultivo una vez que se
incorpore y descomponga la materia organica
(Favero et al. 2000). Algunas de las principales
leguminosas de cobertura que se han establecido
en Mesoamérica en las Gltimas décadas incluyen
a la mucuna o frijol terciopelo (Mucuna pru-
riens), el cual se siembra en laderas o terrenos de
baja fertilidad para mejorar las condiciones del
suelo, o en rotacion con cultivos anuales para dis-
minuir el banco de semillas de malezas (Buckles
et al. 2002). El kudzu (Pueraria phaseoloides) se
siembra extensivamente en plantaciones jovenes
de palma aceitera para el control de malezas
(Sancho y Cervantes 1997). La vigna o rabiza
(Vigna radiata) se ha cultivado como un frijol
comestible, pero su rusticidad, rapido crecimien-
to y cubrimiento del suelo indica su potencial
como leguminosa de cobertura. La crotalaria
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(Crotalaria spectabilis) se ha establecido en
plantaciones de papaya y café para el aporte de
nitrégeno, control de malezas y de nematodos
(Mendonca et al. 2017).

Debido a que las coberturas no son consi-
deradas por el agricultor como un cultivo, y mas
bien son establecidas sin insumos externos como
fertilizantes o herbicidas, existe poca informa-
cion sobre estos ultimos, selectivos a estas espe-
cies. Por esta razon, el objetivo de este estudio
fue evaluar la susceptibilidad de las leguminosas
Mucuna pruriens (L) DC cv. preta, M. pruriens
(L) DC cv. cinza, Vigna radiata (L.) Wilczek,
Pueraria phaseoloides (Roxb) Benth. y Crotala-
ria spectabilis Roth a herbicidas preemergentes
y postemergentes .

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 2 estudios, uno con herbi-
cidas preemergentes y otro posemergentes, en
un invernadero en la Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno (EEAFBM),
Universidad de Costa Rica, situado en Alajuela
(840 msnm), Costa Rica. Las semillas utilizadas
de M. pruriens cultivares preta (mucuna negra) y
cinza (mucuna gris), asi como C. spectabilis fue-
ron compradas a la empresa Wolf Seeds (Brasil).
Se decidié evaluar 2 cultivares de mucuna que
la empresa productora reporta como de distinto
crecimiento. La semilla de Vigna radiata fue
comprada a la empresa Servicios Cientificos
Agropecuarios (SCA, Costa Rica) y multiplicada
en la EEAFBM. La semilla de P. phaseoloides
fue comprada a la empresa Palma Tica. Todas las
semillas fueron adquiridas en el 2012 y guarda-
das en camara fria a 4°C, hasta 2 semanas antes
de su siembra.

Herbicidas preemergentes. El experi-
mento se llevdo a cabo en el primer semestre
del 2014 (época seca) y se repitio en el segundo
semestre de ese aflo (€poca lluviosa). Se sembra-
ron 5 semillas de cada una de las leguminosas en
suelo franco-arcilloso, proveniente de la EEA-
FBM, contenido en potes plasticos de 1,5 litros
de capacidad. El suelo se esterilizo previamente

con vapor de agua segtin la metodologia descrita
por Castillo-Luna y Goémez-Goémez (2016). Se
dejaron sélo 3 plantas por pote cuando las plantas
mostraron su primera hoja verdadera, con el fin
de minimizar la competencia interespecifica.

Se evaluo la tolerancia de las leguminosas
M. pruriens cv. preta, P. phaseoloides (kudzu),
V. radiata (vigna) y C. spectabilis (crotalaria)
a los preemergentes pendimetalina (1000 g i.a./
ha), oxifluorfen (600 g i.a./ha), alaclor (1920
g i.a./ha) y linuron (450 g i.a./ha). Previo a la
aplicacion se humedeci6 el suelo en los potes
por capilaridad para asegurar una condiciéon de
humedad uniforme. La aplicacion del oxifluorfen
se realiz6 una semana antes de la siembra segiin
la recomendacion de la empresa distribuidora
para evitar una posible fitotoxicidad al cultivo.
Los demas herbicidas se aplicaron el mismo dia
de la siembra de las leguminosas. Se utilizé un
equipo de aplicacion de mochila con boquilla de
abanico plano TeeJet 8002, presion de 2 kg.cm™
y volumen de aplicacion de 300 litros por hecta-
rea. Se sembro también un tratamiento control de
cada leguminosa sin aplicacion de herbicidas. Se
utiliz6 un disefio experimental irrestricto al azar,
con 4 repeticiones.

Se evalud semanalmente, a partir de los 7
dias después de la aplicacion (dda), el grado de
dafio a cada planta con una escala de 0-10 (0=sin
dafio, 10=planta muerta; 1-3 leve, 4-6 modera-
do, 7-9 severo) descrita por Camper (1986), y la
altura de cada planta. Debido a sus diferencias
en crecimiento, las plantas se cortaron a los 21,
42, 42 y 36 dias después de la siembra (dds) de
M. pruriens, P. phaseoloides, C. spectabilis y V.
radiata, respectivamente. Las plantas se secaron
en un horno a 65°C durante 72 horas y luego se
determino el peso seco promedio por planta.

Para el analisis de la altura de planta se
utilizd como variable respuesta el area bajo la
curva de la altura promedio de las plantas de
cada pote (ABC altura). Para el grado de dafio se
calculd un promedio del dafio de las plantas de
cada pote y para el peso seco se calculd el peso
seco total de las plantas de cada pote y se dividid
entre el numero de plantas.
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El modelo utilizado para el analisis del
peso seco y ABC altura fue el correspondiente
a un arreglo factorial de 2 factores, época a 2
niveles y herbicida a 5 niveles, por separado para
cada una de las leguminosas. Para efectos del
analisis del peso seco y del célculo de potencias
de prueba para esta variable se considerd rele-
vante una diferencia de 0,5 gramos para todas
las leguminosas.

Para el andlisis de la tendencia del dafio
provocado por los herbicidas se realizd, para
cada leguminosa por separado, un analisis para
mediciones repetidas (MANOVA) con prueba
de esfericidad y prueba de Greenhouse-Geiser
para la significancia de los efectos en los casos
en que no se cumple el supuesto de esfericidad,
para determinar si la tendencia lineal del dafio
es la misma para cada una de las sustancias y en
cada una de las 2 épocas. También se realizo un
analisis de variancia a los 7, 21 y 36 dias después
de la aplicacion. Este enfoque permitié estudiar
comparativamente el cambio del dafio en cada
periodo. Se analiz6 la tendencia cuadratica para
P. phaseoloides por cuanto el comportamiento de
los datos muestrales sugirio este tipo de tendencia.

Para la separacion de medias en los casos
en que procedia hacerlo se utilizo la prueba de
Tukey con un nivel de significancia del 5%. El
mismo nivel de significancia se utilizé para las
pruebas de los efectos de los factores.

Herbicidas posemergentes. El experi-
mento se llevé a cabo de octubre a diciembre del
2012, y se repitio de agosto a setiembre del 2013.
Se utilizé suelo franco-arcilloso proveniente de
la EEAFBM vy se esteriliz6 con vapor de agua,
con la metodologia descrita por Castillo-Luna
y Gomez-Goémez (2016). Se llenaron con suelo
potes de 1,5 litros de capacidad y se sembraron
5 semillas de cada una de las leguminosas M.
pruriens cv. preta, M. pruriens cv. cinza, P. pha-
seoloides, V. radiata 'y C. spectabilis. Cuando las
plantas mostraron la primera hoja verdadera se
dejaron solo 3 plantas por pote con la finalidad
de minimizar la competencia interespecifica.

Se aplicaron los herbicidas posemergentes
cletodim (180 g i.a./ha), fluazifop-p-butil (175 g
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i.a./ha), fomesafen (99 g i.a./ha) y bentazén (960
g i.a./ha) cuando la vigna, el kudzu y las 2 mucu-
nas tenian la segunda hoja trifoliada desarrollada
y cuando la crotalaria tenia 6 hojas verdaderas.
Se determind este momento de aplicacion, a
partir del cultivo del frijol como referencia, en
el cual las aplicaciones se deben hacer después
de este estado de desarrollo para evitar fitotoxi-
cidad. Se calculé un volumen de aplicacion de
300 Lha!, y se utiliz6 un equipo de aplicacion de
espalda con una boquilla Tee Jet 8002. Ademas,
se incluy6 un tratamiento control sin aplicacion
de herbicida.

El disefio experimental fue irrestricto al
azar con 4 repeticiones. El grado de dafio oca-
sionado por los herbicidas a las leguminosas
se evaludé semanalmente durante las siguientes
4 semanas después de la aplicacion con una
escala de 0 a 10 (0=sin dafio, 10=planta muer-
ta; 1-3 leve, 4-6 moderado, 7-9 severo) descrita
por Camper (1986). El peso seco por planta se
determino al final del experimento (30 dds). Las
plantas cortadas se secaron durante 72 h en una
estufa a 65°C y posteriormente se pesaron.

El modelo estadistico utilizado para el
analisis del peso seco fue el correspondiente a
un arreglo factorial de 2 factores, experimento
(época) a 2 niveles y herbicida a 4 niveles, por
separado para cada una de las leguminosas. Para
efectos del analisis y del calculo de potencias de
prueba para esta variable se considerd relevante
una diferencia de 0,5 gramos. Se realiz6 un ana-
lisis de contrastes a la variable peso seco, entre
el testigo y el conjunto de herbicidas aplicados,
disponibles para malezas de hoja angosta vs. los
que controlan hojas anchas, y entre los 2 herbi-
cidas que controlan sé6lo malezas de hoja ancha.

El analisis de la tendencia del dafio provo-
cado por cada producto se realizd por separado
para cada leguminosa. Se escogiéo un analisis
para mediciones repetidas para determinar si la
tendencia lineal del dafio fue la misma para cada
uno de los herbicidas y en cada una de las 2 épo-
cas evaluadas. También se realizé un analisis de
varianza para cada uno de los momentos o tiem-
po de medicion. Este enfoque permitioé estudiar
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comparativamente el cambio de la variable grado
de dafio en cada semana y facilito la identifica-
cion de tendencias no lineales en forma sencilla.

La separacion de medias, en los casos
en que procedia hacerlo, se realizdo mediante la
prueba de Tukey con un nivel de significancia
del 5%. El mismo nivel de significancia se utilizo
para las pruebas de los efectos de los factores
principales (herbicidas y experimento). El anali-
sis estadistico de ambos estudios se realizd con
el programa JMP version 15 de SAS Institute.

RESULTADOS

Herbicidas preemergentes. V. radia-
ta. Los efectos “herbicida” y “herbicida x
época” resultaron no significativos (p=0,2230 y
p=0,3855, respectivamente) para la variable area
bajo la curva de la altura por planta (ABC altura).
Solamente se dio una diferencia significativa en
el efecto simple “época” (p<0,0001). Los pro-
medios fueron 380 para la época 1 y 859 para
la época 2, es decir, las plantas crecieron mucho
mas durante la estacion lluviosa en el sitio donde
se realizaron los experimentos.

De igual manera que para el area bajo
la curva, los efectos “herbicida” y “herbicida x

época” resultaron no significativos (p=0,5569 y
p=0,4774) para la variable peso seco. La potencia
de la prueba para una diferencia minima a detec-
tar de 0,5 gramos fue de 0,9749. Solamente se dio
una diferencia significativa en el efecto simple
“época” (p<0,0001). Los promedios fueron 1,32
para la época 1y 3,18 para la época 2, es decir,
la acumulacion de biomasa fue mayor durante la
época lluviosa, sin importar el tratamiento.

El analisis de la variable grado de dafo
produjo una interaccion “tiempo x herbicida x
época” significativa (p=0,0021 en la prueba de
Greenhouse-Geiser), por lo que se realizd6 un
analisis por separado para cada una de las épocas.
En el analisis de la época 1 la interaccion “tiem-
po x herbicida” resulto significativa (p=0,0299),
lo mismo que en la época 2 (p=0,0293).

Tanto la significancia de la interaccion
triple como la de las interacciones dobles en cada
una de las épocas es provocada por la tendencia
del dafio cuando se aplicd oxifluorfen (Figura
1). La magnitud del dafio provocado por este
herbicida fue mayor y durante un periodo mayor
en el primer experimento. Por su parte el alaclor
y el linurén no produjeron un dafio importante a
las plantas de V. radiata. Las plantas aplicadas
con pendimetalina no mostraron ningun sintoma
de dano.
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Figura 1. Grado de dafo provocado por los herbicidas preemergentes alaclor, linuron, oxifluorfen y pendimetalina a plantas
de V. radiata, C. spectabilis, M. pruriens y P. phaseoloides aplicadas en 2 experimentos (Exp. 1 y Exp. 2).
Alajuela, Costa Rica. 2014.
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M. pruriens. El efecto de los herbicidas
sobre el area bajo la curva de la altura por planta
fue significativamente diferente en cada una
de las épocas (interaccion época x herbicida =
p<0,0001). La interaccion se dio porque en la
época 1 el oxifluorfen mostrdo promedio infe-
rior a los demas, mientras que en la época 2 no
hubo diferencia alguna significativa entre los
promedios (Tabla 1). La menor ABC altura de
las plantas aplicadas con oxifluorfen indican un
efecto fitotoxico que afectd el crecimiento de la
leguminosa.

Tabla 1. Area promedio bajo la curva de la altura de
planta de M. pruriens aplicada con herbicidas
preemergentes en 2 épocas distintas.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Epoca 1 Epoca 2
Linuron 319,40 110,98
Alachlor 318,30 163,92
Oxifluorfen 96,47* 199,56
Pedimetalina 304,41 178,21
Testigo 355,48 131,25

*Unico promedio distinto al testigo.

Los productos no generaron efecto algu-
no sobre el peso seco promedio de mucuna
(p=0,3670 para la interaccion época x herbicida;
p=0,7885 para el efecto simple herbicida). Se
determiné un menor peso seco de las plantas en
la época seca en comparacion con la época llu-
viosa (1,38 gy 1,67 g, respectivamente).

El grado de dafo provocado por las distin-
tas sustancias fue significativamente diferente en
cada época (p=0,0256). Se analizaron por tanto
los efectos herbicida y tiempo por separado para
cada una de las épocas. En la época 1 la tendencia
del dafio provocado por linuron y oxifluorfen fue
lineal y decreciente, mientras que el dafio provo-
cado por pendimetalina y alaclor creci hasta el

dia 14 y luego decreci6 (Figura 1). En general, el
dafio provocado por linuron y pendimetalina fue
muy leve y las plantas se recuperaron luego de
21 dias. En la época 2 la tendencia decreciente se
dio por igual para todos, pero el grado de dafio
promedio provocado por el oxifluorfen fue signi-
ficativamente mayor (Figura 1).

C. spectabilis. El efecto de las sustancias
sobre el area bajo la curva de la altura por planta
fue significativamente diferente en cada una de
las épocas (época x herbicida, p=0,0044). En la
época seca el ABC de la altura fue significa-
tivamente menor en las plantas aplicadas con
pendimetalina y oxifluorfen en comparacion con
los demas tratamientos y el testigo. En el experi-
mento realizado en época lluviosa, solo el ABC
de altura de las plantas aplicadas con oxifluorfen
fue significativamente diferente al testigo y los
demas tratamientos (Tabla 2).

Tabla2. Area bajo la curva promedio de la altura de
plantas de C. spectabilis aplicadas con herbicidas
preemergentes.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Epoca 1 Epoca 2
Linuron 480,88 348,71
Alachlor 455,83 378,08
Oxifluorfen 5,75% 1,67*
Pedimetalina 296,59* 396,90
Testigo 462,67 407,17

*Promedios significativamente diferentes a los demas.

La interaccion época x herbicida del peso
seco de la parte aérea fue significativa. El peso
seco de las plantas aplicadas con oxifluorfen fue
significativamente menor que el peso de las plan-
tas de los demas tratamientos, en ambas épocas.
El efecto negativo del oxifluorfen fue mayor en
la época lluviosa (Tabla 3).
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Tabla 3.  Peso seco promedio de plantas de C. spectabilis
aplicadas con herbicidas preemergentes.
Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Epoca 1 Epoca 2
Linuron 1,23 1,95
Alachlor 1,21 2,13
Oxifluorfen 0,02* 0,01*
Pedimetalina 1,06 2,04
Testigo 1,54 2,11

*Promedios significativamente diferentes a los demas.

Se determinaron diferencias en el grado
de dafio de los herbicidas segun la época de reali-
zacion del experimento (p=0,0004). En la época
seca, el grado de dafio causado por oxifluorfen y
pendimetalina fue significativamente mayor que
en los demas tratamientos, mientras que en la
época lluviosa solo el grado de dafio causado por
oxifluorfen fue mayor al del resto de tratamien-
tos (Figura 1). El oxifluorfen dand severamente
a las plantas de C. spectabilis, mientras que el
grado de dafio provocado por linuron y alaclor
fue muy leve, en ambas épocas.

P. phaseoloides. La interaccion ¢época
x herbicida no resultd significativa en la varia-
ble area bajo la curva de la altura por planta
(p=0,0924), por lo que se analizaron los datos de
ambos experimentos juntos. E1 ABC de la altura
de plantas de kudzu fue menor cuando se aplico
linuron y pendimetalina (Tabla 4).

Tabla 4.  Area bajo la curva promedio de la altura de plan-
tas de P. phaseoloides aplicadas con herbicidas
preemergentes.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Area bajo la curva promedio
Linuron 69,21%*

Alachlor 120,80
Oxifluorfen 97,47

68,72*

151,79

Pedimetalina

Testigo

*Promedios significativamente diferentes a los demas.
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No se presentaron diferencias significati-
vas en el peso seco aéreo entre tratamientos. El
crecimiento de las plantas de P. phaseoloides fue
significativamente mayor (p=0,0004) en la época
lluviosa en comparacion con la época seca (0,66
gy 0,31 g, respectivamente).

Se observaron diferencias en el grado de
dafio entre épocas, pero no se determinaron dife-
rencias significativas entre herbicidas aplicados.
En general, todos provocaron un dafio de mode-
rado a severo en el primer experimento, mientras
que el dafio generado en el segundo experimento
fue de leve a moderado y disminuy6 de manera
importante a partir del dia 14 después de la apli-
cacion, con excepcion de las plantas tratadas con
oxifluorfen (Figura 1).

Herbicidas posemergentes. V. radiata.
Se encontraron diferencias significativas en el
grado de dafio causado en plantas de vigna. La
interaccion triple tiempo x experimento x herbi-
cida result6 no significativa (p=0,1242), lo cual
indicé que la tendencia del dafio en cada uno
se dio por igual en los 2 experimentos. La inte-
raccion tiempo x herbicida resulto significativa
(p=0,008), lo que explica que al menos uno de
los herbicidas presentd una tendencia diferente
al resto.

El fomesafen provocé un dafio significati-
vamente superior en las plantas de vigna en com-
paracion con los demas herbicidas (Figura 2).
Este dano se consideré moderado-alto, los sin-
tomas se presentaron como una quema de hojas,
similar al efecto que este provocod en el frijol
comun, pero las plantas no murieron. Las prue-
bas de separacion de medias de Tukey en cada
uno de los dias de observacion indicaron que los
promedios de dafio de los otros 3 herbicidas no
fueron significativamente diferentes entre si. El
dafio provocado por cletodim, fluazifop-p-butil
y bentazon fue leve y disminuy6 en el tiempo.
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Figura 2. Grado de dafio ocasionado a V. radiata por la aplicacion de 4 herbicidas posemergentes.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

La interaccion herbicida x experimento
resulto significativa (p=0,0003) para la variable
peso seco, por lo que se analizd de manera sepa-
rada para cada experimento. No se determinaron
diferencias significativas en el peso seco de las
leguminosas en el primer experimento al reali-
zar la prueba de Tukey de separacion de medias,
pero si se determind un menor peso seco de las
plantas aplicadas con fomesafen en el segundo
experimento (Tabla 5). La potencia de prueba
(1-B) obtenida para detectar una diferencia de 0,5
gramos en las comparaciones no significativas
fue de 1,0000.

La prueba de contrastes resulto significa-
tiva solamente en el segundo experimento (Tabla
5). Las diferencias detectadas estuvieron relacio-
nadas con el menor peso seco observado en las
plantas aplicadas con fomesafen.

Tabla 5.  Peso seco promedio (g) por planta de Vigna radiata
alos 30 dias después de que se aplicaron 4 herbicidas
posemergentes, en 2 experimentos.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Exp. 1 Exp. 2
Bentazon 0,71 3,36
Fomesafen 0,55 1,53!
Fluazifop-p-butil 0,67 2,88
Cletodim 0,79 3,17
Testigo 0,47 3,74
Contrastes Valor p
Testigo vs. herbicidas 0,3928 0,0003
Fluazifop-p-butil y 0,6564 0,0104
cletodim vs. bentazon y
fomesafen
Bentazon vs. fomesafen 0,5996 1,7xe®

! Promedio significativamente menor a los demas, seglin
prueba Tukey al 5%.
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C. spectabilis. Se realizé un analisis para
cada experimento por separado debido a que
la interaccion triple herbicida x experimento x
tiempo fue significativa (p=0,0009). En ambos
experimentos el fluazifop-p-butil ocasiond el
menor dafio con una tendencia nula al crecimien-
to (Figura 3). La interaccion con el factor expe-
rimento fue provocada por el comportamiento

[y
o
>

Grado de dario
O R N W H VOV N0 O
1

AGRONOMIA COSTARRICENSE

diferente del bentazon y el cletodim. Pruebas de
Tukey sustentaron que en el primer experimento
el cletodim resulté mas dafiino, mientras que en
el segundo experimento ambos ocasionaron el
mismo dafo. En los 2 experimentos el herbicida
que causo significativamente el mayor dafio fue
el fomesafen.
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Figura 3. Grado de dafo ocasionado a Crotalaria spectabilis por la aplicacion de 4 herbicidas posemergentes, en el primer

experimento (A) y en el segundo experimento (B).
Alajuela, Costa Rica. 2014.

El dafio causado por los herbicidas para
control de hoja angosta, fluazifop-p-butil y
cletodim, fue un leve amarillamiento de las

hojas durante los primeros 7 dias después de la
aplicacion.
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Al igual que con vigna, la interaccion
entre experimento y herbicida resulté signifi-
cativa (p<0,0001) para la variable peso seco
por planta. En ambos experimentos la prueba
de contrastes indic6 un menor peso seco de las
plantas aplicadas con fomesafen en comparacion
con aquellas aplicadas con bentazon (Tabla 6).
Asimismo, en el segundo experimento el peso
seco en el tratamiento con fluazifop-p-butil fue
menor al peso seco del tratamiento con cletodim,
pero ninguno de los 2 fue diferente del promedio
del testigo (Tabla 6).

Tabla 6. Peso seco promedio (g) por planta de Crotalaria

spectabilis, a los 30 dias después que se aplicaron
4 herbicidas posemergentes, en 2 experimentos.
Alajuela, Costa Rica. 2014.

Herbicida Exp. 1 Exp. 2

Bentazon 1,33 4,70

Fomesafen 0,38 0,40

Fluazifop-p-butil 1,01 5,38

Cletodim 0,91 6,45

Testigo 0,97 5,79

Contrastes Valor p

Testigo vs. herbicidas 0,8426 39xe?

Fluazifop-p-butil y 0,7253 40xel?

cletodim vs. bentazon y

fomesafen

Bentazon vs. fomesafen 0,0268 2,0xell

Fluazifop-p-butil vs. 0,8005 0,0203

cletodim

P. phaseoloides. En el analisis del grado
de dafio la interaccion época x experimento X
herbicida resultd significativa (p<0,0001). En
el primer experimento no hubo diferencias sig-
nificativas en los promedios para ninguno de
los momentos de medicion. Las aplicaciones
causaron un grado de dafio leve que disminuyd
con el tiempo. En el segundo experimento se
determiné un significativo mayor grado de dafo,
segln prueba Tukey, causado por el bentazon y
el cletodim, en comparacion con fomesafen y
fluazifop-p-butil. El dafio ocasionado por los pri-
meros herbicidas mencionados, catalogado como
moderado, también disminuyé con el tiempo, de
forma mas acentuada que en el primer experi-
mento (Figura 4).
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Figura 4. Grado de dafio ocasionado a Pueraria phaseoloides por la aplicacion de 4 herbicidas posemergentes, en el primer
experimento (A) y en el segundo experimento (B).
Alajuela, Costa Rica. 2014.

La comparacion entre herbicidas Tabla 7. Peso seco promedio (g) por planta de Puera-
(p=0,0903) y la interaccion herbicidas x expe- ria plll_”se"lo’je; ab{o_stO dias después de qu;
. C e t
rimento (p=0,1727) resultaron no significativas Zipi?iiflzﬁgs croieidas posemergetiies, en
para la \(arigl?le peso seco por planta. Solamente Alajuela, Costa Rica. 2014.
resulto significativa (p<0,001) la comparacion de

los promedios globales de los 2 experimentos: Herbicida Exp. 1 Exp. 2
0,28 g en el primer experimeqto y 0,96 en e'zl Bentazon 0.22 0.43
segundo (Tabla 7), lo cual ll’ldICO mayor creci- Fomesafen 0.1 114
miento de las plantas en la época en la que se . i
., . Fluazifop-p-butil 0,35 1,60
realizo el segundo experimento.
Cletodim 0,31 0,65
Testigo 0,30 1,00
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M. pruriens. No se encontraron dife-
rencias significativas (p=0,5504) en el grado
de dafio entre cultivares de mucuna ni entre
experimentos, solo en las tendencias de los her-
bicidas evaluados (p<0,0001). El cletodim y el
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fluazifop-p-butil no causaron dafio a las plantas
de mucuna, mientras que ¢l dafio del bentazon
fue leve al inicio y disminuyd rapidamente en el
tiempo. El fomesafen caus6é un dafio moderado-
alto segun la escala utilizada (Figura 5).

- 4= Bentazon
== Fomesafen
= « Fluazifop

«+-B-- Cletodim

-

A

p.....‘_"d_..g. . LTI
7 14

21

Dias después de la aplicacion

Figura 5. Grado de dafio en 2 cultivares de Mucuna pruriens ocasionado por la aplicacion de 4 herbicidas posemergentes.

Alajuela, Costa Rica. 2014.

La interaccion especie x herbicidas resulto
significativa (p=0,009) para la variable peso seco
de las plantas de mucuna evaluadas. El peso de
las plantas de M. pruriens cv. cinza fue menor
cuando se les aplico fomesafen y bentazon en
comparacion con el peso del testigo, segiin prue-
ba de Tukey (Tabla 8). Por su parte, las plantas
de M. pruriens cv. preta crecieron menos en
comparacion con el testigo cuando se les aplico
fomesafen, segin prueba de contrastes (Tabla 8).

Tabla 8.  Peso seco promedio (g) por planta de M. pruriens var.
cinza y M. pruriens var. preta, a los 30 dias después
de que se aplicaron 4 herbicidas posemergentes.
Alajuela,Costa Rica. 2014.

Herbicida Mucuna cinza Mucuna preta
Bentazon 1,15% 1,12
Fomesafen 0,64* 0,77*
Fluazifop-p-butil 1,62 1,76
Cletodim 1,83 1,59
Testigo 2,15 1,47
Contrastes Valor p
Testigo vs. herbicidas 9,6 x e 0,2459
Fluazifop-p-butil y 6,7xe? 24 x¢e”
cletodim vs. bentazon y
fomesafen
Bentazon vs. fomesafen 0,0043 0,0612
Fluazifop-p-butil vs. 0,2412 0,3438

cletodim

*Promedios significativamente diferentes al testigo, segiin
prueba Tukey al 5%.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en estos estudios
permitieron determinar que las leguminosas
de cobertura evaluadas, son tolerantes a varios
herbicidas pre y posemergentes. Esto indica que
seria posible controlar multiples especies de
malezas al establecer estas coberturas vivas en
varias condiciones agricolas.

V. radiata fue tolerante a 3 herbicidas pre-
emergentes, pendimentalina, alaclor y linuron, y
a 3 posemergentes, bentazon, fluazifop-p-butil
y cletodim. El grado de dafo observado luego
de la aplicacién preemergente fue muy leve, y
no afectd el crecimiento de las plantas. La tole-
rancia de V. radiata a fluazifop-p-butil también
fue reportada en estudios realizados en India con
variedades comestibles (Balyan y Malik 1989).

C. spectabilis tolero la aplicacion de los
preemergentes linuron y alaclor, y mostréo un
dafio leve luego de la aplicacion de pendimenta-
lina, sin embargo, no hubo afectacion en el peso
seco de estas plantas. Es necesario por tanto rea-
lizar pruebas en campo para descartar un posible
efecto fitotoxico de la pendimetalina antes de
considerar su uso en siembras de esta legumino-
sa. Las aplicaciones de los posemergentes ben-
tazon, cletodim y fluazifop-p-butil provocaron
un dafio leve y las plantas se recuperaron rapi-
damente luego de siete dias, lo que se evidencid
al no afectarse el peso seco y concuerda con lo
reportado por Silva et al. (2018). La tolerancia de
C. spectabilis al cletodim fue también observada
en estudios realizados en Brasil, donde se sem-
bré en asocio con café (Braz et al. 2015).

Las plantas de M. pruriens mostraron un
dano moderado durante los primeros 7 dias des-
pués de la aplicacion del preemergente oxifluor-
fen, pero se recuperaron rapidamente y su peso
no fue diferente al de las plantas de los demas
tratamientos preemergentes. Esta especie fue por
tanto la Gnica que toleré de manera moderada el
efecto de este herbicida. Aln asi, con el linurén
y el pendimetalina, se observo un grado de dafio
sumamente leve en plantas de M. pruriens y su
posible uso deberia considerarse antes que oxi-
fluorfen. Los posemergentes bentazon, cletodim

Agronomia Costarricense 46(2): 101-116. ISSN:0377-9424 / 2022

y fluazifop-p-butil no causaron dafio importante
a M. pruriens ni afectaron su crecimiento. El
fomesafen, por su parte, no fue tolerado por esta
leguminosa en aplicacion posemergente, aunque
las plantas no murieron y se observo el inicio de
rebrote de hojas. En comparacion, Silva et al.
(2018) determinaron la tolerancia de varias espe-
cies de mucuna a imazapic y clomazone.

El dafio de los preemergentes en plantas
de P. phaseoloides fue mayor, en comparacion
con las otras especies de leguminosas. Si bien el
dafio observado fue menor en el segundo expe-
rimento, casi todos los herbicidas provocaron un
dafio moderado o severo. Antes de optar por el
uso de los preemergentes en siembras de kudzu,
se recomienda evaluar su selectividad en campo,
en areas pequefias. Adicionalmente, se observo
un dafio moderado del posemergente bentazon,
contrario a lo observado en las otras especies
evaluadas. Los herbicidas posemergentes que
provocaron el menor dafio en el kudzu fueron por
tanto fomesafen, fluazifop-p-butil y cletodim.
De manera similar, Carmona (1991) encontrd
buena tolerancia de P. phaseoloides a lactofen y
fomesafen aplicados para el control de malezas
de hoja ancha en plantaciones de palma aceitera.

Por otro lado, al realizar el estudio en 2
épocas del afio, seca y lluviosa, se determinaron
diferencias en el crecimiento de las especies
de leguminosas. En la época lluviosa vigna y
kudzu produjeron mayor biomasa, mientras que
lo contario ocurrié con las plantas de mucuna.
No consideramos que este fuera un efecto de la
aplicacion de los herbicidas, ni de diferencias en
la humedad del suelo, sino de otros factores que
no fueron medidos, tales como radiacion, tempe-
ratura del aire y humedad relativa. También es
posible que la semilla utilizada haya perdido algo
de vigor mientras estuvo almacenada.

La tolerancia del linuron en preemergen-
ciay del bentazon en posemergencia por parte de
todas las leguminosas evaluadas, con excepcion
del kudzu, permitiria el control de varias espe-
cies de malezas de hoja ancha (Abdallah et al.
2021, Piekarczyk et al. 2020). De forma similar,
la aplicacion de pendimetalina en preemergencia
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y el cletodim o el fluazifop butil en posemer-
gencia, tolerados por todas las leguminosas, con
excepcion también del kudzu, haria posible el
control de multiples especies de gramineas (Poa-
ceae) (Abdallah er al. 2021, Soltani et al. 2020).

CONCLUSIONES

Las especies de leguminosas de cobertura
observadas fueron tolerantes a la mayoria de
los herbicidas evaluados, los cuales se podrian
emplear para el control de malezas en areas
donde el establecimiento de las leguminosas
de cobertura resulte particularmente complejo,
debido a la alta densidad y la competencia de las
malezas del sitio.
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RESUMEN

Introducciéon. El achiote (Bixa orellana
L.) es una especie valiosa debido al contenido de
bixina presente en el arilo de sus semillas, pig-
mento que es utilizado en la industria alimenta-
ria, cosmética y medicinal. La caracterizacion de
germoplasma es el punto de partida para iniciar
programas de fitomejoramiento y para identi-
ficar la variabilidad genética de un banco de
germoplasma. Objetivo. Evaluacion de las dife-
rencias fenotipicas y genotipicas de 18 accesio-
nes de achiote del Banco de Germoplasma de la
Universidad EARTH. Materiales y métodos. El
fenotipo se caracterizo por medio de descriptores
generales y botanicos que detallan caracteristicas
morfoldgicas y productivas de los cultivares. El
genotipo se caracterizd a partir del analisis de la
region ITS2 del ADN ribosomico para establecer
relaciones filogenéticas entre las accesiones y
determinar las relaciones entre caracteristicas
fenotipicas y moleculares. También se realizaron
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ABSTRACT

Phenotypic and Genotypic
Characterization and pollination tests of 18
Annatto (Bixa orellana L.) accessions in Costa
Rica. Introduction. Achiote (Bixa orellana L.)
is a valuable species due to the bixin content
present in the aril of its seeds; this pigment
is used in the food, cosmetic and medicinal
industries. Germplasm characterization is the
starting point to initiate breeding programs and
to identify the genetic variability of a germplasm
bank. Objective. This project evaluated the
phenotypic and genotypic differences of 18
achiote accessions from the EARTH University
Germplasm Bank. Materials and methods.
Phenotype was characterized by general and
botanical descriptors detailing morphological
and productive characteristics of the cultivars.
Genotype was characterized based on analysis
of the ITS2 region of ribosomal DNA to establish
phylogenetic relationships among accessions and
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ensayos de autopolinizacion para evaluar la
respuesta de las accesiones a este método que
condujera a la obtencion de lineas puras. Resul-
tados. Los resultados a partir del dendrograma
Maximum Parsimony permitieron diferenciar
5 grupos filogenéticos, los cuales poseen una
estrecha relacion con el grado de espinosidad de
las capsulas. Al condensar el dendrograma a un
50% se obtuvieron 2 grupos diferenciados por la
presencia o ausencia de espinas en las capsulas,
esto posiciona a esta caracteristica como la deter-
minante para el agrupamiento de los materiales.
Las accesiones con espinas presentan mayor
nimero de semillas por capsula, mientras que las
accesiones sin espinas poseen mayor contenido
de bixina y mayor peso de semilla. Los ensa-
yos de autopolinizacion revelaron una aparente
autoincompatibilidad de accién tardia en algu-
nas accesiones. Conclusion. Esta investigacion
gener6 informacion sobre la identificacion de
las accesiones, como una primera fase encami-
nada a la obtencion de lineas homocigotas para
conservar la identidad genética de las accesiones
del Banco de Germoplasma de la Universidad
EARTH.

INTRODUCCION

El achiote (B. orellana L.) es una especie
originaria del Amazonas (Record y Hess 1949,
Molau 1983) que pertenece a la division Mag-
noliophyta y a la familia Bixacea (Thorne 1992,
Eguiarte et al. 2003). Tiene mucha importancia
desde los antepasados debido a su valor comercial
como colorante, sus caracteristicas medicinales
y como parte de la cultura indigena. Actual-
mente el uso de la bixina, el pigmento vegetal
principal del achiote se ha visto impulsado por
el biocomercio sostenible, aprovechamiento de
recursos ecoldgicos y ademas por ser una exce-
lente alternativa ante los efectos carcindgenos y
alergénicos ocasionados por pigmentos quimicos
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to determine relationships between phenotypic
and molecular characteristics. Self-pollination
trials were also carried out to evaluate the response
of the accessions to this method leading to the
obtention of pure lines. Results. The results from
the Maximum Parsimony dendrogram allowed
to differentiate five phylogenetic groups, which
are closely related to the degree of spinosity of
the capsules. By condensing the dendrogram to
50%, 2 groups were obtained, differentiated by
the presence or absence of spines in the capsules,
which positions this trait as a determinant for the
grouping of materials. Accessions with spines
had a higher number of seeds per capsule,
while accessions without spines had a higher
bixin content and higher seed weight. Self-
pollination assays revealed apparent late-
acting self-incompatibility in some accessions.
Conclusion. This study generated information
on the identification of the accessions and is a
first phase aimed at obtaining homozygous lines
to preserve the genetic identity of the accessions
in the EARTH University Germplasm Bank.

sintéticos (Leal y Michelangeli 2010). En el 2014,
el mercado mundial de carotenoides fue valorado
en USD 1.5 mil millones, de lo cual el achiote
tuvo una produccion alrededor de 10 millones de
megagramos, principalmente en Pert y Kenia,
con los principales consumidores EE. UU., la
Union Europea, el Reino Unido y Dinamarca
(Abdo 2015, Marz 2015).

Segun un estudio sistematico del género,
realizado por Baer (1976), reconoce 5 especies de
Bixa (B. orellana, B. arborea, B. excelsa, B. pla-
tycarpa y B. urucurana), estas se distinguen por
el habito de crecimiento, como arboles o arbus-
tos. Ambrosio et al. (2015) afirman la propues-
ta taxonomica de Pilger publicada por Kuntze
(1925), quien clasifica a B. urucurana como una
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variedad de B. orellana L. para identificar asi, al
ancestro salvaje del achiote cultivado.

El achiote es un cultivo del Neotropico,
que puede cultivarse con facilidad desde el nivel
del mar hasta los 1400 msnm, con rangos de tem-
peratura 6ptima que oscilan entre 20°C y 30°C,
el cultivo se adapta a amplias condiciones de pre-
cipitaciones anuales desde 600 mm hasta 2000
mm (Arce Portuguez 1999). El cultivo empieza
su produccion a los 2 afios y a partir de los 4
aflos su produccién es mayor y mas uniforme,
con una densidad de 1111 arboles, el rendimiento
sera de 2597 kg de semilla por hectarea por afio
(Quifiones Bravo y Yunda Romero 2014). La
floracion caracteristica del cultivo de achiote
es escalonada descendente (Arriaza Mezal990).
Segtin Rodriguez y Enriquez (1983) la apertura
de las flores inicia entre las 4:00 am y 5:00 am y
el grano de polen permanece viable por un perio-
do de 10 horas a 11 horas, en las condiciones de
Turrialba, Costa Rica.

Las semillas de achiote son consideradas
ortodoxas, resisten la desecacion y esto tiene
relevancia para la conservacion y almacena-
miento del germoplasma (Velho Do Amaral et
al. 2000). En las semillas se encuentra la bixina,
cuya nomenclatura quimica es monometil éster
del 4cido norbixin dicarbonico (C,H;,0,) y
representa del 80% al 90% de los colorantes
totales del achiote (Smith ez al. 1992). El minimo
porcentaje de bixina aceptable en el mercado
internacional para variedades comerciales es de
2,5% (Arce Portuguez 1984).

A nivel citogenético el achiote cuenta
con un niimero cromosomico haploide n=7 y un
nimero cromosémico diploide 2n=14 (Lombello
y Pinto-Maglio 2014). Bixa orellana L. ha sido
una especie domesticada, lo cual se evidencia
en las diferencias con los ancestros silvestres en
los contenidos variables de bixina que poseen los
materiales silvestres, que sugiere, ha existido un
flujo de genes responsables de esta caracteristi-
ca desde dichos materiales hasta los cultivados
(Ambrésio et al. 2015).

Actualmente, para la identificacion de
especies y clasificaciones taxondmicas, se ha

recurrido a utilizar técnicas moleculares para res-
paldar los resultados, es por esto que han cobrado
importancia términos como “DNA Barcoding”
(cédigo de barras de ADN). Las regiones DNA
Barcoding deben tener una buena amplificacion
por PCR universal, poder de diferenciacion entre
especies, complementacion entre loci, amplitud en
aplicacion taxonomica y analisis bioinformatico
(Erickson et al. 2008). Dentro de estas regiones se
encuentran las secuencias espaciadoras internas
transcritas (ITS) ITSI e ITS2 que presentan una
cantidad pequefia de nucleétidos como 565 pb a
700 pb en angiospermas que pueden amplificarse
facilmente por PCR y secuenciarse con iniciado-
res universales (Baldwin et al. 1995).

La secuenciacion del ADN consiste en
determinar el orden de nucledtidos que confor-
man el ADN en un segmento especifico. Existen
varios métodos para realizarlo, como el método
Sanger, pirosecuenciacioén, secuenciaciéon por
nanoporos, entre otros (Bleidorn 2017). La com-
paracion de las secuencias de ADN es la base del
analisis bioinformatico, asi como el primer paso
para el analisis estructural y funcional. El proce-
so mas elemental en este tipo de comparacion es
la alineacion de secuencias, donde se realiza una
comparacion mediante la busqueda de patrones
de caracteres comunes y el establecimiento de
los residuos de correspondencia entre las secuen-
cias relacionadas. Este proceso es fundamental
en la busqueda de similitudes y el alineamiento
de secuencias multiples (Meneses et al. 2011).

Para el alineamiento de secuencias multi-
ples, se tienen disponibles varias herramientas, el
alineamiento MUSCLE es una de ellas, se basa en
el algoritmo Needleman-Wunsch y se puede utili-
zar para alinear las secuencias de ADN o de pro-
teinas con el objetivo de evidenciar la topologia,
asi como su origen evolutivo (Meneses et al. 2011).

Un arbol filogenético es la representacion
grafica de las relaciones genéticas existentes
entre organismos; para la construcciéon de un
arbol filogenético existen en general 2 métodos,
el basado en distancias y el basado en caracteres,
este ultimo utiliza directamente las secuencias
de ADN o proteinas, un ejemplo es el método
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Maximum Parsimony, el cual es el mas popular
de la sistematica cladistica y se basa en reconstruir
un dendrograma que represente la relacion gené-
tica entre las especies en estudio, el método busca
la representacion que tenga el menor nmimero de
cambios genéticos con respecto a la secuencia de
un ancestro comun (Acero Barraza 2007).

Se debe considerar, la importancia de
la conservacion de la identidad genética de las
accesiones en un banco de germoplasma para
futuros programas de fitomejoramiento, ya que
es fundamental conducir hacia la homocigosis
de los cultivares, con diversos métodos: autopo-
linizacion, hermanos completos y medios her-
manos (ordenados segtn la rapidez para obtener
endogamia). Los sistemas de fitomejoramiento
que conducen a la endogamia se basan en apa-
reamientos no aleatorios, esto va en contra del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Acquaah 2012).
Por tanto, también es importante conservar la
heterocigosis y de esta forma mantener la diver-
sidad genética de la especie, que es una fuente
de genes para futuras necesidades en cuanto al
mejoramiento del cultivo.

Como objetivo principal del proyecto se
tuvo, evaluar diferencias fenotipicas y molecula-
res de 18 accesiones del Banco de Germoplasma
de Achiote (Bixa orellana L.) de la Universidad
EARTH, para demostrar por medio de un den-
drograma, la topologia que existe entre estas y
de esta forma establecer relaciones basadas entre
rasgos fenotipicos y marcadores moleculares.
Con el fin de establecer una primera fase para la
obtencion de lineas homocigotas, se realizaron
ensayos de autopolinizaciones en las distintas
accesiones de achiote.

Por tanto, este proyecto procurd generar
informacion valiosa para la conservacion tanto
in situ como ex situ y el manejo de la diversidad
genética, por medio del uso de herramientas bio-
tecnologicas que faciliten la implementacion de
programas de fitomejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y descripcion del banco de
germoplasma. El proyecto se realizé en la
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Finca Académica de la Universidad EARTH,
Las Mercedes, Guacimo, Limon, Costa Rica,
entre las coordenadas 10°12°25°” Ny 83°35°59”
0O, a una clevacion de 44 msnm. La temperatu-
ra promedio anual de la zona es de 25°C, con
una humedad relativa promedio anual de 85%
y una precipitacion promedio anual de 3687
mm (Universidad EARTH 2021). El Banco de
Germoplasma de Achiote (Bixa orellana L.)
de la Universidad EARTH fue establecido en
1993 y cuenta con un total de 18 accesiones
procedentes de Guatemala, Costa Rica y Pana-
ma (Tabla 1), que fueron previamente seleccio-
nadas del Banco de Germoplasma del CATIE
como genotipos promisorios debido a su alto
contenido de bixina.

Tabla 1.  Procedencia e inventario de plantas (afo 2021) de
las distintas accesiones existentes en el Banco de
Germoplasma de la Universidad EARTH.

Accesion Pais de Ubicacion Inventario
procedencia de plantas
aflo 2021
EARTH-FIO Costa Rica ~ Guacimo 18
EARTH-1 Costa Rica  Guacimo 8
10707-1 Panama Veraguas 4
10707-2 Panama Veraguas 9
10707-3 Panama Veraguas 17
10752-1 Panama Veraguas 24
10752-2 Panama Veraguas 8
11395-2 Guatemala  Izabal 16
11549-2 Guatemala  Petén 15
11549-4 Guatemala  Petén 2
11646-2 Guatemala  Palencia, 14
Guatemala
12300-3 Guatemala  Retalhuleu 12
12883-2 Costa Rica  Cartago 14
12887-1 Costa Rica  Cartago 18
12891-1 Costa Rica  Cartago 21
6112-2 Guatemala  Suchitepéquez 18
9931-1 Costa Rica  Alajuela 11
9932-2 Costa Rica  Alajuela 19
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Caracterizacion fenotipica. Se seleccio-
naron de 2 a 5 plantas de cada accesion segun
la disponibilidad dentro del Banco de Germo-
plasma de la Universidad EARTH. Se evaluaron
caracteristicas morfologicas de tallo, hoja, flor y
fruto de las 18 accesiones de achiote con las que

cuenta la coleccion. Para la evaluacion en campo
se utilizaron descriptores generales y botanicos
desarrollados por Arce Portuguez (1983), en
donde se enlistan los criterios de clasificacion
en funcion de las caracteristicas morfologicas
(Tabla 2).

Tabla 2.
EARTH.

Descriptores fenotipicos utilizados para la caracterizacion del Banco de Germoplasma de Achiote de la Universidad

Descriptor fenotipico

Descripcion y forma de medicion

Pais y lugar de procedencia

Estado fisiologico

Altura de planta (m)

Diametro de copa (m)

Circunferencia del tallo (cm)

Habito de crecimiento

Numero de paniculas

Promedio de capsulas por panicula

Visibilidad de paniculas

Longitud y ancho de la ldmina foliar y
peciolo (cm)

Color del haz, envez y peciolo
Color de la flor

Longitud, ancho y longitud a la parte
mas ancha de la capsula (cm)

Color de capsula inmadura y madura

Grado de espinosidad y longitud de
las espinas

Dehiscencia de la capsula en madurez
comercial

Pais y punto geografico de procedencia del germoplasma.

Estado de desarrollo en el que se encuentra la planta al momento de realizar la
caracterizacion, la escala de medicion es la siguiente: 3 = estado vegetativo, se
observa activo crecimiento y mucho follaje; 5 = estado reproductivo, periodo entre
la aparicion de los primeros botones florales hasta la formacion de mas del 50% de
las capsulas; 7 = estado de fructificacion: periodo entre la aparicion de las primeras
capsulas y la madurez comercial.

Altura de la planta tomada con un clinémetro, expresada en metros desde la base
del suelo hasta el apice.

Diametro de la planta expresado en metros en la parte mas ancha.

Circunferencia del tallo expresado en centimetros tomado con un flexometro,
medido a 20 cm del suelo.

La relacion entre altura (m) y diametro de copa (m) y escala de medicion es:
1 = redondeado; 2 = piramidal; 3 = ovoide; 4 = achatado; 5 = alargado.*

Numero total de paniculas por planta.

Promedio del nimero de capsulas por panicula, cuantificado en una muestra de
diez paniculas.

Grado de visibilidad que reflejan las paniculas en la planta, se expresa: 3 = bajo;
5 = intermedio; 7 = alto.*

Longitud desde la base al épice y ancho en la parte mas ancha del limbo de la hoja
expresado en centimetros.

Color obtenido a partir de la paleta de colores.
Color de los pétalos obtenidos a partir de la paleta de colores.

Longitud desde la base al apice de la capsula; ancho de la capsula en la seccion
mas ancha y longitud desde la base a la parte mas ancha, todas las mediciones
expresadas en centimetros.

Color en estado maduro e inmaduro de la capsula segun la paleta de colores.

El grado de espinosidad se refiere a la presencia o ausencia de espinas en la
capsula, se expresa: 0 = sin espinas; | = muy bajo; 3 = bajo; 5 = intermedio;
7 = alto; 9 = muy alto.*

La longitud de las espinas se expresa en la siguiente escala: 1 = muy cortas;
3 = cortas; 5 = intermedias; 7 = largas; 9 = muy largas.*

Se refiere a la apertura de la cépsula en punto de cosecha, se expresa:
0 = Indehiscente + = dehiscente.*
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Descriptor fenotipico

Descripcion y forma de medicion

Numero de semillas por cépsula

Forma del apice y base de la capsula

Forma de la capsula

Peso seco de 100 semillas (g)

Contenido de bixina (%)

Longitud y ancho de la semilla (mm)

Susceptibilidad a plagas

Cantidad de semillas por capsula, contabilizadas y promediadas a partir de diez
capsulas.

La forma del 4pice tomada en frutos en madurez comercial se clasifica en: 1
redondeado; 2 = agudo; 3 = acuminado; 4 = otro.*

La forma de la base tomada en frutos en madurez comercial se clasifica en: 1
redondeada; 2 = obtusa; 3 = cordada.*

Forma del fruto tomada en madurez comercial se clasifica en: 1 = hemisférica; 2
= ovoide; 3 = coOnica.*

Peso de 100 semillas expresado en gramos, después de secar en un horno durante
48 horas a 65°C.

Porcentaje de bixina que presentan las semillas, los datos fueron recolectados del
proyecto de graduacion desarrollado en el mismo Banco de Germoplasma de la
Universidad EARTH por Villalobos (1997), quien utiliz6 la metodologia de KALSEC
(Herrera 1995). Se pesan 10 g de semilla extraida y se transfieren a un Erlenmeyer
de 225 mL. Se afiade 150 mL de solucion extractora, la cual es compuesta de 4,42%
de hidroxido de amonio, 58,64% de metanol y 37% de cloruro de metileno. Se agitan
las muestras durante una hora colocadas en columnas de condensacion. Después,
las muestras se filtran al vacio y la solucion se transfiere a un balén de fondo plano
de 250 mL y se afora con acetona. Esta solucion se agita y se pipetean 0,25 mL de
solucién uniforme que se colocan en un balén de 100 mL y se afora nuevamente
con acetona. Se toman lecturas de absorbancia en el espectrofotometro, calibrado a
una longitud de 487 nanémetros (Longitud de onda a la cual el pigmento presenta
mayor absorbancia segun los laboratorios de KALSEC, Michigan, Estados Unidos
de América). El contenido de bixina se calcula por la siguiente formula (61,8 es
la absorbancia que reporta la bixina en estado puro, segun los laboratorios de
KALSEC, Michigan Estados Unidos de América):

% de bixina = (Absorbancia (longitud de onda 487) *100) / 61,8.

Se refiere a la longitud desde la base al 4pice y el ancho en la seccion mas ancha de
la semilla expresados en milimetros.

Se refiere al estado fitosanitario general de la planta, se clasifica como: 0 = no
susceptible, 3 = poco susceptible, 5 = susceptibilidad media, 7 = susceptibilidad
alta.*

*(Arce Portuguez 1999).

Caracterizacion genotipica. Se tomaron
muestras foliares de una planta en campo por
cada accesion, las muestras se procesaron de la
siguiente manera: se pesaron 2 g de tejido que
fueron colocados en tubos Falcon de 50 mL y
luego se liofilizaron por 48 horas para asegurar
la calidad del tejido, posteriormente se extrajo
el ADN genomico y la determinacion de la
cantidad e integridad mediante Nanodrop y gel
de electroforesis; luego se realizé el ajuste de
la concentraciéon de ADN minimo a 50 ng.uL".
Después la amplificacion de la region ITS2
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se llevd a cabo mediante la técnica PCR con
imprimadores universales UniPlantF (5'-TGT-
GAATTGCARRATYCMG-3') y UniplantR
(5-CCCGHYTGAYYTGRGGTCDC-3') (Moor-
house-Gann ef al. 2018). Posteriormente, se hizo
la visualizacion de la amplificacion de productos
de PCR en gel de electroforesis y la limpieza de
los productos con un el kit de purificacion Ther-
mo Scientific™ K0701. Para la secuenciacion de
la region ITS2 se utilizd el método Sanger y el
kit Thermo Fisher Scientific A38073 en secuen-
ciador ABI 3500.
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Analisis de datos fenotipicos y genotipi-
cos. Se efectud un analisis estadistico descriptivo
con el programa R para las variables fenotipicas
cuantitativas analizadas. Para las relacionadas al
tamafo de la capsula, semilla y hoja, previamen-
te en Excel se hizo un filtrado por rangos y pos-
teriormente un analisis de frecuencias, con el fin
de obtener grupos o clases de tamafio estadisti-
camente representativos respecto a la poblacion.

Los electroferogramas se cargaron al pro-
grama MEGA-X donde se procedio a realizar un
alineamiento de secuencias multiple mediante
el método MUSCLE, luego se realizd un arbol
filogenético mediante el método Maximum Par-
simony (MP), en el parametro prueba de filoge-
nia se afladi6 un soporte de Bootstrap con 1000
réplicas. Después este arbol filogenético fue
condensado al 50% para incrementar el soporte
estadistico de los clados y relacionarlo con las
caracteristicas morfologicas.

Adicionalmente, se efectudé un analisis de
la relacion entre los datos moleculares obtenidos
a partir de la creacion del dendrograma MP y las
caracteristicas morfoldgicas: color de cépsula,
grado de espinosidad de la capsula, longitud de
espinas de la capsula, nimero de paniculas por
planta por cosecha, numero de capsulas por pani-
cula, numero de semillas por capsula, peso seco
de 100 semillas (g) y contenido de bixina (%),
para lo cual se elaboraron graficas de medias
clasificadas segun los grupos filogenéticos.

Ensayos de autopolinizaciéon. Se rea-
lizaron ensayos de emasculacion y autopolini-
zacion de botones florales previo a la antesis
entre las 5:00 am a 8:00 am, los botones florales

autopolinizados se cubrieron con sobres de papel
de dimensiones 177 mm x 89 mm para evitar el
ingreso de insectos a la flor que pudieran conta-
minarla con polen externo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fenotipica. El Banco de
Germoplasma de la Universidad EARTH mues-
tra diferencias marcadas en las caracteristicas
relacionadas al color, forma y espinosidad de la
capsula (Figura 1). Existe una relacion entre el
color de la capsula y flor, cuando las capsulas
son rojas y amarillas las flores son de color rosa-
do, capsulas de color verde presentan coloracion
blanca o rosada palida en sus flores, mientras
que capsulas de color marrén tendran flores
rosadas y violetas (Arce Portuguez 1984). Estos
datos concuerdan con la caracterizacion fenotipi-
ca realizada en este estudio en el Banco de Ger-
moplasma de Achiote de la Universidad EARTH,
las accesiones EARTH-FIO y 12300-3 presentan
flores blancas y capsulas de color verde, mientras
que el resto de los materiales presentan flores
rosadas y capsulas rojas, amarillas o capsulas de
color intermedio entre rojo y verde. El color de
la capsula tiene relevancia porque existe una alta
correlacion estadistica entre el color de la capsula
y la susceptibilidad a plagas y enfermedades, los
frutos con coloracion roja y café tienen un mayor
grado de susceptibilidad a Oidium spp., por otra
parte, frutos de color verde y café son suscep-
tibles al ataque de Leptoglossus zonatus (Arce
Portuguez 1984).
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Figura 1. Diferencias fenotipicas entre las accesiones del Banco de Germoplasma de Achiote de la Universidad EARTH.
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Las variables morfologicas asociadas a
la forma de la capsula y semilla muestran dife-
rencias fenotipicas marcadas (Tabla 3), estas
caracteristicas morfologicas estan relacionadas
con el volumen y cantidad de semillas que puede
albergar un material en sus capsulas, esto influye
directamente en el rendimiento del cultivar. Adi-
cionalmente, la presencia de espinas determina

la facilidad para el manejo postcosecha de las
capsulas, donde los cultivares glabros son los
deseados, para tener un proceso postcosecha
mas limpio. Una de las caracteristicas deseadas
en cultivares comerciales es la indehiscencia
al punto de madurez comercial para reducir la
degradacion de la bixina por fotooxidacion.

Tabla 3.  Variables fenotipicas de las distintas accesiones del Banco de Germoplasma de Achiote de la Universidad EARTH.
Accesion Grado de Longitud Forma del Tamafio  Tamafio Habito de  Susceptibi- Visibilidad
espino- de espinas fruto de de hoja  crecimiento lidad a de
sidad capsula plagas paniculas
EARTH-1 Alto Largas Ovoide Mediano  Mediano  Ovoide Poca Intermedia
EARTH-FIO Sinespinas  Muy cortas Conica Muy Muy Redondeado Alta Alta
pequeilo  pequefio
10707-1 Alto Largas Ovoide Mediano Mediano Redondeado Intermedia Alta
10707-2 Bajo Cortas Coénica Mediano Mediano Redondeado Poca Poca
10707-3 Muy alto Largas Ovoide Mediano  Mediano  Ovoide Intermedia Alta
10752-1 Muy alto Largas Ovoide Mediano Mediano  Achatado Poca Intermedia
10752-2 Muy alto Largas Ovoide Pequefio  Mediano  Piramidal Intermedia Alta
11395-2 Sin espinas ~ Muy cortas Conica Pequefio  Mediano  Ovoide Intermedia  Alta
11549-2 Sin espinas ~ Muy cortas Conica Pequeiio  Muy Piramidal Poca Poca
pequeio
11549-4 Alto Cortas Conica Pequefio  Pequefio  Ovoide Poca Poca
11646-2 Bajo Largas Ovoide Mediano Mediano Redondeado Intermedia Intermedia
12300-3 Alto Largas Coénica Grande Mediano  Piramidal Intermedia Alta
12883-2 Muy alto Muy largas Hemisférica Pequefio Mediano  Achatado Alta Poca
12887-1 Muy alto Muy largas Ovoide Mediano Mediano Redondeado Alta Alta
12891-1 Alto Cortas Hemisférica Grande Grande Achatado Alta Intermedia
6112-2 Bajo Largas Ovoide Mediano Mediano  Piramidal Poca Alta
9931-1 Muy alto Largas Ovoide Muy Mediano Redondeado Intermedia Intermedia
grande
9932-2 Muy alto Largas Ovoide Pequeiio Mediano Redondeado Intermedia Intermedia

En la mayoria de los casos, las accesiones
que presentaron una mayor resistencia a plagas y
enfermedades fueron las que no tenian espinas o
que poseian un grado de espinosidad bajo o bien
que presentaban espinas cortas. Por otra parte,
las mas susceptibles eran las que presentaban

alto grado de espinosidad y espinas largas. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Arce
Portuguez (1984) quien encontrd que materiales
de achiote con pocas espinas o con ausencia de
ellas presentaban mayor resistencia al ataque de
Leptoglossus zonatus y Lepidopteros, esto puede

Agronomia Costarricense 46(2): 117-134. ISSN:0377-9424 / 2022



126 AGRONOMIA COSTARRICENSE

relacionarse con la mayor consistencia y grosor
de la epidermis de la capsula en materiales sin
espinas. De igual forma accesiones como la
12891-1 con una arquitectura de planta achatada
que permite poca ventilacion y con hojas grandes
propicia el incremento de sombra y esto favorece
el desarrollo de Oidium spp.

Se presenta una amplia variabilidad gené-
tica en cuanto a las variables relacionadas al ren-
dimiento de las accesiones (Figura 2), se tienen
unas con caracteristicas contrastantes, por ejem-
plo la accesion 11549-2 presenta valores menores
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para las variables nimero de paniculas por planta
(menor a 100) y nimero de capsulas por panicula
(menor a 10), sin embargo, posee valores mas
altos para las variables numero de semillas por
capsula (entre 20 semillas y 50 semillas), peso
de 100 semillas (3 g a 4 g) y contenido de bixina
(4% a 7%), por lo que el banco de germoplasma
representa una fuente de alelos para poder ini-
ciar con programas de mejoramiento genético y
proyectos de investigacion acerca de la genética
de la especie.
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Analisis de datos moleculares. Al ana-
lizar la tipologia del dendrograma del Banco
de Germoplasma de Achiote de la Universidad
EARTH obtenido a partir de las secuencias de la
region ITS2 (Figura 3A), es posible observar que
las accesiones se agrupan en 5 clados, los cuales
conservan una similitud interna con base en
caracteristicas fenotipicas, como grado de espi-
nosidad y longitud de las espinas de la capsula;
en cuanto al color de las capsulas no es notable
ningun patrén de agrupacion debido a que en los
diferentes grupos se observd una variacion de
colores verde, rojo y amarillo y algunas como
la 10707-3, 12883-2, 10752-2 y la 12891-1 con
colores intermedios entre verde y rojo, por lo que
se puede considerar una posible recombinacion
genética si se toma en cuenta que las accesiones
fueron establecidas por semilla y que el achiote
es una especie alégama.

Por su parte, el dendrograma MP conden-
sado al 50% de la region ITS2, el cual elimina los
clados con menor soporte estadistico y se enfati-
za en regiones mas confiables de los patrones de
ramificacion, lo que hace una diferenciacion de
las accesiones en 2 grupos filogenéticos con base
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en la presencia o ausencia de espinosidad (Figura
3B), donde las 11549-2, 11395-2 y EARTH-FIO
son las que carecen de espinas, mientras que las
otras 15 accesiones presentaron espinas. Adicio-
nalmente se podrian analizar otras regiones del
genoma a partir del ADN del cloroplasto como
las regiones ndhF and trnL-F, ya que este al
ser heredado de la madre, puede proporcionar
secuencias de genes especificos o regiones inter-
génicas que son filogenéticamente informativas
(Akiyama et al. 2011) y de esta forma fortalecer
las relaciones entre cultivares del mismo linaje,
y por tanto facilitar el estudio de relaciones de
parentesco entre cultivares.

Hay que tomar en cuenta que las accesio-
nes provienen del Banco de Germoplasma del
CATIE y es posible evidenciar recombinacion
genética en caracteristicas fenotipicas como el
color de las capsulas, que segiin Dequigiovanni
et al. (2018) encontraron una alta correlacion
entre la distancia genética y distancia geografica
entre 10 poblaciones silvestres de achiote en el
Amazonas, lo cual en ese estudio sugiere que
la diferenciacion genética se debe a la distancia
geografica.
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Figura 3. A. Dendrograma Maximum Parsimony (MP) de la regién ITS2 del Banco de Germoplasma de Achiote de la
Universidad EARTH. B. Dendrograma MP condensado al 50% de la region ITS2 para las 18 accesiones del Banco
de Germoplasma de Achiote de la Universidad EARTH.
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En este estudio no se encontr6 una asocia-
cion concluyente entre la distancia geografica y
la distancia genética de los cultivares.

Relacion entre rasgos fenotipicos y
datos moleculares. En cuanto a la relacion
entre los grupos filogenéticos (Figura 3A) y las
variables cuantitativas, se evidencid que exis-
te una relacion entre los grupos filogenéticos
con los rasgos morfologicos de las accesiones
que conforman dichos grupos. Para la variable
numero de paniculas por planta el grupo filo-
genético que presenta mayores resultados es el
compuesto por las accesiones 10752-1, 11646-2,
107072 y EARTH-1 (Figura 4A). En el caso
de la variable nimero de capsulas por panicula
fueron las 11549-2, 11395-2 y EARTH-FIO las
que presentaron mayor media (Figura 4B). Esos
resultados se deben a que en las accesiones
previamente mencionadas, se observaron altos
niveles de floracion. La variable nimero de
semillas por capsula, fueron las 12883-2, 9931-1,
10707-1, 12300-3 y 12887-1 las que presenta-
ron mayor media (Figura 4C). Estos resultados
estan relacionados a que esas accesiones pre-
sentan un tamafo de capsula grande y semillas
pequeiias, lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Medina ef al. (2001) quienes aso-
cian el mayor numero de semillas con un mayor
tamafio de capsula. Para la variable peso seco
de 100 semillas fueron las 11549-2, 11395-2 y

Agronomia Costarricense 46(2): 117-134. ISSN:0377-9424 / 2022

EARTH-FIO las que presentaron mayores resul-
tados (Figura 4D). Este grupo present6 capsulas
pequeiias, sus semillas son mas grandes y por
ende registran un mayor peso. Del mismo modo
para la variable contenido de bixina fueron las
11549-2, 11395-2 y EARTH-FIO las que presen-
taron resultados mas altos (Figura 4E), también
es importante destacar que fue posible observar
que son las accesiones sin espinas las que poseen
un mayor peso de semilla y un mayor contenido
de bixina (11549-2, 11395-2 y EARTH-FIO) esto
puede estar relacionado con la presion de selec-
cion que se ha realizado hacia materiales cultiva-
bles con altos contenido de bixina y sin presencia
de espinas que faciliten el proceso postcosecha,
Ambrosio ef al. (2015) mencionan que la especie
no cultivada Bixa urucurana, el ancestro mas
cercano a Bixa orellana cuenta con espinosidad
en la capsula en ese estudio encontraron altos
contenidos de bixina en poblaciones de achiote
silvestre cercanas a areas de cultivo de achiote,
lo que sugiere un fuerte flujo de genes e introgre-
siones entre poblaciones silvestres y cultivadas.

En general el banco de germoplasma
cuenta con diferentes materiales que presentan
rasgos fenotipicos contrastantes por lo que este
estudio sirve como base para poder iniciar con
programas de mejora del cultivo.
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Figura 4. Relacion entre grupos filogenéticos y las variables: A. Numero de paniculas por planta. B. Numero de capsulas por
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Anadlisis de autopolinizaciones. Los
resultados de los ensayos de autopolinizacion
mostraron en promedio 33,33% de fecundacion
del total de 72 autopolinizaciones realizadas en
17 accesiones de achiote. En 4 (11395-2, 11646-2,
12300-3 y 6112-2) no fue posible obtener ninguna
autofecundacién con éxito, a pesar de ser en las

Tabla 4.
ma de Achiote de la Universidad EARTH.

que mas se realizaron ensayos (Tabla 4) lo que se
puede relacionar con una autoincompatibilidad
genética, pues es conocido que el achiote es una
especie albgama con tasas de polinizacion cruza-
da de 57% y tasas de autopolinizacion de 37,5%
(Rivera y Flores 1988).

Resultados de las autopolinizaciones realizadas y fecundacion obtenida en las accesiones del Banco de Germoplas-

Accesion Autopolinizaciones Autofecundaciones Porcentaje de
realizadas autofecundacion
10707-1 2 2 100,00
10707-2 5 3 60,00
10752-1 2 2 100,00
11395-2 9 0 0,00
11549-2 6 1 16,67
11549-4 1 0 0,00
11646-2 9 0 0,00
12300-3 10 0 0,00
12887-1 2 2 100,00
12891-1 4 3 75,00
6112-2 6 0 0,00
9931-1 5 4 80,00
EARTH-1 5 3 60,00
12883-2 1 1 100,00
10707-3 1 1 100,00
10752-2 1 1 100,00
EARTH-FIO 3 1 33,33
Total 72 24 33,33

Una estrategia de las plantas alégamas
para evitar la endogamia es la autoincompati-
bilidad genética, esta puede darse de distintas
formas, que a nivel enzimdtico no exista com-
patibilidad entre el polen y el estigma, de modo
que no se permita la emergencia del tubo polini-
co, también puede ser autoincompatibilidad de
accion tardia y en esta puede ocurrir la penetra-
cion del tubo polinico, la descarga de gametos
masculinos en sacos embrionarios e incluso la
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fertilizacion, pero de una u otra forma la embrio-
génesis no continuara (Seavey y Bawa 1986).

En las accesiones 11395-2, 11646-2,
12300-3 y 6112-2 que no fue posible obtener cap-
sula por esta via; se observaron sefiales de posi-
ble fecundacion durante la primera semana, pero,
luego de este tiempo las capsulas abortaban, esto
puede ser un indicador de autoincompatibilidad
de accion tardia en estos genotipos. Varios auto-
res en los ultimos afios han presentado resultados
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acerca de sistemas de autoincompatibilidad de
accion tardia en distintas familias como Bigno-
niaceae, Bombacaceaec y Amarallydaceae (Bit-
tencourt et al. 2003, Gibbs et al. 2004, Vaughton
et al. 2010).

CONCLUSIONES

El presente estudio permitié determinar
la amplia variabilidad genética del Banco de
Germoplasma de la Universidad EARTH aspecto
que facilito el analisis de las relaciones filogené-
ticas entre las 18 accesiones. Se logro observar
un patron de agrupamiento que guarda relacion
con la caracteristica fenotipica espinosidad de
la capsula y ademas se observaron signos de
recombinacion genética entre los cultivares. Las
accesiones sin espinas en la capsula presentaron
mayor peso seco de semillas y el contenido de
bixina mas alto. Adicionalmente se identifico que
las que tenian espinas en su fruto presentaron un
numero superior de semillas por capsula, por lo
que basados en este estudio, una identificacion
genotipica de materiales en estados tempranos
seria un factor influyente para el aumento de la
productividad en las plantaciones comerciales.
Este proyecto establecid una primera fase enca-
minada hacia la obtencion de lineas homocigo-
tas, para la conservacion de la identidad genética
de los cultivares de achiote como fuente de alelos
en futuros programas de fitomejoramiento.
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RESUMEN

Introduccion. El conocimiento de la avi-
fauna de agroecosistemas permite tener una
vision de su funciéon en estos sistemas de pro-
duccion. Objetivo. Caracterizar la comunidad
de aves que utilizan las areas de cultivo de la
Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit
Moreno y describir los dafios que ocasionaron en
la produccion agricola en el sitio. Materiales y
métodos. Se efectuaron muestreos quincenales
y se utiliz6 la técnica de puntos de observacion,
para el registro de las especies, la cantidad
de individuos por especie, el cultivo en que
se encontraban, la actividad que realizaban e
impacto dafiino en ese ambiente. Resultados. Se
registraron 967 individuos pertenecientes a 55
especies de aves. Las especies Volatina jacarina
y Crotophaga sulcirostris fueron las mas abun-
dantes con un 18,8% y 10,2% de los individuos
registrados. Otras especies fueron Dives dives
(9,8%), Zenaida asiatica (7,9%), Turdus grayi
(6,1%) Columbina inca (6%) y Patagioenas flavi-
rostris (5,9%). Se identificaron 12 especies (22%)
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ABSTRACT

Birds’ community and the damage
they generate in agricultural production in
Alajuela, Costa Rica. Introduction. Knowledge
of agroecosystems’avifauna allows to have a
vision of its function in such production systems.
Objective. To characterize the community of
birds that uses the farming areas of Fabio Baudrit
Moreno Agricultural Experimental Station and to
describe the damage they produced to the crops
on the site. Materials and methods. We carried
out biweekly samplings using observation points.
In each point we annotated richness, number of
individuals per species, activity they performed,
and if they were causing any damage. Results.
We registered 967 individuals belonging to 55
species of birds. The species Volatina jacarina
and Crotophaga sulcirostris were the most
abundant with 18.8% and 10.2%, respectively,
of the individuals recorded. Other species were
Dives dives (9.8%), Zenaida asiatica (7.9%),
Turdus grayi (6.1%) Columbina inca (6%) and
Patagioenas flavirostris (5.9%). Twelve species

2 Universidad de Costa Rica, Escuela de Agronomia,
Centro de Investigacion en Proteccion de Cultivos,
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que generaron algiin dafio a la produccion. Los
dafios se registraron en frijol, tomate, papaya,
maiz, mango, pepino y melon. Otro tipo de dafio
observado fue en el sistema de riego por goteo,
provocado por Quiscalus mexicanus. El cultivo
mas visitado por las aves fue el de mango, donde
se observo la presencia de 29 especies de aves y
le siguieron en orden de importancia, los cultivos
de acerola, frijol y maiz, con la presencia de 20,
18 y 16 especies, respectivamente. Conclusion.
En el sitio se registré un 6% de especies de aves
del pais, lo que sugiere que el sitio ofrece condi-
ciones para el establecimiento de especies que se
adaptan a estos ecosistemas. El 22% de las espe-
cies de aves registradas ocasionaron algin tipo
de dafio; en frijol se registraron 48 individuos,
seguido de tomate (22) y maiz (18).

INTRODUCCION

Las aves son organismos comunes en los
agroecosistemas y cumplen diferentes funciones
en estos ambientes. Algunas de las interacciones
mutualistas, como la polinizaciéon con parti-
cipacion de aves (Guix 2021, Cuta-Pineda et
al. 2020) o bien el control de plagas insectiles
(Igua-Muiioz et al. 2020) son consideradas bene-
ficiosas y a veces pasan desapercibidas, mientras
que aquellas interacciones que las personas con-
sideran perjudiciales son mas facilmente detec-
tadas y en algunos casos sobrevaloradas (Bucher
1998), lo que conlleva a generar una percepcion
parcial y negativa acerca de la accion de las aves
en esos sistemas de produccion (Zaccagnini y
Canavelli 1998).

En las areas de produccion agricola, la
disponibilidad, abundancia y variedad de ali-
mentos, la presencia de sitios para reproduccion
y proteccion, asi como la reduccion de depre-
dadores naturales, ha favorecido que algunas
especies de vertebrados entren en conflicto con
los productores al causar dafios en sus cultivos
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(22%) caused some damage to the production.
Damage was recorded in beans, tomatoes,
papaya, corn, mangoes, cucumbers, and melon.
Damage was also observed in the irrigation
system caused by Quiscalus mexicanus. Mango
was the crop birds visited the most with 29 species
observed followed by acerola, beans, and corn
crops with the presence of 20,18, and 16 species
respectively. Conclusion. The site recorded 6%
of the country’s avifauna suggesting that it offers
conditions for the establishment of species that
adapt to its ecosystems. 22% of the recorded bird
species caused some kind of damage. Most of the
individuals generating damage were recorded in
beans (48 individuals), tomato (22), and corn (18).

(Elias y Valencia 1984). En Latinoamérica se
ha reconocido la generacion de dafios por aves
en diferentes cultivos, tales como arroz, maiz,
sorgo, citricos, girasol, entre otros (De Grazio y
Besser 1970, Agiiero et al. 2005, Romero-Bande-
ras et al. 2006, Monge 2013), sin embargo, exis-
ten pocos estudios con evaluaciones precisas de
dafios (Sedano 2003), lo que limita, determinar
para algunas especies, en forma objetiva si han
alcanzado la condicion de plaga, es decir aquella
que pone en riesgo la rentabilidad de la actividad
productiva, en un area geografica o momento
determinado (Monge 2013, Bucher 1984). En
Costa Rica, la informacion existente referente a
las especies de aves dafiinas se limita a su identi-
ficacion y no se dispone de informacion relacio-
nada con la magnitud de los dafios, asi como de
la caracterizacion de la problematica, la época en
que ocurre, el comportamiento de los individuos,
la dindmica poblacional de las especies, y menos
aun acerca de resultados de practicas de manejo
(Monge 2013).

El desconocimiento de la problemati-
ca de las aves en la agricultura ha generado
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historicamente, que el manejo de las aves se
efectue mediante la implementacion de solucio-
nes urgentes, basadas en dafios sobreestimados y
poco fundamentados. Esta situacion ha llevado a
la utilizacion de métodos de control poco selec-
tivos y de gran impacto ambiental (Rodriguez
y Zaccagnini 1998), como el uso de productos
toxicos o bien técnicas de ahuyentamiento que
afectan a diferentes especies.

Un aspecto fundamental para el manejo
de aves que generan dafios en los cultivos es la
correcta identificacion de las especies implica-
das en la generacion del problema. Las especies
de aves daflinas pertenecen principalmente a
los ordenes Passeriformes, Columbiformes y
Psittasiformes (Gonzalez 2003). Dentro de estos
3 grupos, existen especies que por sus habitos
de alimentacion y dinamica poblacional pueden
alcanzar la condicion de plaga. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la presencia de
una especie en un cultivo no implica necesaria-
mente que provoque un dafio, ya que podria solo
alimentarse de semillas de rastrojo y no del culti-
vo en pie, o bien, consumir insectos perjudiciales
para un cultivo y semillas de malezas presentes
(Dolbeer et al. 1994).

Ademas de una adecuada identificacion
de las especies, se deben considerar aspectos
ecologicos de las mismas, los cuales son necesa-
rios para entender el problema y determinar asi
una adecuada estrategia para el manejo de aves
dafiinas en cultivos agricolas. Entre estos aspec-
tos esta la distribucion espacial y temporal de las
especies en relacion con los cultivos vulnerables,
asi como la densidad o abundancia de la espe-
cie en las zonas afectadas, a fin de determinar
cambios anuales y estacionales de las concen-
traciones de individuos y sus requerimientos del
habitat (Dyer y Ward 1977).

Otro elemento importante, es el ciclo de
reproduccion de la especie, tales como periodos
de anidacion y reclutamiento, informaciéon que
permitiria establecer épocas durante las cuales
podria incrementarse la tasa de dafios en los
cultivos, lo que ayudaria a establecer el momento

indicado para la aplicacion de una estrategia
efectiva de control poblacional (Gonzalez 2003).

La dieta y el comportamiento de alimen-
tacion de las especies dafiinas, asi como la dis-
ponibilidad de alimentos naturales y cultivados,
son aspectos importantes para considerar dentro
de un programa de investigacion para el manejo
de aves (Gonzalez 2003). Estos aspectos tienen
relacion con la distribucion e intensidad del dafio
que generan en los cultivos, ya que determinara
el tamafio de la poblacién y sus fluctuaciones, la
migracion y la estacionalidad en la reproduccion
de la especie plaga (Dyer y Ward 1977).

Segun los aspectos ecologicos que influ-
yen en la dindmica aves-cultivos, es importante
tener claro que los dafios generados por las aves
tienden a ser irregulares en el espacio y en el
tiempo, por lo que definir claramente la pro-
blematica requiere un muestreo y diagnodstico
exhaustivo (Bucher 1984). Asimismo, se debe
tener en cuenta que los resultados que descri-
ben la problematica en una region, no deben ser
estandarizados para diferentes areas o periodos.
Es importante considerar que, si bien el impacto
de las aves en la agricultura generalmente no pre-
senta valores altos de pérdidas en los estimados
de la produccion nacional, existen situaciones
puntuales donde los dafios pueden ser severos,
principalmente cuando se afecta la produccion
de pequefios y medianos productores (Gonzalez
2003).

El proposito de este estudio fue caracteri-
zar la comunidad de aves que utilizan las areas
de cultivo de la Estacion Experimental Agricola
Fabio Baudrit Moreno y describir los dafios que
ocasionan en la produccion agricola en el sitio.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrolld en la Estacion
Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno
(EEAFBM) ubicada en La Garita de Alajuela
(10°01" Latitud Norte y 84°16° Longitud Oeste)
a una altitud de 840 msnm y con una extension
de 53,6 ha. El sitio se caracteriza por una tem-
peratura promedio anual de 23,3°C, 6,6 horas

Agronomia Costarricense 46(2): 135-146. ISSN:0377-9424 / 2022



138 AGRONOMIA COSTARRICENSE

de brillo solar, una precipitacion anual de 1745,4
mm y una humedad relativa de 79% (IMN s. f).
La toma de datos se realizé de junio de 2017 a
junio del 2018.

Para caracterizar la comunidad de aves
presente en la EEAFBM, se utilizé la técnica
de puntos de observacion sin radio definido, los
cuales se evaluaron de manera quincenal desde
las 07:30 a 10:00 horas. Se establecieron como
minimo 2 puntos de observacién por cada tipo
de cultivo, con una distancia de separacion de
100 metros entre puntos. Para las observaciones
se utilizé binoculares (Bushnell 8x40) y se esta-
blecié un periodo maximo de observacion de 5
min por punto. En cada punto de observacion
se registro los individuos y especies de las aves
detectadas (Martinez et al. 2008, Ralph et al.
1996), ademas la actividad que realizaban sin
disponerse de una lista predefinida, el tipo de
cultivo y las caracteristicas del cultivo en la cual
se encontraban, tales como si el cultivo se encon-
traba en floracion, en fructificacion, el estado de
madures de los frutos, si el cultivo fue reciente-
mente plantado o se concentraba en estado de
crecimiento temprano (plantula).

Para evaluar la incidencia de aves en los
cultivos, se registré la especie y cantidad de
individuos observados que generaron algun tipo
de dafio a la produccion agricola y se describio el
tipo de dafio ocasionado.
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RESULTADOS

Durante el presente estudio se registraron
un total de 967 individuos pertenecientes a 55
especies de aves, observadas en el interior de
los campos de cultivo de la EEAFBM (Tabla 1).
Esas especies pertenecen a 10 ordenes y 20
familias, donde el orden mas representado fue
Passeriformes con 11 familias, 36 especies y 586
individuos. A nivel de familia, la mas represen-
tada fue Parulidae con 8 especies, seguida por
Icteridae, Thraupidae y Vireonidae con 5 espe-
cies y Columbidae con 4 especies. Otras familias
representaron por 1 a 3 especies. En cuanto a
individuos por familia, de Thraupidae se obser-
varon 243 individuos, seguidos de Columbidae
con 205, Icteridae con 142, Cuculidae con 102
y Turdidae con 59, mientras que el resto de las
familias observadas representaron menos de 50
individuos durante el periodo de estudio.

Las especies Volatina jacarina 'y Crotopha-
ga sulcirostris fueron las mas abundantes en la
mayoria de los cultivos, con un total de 182 y 99
individuos registrados (18,8% y 10,2%), respectiva-
mente. Las especies que le siguen con mayor abun-
dancia fueron Dives dives (9,8%), Zenaida asiatica
(7,9%), Turdus grayi (6,1%) Columbina inca (6%),
Patagioenas flavirostris (5,9%), Colinus cristatus
(5,1%) y Quiscalus mexicanus (4,1%), que en con-
junto representan el 74% de los avistamientos.
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Tabla 1.  Lista de especies de aves registradas en los campos de cultivo de la EEAFBM y su abundancia.
Orden Familia Nombre cientifico Nombres comunes Individuos
observados

Passeriformes Thraupidae Volatinia jacarina Semillerito negro azulado, brea, 182
pius, piusillo negro, saltapalito

Cuculiformes Cuculidae Crotophaga sulcirostris Garrapatero piquiestriado, tijo, 99
tinco, zopilotillo

Passeriformes Icteridae Dives dives Tordo cantor 95

Columbiformes Columbidae Zenaida asiatica Paloma aliblanca, arrocera 76

Passeriformes Turdidae Turdus grayi Mirlo pardo, yigiiirro 59

Columbiformes Columbidae Columbina inca Tortolita colilarga, San Juan, 58
tortola

Columbiformes Columbidae Patagioenas flavirostris Paloma piquirroja, paloma 57
morada comuin

Galliformes Odontophoridae  Colinus cristatus Codorniz crestada, codorniz de 49
monte

Passeriformes Icteridae Quiscalus mexicanus Zanate grande, sanate, zanate 40

Passeriformes Thraupidae Sporophila morelleti Espiguero collarejo, setillero 25
collarejo

Passeriformes Tyrannidae Pitangus sulphuratus Bienteveo grande, Cristo fue, 24
pecho amarillo

Passeriformes Thraupidae Thraupis episcopus Tangara azuleja, viudita, viuda 22

Passeriformes Troglodytidae Campylorhynchus rufinucha  Soterrey nuquirrufo, chico piojo, 21
botijon, salta pifiuela

Passeriformes Tyrannidae Tyrannus melancholicus Tirano tropical, pecho amarillo 18

Columbiformes Columbidae Columbina talpacoti Tortolita rojiza, tortolita, 14
palomita colorada

Passeriformes Thraupidae Saltator coerulescens Saltator grisaceo, comepuntas, 12
come chayote, sensontle,
sinsonte

Passeriformes Parulidae Setophaga petechia Reinita amarilla, canarita 12

Passeriformes Hirundinidae Stelgidopteryx ruficollis Golondrina alirrasposa surefia 12

Passeriformes Passerellidae Peucaea ruficauda Sabanero cabecilistado, pajaro 11
chicle, albarda nueva, ratoncillo

Piciformes Picidae Melanerpes hoffmannii Carpintero de Hoffmann 7

Psittaciformes Psittacidae Psittacara finschi Perico frentirrojo, cotorra, 5
chucuyo, perico colilarga o de
palmera

Passeriformes Icteridae Molothrus aeneus Vaquero ojirrojo, pius 5

Passeriformes Troglodytidae Troglodytes aedon Soterrey cucarachero, soterrey, 5
soterré

Passeriformes Vireonidae Vireo philadelphicus Vireo amarillento 5

Passeriformes Vireonidae Vireo flavifrons Vireo pechiamarillo 4

Passeriformes Tyrannidae Contopus sp. Pibi 3

Passeriformes Fringillidae Euphonia laniirostris Eufonia piquigruesa, agiiio 3
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Orden Familia Nombre cientifico Nombres comunes Individuos
observados

Passeriformes Cardinalidae Passerina caerulea Picogrueso azul, alondra 3

Cuculiformes Cuculidae Piaya cayana Cuco ardilla, bobo chiso, cacao, 3
San Miguel

Passeriformes Vireonidae Vireo olivaceus Vireo ojirrojo, chiguisa 3

Accipitriformes Accipitridae Buteo nitidus Gavilan gris rayado, gavilan 2
pollero

Falconiformes Falconidae Micrastur ruficollis Halcon de monte barreteado 2

Falconiformes Falconidae Milvago chimachima Caracara cabecigualdo 2

Passeriformes Parulidae Leiothlypis peregrina Reinita verdilla, cazadorcita 2

Passeriformes Thraupidae Sporophila funerea Semillero picogrueso 2

Passeriformes Parulidae Parkesia noveboracensis Reinita acuatica nortefia, menea 2
cola, tordo de agua

Passeriformes Cardinalidae Passerina ciris Azulillo sietecolores, arcoiris, 2
siete colores

Passeriformes Parulidae Protonotaria citrea Reinita cabecidorada 2

Passeriformes Parulidae Setophaga pinus Reinita de pinos 2

Passeriformes Parulidae Setophaga striata Reinita rayada 2

Apodiformes Trochilidae Amazilia tzacatl Amazilia rabirrufa, gorrion 1

Psittaciformes Psittacidae Brotogeris jugularis Periquito barbinaranja, perico, 1
zapoyolito, chimbolito, catano

Accipitriformes Accipitridae Buteo plagiatus Aguila solitaria 1

Falconiformes Falconidae Caracara plancus Caracara cargahuesos, 1
cargahuesos, querque,
quebrantahuesos

Passeriformes Parulidae Cardellina pusilla Reinita gorrinegra, curruquita 1

Piciformes Picidae Dryocopus lineatus Carpintero lineado 1

Passeriformes Fringillidae Euphonia hirundinacea Eufonia gorgiamarilla, agiiio, 1
caciquita

Passeriformes Parulidae Helmitheros vermivorum Reinita gusanera 1

Passeriformes Vireonidae Pachysylvia decurtatus Verdillo menudo 1

Passeriformes Icteridae Icterus galbula Bolsero nortefio, cacique 1
veranero, cacicon, naranjero

Coraciiformes Momotidae Momotus lessonii Momoto coroniazul, pajaro 1
bobo, bobo azul

Passeriformes Cardinalidae Piranga rubra Tangara veranera, cardenal 1
veranero, pan de achiote, sangre
toro

Passeriformes Icteridae Psarocolius montezuma Oropéndola de Moctezuma, 1
oropéndola

Accipitriformes Accipitridae Rupornis magnirostris Gavilan chapulinero, pata 1
podrida

Passeriformes Vireonidae Vireo carmioli Vireo aliamarillo 1
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En su mayoria, se registraron individuos
perchados o alimentandose de forraje del suelo
o entre la vegetacion herbacea ubicada en los
linderos de las areas de cultivo. Del total de
especies observadas en los campos de cultivo de
la EEAFBM, se contabilizaron 12 especies que
provocaron algun tipo de dafio a la produccion.
Estos dafios se registraron en los cultivos de frijol
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(Phaseolus vulgaris), tomate (Solanum lycopersi-
cum), papaya (Carica papaya), maiz (Zea mays),
mango (Mangifera indica), pepino (Cucumis
sativus) y melon (Cucumis melo) (Tabla 2). Los
cultivos de soya, sandia, pifia, palma aceitera,
malanga, chile picante, chile dulce, camote,
berenjena, mucuma, ayote, jatropha y acerola no
fueron afectados por aves.

Tabla 2. Lista de especies de aves registradas que provocaron dafios en cultivos de la EEAFBM.

Especie Individuos Cultivo dafiado

Patagioenas flavirostris 46 Frijol (40) y maiz (6)

Turdus grayi 26 Tomate (16) y papaya (10)

Zenaida asiatica 9 Maiz

Colinus cristatus 7 Frijol

Psittacara finschi 5 Mango

Quiscalus mexicanus 5 Tomate

Dives dives 4 Maiz (3) y frijol (1)

Thraupis episcopus 3 Papaya

Melanerpes hoffmannii 1 Papaya

Saltator coerulescens 1 Tomate

Vireo flavifrons 1 Pepino

Vireo philadelphicus 1 Melon

Durante el periodo de estudio, la especie
que se registré en mayor actividad que provocara
dafios fue Patagioenas flavirostris con un total
de 46 individuos, en los cultivos de frijol y maiz.
La segunda especie mas abundante fue Turdus
grayi, con el registro de 26 individuos observa-
dos alimentandose de los cultivos de tomate y
papaya. Los dafios se debieron al consumo de
frutos, tanto en estado maduro, como proximos
a la maduracion. También se observaron espe-
cies migratorias, como Vireo flavifrons y Vireo
philadelphicus, los cuales se alimentaron de los
cultivos de pepino y melon, respectivamente.

En el cultivo de frijol los dafios consis-
tieron principalmente en consumo de semillas
expuestas en el suelo durante la etapa de siem-
bra (35) y de flores (13). En segundo lugar,

estuvo el cultivo de tomate con 22 individuos,
cuyos dafios se dieron principalmente por el
consumo de frutos, y en un caso en los brotes
durante la etapa de crecimiento de la plantula.
El siguiente cultivo fue el maiz con 18 indi-
viduos con dafios y deterioro de la mazorca y
el consumo de granos tiernos. En el cultivo de
papaya y de mango, los dafios se registraron por
consumo de los frutos en etapa de maduracion,
mientras que en el melén, ocurrié en los brotes
y en pepino en el fruto.

Otro tipo de dafio observado fue en el
sistema de riego por goteo, provocado por Quis-
calus mexicanus. Este dafio consistido en el
picoteo y apertura de agujeros en las mangueras
empleadas para el trasporte de agua, con el obje-
tivo de acceder a dicho recurso. Este tipo de dafio

Agronomia Costarricense 46(2): 135-146. ISSN:0377-9424 / 2022



142

se observd en 2 ocasiones durante febrero, que
corresponde a la época seca en el sitio de estudio.

En cuanto a la diversidad de especies de
aves por cultivo, se determin6 que el cultivo mas
visitado fue el de mango, donde se observd la

Soya
Sandia

Pifia

Palma aceitera
Malanga
Chile picante
Camote
Berenjena
Mucuna
Melén

Ayote
Pepino
Jatropha
Chile dulce
Papaya
Tomate
Maiz

Frijol
Acerola
Mango
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presencia de 29 especies de aves. A este cultivo
le siguieron en orden de importancia, los cultivos
de acerola (Malpighia emarginata), frijol y maiz,
con la presencia de 20, 18 y 16 especies, respec-
tivamente (Figura 1).

0 2 4 6 8 10

12

14 16 18 20 22 24 26 28 30

Cantidad de especies de aves

Figura 1.

DISCUSION

El registro de 55 especies de aves en las
areas de produccion agricola de la EEAFBM,
correspondio a un 6% de especies de aves del
pais (Garrigues et al. 2020). La presencia de
estas especies sugiere que el sitio ofrece condi-
ciones para el establecimiento de especies que
se adaptan a estos ecosistemas. La riqueza y
abundancia de aves presentes en areas agricolas
estan asociadas comunmente con la complejidad
estructural y la estratificacion de la vegetacion
(Heikkinen et al. 2004, Najera y Simonetti
2010), ya que la complejidad estructural de la
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Cantidad de especies de aves registradas en los tipos de cultivo evaluado de la EEAFBM.

vegetacion incide en el nimero y diversidad de
nichos, que condicionan la abundancia local de
gremios o especies que utilicen recursos simi-
lares (De la Montana et al. 2006). Esto explica
la presencia de especies de aves registrada en
la EEAFBM, dada la coexistencia de diferentes
cultivos con estructuras diferentes a lo largo del
afo. Esta diversidad vegetal ofrece una variedad
de recursos para la avifauna, que le permite
suplir las necesidades de alimentacion y refu-
gio a especies con requerimientos diferentes.
Adicionalmente, la rotacion de cultivos, como
ocurre en el sitio, es otro factor que permite
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la disponibilidad constante de recursos, lo que
ayuda a garantizar la reproduccioén y presencia
de las especies (Ayllon et al. 2010).

De las 55 especies observadas, se han
reportado al menos 8 gremios alimenticios,
donde el consumo de invertebrados fue el mas
frecuente y utilizado por 42 especies, seguido por
el consumo de frutos por 29 especies; semillas y
granos consumidos por 18, vertebrados por 13 y
néctar por 9 especies. Otros componentes menos
frecuentes fueron hojas, flores y carrofia (Stiles
y Skutch 2007). De 9 especies observadas en este
estudio, se ha reportado que consumen de forma
exclusiva o predominantemente invertebrados
(larvas y adultos de insectos y arafias), 2 son
exclusivamente granivoras (semillas y granos)
y 2 frugivoras, asi como una nectarivora y una
carnivora (vertebrados pequeios). Las demas
especies incluyeron entre 2 y 8 componentes en
su dieta, y con mayor frecuecia, la combinacion
de “frutos, semillas e invertebrados”, asi como
“invertebrados y vertebrados”, ambos para 5
especies de aves. Las combinaciones de “frutos
e invertebrados”, la de “frutos, vertebrados e
invertebrados”, asi como la de “invertebrados y
semillas” han sido reportados para 3 especies en
cada caso (Stiles y Skutch 2007).

En cuanto el impacto a cultivos, de las
55 especies observadas en este estudio, 12 pro-
vocaron algun tipo de dafio, lo que representa
al 22% de las especies de aves vistas. A su vez,
11 del total de especies observadas habian sido
reportadas como dafiinas para los siguientes
cultivos: B. jugularis (maiz), C. cristatus (frijol
y maiz), C. talpacoti (sorgo y arroz), D. dives
(maiz), I. galbula (tomate y citricos), M. aeneus
(tomate, sorgo, maiz y arroz), P. falvirostris
(maiz y sorgo), P. finshi (maiz y sorgo), Q. mexi-
canus (maiz, arroz, sorgo y melon), S. morelleti
(sorgo y arroz) y Z. asiatica (sorgo) (De Grazio
1984, Elias y Valencia 1984, Arnold 1991, Guido
1992, Del Villar-Gonzalez 2000, Stiles y Skutch
2007). Algunos de estos reportes coinciden con
los observados en este estudio, tales como: C.
cristatus (frijol), D. dives (maiz) y P. flavirostris
(frijol), mientras para P. finschi 'y Q. mexicanus

se observaron dafios en cultivos diferentes a los
reportados previamente.

Al considerar los habitos alimenticios
de las especies observadas en este estudio y el
reporte de generacion de dafios en algin estudio
previo (Del Villar-Gonzalez 2000, Elias y Valen-
cia 1984, De Grazio y Besser 1970, Stiles Skutch
2007), 26 especies (47%) podrian eventualmente
ocasionar algun dafio. A su vez, es importante
considerar que, si bien muchas especies fueron
registradas perchadas sobre los cultivos o en el
suelo alrededor de estos, no deben ser conside-
radas como dailinas, ya que su presencia podria
deberse a que buscaban invertebrados o peque-
fios vertebrados presentes en los cultivos. En
este sentido, puede asumirse que cumplian una
funcién de controladores naturales de posibles
plagas, como seria el caso de las rapaces Micras-
tur ruficollis, Rupornis magnirostris y Cararaca
plancus, las cuales visitan los campos de cultivo
en busca de pequefios vertebrados como roedo-
res, reptiles e incluso aves.

La especie P. flavirostris con bandadas
de hasta 45 individuos fue la que registr6 una
mayor cantidad de individuos que provocan
dafios, su comportamiento se ha documentado
en cultivos de cereales, frutas y huertos, en los
cuales se ha observado que consumen semillas,
frutos, flores y brotes (Keppie y Braun 2000).
Un aspecto importante a resaltar para este grupo
de aves, es que el tamafio de la bandada funge
como un factor determinante en el nivel de dafio
generado. El dato concuerda con lo registrado en
la presente investigacion, donde el mayor grupo
de paloma morada consumi6 semilla de frijol,
asi como de maiz, por lo que ha sido considerada
como una plaga local para el cultivo de maiz y
sorgo (Stiles y Skutch 2007). La otra especie
con mas registros de individuos alimentandose
de cultivos fue simultaneamente, 7. grayi, con
26 individuos en una misma area, su comporta-
miento también fue reportado por Cortés-Suarez
(2016), quien indicd que la alimentacion de la
especie representa un consumo importante de
frutos, los cuales obtenian en zonas de culti-
vos, cafetales y huertos. La especie V. jacarina,
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si bien se alimenta principalmente de semillas
de gramineas e insectos (Stiles y Skutch 2007),
también se ha referido por la participacion en
bandadas de aves pequefias que pueden llegar a
generar importantes dafios en cultivos de cerea-
les, como el sorgo (De Grazio y Besser 1970);
sin embargo, en este estudio no se observo que
ocasionara dafios a algtn cultivo.

En cuanto al perjuicio por cultivo, el frijol
fue en el que se registro mas afectacion (48 indi-
viduos), seguido por el tomate (22 individuos ) y
maiz (18 individuos). Adicionalmente, el comporta-
miento gregario de las especies de aves registradas,
promueven dafios, como lo hace P. flavirostris, Z.
asiatica, que se caracterizan por formar bandadas
para alimentarse (Gibbs ef al. 2010).

Se ha identificado que factores como el
tipo de cultivo y superficie de estos, influyen de
manera importante sobre la abundancia y riqueza
de aves en ambientes agricolas (Taft y Haig 2006).
Segin los resultados obtenidos en la presente
investigacion, las areas de cultivo conformada por
arboles y arbustos, como el mango y la acerola,
son las que presentaron una mayor presencia de
aves. Este resultado podria estar influenciado por
su caracteristica de ser cultivos perennes y de gran
cobertura, lo que lo hace ademas un area estable
y segura para el refugio, alimentacion y repro-
duccion de las especies, asi como la oportunidad
de anidar. Adicionalmente, ofrecen una fuente
importante de alimento para las aves, ya sca
durante las etapas de floracion y fructificacion, o
por la presencia permanente de insectos existentes
en la madera y corteza de los arboles.

Con base en la informaciéon existente
sobre aves en agroecosistemas en Costa Rica
y la obtenida en este estudio, se recomienda
realizar otros que permitan evaluar el nivel de
dafio que ocasionan las especies con mayor pre-
sencia de individuos como la paloma morada (P.
flavirostris) en los cultivos de frijol y maiz, el
yigiiirro (7. grayi) en tomate y papaya, la paloma
aliblanca (Z. asiatica) en maiz, lo cual permitira
determinar si se requiere algn tipo de manejo.
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CONCLUSIONES

Con las observaciones realizadas a la
avifauna de la EEAFBM se concluye que en el
sitio estuvieron presentes en areas de produccion
agricola al menos 55 especies, pertenecientes a
10 ordenes y 20 familias, cantidad de especies
que representan el 6% de especies de aves pre-
sentes en el pais.

De las especies de aves presentes, 12
provocaron dafios a los cultivos, en particular
la paloma morada (P. flavirostris) de la que se
observaron mas individuos en los cultivos de
frijol y maiz. La otra especie con mas individuos
fue el yigiiirro (7. grayi) que expuso dafios en
frutos de tomate y papaya, seguida de la paloma
aliblanca (Z. asiatica) en el cultivo de maiz.

De los 20 cultivos incluidos en este estu-
dio, 7 fueron afectados por aves, mientras que
otros 13 no fueron afectados, aunque en todos
fueron registradas aves.
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE TRES HiBRIDOS DE PIMIENTO
BAJO DIFERENTES SISTEMAS DE RIEGO
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RESUMEN

Introducciéon. Se busco optimizar los
sistemas de riego para el consumo de agua
en el pimiento (Capsicum annuum L.), cultivo
importante en la industria alimenticia, cuyos
hibridos superan la productividad de las varie-
dades comerciales. A diferencia del sistema de
riego por goteo presurizado, que aplica pequefias
cantidades en forma controlada a la zona radi-
cular, el método Kondenskompressor, o riego
solar, emula el ciclo de evaporaciéon del agua
formando un ambiente cerrado con botellas de
Polietileno Tereftalato (PET) de 6 It que cubren
el area radicular y la humedad resultante de la
evaporacion se condensa en las paredes inte-
riores de botellas PET de 500 cc que regresan
al suelo. Objetivo. Realizar una evaluacion
financiera de la productividad de 3 hibridos de
pimiento denominados Nathalie, Martha R y
Zapata, mediante la comparacion de los sistemas
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ABSTRACT

Behavior analysis of three pepper
hybrids under 2 different irrigation systems.
Introduction. The aim is to optimize irrigation
systems for water consumption in bell pepper
(Capsicum annuum L.), an important crop in
the food industry, whose hybrids exceed the
productivity of commercial varieties. Unlike the
pressurized drip irrigation system, which applies
small quantities in a controlled manner to the
root zone, the Kondenskompressor method, or
solar irrigation, emulates the water evaporation
cycle by forming a closed environment with 6
It Polyethylene Terephthalate (PET) bottles that
cover the root area, and the moisture resulting
from evaporation condenses on the inner walls
of 500 cc PET bottles and returns to the soil.
Objective. To perform an financial evaluation of
the productivity of 3 bell pepper hybrids called
Nathalie, Martha R and Zapata, by comparing

3 Universidad Agraria del Ecuador — UAE, El Triunfo,
Guayas, Ecuador.
0000-0001-9915-2730.
4 Universidad Agraria del Ecuador — UAE, El Triunfo,
Guayas, Ecuador.
@ 0000-0002-4036-5632.
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de goteo presurizado y Kondenskompressor.
Materiales y métodos. Se utilizaron tratamien-
tos en parcelas divididas con arreglo factorial de
A x B con 6 tratamientos y 4 repeticiones, en el
canton El Triunfo, Guayas, Ecuador. Se usaron
diferentes tratamientos para evaluar la eficiencia
del riego por goteo solar y riego presurizado,
con base en las variables, niumeros de frutos
por planta, dimension del fruto, productividad,
peso del fruto, costos totales, costos por tras-
plante y relacion beneficio-costo. Resultados.
Los mejores resultados financieros fueron para
el tratamiento 6, con la aplicacion del hibrido
Zapata y riego presurizado, con una produccion
de 26 200 kg.ha'!, un beneficio neto de $5012, y
una relacion beneficio costo de 0,98, el consumo
de agua para la produccion fue del,29 m3ha’l.
Conclusiones. Aunque el sistema de riego pre-
surizado optimiza el consumo de agua, su incon-
veniente fue la importante inversion monetaria.
Por ello el riego solar o Kondenskompressor es
mas aplicable para pequefios y medianos agricul-
tores con bajos bajos recursos monetarios, ya que
implica menos costos y generacion de beneficios
por montos aproximados al 25% superiores a sus
costos totales.

INTRODUCCION

El pimiento es una de las principales hor-
talizas de consumo en el mundo, su origen es de
los paises de América del Sur (Frutas Hortalizas
s. f.), aunque con el paso de los afios su produc-
cion se ha extendido a otras regiones del mundo,
con calidad y mejoras en sus métodos de produc-
cion (Macias 2010).

La hortaliza mas significativa economica-
mente es el tomate, seguida del pimiento (Chu-
quitarco et al. 2021), cuya producciéon mundial
en el 2019 alcanz6 36,9 millones de toneladas,
con China como el mayor productor, seguida por
Meéxico y Turquia (Orus 2020). En el continente
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pressurized drip and Kondenskompressor
systems. Materials and methods. Split-plot
treatments with A x B factorial arrangement
with 6 treatments and 4 replications were used
in El Triunfo canton, Guayas, Ecuador. Different
treatments were used to evaluate the efficiency
of solar drip irrigation and pressurized irrigation,
based on the variables, number of fruits per plant,
fruit size, productivity, fruit weight, total costs,
transplanting costs and benefit-costratio. Results.
The best financial results were for treatment
6, with the application of the Zapata hybrid
and pressurized irrigation, with a production
of 26 200 kg.ha™!, a net benefit of $5012, and a
benefit-cost ratio of 0.98, water consumption
for production was 1.29 m3ha'. Conclusions.
Although the pressurized irrigation system
optimizes water consumption, its drawback was
the significant monetary investment. Therefore,
solar irrigation or Kondenskompressor is more
applicable for small and medium farmers with
low economic levels, since it implies lower costs
and the generation of benefits 25% higher than
their total costs.

europeo, Espafia lidera el rendimiento de este
cultivo; en América destaca México, quien distri-
buye hacia mercados de Estados Unidos y Cana-
da (Diaz 2019); Alemania es el mayor importador
y la India destina la mayor cantidad de superficie
de suelo para su produccion. En América Latina,
Argentina destaca en la produccion de esta hor-
taliza (Vaca y Basantes 2021).

Ecuador posee caracteristicas en el suelo
adecuadas para este cultivo, destina parte de sus
suelos a la produccion de esa hortaliza. En el
2019, el area de uso para los cultivos transitorios
y barbecho, dentro de los cuales se encuentra
clasificado el pimiento fue de 822 516 hectareas
(INEC 2020). Ese pais en los ultimos afios ha
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incrementado la produccion y consumo de las
hortalizas, entre ellas el pimiento, debido a su
alta composicion de nutrientes y vitaminas lo que
ha permitido que tanto pequefios como grandes
productores lo incluyan en sus procesos produc-
tivos (Mantilla 2018).

Algunas provincias de la costa y sierra
ecuatoriana se dedican a la produccion agri-
cola de este vegetal, en la region Litoral estan
Guayas, Santa Elena, Manabi y El Oro, y en la
region Interandina, Imbabura, Chimborazo y
Loja (Marcalla 2020); sin embargo, una de las
limitantes es el alto costo de produccion que
minimizan las utilidades de los productores, asi
como los niveles de precios en los mercados de
consumo (Burgos 2020). La técnica utilizada
para la cosecha de pimientos es manual, una
vez que el producto esté dispuesto para la siega;
que corresponde al periodo entre marzo a mayo
(MAGAP s. f)).

La produccion de pimiento verde estd
dirigida al consumo interno, en su caracteristica
de pimiento fresco, aunque también es destinado
para exportacion en conserva, en pequefias can-
tidades (Guato y Dobronski 2017).

Uno de los mercados donde se da la mayor
comercializacion de pimiento, es las ferias de
Guayaquil, pues se ofertan diferentes tipos de
hibridos procedente de la region sierra y de la
costa en costales de 20 y 40 kilos, a precios de
0,60 y 0,66 dolares respectivamente (Lindao y
Ayerve 2018).

Sistema de produccion bajo riego. El sis-
tema de riego por goteo presurizado es el método
de aplicar agua en pequeias cantidades en forma
controlada a la zona radicular de las plantas.
Consiste en una serie de cintillas con emisores
integrados que se colocan sobre las camas, en
donde se encuentran las plantas principalmente
de hortalizas, debido al alto costo. Normalmente
se obtiene mayor rendimiento y es mas eficiente
que los sistemas de riego por aspersion. Si se
combina la fertirrigacion y el uso de acolchados
con un manejo adecuado, el incremento del ren-
dimiento, calidad de producto y precocidad se
mejoran en forma drastica (Apaza y Lopez 2016).

Por su parte, el método Kondenskompres-
sor utiliza la energia solar para utilizar el agua que
imita su ciclo natural, por ello se le conoce como
riego solar. Para esta técnica se emplean botellas
plasticas transparentes. Con este método se pue-
den regar los cultivos solamente con la cantidad
de agua necesaria y que evita asi la evaporacion
excesiva, lo cual permite reducir significativa-
mente la cantidad de riego. Su uso representa una
ventaja en zonas con acceso limitado a fuentes de
agua. Resultante de la radiacion solar, la humedad
de la evaporacion se condensa en las paredes inte-
riores de la botella y cae en forma de gotas que
regresan al suelo (Cordero 2021).

El aporte de agua es un factor determinan-
te para el desarrollo y produccion, por lo tanto,
favorece el desarrollo del pimiento en todas sus
fases: germinacion, desarrollo vegetativo, madu-
racion y cosecha, por lo que las necesidades
hidricas se hacen mas apremiantes en las etapas
previas a la floracion. Si el pimiento presenta
deficiencia de agua se detiene su desarrollo y
afecta la calidad del fruto, que ademads ocasio-
na rajaduras o pudricion apical. Al favorecer el
ahorro mediante el riego solar, se reducen las
posibilidades de afecciones por enfermedades
radiculares asociadas a hongos como Phytho-
phtora y Fusarium (Gémez et al. 2010).

El objetivo de la investigacion consistid en
realizar una evaluacion financiera de la producti-
vidad de 3 hibridos de pimiento, bajo 2 sistemas
de riego diferentes, en el cantén El Triunfo,
provincia del Guayas, en una unidad experimen-
tal que pertenece a la Universidad Agraria del
Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental. Se aplico un disefio
experimental de parcelas divididas con arreglo
factorial de A x B con 6 tratamientos y 4 repe-
ticiones, a partir de la metodologia de Gutiérrez
(2019), para obtener un total de 24 parcelas
experimentales. Los tratamientos fueron de la
siguiente manera: T1: Hibrido Nathalie x riego
goteo solar, T2: Hibrido Martha R x riego goteo
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solar, y el T3: Hibrido Zapata x riego goteo solar,
T4: Hibrido Nathalie x riego goteo presurizado,
T5: Hibrido Martha R x riego goteo presurizado,
T6: Hibrido Zapata x riego goteo presurizado
(Quezada et al. 2019).

Necesidades hidricas del cultivo. El cal-
culo de la evapotranspiracion de referencia (ET,)
se realizd6 con el programa gratuito en linea
CROPWAT 8.0 de la FAO; se recopil6 informa-
cion climatologica de la Estacion meteorologica
Ingenio Agro Azucar periodo 2000-2018, donde
abril registr6 la ET mas alta 3,18 mm.dia”,
valor considerado para los calculos posteriores al

disefio agronomico. Es lo que se denomina dise-
fio agronomico de riego, que consiste en calcular
los turnos, caudales y tiempos de riego determi-
nados por el tipo de suelo, clima y cultivo.

Es importante mencionar que en el cultivo
de pimiento, el dato del coeficiente de cultivo
(K,) se encuentra en primera etapa y es 0,35; la
segunda etapa 0,70; la tercera etapa 1,05; y en la
ultima etapa 0,90, valores que se consideraron de
la tabla 12 del Manual 56 de la FAO. Se considera
que la etapa de mayor demanda es la etapa III
donde hay una necesidad hidrica de 3,3 mm.dia’!
como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Calculo de la Et, del cultivo de pimiento.
Fecha Etapa Duracion Eto media K, Et, del
cultivo mm/

dia
14/agosto al 8 sept/2019 1 25 dias 3,18 0,35 1,11
9 agosto al 13 octubre 2019 11 35 dias 3,18 0,70 2,22
14 octubre al 22 nov 2019 111 40 dias 3,18 1,05 3,33
23 nov al 12 diciembre 2019 v 20 dias 3,18 0,90 2,86

Para el célculo de la ET, se utilizo la
siguiente ecuacion:

ET, = ET, * K,
Donde

ET = Evapotranspiracion de referencia
K = Coeficiente del cultivo

Calculo del disefio agronémico de riego
por goteo presurizado. Una vez realizado el
calculo de la ET, se procedi6 realizar el Disefio
agronomico del sistema de riego por goteo presu-
rizado con el programa TLALOC v1.0. Se obtu-
vieron los siguientes resultados: lamina de agua
disponible a una profundidad radicular efectiva
11.760 mm/zr, volumen de agua disponible a una
profundidad radicular efectiva 117.600 mm/ha/
zr, lamina de agua aprovechable a una profun-
didad efectiva radicular 3528 mm/zr, porcentaje
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de area bajo riego 80%, precipitacion horaria de
riego 10 mm, intervalo de riego = 3 dias, ciclo
de riego 2 dias, lamina de riego ajustada 12,52
mm, lamina Bruta 13,91 mm, dosis Bruta 111,29
mm, horas de riego por turno 1,39, turno de
riego por dia 8 turnos/dia, numero de turnos por
ciclo 16 turnos/ciclo, superficie bajo riego por
turno 0,0032375 ha/turno, dosis de riego bruta
por turno 0,360 m? caudal requerido 0,258 m?¥h,
volumen bruto por ciclo de riego 5,76 m*/ciclo,
caudal especifico Qe 4,98 m*ha/h, caudal espe-
cifico Qe de 4,98 x 0,2777 1,38 1/s.

Con los datos obtenidos, se procedio a la
instalacion del sistema de riego en el area del pro-
yecto, con una tuberia principal PVC E/C 50mm
X 0,8 MPa de 74 m de largo y 7 m de ancho, que
abastecia directamente a los laterales de riego
los cuales tenian una longitud de 6 m c/u, y una
distancia de separacion de un metro. Se dividio la
tuberia principal en 3 secciones con su respectiva
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valvula, colocando goteros autocompensables con
capacidad de 4 Iph por cada planta trasplantada
a 0,50 metros de distancia. De acuerdo con la
demanda hidrica del cultivo, la 1amina de riego
proporcionada para el sistema por goteo presuri-
zado fue suficiente para cubrir su necesidad.
Establecimiento de riego por goteo solar
o0 método kondenskompressor. Se utilizaron bote-
llas PET de agua con una capacidad de 250 cc;
se procedio a realizar un pequefo hoyo cerca de
la planta de pimiento, donde se vacia el agua en
la botella, aspecto importante para que se pueda

Figura 2. Colocacion de botellas (PET) en el campo.

formar una columna de agua y se facilitara el tra-
bajo de instalacion del kondenskompressor el cual
emula el ciclo de evaporacion del agua por medio
de las botellas plasticas transparentes que forman
un ambiente cerrado en el area radicular donde la
humedad resultante de la evaporacion se condensa
en las paredes interiores de la botella y regresa al
suelo. Como cupula se utilizaron botellas de agua
de 6 litros y paja seca alrededor y material vege-
tativo existente alrededor de la plantacion, que al
secarse lo sellara para llegar al proceso de evapora-
cion como se observa en las Figuras 1,2y 3.
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Figura 3. Hidratacion por medio del ciclo de evaporacion del agua en botellas con ambiente cerrado que integran el agua

al suelo.

En este sistema de riego por goteo solar
en la plantacion de pimiento se evidencid lo
siguiente: la tasa de evaporacion en el Tratamien-
to HIR1 durante todo el ciclo vegetativo 120 dias
fue 76,56 ml, el tratamiento H2R1 fue de 76,08
ml y el tratamiento H3R1 fue de 74,90 ml, con
una evaporacion de agua total de 227,51 ml o su
equivalente 227,51 cc.

A los 60 dias después del trasplante del
cultivo de pimiento, se realizé una exploracion
fisica de manera aleatoria en los diferentes
tratamientos y repeticiones del riego por goteo
solar para determinar la profundidad del area
de humedecimiento que proporcionaba el siste-
ma kondenskompressor en el area del sistema
radicular, en donde la mayoria de las muestras
estaban humedecidas a profundidad aproximada
de 8y 12 cm.

Variables agronomicas

Numero de frutos por planta. Se deter-
mind mediante el conteo aleatorio de 10 plantas,
en cada cosecha. Se realizaron 3 cosechas a los
64 dias, 85 dias y 112 dias después del trasplante
(Jiménez et al. 2018).
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Dimensiones del fruto. Las mediciones
de longitud y diametro de los frutos se realizaron
a las 10 plantas seleccionadas.

Productividad. Esta variable se analizo
con datos de numero de frutos y su peso corres-
pondiente en las 3 cosechas, expresados en kg.ha™!
(Monge 2015).

Peso del fruto. Se realiz6 con una balanza
para las plantas seleccionadas aleatoriamente de
cada tratamiento; se pesaron y los resultados se
registraron en gramos (Reséndiz et al. 2010).

Para la provision del recurso hidrico se
colocd un tanque elevado con una capacidad
de 5000 litros, potencia maxima 3600 rpm, a
una altura de 15 metros, el mismo que estaba
bombeado por una bomba de succion de 3 pul-
gadas, posteriormente para llegar al punto de
distribucion del agua, baja por gravedad para ser
distribuido al sistema de tuberias.

Relacion beneficio-costo. Costos totales,
se consideran los costos sin incluir los tratamien-
tos tales como preparacion del suelo, siembra
manual, control fitosanitario, insumos agroqui-
micos, control de malezas, glifosato, fertilizacion
edafica, analisis de suelo, abono, urea, muriato, y
otros costos (Velasco y Sanchez 2015).
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Ademas, los costos por trasplante, inclu-
yeron los costos generados en una ha de pimiento
por trasplante con riego por goteo solar y riego
por goteo presurizado (Bernaola et al. 2015).

La relacion beneficio-costo, se utilizo,
para el analisis financiero de los tratamientos,
segun la produccion total cosechada en kg.ha™!
por afio; ademas se estimaron los ingresos con
el precio de venta al término del ensayo de 0,32
USD por kg, mediante la siguiente ecuacion
matematica (Marquez y Castro 2015):

INGRESOS TOTALES
RBC = -
COSTOS TOTALES

Analisis estadistico. Se desarroll6 el ana-
lisis de varianza (ANDEVA) y de las fuentes de
variacion de las diferentes interacciones (A X
B) que presentaron significacion estadistica, se
realizaron con la Prueba de Tukey a un nivel de
probabilidad del 5%, en los cuales se estudiaron
los distintos tratamientos (Olivo 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2, la productividad en kg.ha™!
se calculd con el nimero promedio de frutos, el
peso, para la densidad de 0,50 m entre planta y
1 m entre hilera. Se pesaron todos los frutos del
area util y se proyecto a la productividad por ha.

Tabla 2.  Cuantificacion de variables de los hibridos experimentales con aplicacion del sistema de riego por goteo y riego
presurizado.
Tratamientos Diametro del Promedio de Peso de frutos Productividad

fruto (cm) frutos (uds) (gr) (kg.ha')

Tl 4,22 bt 9,50 bf 94,50 cf 17980 b'

T2 438 b 9,75 b 9% ¢ 18520 b

T3 4770 b 9,75 b 98 be 19120 b

T4 6,05 a 11,25 ab 111,75 a 25090 a

TS 6,13 a 11,75 a 108,50 ab 25510 a

T6 6,45 a 11,75 a 111,50 a 26200 a

fValores con la misma letra son iguales (p>0,05).

Asimismo, de acuerdo con las medias pro-
ducidas por los tratamientos, se determin6 que la
combinacion del T6, en la variable diametro del
fruto presentd el mayor valor de 6,45 cm, similar
al reportado por Diaz et al. (2013) en plantas
inoculadas del hongo micorrizico R intradices a
plantas de pimiento que alcanzaron el grado > a
6,35 cm. En la variable promedio de frutos, los
tratamientos TS5 y T6 fueron los mas representa-
tivos con un promedio de 11,75 unidades inferior
al que presentd Reyes ef al. (2021) con la varie-
dad Magaly en un sistema de regaderas manuales
con un promedio de frutos 13,42 unidades. La
variable peso de frutos la mas significativa fue el

T4 con 111,75 g; resultado inferior al registrado
por Sanchez et al. (2017) de 130 g. Posiblemente
por el efecto que presentd la densidad de la siem-
bra, el rendimiento disminuy6 con el aumento
del numero de la poblacion, ya que Flores et al.
(2018) reportod pesos de 200 g con fertirriego.
De igual forma, se realizé el céalculo de
la productividad que evidencid que el T6 fue el
mas productivo, ya que alcanzé 26 200 kg.ha’!,
superior a lo sefialado por Moreno et al. (2011)
con el hibrido Orién a partir del riego por medio
de 3 lineas de cintillas de goteo tamafio 8000 y
a los reportados por Aleman et al. (2018) de 22
400 kg.ha'! en la cosecha del hibrido de pimiento
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Nathalie a campo abierto en la region Amazonica
del Ecuador.

Con las medias adquiridas de los tra-
tamientos se observd que la combinacion de
hibrido Zapata y riego presurizado presentaron
la mejor respuesta productiva en la variable pro-
medio de frutos, con una clara diferencia frente a
lo que presenta Quifionez et al. (2020) de un pro-
medio de frutos por planta de 7,36 unidades que,
probablemente obedece al uso de fertilizacion

organica como guano de murciélago, humus de
lombriz y humivita.

Los costos que se consideraron para la
produccion de una ha de pimiento por trasplante
sin considerar los costos por riego, estan conside-
rados en la Tabla 3, que expone valores totales de
$1797,60. Estos resultados fueron inferiores a los
obtenidos por Saraguayo y Martillo (2021) en la
aplicacion de tratamientos Tutorado tradicional +
calcio de magnesio y Tutorado holandés + calcio
y magnesio, con un costo de $2800.

Tabla 3.  Costo fijo de produccion de una hectarea de pimiento por trasplante sin considerar los tratamientos.
Descripcion Unidades Cantidad Costo unitario $ Valor total $
Preparacion de suelo Ha 1 120 120
Siembra manual Jornal 6 20 120
Control fitosanitario Jornales 3 20 60
Insumos agroquimicos Litros 4 23 92
Aplicacion Jornales 2 20 40
432
Control de malezas
Manual Jornales 3 20 60
Glifosato Litros 2 8 16
Fertilizacion edafica Jornales 3 20 60
Analisis de suelo Unidad 1 75 75
Abono completo 8-20-20 (50 kg) Sacos 2 20 40
Urea (45 kg) Sacos 3 22 66
Muriato Sacos 3 25 75
Aplicacion Jornales 2 20 40
432
Otros
Piola Rollo 6 8 48
Tutorado Jornales 10 20 200
Cafiaveral Estacas 5000 0,08 400
Cosecha Jornales 10 20 200
848
Sub total 1712
Administracion (5%) 85,6
Total costos fijos 1797,6
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Para el analisis de los costos de produc-
cion de una hectarea de pimiento con instalacion
de riego por goteo solar tal como lo presenta la
Tabla 4, Gabriel et al. (2020) se incurrio en el
desembolso de pago de mano de obra y semillas

de hibridos utilizados en el experimento, con un
costo de produccién mayor para el tratamiento 1,
correspondiente al hibrido Nathalie, los cuales
fueron inferiores a la productividad que genera-
ron los tratamientos (Mendoza y Garcia 2020).

Tabla 4. Costo de produccion de una hectarea de pimiento por trasplante - riego solar.
Descripcion Unidades Cantidad Costo Subtotal $ Instalacion Valor total §
unitario $ riego por
goteo solar

Semilla hibrido 1 Sobres 6 65,5 393 300 693
Semilla hibrido 2 Sobres 62 372 300 672
Semilla hibrido 3 Sobres 6 58 348 300 648
Instalacion riego por Jornales 20 15 300

goteo solar

Ademas, para el analisis de los costos
de produccion de una hectarea de pimiento con
instalacion de riego por goteo presurizado tal
como lo presenta la Tabla 5, se incurre en el pago
de los materiales e instalacion del riego y semi-
llas de hibridos utilizados en el experimento,
considerandose una inversion significativa para
5 afios de vida util, la instalaciébn mas costosa
corresponde al hibrido Nathalie con $781 corres-
pondiente al tratamiento 1. Ese riego gener6 una
mayor relacion beneficio / costo con el hibrido
Zapata, similares a los que presentd6 Benavides

et al. (2017) en cultivos de lechuga y brocoli. En
los resultados obtenidos se considera menor con-
sumo de agua para la produccion en el hibrido
Zapata, pues al tener un consumo de 1,29 m3.ha’!
se produce con reduccion del consumo de agua,
lo cual favorece la produccion con base en crite-
rios de sostenibilidad de recursos hidricos. Esto
es consecuente con el uso sostenible del recurso
hidrico establecido en el Foro Economico Mun-
dial del 2015, el mismo que es primordial en sis-
temas de produccion que contribuyan a subsanar
la crisis de abastecimiento de agua (Soares 2021).

Tabla 5. Costos de produccion de una hectarea de pimiento por trasplante- riego presurizado.
Descripcion Unidades Cantidad Costo Subtotal Materiales para  Valor total $
Unitario $ $ riego por goteo
presurizado*®

Semilla hibrido 1 Sobres 6 65,5 393 388 781
Semilla hibrido 2 Sobres 6 62 372 388 760
Semilla hibrido 3 Sobres 6 58 348 388 736
Riegos (alquiler de Alquiler 8 10 80 388

bomba)

Aplicacion Jornales 20 15 300 388

Materiales para riego Materiales incluida 1 ha 1560 1560 388

por goteo presurizado instalacion

*El total de este riego se amortiz6 para 5 afios, seglin lo recomendado por Senninger irrigation.
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De acuerdo con los rendimientos que se
obtuvieron (Tabla 6) se observa que el costo
total mas elevado corresponde al tratamiento 4
(HIR2) con un valor de $ 2578,6; y el costo total
mas bajo estimado es del tratamiento 3 (H3R1)
de $2445,6; El rendimiento promedio en kg, se

dedujo el 10% del peso se asume que los ren-
dimientos experimentales son superiores a los
rendimientos comerciales; el precio referencial
seglin el mercado de la ciudad de Guayaquil fue
de $0,32 por kg.

Tabla 6.  Analisis econdmico mediante la relacion beneficio — costo del comportamiento agronémico de 3 hibridos de
pimiento (Capsicum annuum L), sembrado bajo 2 tipos de riego.
Tratamientos
Componentes
TI(HIR1) T2(H2R1) T3(H3RI) T4(HIR2) T5(H2R2) T6(H3R2)
Costos variables (costos de los 693 672 648 751 760 736
tratamientos)
Costo de produccion sin tratamientos 1797,6 1797,6 1797,6 1797,6 1797,6 1797,6
Costo total 2490,6 2469,6 2445,6 2548,6 2557,6 2533,6
Productividad total (kg.ha) 17980 18520 19120 25090 25510 26200
Productividad media ajustado (kg.ha™!) 16182 16668 17208 22581 22959 23580
Beneficio total 5178,24 5333,76 5506,56 7225,92 7346,88 7545,6
Beneficio neto 2687,64 2864,16 3060,96 467732 4789,28 5012
Relacion Beneficio/Costo 0,08 0,16 0,25 0,84 0,87 0,98

El tratamiento 6 (H3R2) logra un mayor
beneficio neto de $5012 y por lo tanto una mayor
relacion beneficio costo de 0,98%, inferior al que
indica Leon et al. (2019) de $8333,90 con el uso de
riego por goteo, con linea de riego en cada parcela
demostrativa con goteos separados a 0,3 m.

CONCLUSIONES

El tratamiento 6ptimo en la produccion de
pimiento mediante el riego presurizado, fue el
tratamiento 6 con la aplicacion del hibrido Zapa-
ta, que presentd mejores resultados en costos de
produccion asi como la relacion de productividad
kg.ha'! y el mayor rendimiento beneficio /costo.
Asimismo, en la aplicacion del riego por goteo
solar el tratamiento 3 report6 el mejor beneficio
con el uso del mismo hibrido.

Con el rendimiento obtenido, se recomien-
da el uso del riego por goteo presurizado que
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permite alcanzar una mayor cantidad y diametro
en frutos de hortalizas; sin embargo, en el caso
de pequefios y medianos productores agricolas
que no tienen la capacidad de inversion que se
requiere en el sistema de goteo presurizado,
podrian aplicar el riego por goteo solar, que
genera una relacion de beneficio superior al de
los costos, aspecto que optimiza el uso del agua.
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