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ANALISIS DE LA EMISION DE METANO
Y OXIDO NITROSO EN EL CULTIVO

DE ARROZ EN COSTA RICA

Johnny Montenegro’

RESUMEN

Analisis de la emision de metano y 6xido nitroso en el cultivo de arroz en Costa Rica. El sector arrocero
costarricense tiene un rol muy importante en la seguridad alimentaria del pais, pues abastece el 41 % del
consumo nacional. Al igual que otros sectores, contribuye con la emision de gases con efecto invernadero
(GEI), razén por la cual es necesario analizar estas emisiones y determinar sus patrones, y con ello conocer
variables que influencian su comportamiento. Esto es particularmente importante en el contexto actual con
la formulacion de un NAMA arroz que pretende realizar acciones de mitigacion en esta actividad agricola. Es
por ello que el presente documento se desarrollé para determinar la evolucion histérica de las emisiones de
los gases antes mencionados que se generan durante el proceso productivo primario en el cultivo del arroz,
y establecer la relacion entre emisiones, la produccién y el precio pagado al productor. Se estimaron las
emisiones de CH, y N,O que se han producido en el proceso productivo primario, tanto bajo el sistema de
produccion inundado como de secano desde 1990 y hasta el 2019. También se recopil6 informacion estadis-
tica de area sembrada y rendimiento productivo por sistema de produccioén, precio pagado al productor por
tonelada de arroz granza para el periodo antes referenciado. Se determinaron variaciones importantes en el
area sembrada y en los rendimientos productivos, lo cual ha estado influenciados por el precio que recibe el
productor. La emision de CH, y de N,O también fluctuaron en el tiempo como resultado de las variaciones
en las areas de siembra, lo cual gener¢ variaciones en la eficiencia (t de CO,eq t™ arroz granza) mostrando el
precio pagado al productor ser modelador de la emisidn, lo cual lo confirma la tendencia determinada en la
relacion entre la emision y el valor bruto de la produccion.

Palabras clave: cambio climatico, metano, mitigacion, éxido nitroso, valor de la produccién.

ABSTRACT

The Costa Rican rice sector plays a very important role in the production of food for the country, and like
different sectors, contributes with the emission of methane and nitrous oxide gases, which is why it is neces-
sary to monitor these emissions now because this can allow the determination of patterns, and with it know
variables that influence the determined trends. This is particularly important when formulating a rice NAMA
that aims to carry out mitigation actions in this agricultural activity. That is why this document was developed
to determine the historical evolution of emissions that are generated during the primary production process in

1 Investigador en Cambio Climatico y Agricultura, Convenio: Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Agropecuaria
(INTA) - Instituto Meteorolégico Nacional (IMN), Costa Rica. jmontenegro@imn.ac.cr, jmontenegro@inta.go.cr. Teléfono:
(506) 2222-5616 / Fax: (506) 2223-1837. ORCID:0000-0001-8526-570X.
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6 Montenegro: Andlisis de la emisiéon de metano y 6xido nitroso en el cultivo de arroz en Costa Rica

rice cultivation, and to establish its relationship with production and the price paid to the producer. The emis-
sions of CH, and N,O that have been produced in the primary production process were estimated since 1990
and up to 2019, both under flooded and rain fed production systems. Statistical information on the planted
area and productive yield by production system, price paid to the producer per ton of rice, was also collected
for the same period of time before mentioned. There were detected important variations in the planted area
and in productive yields, which have been influenced by the price received by the producer. The emission of
CH, and N,O also fluctuated over time as a result of variations in the sowing areas, which generated varia-
tions in efficiency (t CO,eq t rice) showing that the price paid to the producer being a modeler of the emis-
sion, which is confirmed by the trend determined in the relationship between the emission and the gross value

of production.

Keywords: climate change, methane, mitigation, nitrous oxide, production value.

INTRODUCCION

El sector arrocero costarricense tiene un rol
muy importante en la produccion de alimento para
el pais, y contribuye significativamente no solo
en este aspecto, sino también con la seguridad
socio-econdmica de un sector de la poblacion al
proporcionar empleos directos e indirectos.

El sector productivo primario, en el ultimo ano
lo constituyeron aproximadamente 500 produc-
tores, de estos mas del 75% tienen areas menores
a 50 hay en conjunto producen menos del 20% de
la cosecha nacional. La proporcion del consumo
nacional producido en el pais fue de 41% en el
2020 (Conarroz 2020).

Este sector, al igual que otras actividades
agropecuarias es afectado por el cambio clima-
tico, el cual se produce como resultado de la
acumulacion de gases con efecto invernadero
(GEl) en la atmodsfera. Existen diferentes fuentes
de estos gases, por lo que el primer paso para
la solucién de esta problematica, es determinar
cuadles actividades son las principales emisoras,
ya que ello permite priorizar sectores y con ello
desarrollar opciones de mitigacion.

Costa Rica al igual que los paises firmantes
de la Convencion Marco de las Naciones Unidas
sobre Cambio Climatico (CMNUCC), efectua perio-
dicamente inventarios nacionales de gases con
efecto invernadero (GEI), que incluyen los sectores
determinados por el Panel Intergubernamental
en Cambio Climatico (IPCC, por sus siglas en
inglés), entre los que se encuentra el sector agro-
pecuario. Sin embargo, estos datos son puntuales
y para afios especificos, y para el caso especifico

del cultivo del arroz, la informacion reportada no
proporciona de manera detallada cambios anuales
en la emisidon que se podrian suceder por las
condiciones variantes que influyen en esta acti-
vidad productiva.

De acuerdo con el mas reciente Inventario de
GEl, el cual se realizé para el 2017 (MINAE 2021),
la emisién del cultivo del arroz en equivalentes de
CO, represento 7,5% del sector agropecuario, y
1,6 % del total de la emisidn nacional; si se consi-
dera la emisién neta, el sector arrocero representé
en el 2015 el 2,0% del total nacional.

El peso relativo que este sector tiene en las
emisiones del pais es importante, y por ello es
necesario dar seguimiento a las emisiones de
GEl, esto permite la determinacion de patrones, y
conocer las variables que influencian el compor-
tamiento determinado. Este proceso es muy
importante por cuanto permitira de manera mas
técnica desarrollar opciones de mitigacion para el
sector arrocero, reduciendo la emision de GEIl en
el cultivo del arroz, logrando con ello un producto
mas amigable con el ambiente y sostenible.

El sector arrocero consiente de esta situa-
cion, ha decidido participar activamente para
contribuir a la solucion de la problematica global
del cambio climatico y apoyar la Politica Nacional
mencionada mediante su participacion activa en
la formulacién del NAMA arroz. El presente docu-
mento pretende apoyar ambas iniciativas con la
generacion y analisis de informacion que permita
tener mas clara la situacién de este sector y las
emisiones GEL.
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No existe a la fecha en Costa Rica, docu-
mento alguno que muestre la tendencia de las
emisiones provenientes del sector primario del
cultivo del arroz, por lo que basado en lo ante-
rior, los objetivos de esta investigacion fueron:

determinar la evolucidn histérica de las emisiones
GEI que se generan durante el proceso produc-
tivo primario en el cultivo del arroz, y establecer
la relacidon de estas con la produccioén y el precio
pagado al productor.

MATERIALES Y METODOS

Recopilacion de informacion

El analisis desarrollado se realizdé desde 1990 y
hasta el 2019. Para esta investigacion se utilizaron
estadisticas de area sembrada de arroz, tanto en
secano como inundado, asi como de produccion
de arroz en granza, limpia y seca, reportada por
la Corporacion Arrocera Nacional (CONARROZ)
en diferentes informes anuales. También se utilizd
el Boletin Agropecuario de la Secretaria Ejecutiva
de Planificacion Sectorial Agropecuaria (SEPSA),
para complementar la informaciéon productiva.
Con estos datos se calculo la productividad.

De la misma fuente (Conarroz) se obtuvo el
precio por tonelada de arroz granza, limpia y seca
en colones corrientes pagado al productor, solo
que en este caso los datos accesados se inician
en el 2003.

Otra informacion econdmica utilizada se limito
exclusivamente al valor bruto de la produccion
(VBP) de arroz, los datos en colones encadenados
al 2012 fueron proporcionados por SEPSA con
datos del Banco Central, mientras que del Boletin
Agropecuario de SEPSA, el VBP en colones
corrientes.

Calculo de la emision de gases con efecto invernadero

Para estimar la emision de metano (CH,) y
oxido nitroso (N,O) provenientes del suelo (en
adelante referenciados como gases con efecto
invernadero, GEI) cultivado con el arroz, se utili-
zaron los factores de emisién disponibles, resul-
tado de investigaciones nacionales (Montenegro y
Abarca 2001) y sugeridos por el IPCC (2006). En
este proceso se utilizé el mismo procedimiento
empleado para estimar la emision reportada

Eficiencia de emision

Para calcular la eficiencia de emisién
(cantidad de gas CO,eq emitido por unidad de
arroz producido, también conocida como inten-
sidad de la emision), se totaliz6 el CO,eq de todas

en el Inventario Nacional de Gases con Efecto
Invernadero y que se detalla en las guias metodo-
I6gicas del IPCC (2006).

Los resultados anteriores y para cada gas se
transformaron a didxido de carbono equivalente
(CO,eq) de acuerdo con los valores establecidos
por la Convencidn Marco para el Cambio Climatico
de las Naciones Unidas (CMCCNU).

las fuentes, misma que se dividid entre el total de
toneladas producidas. De manera que se logrd
obtener un valor de emision en t de CO,eq t”
de arroz granza producido.
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Limites y limitaciones del estudio

Esta evaluacién se desarrollé considerando
exclusivamente las emisiones de GEI en la finca
provenientes de la fertilizacion nitrogenada en
arroz de secano, y el metano del arroz inundado.

Con respecto a las limitaciones, no se dispone
de informacién detallada de variaciones en las dosis
de fertilizante aplicadas, entre afos y entre produc-
tores, razén por la cual se utiliza una cantidad
constante de 80 kg de nitrégeno ha™' ciclo? de
cultivo (Tinoco y Acufa 2009). No se incluyen las
emisiones que provengan de la aplicacion, terrestre
0 aérea, de agroquimicos a las plantaciones.

Manejo estadistico de los datos

Debido a que no se dispone con el cambio
de uso del suelo en el tiempo, este analisis no
incluyd las emisiones y absorciones provenientes
del potencial cambio de uso del suelo que haya
podido ocurrir en el tiempo, es decir, aquellas origi-
nadas por la transformacion de areas forestales
o0 de otras actividades agropecuarias a terrenos
dedicados a la siembra de arroz. Tampoco se
considera el cambio que podria estar ocurriendo
con el carbono organico del suelo ya que no se
dispone de este tipo de informacion.

Con los datos disponibles se procedié a realizar figuras para mostrar tendencias y se realizaron analisis
de correlacion entre diferentes variables: produccion, productividad, valor de la produccion y, emision por

tipo de gas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aspectos productivos

Area cultivada

El area sembrada de arroz, tanto en secano como inundado, ha variado a través del tiempo (figura 1).
En el caso del area bajo inundacién, esta ha representado en promedio 35% del total sembrado desde
1990 y hasta el 2019, con variaciones anuales que van del 21 al 48% del total. El area total sembrada
mostrd su menor valor en el 2019 (33.049 ha) y el mayor en el 2010 con 81.116 ha.

Se pueden observar tres secciones, correspondientes cada una a una década (90's, 00's, y 10's); en la
primera de ellas existi6 la tendencia al incremento del area sembrada (figura 1) En la siguiente década, el area
de secano presentd tendencia clara al incremento, algo que no sucedié con la de inundacion. Finalmente, la
tercer década es clara, el area de siembra disminuye de manera significativa en ambos sistemas de produc-

cion (figura 1).
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Figura 1. Area,

ha, sembrada de arroz inundado y en secano.

Costa Rica.
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Produccioén y productividad

La variacién en el area sembrada (figura 1) se manifestd en la produccién total obtenida, sin que haya
una clara relacion entre esta y la productividad cuando se observa el periodo analizado de manera grupal
(figura 2). Sin embargo, cuando se analizan los datos por década, la situacion es mas clara (figura 3) y muestra

que la productividad cambia ligeramente con la produccion.

En las décadas de los 90's y 00's (figuras 3a y 3b), aunque sin significancia estadistica, existe tendencia a
que el incremento de la produccién esta ligada al mejoramiento de la productividad, sin embargo, en la ultima
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Figura 2. Produccioén total, t, y productividad, t ha™', de arroz en granza. Costa

Rica.

década es claro que la tendencia se revierte (figura 3c).
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Figura 3. Relacion entre la produccion total de arroz en granza, t, y la productividad, t ha, segun década.
Costa Rica.

Esas tendencias estan ligadas al precio por tonelada de arroz en granza seca y limpia que recibieron los
productores. En colones corrientes, los precios se incrementaron del 2003 al 2010 (figura 4), lo cual estimulé
a los productores particularmente a los de secano, quienes aumentaron las areas sembradas durante la
década del 00 (figura 1), sin que ello se manifestara claramente en la productividad (figura 3b).

En la ultima década el precio se ha mantenido relativamente estable (figura 4), lo cual, sin duda no esti-
mula la siembra de este grano, y por el contrario ha mostrado clara tendencia a la disminucién (figura 1) y que
se manifiesta también en la produccién total obtenida (figura 2) y se observo en la productividad (figura 3c).
Sin duda el precio que reciben los productores es uno de los grandes modeladores de esta actividad.
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Figura 4. Precio pagado al productor, colones corrientes, por tonelada de
granza limpia y seca. Costa Rica.

Emision de gases con efecto invernadero (GEI)

Metano y 6xido nitroso

La emision de CH, y de N,O-N han fluctuado (figura 5) como resultado de las variaciones que se han produ-
cido en las areas de siembra (figura 1). Las mayores emisiones de metano suceden en los afos donde el area
sembrada en inundacion fue la mas grande (1999, 2010 y 2014), mientras que las del N,O-N se presentaron en
1996, 2010 y el 2011 cuando se observaron las mayores areas sembradas en secano (figura 1).

Por otra parte, es clara la disminucién de la emisién de ambos gases que ocurre en la década del 2010
(figura 5), la cual es resultado de la reduccion de las areas de siembra, tanto en secano como bajo inundacion
(figura 1).
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Figura 5. Emision de metano y éxido nitroso, t, proveniente del cultivo de arroz
anegado y secano. Costa Rica.
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Emision total

La emision total de GEI, en equivalentes de CO,, desde 1990 y hasta el 2019 muestra grandes fluc-
tuaciones con diferentes tendencias en el tiempo (figura 6) como resultado de las variaciones en el area
sembrada (figura 1). La primera parte de la década de los 90's fue relativamente estable con valores promedio
anual de 236,4 Gg, valor que posteriormente se incrementa a 306,0 Gg. A mediados de la siguiente década
se reduce la emisioén a valores promedio anual de 195,9 Gg, para volver a incrementarse a 218,3 Gg a finales
de la década del 2000.

Después del 2010, se presenta tendencia a la baja (figura 6), siendo el promedio anual de esta ultima
década de 262,0 Gg, aunque el valor para el 2019 fue de 191,3 Gg similar a los observados en el 2006 y 2008
(figura 6).
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Figura 6. Emision total GEI, t CO,eq, desde 1990 en el cultivo de arroz. Costa
Rica.

La importancia relativa de la emisidn del cultivo del arroz, con respecto a la emisiéon nacional neta repor-
tada en los diferentes inventarios nacionales de gases con efecto invernadero que se han realizado en el pais,
varia entre 2,5y 4,0%; la relacion es inferior (del 2,0 al 2,8%) si se considera la emisioén bruta.

En su estudio de analisis de ciclo de vida en el cultivo del arroz, Muhammadi et al. (2014) determinaron
entre 828 y 1806 kg de CO,eq ha”, valores que son inferiores al estimado en esta investigacion.

Relaciones

En este apartado se analiza la emision en funcion del area sembrada, la produccion vy, el valor bruto de la
produccion.

Emision y area sembrada

La emision GEI, en t de CO,eq ha™, no mostré relacion alguna con el area sembrada de arroz en las
décadas del 90 y 00 (figura 7a y 7b). Sin embargo, si se determind correlacién positiva (P<0,00012) para
la ultima década (figura 7c). La razon de este comportamiento se debe a que durante las dos primeras
décadas el area sembrada de arroz inundado y secano, en términos generales, mostraron comportamiento
inverso, es decir mientras una se reducia la otra se incrementaba (figura 1). Esta situacién cambié en la
ultima década donde ambas areas se redujeron (figura 1) y ello condujo a la reduccién de la emision (figura
6), y se muestra claramente la relacion directa entre drea sembrada y emision (figura 7c).
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Cuando se considera solamente la emision proveniente de la fertilizacién nitrogenada utilizada en el
sistema de arroz secano, el valor promedio fue de 206+43 kg de CO,eq ha™, el cual es inferior a lo reportado
en estudios de Andrade, Campo y Segura (2014) y Gonzalez, Méndez e Izquierdo (2014), quienes también
determinaron que la emisién derivada de esta practica constituye el mayor porcentaje de la emisién total.

Emision de CO,eq y produccion de arroz

La relacion entre la emision y la produccién
total de arroz presenta un promedio anual de
1,2+0,2 t de CO,eq t" de arroz granza, con fluc-
tuaciones en el tiempo (figura 8) como resultado
de las variaciones de la produccion (figura 2) y del
area sembrada en secano e inundado (figura 1).

El valor mas alto de esta relacién se observo
en el 2002; ello se explica porque si bien en ese
afo no se determind la mayor emisién (figura 6),
si se presentd una de las producciones mas bajas
(figura 2). Con respecto a los valores bajos, los
menores se determinaron en 1996 y en el 2008.
Ello esta determinado por la baja proporcién de

area sembrada bajo inundacién (figura 1) y la alta
produccion y productividad lograda en esos anos
(figura 2).

En la década del 90, la relacién mostré esta-
bilidad inicial para fluctuar posteriormente hasta
1996, ano a partir del cual se incrementar hasta
finales de esa década. La siguiente década mostro
que a partir del 2002 y hasta el 2008 se mejord
sustancialmente esta relacion al pasar la emision
de 1,6 a 0,8 t de CO,eq t' arroz granza. A partir
de ese ano, la relacion nuevamente se incrementa
(figura 8).
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Figura 8. Eficiencia histérica de la emision, t CO,eq t' arroz en granza, en
Costa Rica.
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El valor promedio de la eficiencia de emisién
durante el periodo analizado fue de 1,23+0,19 kg
de CO,eq kg™ de arroz granza, siendo muy similar
al determinado en el 2019 (figura 8).

Por otra parte, se determiné correlacion signi-
ficativa (P<0,0022) entre la produccién anual de
arroz granza y la emision de CO,eq (figura 9A),

la cual muestra que la emisién se incrementa
conforme la produccion aumenta. En términos
promedio, el cambio observado es el incremento
de 0,34 t CO,eq por cada tonelada de arroz
granza, aunque es claro que con las mayores
producciones la emisiéon tiende a estabilizarse
(figura 9A).
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Figura 9. Relacion entre la produccion total de arroz en granza, t, con la emision de CO,eq t"'. Costa Rica.

En términos decadales (figuras 9b-d), a pesar de que en todas las décadas la tendencia es al incremento
lineal de la emisién con la produccién, Unicamente la ultima de ellas mostré ser significativa (figura 9d).

Productividad y emision en CO,eq.

La productividad mostré correlacion significa-
tiva con la emision para las décadas del 90 y del
10, con tendencia polindmica, siendo en la primera
positiva (figura 10a), mientras que negativa la otra
(figura 10c), es decir en los 90's, a mayor produc-
tividad mayor emisién, lo cual fue contrario en la
década del 2010. Esto es el resultado del mejo-
ramiento en el manejo de las areas sembradas

para hacerlas mas productivas, lo cual ha sido la
respuesta del productor para lograr mantenerse
en la actividad dado la estabilidad de precios en
los ultimos afios (figura 4).

La década del 2000 no mostro relacion alguna
entre las variables mencionadas (figura 10b).
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Emisién y valor bruto de la produccion

Cuando se relaciona la emisién GEI con el
valor bruto de la produccién en colones cons-
tantes del 2012, se observan fluctuaciones en el
tiempo, y con cierta tendencia a incrementarse
en los ultimos afos sin llegar al valor determinado
a inicios de la década de los 90’s (figura 11). La
tendencia es polindmica y muestra como se
redujo la emisién por millén de colones hasta el
2010, afio a partir del cual se estabiliza con cierto
incremento a finales de la siguiente década (figura
11). El valor mas bajo de esta relacion se estimo
en el 2008, aflo donde se determind una de las
menores emisiones (figura 6) y un buen precio en
recibido por los productores (SEPSA 2020).

En el caso del valor bruto de la produccién en
colones corrientes, la figura es clara, mostran-
dose a partir del 1993 una disminucién importante
de la emision por milldon de colones, para estabili-
zarse a partir del 2008 (figura 11) como resultado
del precio recibido por los productores, el cual
no se ha incrementado desde el 2009 (figura 4).
En este sentido es coincidente la reduccion de la
emision por millén de colones con el incremento
del precio que ocurriéo desde el 2003 y hasta el
2009 (figura 4). Esto demuestra el efecto mode-
lador que tiene el precio en esta relacion.
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Algunas opciones de mitigacion de GEI en el cultivo de arroz

Diferentes acciones de mitigacion pueden
ser desarrolladas para reducir las emisiones de
metano y 6xido nitroso en este cultivo, y seguida-
mente menciono algunas.

Una de las primeras acciones a realizar es la
ejecucion de trabajos de campo para cuantificar,
de acuerdo con el manejo actual del cultivo y
las variedades mas comunmente utilizadas, la
emision de GEI. Con ello sera posible actualizar
los valores utilizados como factores de emisién
y en consecuencia, reducir el grado de incerti-
dumbre asociado con la estimacién de la emision
nacional en la actividad arrocera.

De igual forma, esfuerzos deben realizarse
para estimar los potenciales cambios que se
podrian estar presentado en el carbono organico
del suelo bajo este cultivo, tanto en el sistema
bajo inundacién como en secano.

Un aspecto a considerar es la implementacién
de diferentes practicas y técnicas que permitan
reducir las emisiones tanto del CH, como del N,O
al mismo tiempo que se continde desarrollando el
proceso productivo con iguales o mejores rendi-
mientos. Ello tendra un impacto positivo en esta
actividad.

En este sentido diferentes investigaciones
muestran resultados promisorios con la utilizacién
de técnicas para mitigar las emisiones GEI durante
el proceso productivo primario. Algunos de ellos
han enfocado la utilizacion de variedades con baja
emisién de metano (Gogoi et al. 2008, Jiang et
al. 2017) y muestran como nuevas variedades de
arroz altamente productoras pueden reducir signi-
ficativamente la emision de metano.

El manejo del agua es otra técnica que ha sido
evaluada con el propésito de mitigar las emisiones
de metano. En este sentido Tyagi, Kumari y Singh
(2009) al igual que Islam et al. (2020) mostraron
que la continua inundacién produce mayor
cantidad de metano que cuando se aplica drenaje
en diferentes etapas de crecimiento del cultivo.

Investigaciones realizadas por Thammasom,
Vityakon y Saenjan (2016) muestran como
el potencial Redox esta relacionado con la

metanogénesis y, en consecuencia, con la emisién
de este gas, por lo que el manejo de esta variable
muestra potencial para mitigacién en la produc-
cion de arroz anegado.

La reduccién de la incorporacién de residuos
vegetales previo a la preparacion del suelo para
la siembra del arroz ha sido uno de los aspectos
mencionados en diferentes trabajos de investi-
gaciéon (Thammasom, Vityakon y Saenjan 2016,
Wang et al. 2017) como una forma de mitigar tanto
la emision de metano como de 6xido nitroso.

La utilizacién de inhibidores de la nitrificacion
y estrategias de fertilizacion nitrogenada también
pueden mitigar las emisiones de N,O y aumentar
el rendimiento de granos y la eficiencia del uso
de nitrégeno en condiciones de arroz de siembra
directa (Gaihre et al. 2020).

La aplicacién de una o varias de las opciones
mencionadas, sin que sean las Unicas, podrian
contribuir de manera significativa en la mitiga-
cién de GEI generados en el proceso productivo
primario y contribuir decididamente a la conse-
cucion de la meta de neutralidad tanto para esta
actividad como para el pais.

La emisién de GEI provenientes del proceso
productivo primario del cultivo del arroz mostré
variaciones en el tiempo como resultado de
cambios en el area total sembrada, y por el area
dedicada a cada sistema de produccién, lo cual
influye directamente en el tipo de GEl gene-
rado. Ello hace variar la importancia relativa de
la emisién de este cultivo con respecto al total
neto nacional, promediando en los Ultimos cuatro
inventarios nacionales 3,2%.

La relacion de la emision con la produccion
es directa y positiva, y lineal en cada una de las
décadas analizadas, asi que conforme se incre-
menta la produccién también lo hace la emisién.
En el caso de la productividad, esta mostré un
comportamiento bastante interesante al ser posi-
tiva la correlacion con la emisién en la década del
90, pero negativa la del 2010.

Por otra parte, el precio que recibe el
productor por su cosecha es el principal
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modelador de la eficiencia econémica de la
emision, la cual mostrd clara tendencia a la baja
cuando se expresa en colones corrientes; la
misma relacion no fue tan clara cuando se utilizan
colones constantes del 2012.

Finalmente, diferentes opciones de mitigacion
podrian implementarse en la produccién primaria
de este grano, lo cual sin duda mejoraria los
valores de las distintas relaciones consideradas.
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ASOCIO DEL ACIDO OXALICO Y PEROXIDO
DE HIDROGENO EN EL PROCESO INFECTIVO

DE LA BACTERIA Burkholderia glumae
EN EL CULTIVO DE ARROZ (Oryza sativa)

Ing. Luis Vargas Cartagena’

RESUMEN

Asocio del acido oxalico y peroxido de hidrogeno en el proceso infectivo de la bacteria Burkholderia
glumae en el cultivo de arroz (Oryza sativa). El estudio se realizé en el Laboratorio de Fitoproteccion del
Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA) entre los meses de abril
y septiembre del afio 2018. El objetivo fue determinar la importancia del acido oxalico y el peréxido de hidré-
geno en el proceso infectivo de Burholderia glumae en la fase vegetativa (follaje) y reproductiva (paniculas)
del arroz. Los resultados obtenidos evidenciaron que se logré determinar en forma indirecta, mediante la
inoculacion de varias cepas de B. glumae en hojas de café, el rompimiento del tejido celular del follaje debido
a la liberacion de acido oxalico. La incidencia en el dafio mecanico oscild entre 50% y 100% por el envés
de la hoja y de 6.25% a 56.25% por el haz de la hoja. Los analisis de refraccién de rayos X elaborados a
través de microscopia electrénica de barrido identificaron la presencia de cristales de calcio, con valores
obtenidos entre 3.8 y 4 KeV (Electronvoltios) los cuales provenian del asocio del acido oxalico liberado por la
bacteria en adiciéon con las moléculas de calcio del sustrato artificial empleado. Se obtuvo una modificacion
del sustrato artificial tradicional empleado para el crecimiento de bacterias del género Pseudomonas spp, €l
cual consistié en la adicién de peptona a base de solidos de leche (10g / 500ml de agua destilada estéril), a
fin de proporcionar el elemento calcio e inducir a la bacteria a la produccién de cristales de oxalato de calcio.
Los tratamientos con aplicaciones individualizadas de acido oxalico sintético y peréxido de hidrégeno sinté-
tico al 2% mostraron sintomas coincidentes con los danos inducidos por la bacteria en condiciones natu-
rales. La mezcla de ambas sustancias (acido oxalico + peroxido de hidrogeno) evidencié aun mas la similitud
con los sintomas que desarrolla la bacteria en condiciones naturales. Los resultados logrados evidencian la
importancia que tienen ambas toxinas en el proceso de patogénesis de Burkholderia glumae en el cultivo de
arroz y la necesidad de realizar estudios para la busqueda de sustancias supresoras o inhibidoras de estas
toxinas en pro de su empleo en planes de manejo integrado de esta bacteria.

Palabras clave: Patogenicidad, acido oxalico, peroxido de hidrégeno, concentraciones, Burkholderia glumae

Keywords: Pathogenicity, oxalic acid, higrogen peroxid, concentrations, Burkholderia glumae
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INTRODUCCION

La enfermedad del afiublo bacterial de la
panicula del arroz es inducida por la bacteria
Burkholderia glumae y se caracteriza por afectar
severamente el llenado del grano. Se reportd
por primera vez en Japén en la década de los
50, luego fue diseminada entre los afios 1995 y
1996 en China, Taiwan, Corea, India, Filipinas y
Tailandia. En Colombia se identifico en el afio 1987
con bajos niveles de incidencia, en el afno 1996 se
reporto en los arrozales de Luisiana en los Estados
Unidos y en Panama en el afio 2006 (Prado, 2010).
La bacteria no produce pigmento fluorescente en
el medio de cultivo BDKing, es gram negativa y
posee entre uno a tres flagelos. En orden de impor-
tancia y bajo las condiciones agroclimaticas de
Costa Rica, dentro de los sintomas que provoca
en el cultivo del arroz se destacan los siguientes:
1- Panicula erecta, 2- Decoloracion, manchado
y vaneamiento de la panicula, 3- Manchado de
las espiguillas de color cafezusco a pajizo, 4- En
planta adulta, decoloracion de la vaina de la hoja
bandera, 5- En el follaje, lesiones ligeramente irre-
gulares de color pajizo y rodeadas de un borde
café, del borde de la hoja hacia adentro, esto en
condiciones de alta incidencia y 6- En la plantula,
pudricion de aspecto acuoso en el tallo y la hoja.

La presencia de la enfermedad se ve favore-
cida por altas temperaturas nocturnas (28°C), altas
temperaturas diurnas (32-38°C) y alta humedad
relativa (> 80%) (Mew, 1992). La enfermedad se ve
favorecida por el uso de altas concentraciones de
nitrégeno y se disemina por salpique de lluvia con
vientos fuertes y contacto de planta a planta. La
bacteria infecta la semilla y puede crecer epifitica-
mente en el tejido de las plantas a bajas concen-
traciones hasta la emergencia de la panicula, en
donde invade los espacios entre las células de la
epidermis externa y el parénquima esponjoso del
lema, caracterizado por tener paredes celulares
delgadas (Mew, 1992).

Los factores de virulencia que destacan a
este patdogeno son: la produccién de la toxina
toxoflavina, produccién de enzimas lipasas y
catalasas y la formacién de flagelos (Rush, et al.
2010). Muchos autores mencionan la importancia
de la toxina toxoflavina como un agente critico
en la infeccién de la bacteria (Sato et al. 1989;

Ham et al. 2011; Jeong et al. 2003; Florez y
Uribe 2011; Latuasan y Berends 1961; Matsuda
y Sato 1988; Shingu y Yoneyama 2004; Suzuki
et al. 2004 y liyama et al. 1995). Pocos autores
hacen mencion del acido oxalico en la bacteria
Burkholderia glumae (Nakata y He 2010; Kato,
et al. 2013; Kato, et al. 2014 y Oh, et al. 2014).

Otros autores hacen mencion de la presencia
de oxalatos (acido oxalico) en microorganismos
en general; tales como hongos y bacterias, inter-
viniendo en factores relacionados con la protec-
cién hacia ambientes alcalinos (Dutton y Evans
1996, Sayer y Gadd 1997, Appanna y Hamel 1999;
Green y Clausen 2003), como factor de virulencia
(Duttons y Evans 1996; Hegedus y Rimmer 2005)
en la viabilidad de las células (Lambert y Nakata
2016) y obtencion de nutrientes (Shimada et al.
1994; Dutton y Evans 1996; Gharieb, 2000 y Munir
et al. 2001).

En este estudio se realizaron una serie de
pruebas en orden cronolégico con la finalidad de
responder a los siguientes objetivos: 1- Determinar
si Burkholderia glumae induce lesiones en hojas
de café (Coffea arabica) producto de la liberacion
de acido oxalico, 2- Determinar si hay formacion
de cationes de calcio asociados a la produccion
de acido oxalico, 3- Desarrollar un sustrato artifi-
cial para favorecer la produccién de acido oxalico
en la bacteria Burkholderia glumae, 4- Evaluar
diferentes concentraciones de acido oxalico vy
peréxido de hidrogeno y su efecto sobre espigas
y follaje de arroz y 5- Evaluar el efecto solo y
combinado de una concentracién determinada de
acido oxalico y peroxido de hidrogeno sobre las
paniculas de arroz.
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MATERIALES Y METODOS

Inoculacién de la bacteria B. glumae en hojas de cafeto para determinar su

efecto

Se establecié un ensayo en hojas de café
(Coffea arabica) sobre las cuales se inoculd una
masa compacta o “moquillo” de la bacteria
Burkholderia glumae a una concentracion apro-
ximada de 1x108 unidades formadoras de colo-
nias (ufc) / ml. Se deposité el moquillo en ocho
puntos de inoculacion tanto en el haz como
en el envés de la hoja de café y el control fue
hojas con solo el depdsito de agua destilada
estéril (figura 1). Se emplearon en forma alea-
toria cinco cepas de la bacteria provenientes del
Banco de Microorganismos del Laboratorio de
Fitoproteccion del INTA (INTA B3, INTA B19, INTA
B20, INTA B21 e INTA B47). Las hojas se depo-
sitaron dentro de platos petri de vidrio grandes

(14,5 cm diametro x 3 cm alto) con papel toalla,
debidamente esterilizados. Luego se dejaron en
condiciones semi-controladas en un area venti-
lada, con luz indirecta sobre mesas de laboratorio
a una temperatura promedio de 24°C. Se empled
un diseno irrestricto al azar para cada punto de la
hoja inoculada (haz y envés), compuesto por seis
tratamientos y dos repeticiones. Se determiné la
incidencia de dafo mecanico sobre la epidermis
de la hoja a los 4, 8 y 12 dias después de la inocu-
lacion (ddi). Los datos obtenidos fueron sometidos
a un analisis de varianza y separacion de medias
segun prueba DMS al 5%, utilizando el paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis Systems,
2002).

Figura1. Proceso de inoculaciéon del moquillo de la bacteria Burkholderia glumae sobre hojas de café.
(A-B): envés de la hoja, (C-D): haz de la hoja. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José,
Costa Rica. 2018.

Determinacion de cristales de oxalato de calcio producidos por B. glumae

Para el crecimiento de Burkholderia glumae
se implementd el sustrato artificial BDK a base de
peptona, pero proveniente de sdlidos de leche,
el cual suministra calcio dentro de su compo-
sicién (cuadro 1). Para el crecimiento exponen-
cial de la bacteria se utilizd este medio, pero
sin agar (medio liquido) en un volumen de 30 ml
y se sometid durante 48 horas en agitacién a
115 rpm en un agitador horizontal modelo SI-1600

Orbital Genie. Luego, a fin de obtener un sedi-
mento de posibles cristales de oxalato de calcio
se procedié a un centrifugado por 10 minutos a
3500 rpm con la adicién de acido acético al 5%;
volviendo a centrifugar por duplicado el sedimento
con agua destilada esteril a 3500 rpm. La deter-
minacién de calcio se realizd6 mediante la técnica
de anadlisis elemental por energia dispersiva de
rayos X (EDX), con un detector de la marca IXRF
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Systems, acoplado a un microscopio electrénico de barrido Hitachi S3700N del Centro de Investigaciones en
Estructuras Microscépicas de la Universidad de Costa Rica (UCR). Se determind los picos de calcio utilizando
el software Iridium Ultra, basado en el valor de energia en kilo electrén voltio (KeV), el cual es especifico para
cada elemento y esta representado en el eje X del espectrograma.

Cuadro 1. Sustrato artificial BDK con peptona de sélidos de leche para el crecimiento de Burkholderia
glumae. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Componente Cantidad en 500 ml de agua destilada estéril

Peptona de solidos de leche (Ca)
CAS: 73049-73-7

Agar

Glicerol o glicerina (C,H,0,)

Fosfato acido dipotasico (K, HPO,)
Sulfato de magnesio heptahidratado (Mg SO, 7H,0)

109

8g

8ml
0.75¢g
0.75g

Figura 2. Sustrato liquido BDK con peptona de sélidos de leche y suspen-
sion de posibles cristales de oxalato de calcio. Laboratorio de
Fitoproteccién / INTA, San José, Costa Rica. 2018.

Prueba de inoculacion con acido oxalico

Para esta prueba se tomaron secciones de
lamina foliar, espiguillas y paniculas de arroz de la
variedad INTA PUITA y se utilizaron cuatro concen-
traciones de &acido oxadlico (1%, 1.5%, 2.0% y
2.5%). Para el caso del follaje se depositaron 10
gotas / lamina foliar y para las espiguillas, una
gota / espiguilla. Cada gota estuvo compuesta
de 0.1 ml de &cido oxalico, en ambos casos la
inoculacion se realizé con la ayuda de un inyector
(jeringa de insulina). Para el control se realizd el
mismo procedimiento con agua destilada estéril.
(figuras 3 y 4). La inoculacién del acido oxalico en
las paniculas se realizd mediante frotaciéon con
pinceles previamente esterilizados, de manera que
quedara adherido en la superficie de las espigui-
llas. El material inoculado se dejé en un area venti-
lada, con luz indirecta sobre mesas de laboratorio
a una temperatura promedio de 24°C.

Para cada uno de los sistemas de inoculacion
se empled un disefo irrestricto al azar compuesto
por cinco tratamientos y dos repeticiones. Se
determiné la incidencia de dafio mecanico ejercido
por el acido oxalico sobre las hojas y espiguillas y
la severidad para el caso de las paniculas. Para
la evaluacién de la severidad en la panicula se
empleo la escala que se describe en el Cuadro 2.
Las evaluaciones se realizaron 1 y 4 dias después
de la inoculacién (ddi).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza y separacion de medias segun
prueba DMS al 5%, utilizando el paquete estadis-
tico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).
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- Z
Acido oxalico Control [
Depdsito de gotas de acido oxalico (flechas) sobre el

follaje de arroz. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA.
San José, Costa Rica. 2018.

Figura 3.

Acido oxalico Control

Figura4. Acido oxdlico sobre las espiguillas de arroz.
(A): Elaboracion de la concentracién. (B-D): Depdsito
del &acido oxadlico sobre las espiguillas (flechas).

Laboratorio de Fitoproteccién. San José, Costa Rica.
2018.
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Prueba de inoculacion con peroxido de hidrégeno

Para esta prueba se utilizaron seis concen-
traciones de peréxido de hidrégeno (0,5%, 1,0%,
1,5%, 2,0%, 2,5% y 3,0%). Se empled la misma
técnica de inoculacion para el follaje indicada en
la prueba anterior con el acido oxalico. También
se procedié a inocular paniculas por medio de
pinceles previamente esterilizados, el procedi-
miento fue el de frotar uniformemente las espigui-
llas de las paniculas con el peréxido de hidrégeno.
Las muestras inoculadas se colocaron en un area
ventilada, con luz indirecta sobre mesas de labo-
ratorio a una temperatura promedio de 24°C.

Se empledé un disefio irrestricto al azar
compuesto por siete tratamientos dos repeti-
ciones para cada método de inoculacién. Dos
dias después de la inoculacién (ddi), se determind
la incidencia de dafio mecanico ejercido por el
peréxido de hidrogeno sobre las hojas y la seve-
ridad ejercida en las paniculas. Para la evaluacion
de la severidad en la panicula se empled la escala
que se describe en el Cuadro 2.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza y separacion de medias segun
prueba DMS al 5%, utilizando el paquete estadis-
tico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).

Figura 5. Panoramica del montaje de la prueba con las concentraciones de peroxido de hidrogeno en hojas
y paniculas. Laboratorio de Fitoproteccién / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Prueba de inoculacion con acido oxalico + peroxido de hidrégeno + Burkholderia

glumae

En esta prueba se inoculd sobre paniculas de
arroz previo a la antesis, el acido oxalico al 2%, el
peréxido de hidrégeno al 2%, la mezcla de acido
oxalico + perdxido de hidrégeno (ambos al 2%),
la bacteria Burkholderia glumae a una concentra-
cién de 1.0 x 108 UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) y el control constituido por agua desti-
lada estéril. Para la aplicacion se empled un aero-
grafo marca Master Airbrush modelo VC16-W22 y
se atomizé 1 ml / panicula. El material inoculado
con el acido oxalico y el peréxido de hidréogeno se

colocé bajo condiciones de laboratorio en un area
ventilada con luz indirecta y a una temperatura
promedio de 24°C. Las muestras inoculadas con
la bacteria B. glumae se incubaron por 48 horas
a 40 °C en una incubadora Isotemp 1601D (Fisher
Scientific).

Se empled un disefo irrestricto al azar con cinco
tratamientos y cuatro repeticiones. Se determiné la
severidad a 2 y 48 horas después de la inoculacion
(hdi) por medio de una escala de evaluacion.
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Cuadro 2. Escala de Evaluacion del Anublo Bacterial de la Panicula (Burkholderia glumae). Laboratorio de
Fitoprotecciéon / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

GRADO DESCRIPCION

0 Ausencia de enfermedad

1 1% - 10% de area afectada en panicula
2 11% - 25% de area afectada en panicula
3 26 - 50 % de area afectada en panicula
4 51% - 75% de area afectada

5 76% - 100% de area afectada

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y separacion de medias segun prueba
MS al 5%, utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).

Figura 6. Materiales empleados y atomizo mediante el uso del aerdgrafo. Laboratorio de Fitoproteccion /

INTA. San José, Costa Rica. 2018.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inoculacién de Burkholderia glumae en hojas de café para determinar su efecto

Los resultados obtenidos evidenciaron que el
depdsito del “moquillo” de la bacteria sobre las
hojas de café degradd en forma parcial el tejido o
pared celular de la hoja de café. Dicho efecto fue
mas notorio por el envés de la hoja, debido a la
carencia de cera epicuticular en esta zona y a la
presencia de mas estomas, en comparacién con
el haz de la hoja (cuadro 3).

Respecto de las evaluaciones, se observd
que doce dias después de la inoculacion las
cepas identificadas como INTA B-3 e INTA B-19
afectaron en un 100% el tejido de las hojas por
el envés, mientras que con las otras tres cepas
de la bacteria la incidencia del dafio oscilo entre
50% y 87,5%. En el testigo con agua el tejido no
presentd ningun tipo de dafio. En cuanto a las
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inoculaciones por el haz de las hojas, los resul-
tados obtenidos mostraron que las incidencias de
los danos por cada una de las cepas a los 12 ddi
fueron mas bajas que las presentadas en el envés
y oscilaron entre 6,25% y 56,25%. Tampoco se
presentd dano alguno en el tejido en las inocula-
ciones del testigo con agua.

Haciendo una comparacién entre cepas y
aunque no es del interés de este trabajo, es impor-
tante recalcar que la cepa INTA B-3 presento el
mayor efecto patogénico sobre las hojas de café,
puesto que a partir de los 4 ddi tanto por el haz
como por el envés ya se presentaban grados de
afectacion en el los puntos inoculados.

El objetivo de haber realizado estas inocula-
ciones es atribuido a la presencia de cristales de
forma variada (bipiramidales y amorfos) sobre el
tejido afectado de arroz (espiguillas), pero funda-
mentalmente su formacion en sustratos artificiales
de crecimiento para bacterias enriquecidos con
calcio. Esto sugiere que probablemente esta
bacteria produzca una toxina conocida como
acido oxalico (oxalato), tal como lo han reportado
varios autores en trabajos realizados con otros
microorganismos. Esta sustancia o toxina les sirve
a ciertos microorganismos como medio de protec-
cién hacia ambientes alcalinos, como factor de
virulencia, le da viabilidad a las células y les ayuda
en la obtencién de nutrientes (Rao y Tewari 1987;
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Rao y Tewari 1988; Nakata y He 2010; Lambert y
Nakata 2016). Para el caso del estudio, el interés
es dilucidar si esta toxina es producida por la
bateria B. glumae como factor de virulencia.

En la enfermedad del café (Coffea arabica)
conocida como “ojo de gallo” e inducida por el
hongo Mycena citricolor, se ha identificado el
acido oxalico como una toxina no especifica, la
cual inicia el proceso infectivo y de penetracion en
el tejido foliar, por medio del rompimiento y degra-
dacién de la cera epicuticular, el hongo secuestra
el calcio de los pectatos de la pared celular, lo
cual facilita el ingreso del patégeno en el tejido del
hospedero (Tewari 1990).

Para el caso del presente trabajo el moquillo
depositado sobre las hojas de café estaba confor-
mado por millones colonias bacterianas de B.
glumae, las cuales en conjunto liberan el &cido
oxalico y rompen el tejido foliar de la hoja de café.
En algunas lesiones inducidas se formaron masas
blanquecinas alrededor de la lesiéon y fueron iden-
tificadas como masas de cristales. En este caso
en particular, el acido oxalico producido y liberado
logré entrar en contacto con el calcio interno de
la hoja de café, formando cristales de oxalato de
calcio (figura 7). Lo cual fue corroborado mediante
la observacion directa de dichos cristales en un
microscopio de luz y coincidente con los resul-
tados obtenidos por Rao y Tewari (1987).

Cuadro 3. Incidencia en la formacion de dafo tisular en hoja de café inducido por la liberacién de acido
oxdlico de Burkholderia glumae. Laboratorio de Fitoproteccion. San José, Costa Rica. 2018

INCIDENCIA DE DANO MECANICO EN HOJA DE CAFE*

I

CEPA DE
BACTERIA
4 ddi 8 ddi
INTA B3 31.25 (a) 43.75 (a)
INTA B19 0.00 (b) 0.00 (b)
INTA B20 0.00 (b) 0.00 (b)
INTA B21 0.00 (b) 0.00 (b)
INTA B47 0.00 (b) 0.00 (b)
Control 0.00 (b) 0.00 (b)

12 ddi

56.25 (a)

25.00 (ab)

12.50 (b)

12.50 (b)

6.25 (b)

0.00 (b)

4 ddi 8 ddi 12 ddi
87.50 (a) 100 (a) 100 (a)
75.00 (ab) 93.75 (ab) 100 (a)
68.75 (abc) 68.75 (ab) 87.50 (ab)
31.25 (cd) 31.25 (cd) 50.00 (b)
43.75 (bc) 62.50 (bc) 62.50 (ab)
0.00 (d) 0.00 (d) 0.00 ()

*= Columnas con igual letra no difieren estadisticamente segun prueba DMS 5%
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Figura 7. Incidencia de dafio tisular en hoja de café (haz y envés) inducido por la liberacion de acido oxalico
de Burkholderia glumae. (A-B): Haz, (C-D): Envés, (E-F): Formacién de conglomerados de cristales
(flechas). Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Formacion de cristales de oxalato de calcio por la bacteria B. glumae

El crecimiento exponencial de B. glumae favo-
recido mediante agitaciéon horizontal del medio
liquido junto con el sustrato de peptona de solidos
de leche, indujo a altas concentraciones de la
bacteria a liberar de igual manera altas concen-
traciones de acido oxalico, el cual al combinarse
con el elemento calcio proporcionado en el medio,
desencadend en la formacién de abundantes cris-
tales de oxalato de calcio. Este comportamiento
también se vio reflejado en el sustrato artificial
solido (figura 8). El andlisis por Refraccion de
Rayos X en la determinacion de cationes de calcio
reveld que la suspensién de cristales previamente

obtenida efectivamente correspondié a cationes
de Calcio (figura 9). Kim et al. (2010), en un estudio
sobre la participacion y ocurrencia de B. glumae
en Korea, mencionan que la colonia bacteriana
se cubria completamente de cristales, los cuales
definieron, erroneamente como “cristales de toxo-
flavina”. Estos resultados evidencian la presencia
de la toxina acido oxalico en esta bacteria fitopa-
tégena del cultivo del arroz, ademas de su otra
toxina, la toxoflavina. Cada una por separado o en
conjunto, podrian estar tomando accién como dos
importantes factores de virulencia de la bacteria.
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Figura 8. (A): Colonia de B. glumae vista con luz reflejada, (B): Misma colonia vista
con luz transmitida, obsérvese la formacion de cristales de oxalato de
calcio dentro y fuera de la colonia, (C-D): Cristales y células bacterianas
en el medio liquido a base de peptona de sélidos de leche. Laboratorio
de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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Figura9. Espectograma con la emision del pico de calcio por medio de
analisis de energia dispersiva de rayos X y microfotografias de los
cristales bipiramidales y amorfos por microscopia electrénica de
barrido.
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Inoculacion con acido oxalico en tejidos de plantas de arroz

La valoracion sobre el efecto ejercido de
las diferentes concentraciones de acido oxalico
en tejidos de plantas de arroz, determind que la
incidencia de dafio mecanico se manifestd mayor-
mente en las concentraciones del 2% y 2,5%,
tanto en espiga como en hoja (cuadro 4). En
ambos casos la sintomatologia consistié en una
decoloracion del tejido verde a un tono mas claro
y rodeado de un borde de color café. En condi-
ciones naturales muchas espiguillas y el follaje,
presentan una sintomatologia muy similar a la
obtenida con las aplicaciones dirigidas del acido
oxalico en esta prueba realizada bajo condiciones
controladas (figuras 10y 11).

De igual manera, la aplicacion realizada con
pinceles sobre las paniculas mostré sintomas
similares o coincidentes con los presentados
en condiciones naturales (figura 12) y su mani-
festacion en severidad fue en orden creciente
de acuerdo a la concentracion de acido oxalico
aplicada (cuadro 4). Todas las dosis aplicadas
difirieron estadisticamente con el control (agua
destilada estéril).

Por ejemplo, estudios realizados con dife-
rentes concentraciones de esta sustancia en hojas
de café, han demostrado que la lesion inducida
es muy similar a la que provoca en estado natural
el hongo causante de la enfermedad Ojo de Gallo
(Mycena citricolor) en el cultivo de café (Rao y
Tewari 1987).

En estudios de laboratorio realizados en
Japon, se ha logrado determinar la presencia de
cristales de oxalato de calcio y de esta manera
la produccién de acido oxalico por colonias de
Burkholderia glumae en estado salvaje o natural
y su diferenciacion con la aparicién de colonias
mutantes. Adicionalmente, las colonias salvajes
lograron regular y bajar el pH del medio en que
crecian con el fin de poder aprovechar aminoa-
cidos y fuente de carbono. Los mismos autores
indican que la produccion de acido oxalico se
podria considerar como un factor mas de viru-
lencia en la bacteria Burkholderia glumae (Kato,
et al. 2013, Kato et al. 2014).

Cuadro 4. Incidencia y severidad del dano tisular en diferentes tejidos de plantas de arroz, segun concen-
tracién de acido oxalico inoculada. Laboratorio de Fitoproteccién / INTA. San José, Costa Rica.

2018.
INCIDENCIA DE DANO MECANICO* SEVERIDAD*
CONCENTRACION DE 5
ACIDO OXALICO ESPIGA HOJA PANICULA
1 ddi 4 ddi 1 ddi 4 ddi 4 ddi

Acido oxalico 1.0% 0.00 (a) 0.00 (b) 5.00 (b) 64.00 (a) 62.50 (b)
Acido oxalico 1.5% 0.00 (a) 0.00 (b) 30.50 (b) 78.00 (a) 75.00 (ab)
Acido oxalico 2.0% 25.00 (a) 67.00 (a) 100 (a) 100 (a) 92.50 (a)
Acido oxalico 2.5% 33.00 (a) 74.50 (a) 100 (a) 100 (a) 92.50 (a)

Control 0.00 (a) 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (c)

*= Columnas con igual letra no difieren estadisticamente segun prueba DMS 5%
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Figura 10. (A,ByC):Dafoinducidoporlaaplicaciondeacidooxalicoal2% sobrelaespigadearroz,
(D): Control aplicado con agua destilada estéril, (E-F): Sintoma en condiciones natu-
rales inducido por Burkholderia glumae. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San

José, Costa Rica. 2018.
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1% 1,5% 2,5% Control

Figura 11. (A): Dafo inducido por la aplicacion de diferentes concentraciones de acido oxalico
(1%, 1,5%, 2%, 2,5% y Control), (B, C y D): acido oxalico al 2%, (E-F): Sintoma
en condiciones naturales inducido por Burkholderia glumae. Laboratorio de
Fitoproteccién / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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 —

-

Control

Figura 12. Dafo inducido por la aplicacion con pincel de acido oxalico al 2% en panicula de
arroz. El control es agua destilada estéril. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San
José, Costa Rica. 2018.
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Inoculacion con peroxido de hidrégeno

Dos dias después de la inoculacién de las dife-
rentes concentraciones de peréxido de hidrégeno
hubo manifestacién del dafio mecanico. Todas las
concentraciones mostraron diferencia estadistica
con el control (agua destilada estéril) con respecto
a las variables de incidencia del dafno mecanico en
hoja y severidad en la panicula (cuadro 5).

La toxina conocida como “toxoflavina” es uno
de los factores de virulencia reportados para esta
bacteria, la cual fue aislada de tejidos con mani-
festacion de sintomas similares a los provocados
por B. glumae en condiciones naturales (liyama
et al. 1995). Esta toxina dentro de su proceso
infectivo libera peréxido de hidrégeno (Latuasan

y Berends 1961), el cual es catalogado como un
compuesto altamente téxico para diversos tipos
de células, provocando dafo tisular y también con
efecto antimicrobiano (Suzuki et al. 2004).

Al igual que las inoculaciones con &cido
oxdlico, el dafno mecanico generado por el
peréxido de hidrégeno mostré en alguna medida
similitud con las lesiones del follaje causados por
la bacteria bajo condiciones naturales (figuras 13
y 14). Es importante mencionar que las lesiones
en el follaje tienen menor ocurrencia y se pueden
presentar cuando la incidencia y severidad de este
patdégeno alcanzan niveles de dafo inmanejables
dentro de las plantaciones de arroz.

Cuadro 5. Incidencia en la formacion de dafo tisular en hoja y severidad en panicula de arroz dos dias
después de la inoculacion con perdxido de hidrégeno a diferentes concentraciones. Laboratorio
de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

CONCENTRACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

INCIDENCIA DE DANO
MECANICO EN HOJA*

SEVERIDAD
EN PANiCULA*

Perdxido hidrégeno 0,5%
Peréxido hidrégeno 1,0%
Perdxido hidrégeno 1,5%
Perdxido hidrogeno 2,0%
Peréxido hidrégeno 2,5%
Peréxido hidrégeno 3,0%

Control

70.00 (a) 45.00 (b)
85.00 (a) 87.50 (a)
100.00 (a) 85.00 (a)
100.00 (a) 90.00 (a)
90.00 (a) 90.00 (a)
95.00 (a) 90.00 (a)
0.00 (b) 0.00 (c)

*= Columnas con igual letra no difieren estadisticamente segun prueba DMS 5%

Figura 13. Dafo inducido por la aplicacion de perdxido de hidrégeno al 2% sobre el follaje de arroz.
Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

e,
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2% Perox Control

'ﬂ

2% Perox Control

Figura 14. Dafio inducido por la aplicacion de peroxido de hidrogeno al 2%
sobre la panicula de arroz. Laboratorio de Fitoproteccién / INTA. San

José, Costa Rica. 2018.

Inoculacion con acido oxalico + peroxido de hidrogeno + Burkholderia glumae

Dado que en los estudios anteriores se logré
determinar mayormente dafo tisular en follaje y
panicula en la concentracion del 2% con la apli-
cacion de acido oxalico y peroxido de hidrégeno;
y con sintomas similares a los presentados en
condiciones naturales asociados a B. glumae;
se establecié la siguiente prueba con la inclu-
sion de la inoculacion de la mezcla de estas dos
sustancias y compararlo con la inoculacién de la
bacteria.

Los sintomas se empezaron a observar a
partir de las 2 horas luego de la inoculacién con la
mezcla de acido oxalico y perdéxido de hidrégeno

al 2% cada uno, mientras que para empezar
a observar sintomas en la inoculacion con la
bacteria fue necesario esperar 48 horas. Para
esta evaluacién todos los tratamientos aplicados
mostraron diferencias estadisticas frente al control
(agua destilada estéril) y el nivel de dano fue
bastante similar en el resto de los tratamientos, el
cual oscil6 entre 82,50% y 88,75% (cuadro 6).

Es importante destacar que la sintomatologia
obtenida con las aplicaciones por separado del
acido oxalico y el peréxido de hidrégeno es similar
a la presentada por la inoculacién con Burkholderia
glumae; de igual manera, la inoculacion con la
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mezcla de estas dos sustancias evidencié una
gran similitud de los sintomas causados por esta
bacteria en las paniculas de arroz (figuras 15y 16).
En condiciones naturales el proceso de infeccién
de la bacteria tiene ocurrencia en horas, pero la
manifestacion de los sintomas oscila entre 3 a 5
dias. En este caso se dieron condiciones de alta
temperatura (40°C) a fin de obtener los sintomas
evidentes inducidos por la bacteria y estimular a
las células bacterianas a su multiplicacién y libera-
cion de las toxinas en un periodo de 48 horas. En
contraste, los sintomas obtenidos con el accionar
del acido oxalico y del perdxido de hidrégeno,
solos o combinados, fue mas rapido debido a la
pureza quimica sintética de estas sustancias.

Los resultados obtenidos en estas pruebas
demuestran la importancia que tienen estas
sustancias como factores de virulencia de la
bacteria y probablemente su accionar sea combi-
nado. No obstante, podria darse el hecho de que
la presencia de estas sustancias sea co-depen-
dientes de algunos factores que estimulen su
ocurrencia. Por ejemplo, Matsuda y Sato (1988)
mencionan que la biosintesis de toxoflavina
depende de la temperatura, la cual oscila entre
30°C y 37°C. En el mismo sentido Kato, et al.,
(2013) en un estudio sobre las caracteristicas feno-
tipicas de B.glumae indican que la presencia de
acido oxalico se asocio a la existencia de cristales
de oxalato de calcio en el sustrato, los cuales se

desarrollaron dentro y fuera de la colonia, tanto a
30°C como a 37°C y concluyen que la bacteria B.
glumae tiene la capacidad de disminuir el pH del
medio o sustrato debido a una alta produccién de
acidos y crear condiciones también acidas en un
entorno donde los aminodcidos estan presentes
como principal fuente de carbono.

Mahenthiralingam et al., (2005) indican que
altas densidades de la bacteria producen toxofla-
vina y mediante generacién de peréxido de hidré-
geno provocan dafno tisular y obstruccion de los
haces vasculares de las plantas de arroz.

Esta documentado que B. glumae produce
autoinduccion, proceso denominado “Quorum
Sensing” el cual es un mecanismo de regula-
cion de la “expresion genética” en respuesta a la
densidad de poblacién celular. Las células involu-
cradas producen y excretan sustancias, llamadas
autoinductoras (acil-homoserina / AHL), que sirven
de sefnal quimica para inducir la expresion gené-
tica colectiva. Es una forma de comunicacion
celular que genera una modificacion genética que
controla la liberacidon de toxinas, la produccion
de flagelos, enzimas y hormonas (Kim et al. 2010,
Fuqua y Greenberg 2002, Rush et al. 2010). El
quorum sensing es esencial para la produccion de
toxoflavina, oxalato (acido oxalico) y la motilidad
de la bacteria (Kato et al. 2014).

Cuadro 6. Severidad en panicula de arroz a las 2 y 48 horas después de la inoculacion (hdi), segun trata-
miento aplicado. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018

TRATAMIENTO

Acido oxalico (2%)

Peréxido hidrégeno (2%)

Acido oxalico + peréxido de hidrégeno (2%+2%)
Burkholderia glumae (1.0X108 ufc)

Control

IR
70.00 (a) 82.50 (a)
70.00 (a) 86.25 (a)
72.50 (a) 88.75 (a)
0.00 (b) 87.50 (a)
0.00 (b) 0.00 (b)

*= Columnas con igual letra no difieren estadisticamente segun prueba DMS 5%
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Perox hidrog 2% B. glumae

ACOX 2% + Per Hidr2%  B. glumae Control

Figura 15. Severidad en panicula con la aplicacién de (A): Acido oxalico 2%
vrs Burkholderia glumae, (B): Peréxido de hidrogeno al 2% vrs
Burkholderia glumae y (C): acido oxalico 2% + peréxido de hidro-
geno 2% vrs Burkholderia glumae. (D): Control. Laboratorio de
Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Perox hidrog 2% | B. glumae ‘I‘-,
| I 18
Acido oxalico 2% 'iNAcOx 2% + Per Hidr2% “ Control
Figura 16. Severidad en panicula de arroz 48 horas después de la inoculacion, segun trata-
miento aplicado. Laboratorio de Fitoproteccion. San José, Costa Rica. 2018.
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BACULOVIRUS PARA CONTROL DEL PERFORADOR
DEL FRUTO (Tuta absoluta Meyrick) ASOCIADO AL

CULTIVO DE TOMATE (Solanum lycopersicum)’

Katherine Bonilla®, Yannery Gomez-Bonilla®

RESUMEN

Baculovirus para control del perforador del fruto (Tuta absoluta Meyrick) asociado al cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum). En la presente investigacion, se estudié el potencial de control a nivel de bioen-
sayo, de cepas de betabaculovirus aisladas de larvas de Phthorimaea operculella Zeller, Tecia solanivora
Povolny y suelo, sobre larvas de la polilla del tomate (Tuta absoluta Meyrick). Las cepas de betabaculo-
virus: PhopGV-CR1, PhopGV-CR2, PhopGV-CR3, PhopGV-CR4 y PhopGV-CR5 purificadas se revigorizaron
en larvas de P. operculella Z y Tecia solanivora P. En los ensayos de patogenicidad se impregnaron hojas
de tomate desprendidas (Solanum lycopersicum) con tres concentraciones tedricas: 1x10°%, 1x10° 1x107
cuerpos de inclusion/ml (Cl/ml) de cada cepa de baculovirus y se transfirieron larvas L1 de T. absoluta M.
La cepa PhopGV-CR2 no presenté mortalidades superiores al tratamiento control. Las cepas PhopGV-CR1,
PhopGV-CR3, y PhopGV-CR5 mostraron un aumento en la mortalidad de las larvas conforme aumento la
concentracion del virus. PhopGV-CR4 presenté una mortalidad mayor al testigo, sin embargo, no se mostré
un aumento con el incremento de la concentracion. Los sintomas observados en las larvas infectadas por
baculovirus fueron coloracién blanquecina, flacidez, poco movimiento y muerte. Se seleccionaron las cepas
PhopGV-CR3 y PhopGV-CR5 para determinar la concentracion letal media. La CL50 de PhopGV-CR3 corres-
ponde a 1x10*Cl/ml y para la cepa PhopGV-CR5 es 1x102? Cl/ml. Por ultimo, fotografias tomadas por micros-
copio electronico de transmision mostraron la distribucion de los Cl de PhopGV-CR3 en distintas secciones a
lo largo del cuerpo de las larvas. La informacién generada en esta investigacion permitié identificar las cepas
PhopGV-CR3 y PhopGV-CR5 como cepas promisorias para el control de la especie de T. absoluta M.

Palabras clave: Control biolégico, baculovirus, polilla del tomate.

ABSTRACT

Baculovirus to control the tomato (Solanum lycopersicum) pinworm (Tuta absoluta Meyrick). In this
study different strains of betabaculovirus, PhopGV-CR, isolated from potato tuber moths (Phthorimaea
operculella Zeller, Tecia solanivora Povolny and soils were investigated regarding its potential for biological
control of tomato pinworm (Tuta absoluta M.). The betabaculovius strains: PhopGV-CR1, PhopGV-CR2,
PhopGV-CR3, PhopGV-CR4, PhopGV-CR5 were amplified on P. operculella Z. and T.solanivora P. larvaes.
Neonate larvaes of T. absoluta were placed on inoculated tomato leaves with three theorical concentra-
tions: 1x10%, 1x10°, 1x107 occlusion bodies/ml (OBs/ml) of each baculovirus strain. The mortality response of
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PhopGV-CR1, PhopGV-CR3, and PhopGV-CR5 were proportional to pathogen concentration. PhopGV-CR4
presented a higher mortality than the control, however, it showed no increase when augmenting concen-
tration. PhopGV-CR2 did not showed significant virulence against larvaes of T: absoluta M. The symptoms
showed by virus infection in T. absoluta M. were milky appearance, flaccid body, loss of movement and dead.
CL50 of PhopGV-CR3 was 1x10*Cl/ml and 1x102 Cl/ml for PhopGV-CR5. At last, micrographs captured by
a transmission electronic microscope the distribution of the OBs through the body of a larvae infected by
PhopGV-CR3.These results showed PhopGV-CR3 and PhopGV-CR5 as promissory strains to control T. abso-

luta populations.

Keywords: Biological control, baculoviruses, tomato pinworm.

INTRODUCCION

La produccion del cultivo del tomate es una
actividad econdmica importante a nivel nacional.
En Costa Rica se producen aproximadamente
69.040,45 toneladas métricas sembradas en
1.171,9 hectareas y emplea 1.012 personas divi-
didas entre pequefios y medianos productores
(Lopez 2017; FAOSTAT 2017).

El cultivo de tomate puede ser afectado en
gran medida por las larvas de lepidépteros de la
familia Gelechiidae, especificamente Tuta absoluta
Meyrick. Esta plaga fue reportada en el pais en el
ano 2014 por el Servicio Fitosanitario del Estado
(IPPC 2015). El dafho que ocasiona a la planta y al
fruto disminuye el rendimiento y calidad potencial,
lo que genera pérdidas econdmicas (Roditakis
et al. 2012). Las practicas realizadas para el
control de esta plaga se reducen a la aplicacion
constante de insecticidas y manejo etolégico
(Cocco et al. 2013). Estas aplicaciones ademas
de constituir un aumento en los costos de produc-
cién afectan negativamente las poblaciones de los
enemigos naturales, la generacién de resistencia
por parte de la plaga, dafnos ambientales y el dete-
rioro de la salud humana bajo manejo inadecuado
(Picanco et al. 1995).

El estudio de controladores biolégicos ha
adquirido importancia durante los ultimos afos
con el fin de detener y disminuir la creciente
demanda de uso de insecticidas en estos sistemas
de produccion. Por lo que la utilizacion de virus
entomopatdgenos (baculovirus) se muestra como
un biopesticida potencial para el manejo integrado
de la plaga (Lobo et al. 2007).

Los baculovirus (Familia: Baculoviridae) infectan
artropodos (insectos y crustaceos), principalmente
de las familias del orden Lepidoptera, Hymenoptera,
y Diptera (Van Beek y Davis 2007; Theilmann et
al. 2005; Fuxa 2004; Inceoglu et al. 2001; Evans
1986). Dentro de esta familia se reconocen cuatro
géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,
Gammabaculovirus 'y  Deltabaculovirus.  Los
primeros dos géneros infectan insectos de la
familia Lepidoptera, el tercer género Hymenoptera
y el ultimo Diptera, respectivamente (Carstens y
Ball 2009; Jehle et al. 2006).

Estos virus son altamente seguros y poten-
cialmente efectivos, ya que presentan un rango
limitado de huéspedes, su replicaciéon es limi-
tada a invertebrados y no hay evidencia de que
se presente resistencia por parte de la plaga.
Ademas, no presentan patogenicidad cruzada
sobre plantas, mamiferos, aves, peces, o insectos
no blanco (Ojeda et al. 2002).

Adicionalmente, los baculovirus tienen carac-
teristicas unicas que pueden ser aprovechadas,
incluyendo la capacidad de replicarse en sus
huéspedes, dispersarse en el cultivo y poten-
cial de ser producidos a escala local o regional.
(Williams 2002).

La adaptacion de cepas de baculovirus a
nuevos hospederos ha sido informada por varios
autores. Estudios han demostrado que esta adap-
tacion se da tanto en cepas Alphabaculovirus
como en Betabaculovirus. Ignoffo (1968) menciona
que las cepas de baculovirus no solo pueden
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causar mortalidad a su especie de insecto sino
también a especies de insectos pertenecientes a
la misma familia.

A nivel nacional y centroamericano no existe
investigaciéon sobre los virus entomopatégenos

de plagas en el cultivo de tomate. Por lo que
la presente investigacion pretende estudiar la
eficacia bioldgica a nivel de bioensayo de cepas
de baculovirus, aisladas de larvas de Phthorimaea
operculella Zeller. o Tecia solanivora, Povolny.
sobre larvas de Tuta absoluta M.

MATERIALES Y METODOS

Origen de las cepas

Las cepas de baculovirus provenian del
banco de microorganismos del Laboratorio de
Fitoproteccién del Instituto Nacional de Innovacién
y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA),
ubicado en Mata Redonda, San José. En este
lugar se desarrollaron los ensayos in vitro. Las
cepas fueron aisladas, caracterizadas y codifi-
cadas anteriormente por Gémez- Bonilla et al.
(2011ay b).

Las cepas utilizadas fueron las siguientes:
PhopGV-CR, PhopGV-CR2, PhopGV-CRS3,
PhopGV-CR4, PhopGV-CR5. La revigorizacion de
las cepas para potenciar su virulencia se desarrollé
en larvas de Tecia solanivora P. y en Phthorimaea
operculella Z.

El procedimiento para la cria de las polillas y
revigorizacion se basé en la metodologia descrita
por Gomez-Bonilla et al. (2011a), con algunas
modificaciones.

Cria de T. solanovira y P. operculella

Los estadios larvales de T. solanovira P. y P.
operculella Z. se recolectaron de un campo de
papa ubicado en la Estacion Experimental Carlos
Duran (N 09°55’08”, O 83°52’43”) en Oreamuno
de Cartago. Las colonias se mantuvieron en un
cuarto de cria en condiciones ambientales natu-
rales (60% H.R, 26 °C, L16:08 h de fotoperiodo)
en el Laboratorio de Fitoproteccion del INTA.

Los tubérculos de papa infestados de larvas
de las polillas fueron colocados en tres cajas
de madera con dimensiones de 40x40x40 cm.
Cuando los especimenes llegaron al estado adulto
se introdujeron nuevas papas previamente desin-
fectadas con hipoclorito de sodio (5%). Los tubér-
culos nuevos sirvieron como sitios de oviposicion
de los huevos de las polillas y como medio de
alimentacién para las larvas, para continuar con el
mantenimiento de las crias. Dentro de las cajas se
colocaron motas de algodén impregnadas de una
solucién azucarada al 30% (vol/vol) preparada con
miel para la alimentacion de adultos.

Recoleccion de larvas neonatas de
P. operculella o T. solanivora para la
revigorizacion de las cepas

Para la colecta de huevos se tomaron aproxi-
madamente 30 adultos (157:159) de una de las
cajas de crias y se transfirieron a recipientes plas-
ticos de un volumen de cuatro litros, previamente
forrados con papel craft internamente a fin de
que las hembras colocaran en este las posturas.
Dentro del recipiente se colocé una mota de
algodon impregnado de solucién azucarada con
miel al 30% (vol/vol) para su alimentacién y se tapd
el recipiente con una tela de malla por un periodo
de 48 horas. Luego se extrajo el papel craft con
las posturas y se cortaron las areas del papel
donde se encontraron huevos. Posteriormente
estos papeles con huevos se colocaron en platos
Petri de vidrio sellados con parafilm y se pusieron
a incubar a 27°C, en oscuridad total. En estas
condiciones los huevos tardaban aproximada-
mente 96-120 h en eclosionar.
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Revigorizacion de las cepas

Por cada una de las cepas se utilizaron
seis tubérculos sanos (peso aproximado de 50
gramos). Cada tubérculo se desinfectd por un 1
min con hipoclorito de sodio (0,5%) y posterior-
mente se lavé con agua destilada y se seco a
temperatura ambiente. Cada tubérculo de papa
se asperjo con 2 ml de cepa pura previamente
preparada (1 x107 Cl/ml) con un aerégrafo con una
descarga de 3 ml/min. Luego de este proceso,
con ayuda de un pincel, se colocaron 15 larvas
en estado L1 por tubérculo. Los tubérculos se
ubicaron en cajas plasticas de 412 ml con tapa y
se incubaron por 25 dias en la camara ambiental
(27°C, 60% H.R y 16L:80 h de fotoperiodo).

A partir de los 15 dias se procedio a recolectar
las larvas parasitadas por baculovirus que se
encontraban fuera de los tubérculos. A los 24 dias
se peldé y corté cada una de las papas cuidado-
samente para extraer las larvas enfermas que se
encontraban muertas dentro de las galerias. Todas
las larvas fueron colocadas en microtubos de 2 mi
a -20 °C hasta el momento de ser utilizadas en los
bioensayos con Tuta. absoluta M.

Cria de Tuta absoluta M.

Las larvas y pupas de T. absoluta M se colec-
taron de una plantaciéon de tomate (N 9°53'18”,
0O 84°10’44”) ubicada en Santa Ana, San José y se
colocaron en cajas de madera y vidrio con dimen-
siones de 40x40x40 cm. Las larvas se alimentaron
de plantas de tomate de la variedad JR de una
edad de 40 dias sembradas en potes. Una vez
emergidos los adultos se colocaron motas de
algodon impregnadas de una solucién azucarada
al 10 % (vol/vol) preparada con miel y agua desti-
lada para su alimentacion.

Recoleccion de larvas neonatas de
T. absoluta M.

Para dicho proceso se sustituian las plantas
de tomate de las cajas de cria y se colocaban
cuatro foliolos de tomate sanos y previamente
desinfectados en erlenmeyers con el peciolo

sumergido en agua estéril; para que no perdieran
la turgencia; las cuales servian de sustrato para
que los adultos hembras colocaran las posturas.
Transcurridas 48 horas, se extraian los foliolos
con las posturas. Con un pincel fino y suave se
transferian los huevos a discos de algodén donde
se colocaban 100 huevos por disco. Una vez
colectadas estas posturas se colocaron los discos
de algoddén en cajas plasticas transparentes de
412 mL y se introducian en la camara ambiental
(25°C, 70% H.R y 12L:120 h de fotoperiodo).

Evaluacion de las cepas de
baculovirus sobre larvas de
T. absoluta M.

La evaluacion de la eficacia de cada cepa
se llevd a cabo de forma individual, en periodos
diferentes. La evaluacién de las cepas de bacu-
lovirus en T. absoluta M. se realizé basado en la
metodologia utilizada por Moura et al. 2010 con
modificaciones.

Preparacion de las cepas

La preparacién previa de las cepas de bacu-
lovirus se realizé colocando una larva parasitada
(1 Eqg larval= 10° cuerpo oclusivos/ml (Zeddam
et al. 2003)) en un microtubo de centrifuga y
se afiadié 500 pl de Tris 0,01 M y SDS 0,1%
(pH 7.5), luego se macerd con un pistilo, una vez
triturada la larva se afiadié 500 pl de H,O bides-
tilada. Posteriormente se colocd la muestra en
un agitador, para garantizar la homogeneidad de
la mezcla. Las concentraciones utilizadas en los
tratamientos se prepararon mediante la técnica de
diluciones seriadas.

Bioensayos de patogenicidad

En cada bioensayo se utilizaron hojas de
tomate desprendidas, compuestas de tres a cinco
foliolos, se desinfectaron con hipoclorito de sodio
(0,05%) por 1 min y posteriormente se lavaron con
agua destilada estéril y se secaron al ambiente.
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Las plantas control se impregnaron con agua
destilada estéril constituido por 20% de Tris 0,01 M
y SDS 0,1% (pH 7.5). Cada concentracién cons-
tituyd un tratamiento y cada tratamiento consistio
en 6 repeticiones. Cada repeticién estaba confor-
mada por grupos de 10 larvas L1. Se utilizaron tres
concentraciones tedricas (1x10% Cl/ml, 1x10° Cl/ml
y 1x107 Cl/ml) por cada cepa de baculovirus. La
cantidad de aplicacion consistié en 1 mL por el
haz y 1 mL por el envés de la hoja y fue realizada
con un aerografo. Después de secadas las hojas
al aire, se colocaron en platos petri con algodon
himedo adherido al peciolo de la hoja para evitar
la desecacion. Al algodén se le afiadié agua cada
vez que fue necesario. Seguido se transfirieron
grupos de 10 larvas (L1) a cada una de las hojas
de tomate. Todo el procedimiento se realizd en
una camara de transferencia.

Después de 12 dias de incubacién en ambiente
controlado (Temperatura 25 + 3°C, humedad rela-
tiva 50%, 12L:120 h de fotoperiodo) se contabilizd
la cantidad de pupas y larvas sanas (sobrevi-
vientes) y el total de larvas infectadas. Las larvas
0 pupas muertas y enfermas se clasificaron como
“larvas muertas por virus”, las larvas y pupas vivas
sanas se clasificaron “sobrevivientes”.

Determinacion de la concentracion
letal media (CL50) de dos cepas
patogénicas a T. absoluta M.

Con los resultados obtenidos en los bioen-
sayos anteriores, se seleccionaron las cepas
PhopGV-CR5 y PhopGV-CR3 para la determina-
cion de la CL50. La metodologia utilizada fue la
misma que los ensayos de patogenicidad. Las
concentraciones utilizadas fueron: 1x10 Cl/ml,
1x104Cl/ml, 1x105Cl/ml, 1x108 Cl/mly 1x108 Cl/ml.

Fotografias al microscopio
electrénico

Por ultimo, se envid una larva infectada con
la cepa de baculovirus PhopGV-CR3 al Centro
de Investigacion de Estructura Microscépicas
(CIEMIC) de la Universidad de Costa Rica para
obtener fotografias de los tejidos infectados por la
cepa por medio del microscopio de barrido.

Analisis de los datos

Los datos obtenidos en la evaluacion de cada
una de las cepas se sometieron a un modelo gene-
ralizado lineal mixto con distribuciéon binomial. La
concentracion letal media (CL50) se determind
con la prueba Probit con el software JMP.

RESULTADOS Y DISCUSION

La interaccion de cada especie de baculovirus — hospedero es Unica, ya que esta define su suscepti-
bilidad y como se pueden ver influenciadas por agentes externos como son las condiciones ambientales
(Gémez-Valderrama y Villamizar 2013). Los resultados de las pruebas de patogenicidad para determinar si
las cepas de baculovirus provenientes de P. operculella Z., T. solanivora P. y suelo se adaptaban a un nuevo
hospedero, como es el caso de T. absoluta M., se muestran a continuacion:
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Figura 1. Porcentaje de la mortalidad promedio (x error estandar) de larvas de T. absoluta M. infectadas con
cepas de betabaculovirus trece dias después de la inoculacion. San José, Costa Rica. 2016.

Medias con misma letra en la columna no son estadisticamente diferentes (LSD Fisher 0,05)

*Cl/ml: cuerpos inclusion por mililitro.
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La cepa PhopGV-CR1 presentd la mayor
mortalidad de las larvas de T. absoluta M. en las
concentraciones 1x10° y 1x107. Las medias de
ambas concentraciones no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si, pero si
con el tratamiento de la menor concentracion. La
concentracién 1x10% controlé una menor propor-
cién de larvas en comparacién a las otras dos
concentraciones.

Las distintas concentraciones de la cepa
PhopGV-CR2 mostraron una mortalidad estadis-
ticamente significa mayor que el testigo, lo cual
indica patogenicidad de la cepa sobre las larvas
de T absoluta M., sin embargo, entre las tres
concentraciones evaluadas no se observo diferen-
cias estadisticamente significativas.

La cepa PhopGV-CR3 caus6 mayor morta-
lidad de las larvas en la concentracién de 1x107.
Las concentraciones 1x10% y 1x10° no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre
si, pero si mayor que el tratamiento control. La
cepa PhopGV-CR4 no presenta alta virulencia
en ninguna de las concentraciones, ni un mejor
control que el testigo.

La cepa PhopGV-CR5 presenté una alta pato-
genicidad en larvas de T. absoluta M. en bajas
concentraciones.

En los bioensayos en general se presen-
taron porcentajes de mortalidad en los grupos
testigo, esto puede ser debido a causas natu-
rales o manipulacién de las larvas (Rosenheim y
Hoy 1989). El menor porcentaje de mortalidad
en grupo control se presenta en el bioensayo de
la cepa PhopGV-CR3 con un 8,00 = 4,00 % de
mortalidad y el mayor en el bioensayo de la cepa
PhopGV-CR4 con 20 + 5,00 % de mortalidad.
Moura et al. (2010) documenta una mortalidad
natural de T. absoluta M. de 27,8 = 10,1 % a nivel
de bioensayo.

En general las cepas presentaron un grado
de patogenicidad sobre las larvas de T. absoluta
M., a excepcién de la cepa PhopGV-CR4. Esta
adaptacion de las cepas de baculovirus a un
nuevo hospedero, como el caso de las larvas de
T. absoluta M., es posible que se presente por

la heterogeneidad genética que permite que las
poblaciones virales sean mas adaptables a condi-
ciones ambientales variables, los cuales incluyen
diferentes hospederos y distintos haplotipos del
mismo hospedero (Hodgson et al. 2004).

Esta variabilidad genotipica se presenta en
aislamientos colectados en un mismo sitio, aisla-
mientos colectados de la misma especie en dife-
rentes lugares geograficos o incluso colectados en
un unico individuo (Hitchman et al. 2007; Murillo
et al. 2006; Cory y Myers 2003; Lery et al. 1998).
Para el caso de las cepas experimentales, Gomez-
Bonilla et al. (2011b) menciona que las cepas
experimentales  (PhopGV-CR1, PhopGV-CR2,
PhopGV-CR3, PhopGV-CR4, y PhopGV-CR5)
presentan una mezcla de distintos genotipos,
lo cual les permite maximizar la probabilidad de
infeccion sobre un nuevo hospedero (Espinel-
Correal et al. 2010; Hodgson et al. 2004).

La heterogeneidad genotipica se puede
presentar por diversos factores como la recom-
binacion entre diferentes genotipos, muta-
ciones puntuales, duplicacién de secuencias.
Sin embargo, es importante recalcar que las
variaciones no se dan en todo el genoma sino
en regiones hipervariables y que estos cambios
pueden generar cambios significativos en la acti-
vidad bioldgica del baculovirus (Cory et al. 2005).

Los cambios significativos en la actividad
biologica pueden darse en el grado de pato-
genicidad, la virulencia y la productividad,
que favorecen la adaptacién al hospedero o a
las condiciones ambientales (Harrison 2009;
Hitchman et al. 2007; Cory y Myers 2003), tal y
como se observa en los resultados obtenidos en
los bioensayos donde se registraron mortalidades
por infeccion de baculovirus en un nuevo hospe-
dero, como lo es T. absoluta M.

Gomez et al. (2011b) mencionan en su inves-
tigacion que la cepa PhopGV-CR3 resulté alta-
mente virulenta a T. solanivora P. y P. operculella Z.
Lo cual es un indicador de que puede adaptarse
a los distintos hospederos que coexisten en un
mismo sitio; tomando en consideracion que T.
absoluta M. también es responsable de la forma-
cién de galerias en el follaje del cultivo de papa al
igual que P. operculella Z.
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La cepa PhopGV-CR5, mostré una alta pato-
genicidad en la menor concentracion (1x10°® Cl/
ml). Un comportamiento similar fue observado
por Gémez-Bonilla et al. (2011b) en las cepas
PhopGV-CR3 y PhopGV-CR2 con las concentra-
ciones a 0,5 Cl/mm? y 5 ClI/mm?, respectivamente,
en la cuales se registré una mortalidad de mas de
un 50% cuando fueron inoculadas sobre especi-
menes de T. solanivora P. Aunque la metodologia
no es similar a la realizada en esta investigacion,
se puede observar que existe una tendencia en la
que las concentraciones menores utilizadas mues-
tran una alta patogenicidad sobre este hospedero.

Moura et al. (2010) realizaron pruebas de
susceptibilidad de una cepa brasileha de granulo-
virus aislada de la especie P. operculella Z. sobre
larvas de T. absoluta M. Las concentraciones utili-
zadas fueron 1,1x102 Cl/ml, 1,1x10*Cl/ml, 1,1x10°
Cl/ml, 1,1x106Cl/ml, 1,1x107 Cl/ml y 5,5x10” Cl/ml.
Las concentraciones entre 1,1x10* Cl/mly 1,1x10°
Cl/ml presentaron mortalidades entre 41 y 60% vy
no presentaron diferencias estadisticas entre si.

Alcazar y Angéles (1996) documentan en su
investigacion en la que evaluaron la patogenicidad
de una cepa peruana de granulovirus aislada de
P. operculella Z. sobre larvas de T. absoluta M.
que esta cepa también se adaptd a este nuevo
hospedero.

Estas dos ultimas investigaciones evidencian
la adaptacion de cepas de granulovirus aisladas
de P. operculella Z. a un nuevo hospedero
(T. absoluta M.), similar a los resultados obtenidos
en esta investigacion para las cepas PhopGV-CRS3,
PhopGV-CR5 y PhopGV-CR1.

También Espinel-Correal et al. (2010) determi-
naron que aislamientos nativos de granulovirus de
T. solanivora P. se adaptan a una nueva especie: P.
operculella Z. lo que corrobora que las cepas se
pueden adaptar a nuevos hospederos.

Un aspecto importante a considerar es que
las cepas PhopGV-CR3, PhopGV-CR5 fueron
aisladas de suelo y se adaptaron T. solanivora P.
y P. operculella Z. segun lo obtenido por Gémez
et al. (2011b) y a un nuevo hospedero obtenido
en esta investigacion como lo es T. absoluta M.

Richards y Christian (1999) y Murillo et al. (2006)
mencionan el haber aislado cepas de SNPV vy
MNPV de suelo las cuales resultaron patogénicas
para Helicoverpa armigera y Spodoptera exigua
incorporando muestras de suelo en las dietas arti-
ficiales utilizadas para criar insectos.

A pesar de la variabilidad genotipica de las
cepas de baculovirus para la adaptacion a nuevos
huéspedes hay factores que afectan la adaptacién
de los baculovirus a un nuevo hospedero, entre
estos se encuentran los mecanismos de inmu-
nidad del hospedero, las interacciones entre dife-
rentes genotipos presentes en el hospedero y las
interacciones entre los aspectos ecoldgicos del
patégeno y el ambiente (Gdmez et al. 2009).

La cepa PhopGV-CR4 no presentd patogeni-
cidad, esto puede ser debido a diversos factores:
las barreras fisicas, fisioldgicas o la inmunidad del
hospedero. La primera barrera que debe atravesar
el baculovirus para poder infectar eficientemente
el hospedero es el intestino medio. En este sitio
hay varios sistemas de defensa para proteger las
células de una posible infeccion como lo es la
presencia de la membrana peritréfica, la muda de
las células del intestino medio y la excrecion de
enzimas (proteasas y lipasas) con actividad viri-
cida (Sparks et al. 2008; Cory y Myers 2003; Wang
y Granados 2000).

Otro mecanismo que impide la infeccion por
los baculovirus en el hospedero es el reconoci-
miento, donde los hemocitos identifican y encap-
sulan las células virales. La apoptosis también
es una estrategia de defensa activada por las
enzimas caspasas en el hospedero. Por Ultimo,
la inmunidad causada por la enzima fenoxilasa
que se encuentra en el plasma de los insectos, la
cual presenta efectos viricidas (McNeil et al. 2010;
Sparks et al. 2008; Trudeau et al. 2001).

Los sintomas que se observaron en las larvas
de T. absoluta M. son los mismos documentados
por Moura et al. (2010), Alcézar y Angeles (1996) y
Gdémez-Valderrama et al. (2014). La sintomatologia
presentada fue un cambio de color de verde claro
(larva sana) a una coloracion lechosa del cuerpo
fragilidad de los tejidos, flacidez y muerte o poco
movimiento de las larvas (figura 2).
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Figura 2. Larvas de T. absoluta M. sanas (A) y enfermas por baculovirus (B y C) de 12 dias de edad colec-
tadas en el bioensayo de la cepa PhopGV-CR3. San José, Costa Rica. 2016.

Determinacion de la CL50

En la Figura 3 se indican los tratamientos evaluados, asi como el porcentaje de mortalidad de larvas que
se obtuvo con la aplicacion de la cepa PhopGV-CR3 y PhopGV-CR5. Se evidencio que hay una relacion entre
el aumento de la concentracién y la mortalidad presentada por las larvas. La concentracion letal media para
la cepa PhopGV-CR3 es de 1x10*' Cl/mly para PhopGV-CR5 de 1 x 1025 CI/ml.

PhopGV-CR5

PhopGV-CR3

Proporcion de larvas muertas
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Figura 3. Relacion de la concentracién del virus contra la respuesta de mortalidad
entre PhopGV-CR3 y PhopGV-CR5 vy larvas de T. absoluta M. en hojas de
tomate. Puntos: Datos observados, linea solida: curva ajustada concen-
tracién-mortalidad por el modelo probit y linea punteada: limites de confi-
dencia al 95%. San José, Costa Rica. 2016.

Moura et al. (2010) documentan una
tendencia similar a los datos obtenidos con
la cepa PhopGV-CR3, donde la mortalidad de
T. absoluta M. aumenta con la concentracion de
cepa de granulovirus (aislamiento nativo en larvas
de P. operculella Z. en Brasil). Estos autores deter-
minan que la concentracion letal media es de
1,05 x10* CI/ml. Por otro lado, Angéles y Alcazar

(1995) registraron que la concentracion letal
media para Tuta absoluta M. es 3,5x108 CL/ml
de una cepa peruana de granulovirus aislada de
P. operculella Z.

Gomez-Bonilla et al. (2011b) realizé el calculo
de la dosis letal media de las cepas PhopGV-CR1,
PhopGV-CR2, PhopGV-CRS3, PhopGV-CR4,
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PhopGV-CR5 y PhopGV-1346 (cepa tunecina
de granulovirus) en larvas de P. operculella Z. y
T. solanivora P. Las concentraciones que utilizé
fueron: 0.5, 5, 50, 500 y 5000 Cl/mm?2. La CL50
en T. solanivora P. de PhopGV-CR3 fue de 0.5y
Cl/mm? y para la cepa PhopGV-CR2 de 5 CI/mm?.
Aunque la metodologia es distinta a la usada en
esta investigacion se puede observar que estas
cepas tienen la capacidad de infectar dos espe-
cies de polilla pertenecientes a la misma familia.

En la Figura 4 se observan los cuerpos de
inclusién de una larva de T. absoluta infectada
con la cepa PhopGV-CR3 tomadas al microscopio
electronico. Los cuerpos inclusion presentan
forma ovoide y con un virion por cuerpo de inclu-
sion los cuales son las caracteristicas tipicas de
los granulovirus, especificamente del género
Betabaculovirus (Friesen 2007; Funk et al. 1997).

———

Figura 4. Fotografias al microscopio electronico de cuerpos de inclusion de la cepa PhopGV-CR3
en corte transversal (barra: 1 pm) del cuerpo de una larva de T. absoluta (A). Cuerpos de
inclusién con una nucleocapside embebida (barra: 200 nm (B). CIBCM, San José, Costa

Rica. 2016.
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DISPONIBILIDAD Y CALIDAD NUTRITIVA DEL
PASTO KIKUYO EN PASTOREO ROTACIONAL

William Sanchez Ledezma’, José Antonio Guada Vallepuga?, Antonio de Vega Gancia?

RESUMEN

Disponibilidad y calidad nutritiva del pasto kikuyo en pastoreo rotacional. El objetivo fue determinar la
disponibilidad de materia seca (MS) y la calidad nutritiva del pasto kikuyo (Kikuyuochloa clandestina) mane-
jado en pastoreo rotacional a intervalos de 30 dias, durante la época seca y lluviosa y bajo diferentes condi-
ciones agroecologicas de la region Central de Costa Rica. El estudio se realizé en tres fincas comerciales
ubicadas a 1800, 2350 y 2700 m s.n.m.. El muestreo del pasto se realizé mediante el método de rango de
peso seco y los datos se analizaron utilizando un modelo factorial 3x2 (3 altitudes x 2 épocas), en el que
la altitud y la época son los factores fijos y el de muestreo jerarquizado a época como factor aleatorio. La
disponibilidad de MS fue similar entre altitudes, pero diferente (p = 0,0005) entre la época lluviosa (3,0 + 0,08 t
MS/ha) y seco (2,35 + 0,14 t/ha). La calidad nutritiva varié poco a lo largo del afio y entre altitudes, con excep-
cion del contenido de MS que fue mayor (p < 0,0001) en la época seca (18,8 + 0,55%) que en la humeda
(14,6 = 0,39%). La Digestibilidad in vitro de la Materia Seca (DIVMS) tendio a ser algo mayor (P = 0,0947) en
la época seca que en la lluviosa (73 y 69%). Se concluye que la disponibilidad de MS varia entre los periodos
de lluvias y de sequia, pero que esa diferencia es independiente de la altitud de la zona, excepto a los
2700 m s.n.m., donde la disponibilidad de MS se reduce significativamente en comparacién con los sitios de
menor altitud. Por otra parte, la composiciéon quimica y el valor nutritivo del pasto es poco variable a lo largo
del afo y entre altitudes, con escasas variaciones en digestibilidad, lo que hace improbable una limitacion en
el aporte de proteina en funcién de su contenido energético.

Palabras clave: kikuyo, kikuyuochloa, pastos, materia seca y calidad nutritiva.

Keywords: kikuyu, kikuyuochloa, grasses, dry matter and nutritional quality.
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INTRODUCCION

En Costa Rica, el pasto kikuyo (Kikuyuochloa
clandestina) predomina en las fincas de lecheria
especializadas ubicadas en la zona alta, en las
faldas de la Cordillera Volcanica Central. Su facil
propagacion, habito de crecimiento y persistencia,
hacen que hoy en dia existan praderas con mas de
35 afios de establecimiento. Su principal uso es el
pastoreo rotacional, con %2 a 1 dia de ocupacién
e intervalos de 28 a 45 dias de descanso, aunque
lo comun es pastoreo rotacional de 2 dia tras 30
dias de descanso.

El kikuyo es un pasto tropical con metabolismo
fotosintético C,, muy facil de implantar mediante
semilla vegetativa, aunque en otras latitudes
existen otros cultivar que se siembra mediante
semilla sexual (Alvarez et al. 2008). La planta de
kikuyo es perenne, vigorosa y de porte medio, con
raices profundas y extensas. Crece en rizomas y
estolones con elongacion horizontal, produciendo
gran cantidad de estolones y tallos semirrectos,
que con el tiempo se vuelven rectos (Bernal 1991).
Es susceptible a las heladas (Bernal 1991) lo que,
aunado al estrés hidrico, reduce su disponibi-
lidad hasta en 50% en las zonas de mayor altitud
durante los meses de diciembre a marzo (Sanchez
y Mesén 2010).

Desde que se introdujo en Costa Rica en 1920
con fines experimentales (Saenz 1970), se han
realizado varios estudios sobre el pasto kikuyo.
Los mas frecuentes se han orientado hacia su
disponibilidad y calidad nutritiva en respuesta a la
fertilizacién quimica y organica. Los trabajos han

sido muy especificos, valorando un determinado
sitio y época del afio, pero sin aportar informa-
cion suficiente sobre la continuidad del compor-
tamiento durante el resto del afio, incluyendo las
diferentes altitudes, temporadas y precipitaciones.
Estos trabajos revelan que la disponibilidad de
materia seca (MS) oscila entre 22,5 y 29,6 t /ha/
afio, con contenido en proteina cruda (PC) entre
el 17,4 y 23% vy valores medios de Energia Neta
de Lactacion (EN)y Digestibilidad in vitro de la MS
(DIVMS) de 1,53 Mcal/Kg MS y 65,4%, respecti-
vamente (Sanchez 2007; Mesén y Sanchez 2006;
Andrade 2006).

A pesar de las variadas investigaciones y vali-
daciones realizadas con el pasto kikuyo en Costa
Rica, actualmente es escasa la informacién acerca
del efecto de la época del afio y la altitud sobre
la disponibilidad y calidad del pasto en las zonas
altas lechera de nuestro pais, asi como sobre la
evolucion de su crecimiento, la disponibilidad y
calidad durante cada rotacion y temporada del
ano. Esta informacién es indispensable, tanto para
optimizar el manejo del pasto, como para plani-
ficar la alimentacion del ganado de acuerdo con
la disponibilidad y calidad del mismo y los requeri-
mientos de los animales.

El objetivo de esta investigacion fue deter-
minar la disponibilidad de MS y la calidad nutritiva
del pasto kikuyo manejado en pastoreo rotacional
a intervalos de 30 dias en diferentes condiciones
agroecoldgicas y durante la época seca vy lluviosa.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en tres fincas comer-
ciales de lecheria especializada representativas
de la Regién Central de Costa Rica, ubicada en
la Cordillera Volcanica Central del pais, especifica-
mente en los poblados de Cot, Santa Rosa y San
Juan de Chicua de los cantones de Oreamuno y
Central, provincia de Cartago.

Las fincas seleccionadas se ubican en sitios
agroecolégicamente diferentes, entre 1800 y 2700
m s.n.m., en las coordenadas 9°94°12” y 9°89’96”
latitud norte y 83°85’15” y 83°87’80” longitud
oeste. En la Cuadro 1 se detallan las caracteris-
ticas agroecologicas mas sobresalientes de cada
localidad.
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Cuadro 1. Caracteristicas agroecologicas de las tres localidades donde se ubican las fincas en estudio,

Regién Central Oriental de Costa Rica.

Caracteristica

Poblado

Cot
Altitud (m s.n.m.)’ 1800
Zona de vida' bh-MB
Precipitacion (mm/ano)? 2700
Temperatura (°C)? 12-25
Tipo de suelo® Andisol

Fuente: 'Bolanos, R,; Watson, V. 1993; 2IMN 2012; *CIA-UCR. 2016.

Las tres fincas se ubican en pisos altitudinales
de montano a montano bajo, con zonas de vida de
bosque humedo a muy humedo (Bolanos y Watson
1993). Los suelos son profundos de origen volca-
nico del orden de los Andisoles (Bertsch 1987a).

En las tres fincas predomina el kikuyo
(Kikuyuochloa clandestina) como especie principal
manejado en pastoreo rotacional, con aprove-
chamientos de medio dia a intervalos de 30 dias
de descanso. Los apartos seleccionados para el
estudio se establecieron hace aproximadamente
20 afos y reciben una fertilizacion a base de 250,
50 y 50 kg/ha de N, P,O,y K,O, respectivamente.
La dosis anual de N se administré durante la esta-
cion lluviosa, distribuida en fracciones iguales
después de cada rotacion, mientras que la dosis
de fésforo y de potasio se distribuyé en dos partes
iguales de cada nutriente, la primera al inicio de la
época lluviosa (mayo) y la segunda cuatro meses
después (octubre).

La disponibilidad de biomasa anual se deter-
miné en dos apartos representativos de cada
finca, realizando mediciones mensuales el dia
antes de cada pastoreo durante la época seca y
de lluviosa del ano 2012. En cada medicion, se
registrd la altura del pasto y la disponibilidad de
biomasa. La altura se midié en centimetros desde
el suelo hasta el punto mas alto de la planta sin

2250 2700
bmh-MB bmh-M
2500 2000
10-23 9-20
Andisol Andisol

estirarla (Toledo y Schultze-Kraft 1982), mien-
tras que la biomasa se determind por el método
Botanal (Haydock y Shaw 1975).

Las determinaciones reales de biomasa se
llevaron a cabo mediante la corta de un area de
0,25 m? a 5 cm de altura en cinco puntos de refe-
rencia del pasto, seleccionados visualmente para
diferentes niveles de disponibilidad en una escala
de 1 a 5, obteniéndose una regresion lineal entre
la disponibilidad de MS real (Y) y el valor asignado
visualmente (X). La apreciacién visual del pasto se
llevé a cabo mediante la puntuacién de 1 a 5 de
40 observaciones del mismo seleccionadas al azar,
siguiendo un recorrido en “zigzag” por el aparto.
Finalmente, la disponibilidad de materia seca
ponderada para toda el aparto se calculé mediante
la siguiente ecuacion (Haydock y Shaw 1975):

D= Yu+B (X'u-Xy), donde;
D,,s= Disponibilidad de MS.

Yu= promedio de biomasa de las muestras
reales.

B= Coeficiente de la regresion lineal.

Xp= Promedio de las notas asignadas a las
muestras reales (3).

X'u= Promedio de las notas asignadas a las
muestras visuales.
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Analisis de laboratorio

El contenido de MS se obtuvo por pérdida de
peso tras la desecacion de 1,0 + 0,1 kg de pasto
verde en estufa a 105°C por 48 horas. La proteina
cruda (PC) se determind como nitrégeno x 6,25
mediante el método macro Kjeldahl (AOAC 1980)
empleando como catalizador CuSO,, un digestor
y un equipo de destilaciéon automatico para las
sucesivas operaciones de digestion, destilacion
y valoracién. El extracto etéreo (EE) se determind
por extraccion con éter de petrdleo mediante el
método Soxhlet (AOAC 1990). La fibra neutro
detergente (FND), la fibra acido detergente (FAD y
la lignina se determinaron en secuencia mediante
el procedimiento propuesto por Van Soest
(1991). También se determind el contenido de N
de los residuos de FND y FAD de las muestras
mensuales mediante el método Kjeldahl (AOAC
1980) descrito anteriormente. La Digestibilidad
in vitro de la Materia Seca (DIVMS) se determind
segun la técnica de Van Soest & Robertson (1979).

La EM y la EN, de las muestras mensuales
de pasto se estimaron mediante las férmulas
propuestas para vacuno de leche por el NRC
(2001), calculando primero la energia digestible
y posteriormente la EM y finalmente EN, con las
siguientes férmulas:

ED= [(tdNFC/100)*4,2 + (tdNDF/100)*4,2 +
(tdCP/100)*5,6 + FA/100)*9,4] - 0,3

EM= 1,01 *ED - 0,45 + 0,0046* (EE- 3)
EN=703*EM-0,19

ED= energia digestible, EM = energia metaboli-
zable, EN, = energia neta de lactacion,

Donde:

tdNFC= 0,98 (100 - [[NDF-NDICP) + CP + EE
+ Ash)] * PAF

tdCP= CP * exp[1,2 * (ADICP/CP)]
tdFA= FA; si EE<1 entonces FA=0

tdNDF= 0,75 * (NDF -L) * [1- (L/NDF )0%7]
NDF = NDF-NDICP

tdNFC = digestibilidad verdadera de los carbohi-
dratos no fibrosos, tdCP = digestibilidad verda-
dera de la proteina bruta, tdFA = digestibilidad
verdadera de los dcidos grasos, tdNDF = diges-
tibilidad verdadera de la fibra neutro detergente
(NDF), NDF_ = fibra neutro detergente corregida
para el contenido en N, FA = acidos grasos (i.e.,
EE-1), EE = extracto etéreo, NDICP = proteina
bruta insoluble en detergente neutro (N-FND x
6,25), CP = proteina bruta, Ash = cenizas. PAF =
factor de ajuste del procesado que se iguald a 1,
ADICP = proteina bruta insoluble en detergente
dcido (N-FAD x 6,25, L = lignina. Todos los valores
expresados como porcentaje de la MS

Analisis estadistico

La disponibilidad de MS y la composicion
quimica del pasto se estudio a partir de los regis-
tros de disponibilidad mensual que se sometieron
a un andlisis de varianza mediante el procedi-
miento MIXED del SAS (2002), como un modelo
factorial 3x2 (3 altitudes x 2 épocas), segun el
siguiente modelo en el que los efectos de Ay E se
consideraron como factores fijos y el de M jerar-
quizado a E como factor aleatorio.

Y =H+A+E+ (AE)”.+ Mk(E)J.+ €

ijk
Donde:
Y, = variable dependiente.

M = media.

A = Altitud de las fincas (i =1800, 2350 y
2700 m).

E = Epoca de cosecha (j = seca y lluviosa).

Mk(E)j = Registro mensual (k = 1 a 12) jerar-
quizado a época y utilizado como término del
error para el contraste del efecto de E.

g, = Varianza residual o término del error para
el contraste de los efectos de Ay de AE.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Altura del pasto seca y adecuada humedad en el suelo y disponibi-

La altura del pasto medida en centimetros lidad de nutrientes durante el periodo lluvioso.

varié entre épocas (p = 0,0078) y altitudes (p =
0,0004) de forma independiente. Durante el afio,
el promedio mensual de crecimiento del kikuyo fue
de 34,8 cm; sin embargo, su crecimiento se redujo
en 14,7% durante la época seca (29,7 = 1,88 cm)
y aumentd en 7% durante la época lluviosa (37,3
+ 1,33 cm) con respecto al promedio, esto debido
al estrés hidrico que se presenta durante la época

Durante el afio de evaluacion, la altura del
pasto fue mayor (p= 0,034) a los 2350 que a 1800
m s.n.m. (37,6 vs 33,7 +1,51 cm) y menor en el
sitio de mayor altitud (29,2 + 1,51 cm) (Cuadro 3).
Aunque como se observa en la Figura 1 A; esta
diferencia es de mayor magnitud en la época seca
que en la lluviosa.

Cuadro 3. Altura y disponibilidad de MS por época del pasto kikuyo a intervalos de 30 dias, en tres dife-
rentes altitudes de la zona lechera de Cartago, Costa Rica (2015).

Epoca lluviosa (n= 8) Epoca seca (n= 4)

Variable

1800 2350 2700 1800 2350 2700

Altura del pasto (cm) 37,7 39,6 34,6 1,75 29,7 35,5 23,9 2,47

Disponibilidad de a a b
MS (/ha/30 d) 2,89 3,01 3,09 0,09 2,54 2,46 2,02 0,13

EE= Error estandar de las medias de altitud en época seca y lluviosa; cm= centimetros; MS= toneladas de materia seca por
hectarea cada 30 dias; valores con letras iguales en una misma linea y época, no tienen diferencias significativas (p= 0,05).

cm t MS/ha . oo
Altura del pasto (A) Disponibilidad MS (B)
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Figura 1. Altura (A) y disponibilidad de materia seca (B) del pasto kikuyo en pastoreo rotacional de 30 dias,
en tres diferentes altitudes de la zona lechera de Cartago, Costa Rica (2015).
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Disponibilidad de materia seca

Cuando el crecimiento del pasto se midié en
términos de disponibilidad de MS, se determind
que la interaccion época x altitud fue significativa
(p = 0,0005) a pesar de que en la época lluviosa
no hubo diferencia entre altitudes (3,0 + 0,08 t/ha);
mientras que en la época seca, la disponibilidad fue
menor (p < 0,005) a los 2700 m s.n.m. (2,02 t/ha)
que a los 1800 y 2250 m s.n.m. (2,54 y 2,46 t/ha),
como se detalla en el Cuadro 3y la Figura 1 B).

La disponibilidad de MS fue afectada por la
época y la altitud. En el caso de la época, debido
a la influencia de la humedad en el suelo; mien-
tras que las diferencias por altitud, obedecen a
la disminucién de la disponibilidad de MS en el
sitio de mayor altitud (2700 m s.n.m.) durante el
periodo seco, a causa del efecto de la escarcha
durante los primeros meses del afio en las partes
mas altas de Costa Rica (Sanchez y Mesén 2010).

La disponibilidad anual de MS fue de 32,5 t/
ha/afo, de las cuales el 28 y el 72% corresponden
a la época seca y lluviosa, respectivamente. Estos
valores son inferiores a las 38,7 t/ha/afo regis-
tradas por Villalobos et al. (2013) en la misma zona
de Cartago a edades de rebrote semejantes, pero
superiores a las 25,2 y 21,1 t/ha/afio observadas
en Australia (Neal et al. 2009) y en la costa sur de
Italia (Gherbin et al. 2007), respectivamente.

En un estudio realizado en Costa Rica por
Andrade (2006) en pasto kikuyo a los 45 dias de
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rebrote, se reporta valores superiores de MS (7,2
t/ha) a los obtenidos en la presente investigacion.
Aunque en otros trabajos realizados también en
nuestro pais (Mesén y Sanchez 2006; Villalobos
et al. 2013) a los 30 dias de crecimiento, se citan
valores entre 1,9 y 3,5 t/ha; similar a los encon-
trado en este estudio.

En Colombia y Venezuela, dos de los paises
de América del Sur donde mas se utiliza el kikuyo
en pastoreo, se han observado disponibilidades
de MS que varian entre 1,12 y 4,65 t/ha para 28
y 35 dias de rotacién, respectivamente (Mojica et
al. 2009; Machado y Davila 1998; Soto et al. 2005;
Correa et al. 2008).

Es importante mencionar, que estas dife-
rencias en disponibilidad de MS, tanto por ciclo
de pastoreo como por afo, probablemente se
deban a las distintas edades de cosecha, condi-
ciones de clima y de manejo existentes entre un
estudio y otro.

Composicion quimica y
valor nutritivo

Los resultados de la composicién quimica
y el valor nutritivo del kikuyo, muestreado cada
30 dias se presentan en el cuadro 4, ordenado
por época (seca y lluviosa) y altitud (1800, 2350 y
2700 m s.n.m.).

Cuadro 4. Composicion quimica y valor nutritivo por época del pasto kikuyo a intervalos de 30 dias, en tres
diferentes altitudes de la zona lechera de Cartago, Costa Rica (2015).

Epoca lluviosa (n= 8)

Variable calidad
1800

Altitud (m s.n.m.)

2350

Epoca seca (n= 4)
Altitud (m s.n.m.)

Materia seca (%) 14,8
Proteina cruda (%) 18,8°
Fibra neutro detergente (%) 66,9
Fibra acido detergente (%) 31,8
Lignina (%) 3,20
Digistibilidad de MS (%) 65,7
Energia metabolizable (Mcal’kg MS) 2,32
Energia neta de lactacién (Mcal’kg MS) 1,45

13,9
19,6°
67,8
30,8
3,04
70,7
2,30
1,43

2700 1800 2350

14,9 0,59 18,0 17,6 20,8 0,83
21|,42 0,45 18,5 18,6 17,2¢ 0,64
65,1 1,59 65,4 65,5 62,9 2,24
29,4 0,70 29,7 31,1 29,6 1,00
2,83 0,21 2,73 3,18 3,18 0,30
70,8 2,52 72,3 76,0 70,7 3,56
2,31 0,04 2,34 2,38 2,29 0,05
1,44 0,03 1,46 1,49 1,42 0,04

EE= Error estandar de las medias de altitud en época seca y lluviosa; MS= materia seca.
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Materia seca

El contenido en materia seca del pasto kikuyo fue menor (p < 0,0001) en la época de lluvias (14,6 +
0,39%) que en la seca (18,8 + 0,55%) y mayor (p < 0,0156) a los 2700 m s.n.m. (17,9%) que a los 2350 y 1800
m s.n.m. (15,8 y 16,4 + 0,51%).

En la Figura 2 A se muestra la evolucion mensual del contenido de MS y, aunque en ella la diferencia entre
altitudes es mas marcada en la época seca que en la lluviosa, la interaccién época x altitud no resulté ser
estadisticamente significativa (p= 0,1340). El promedio anual de MS fue 16%, con valor minimo y maximo de
11,3 y 22%, respectivamente (cuadro 5), valores extremos que se presentaron durante los meses de agosto y
marzo, respectivamente (figura 2 A).

Cuadro 5. Promedio anual, valor maximo y minimo de la disponibilidad de MS y la composicion quimica del
pasto kikuyo, en la zona lechera de Cartago, Costa Rica (2015).

Variable calidad ‘ Minimo ‘ Maximo ‘ Promedio ‘ ‘ CV (%)
Disponibilidad de MS (t/ha/afo) 24,0 37,2 33,6 0,42 6,48
Materia seca (%) 11,3 22,0 16,0 2,71 9,64
Proteina cruda (%) 15,4 25,4 19,4 2,24 7,21
Fibra neutro detergente (%) 57,5 76,1 65,9 4,43 5,07
Fibra acido detergente (%) 26,6 34,7 30,5 2,07 6,58
Lignina (%) 2,10 3,80 2,95 0,42 15,89
Digestibilidad in vitro de la MS (%) 50,5 83,0 70,4 7,25 10,8
Energia Metabolizable (Mcal/’kg MS) 2,14 2,62 2,32 0,10 3,65
Energia Neta Lactacién (Mcal’kg MS) 1,32 1,66 1,44 0,07 4,27
(%) Materia seca (A) % Proteina cruda (B)

30 | 30 7

25 25

20 - 20 -

15 - 15 -

10 - 10 - —— 1800 —m— 2350 —&— 2700 msnm

5 —— 1800 —®—-2350 —A— 2700 msnm 5 |
0 0
ene‘ feb ‘mar‘ abr ‘may‘ jun ‘ jul ‘ago‘ set ‘ oct ‘ nov‘ dic ‘ ene‘ feb ‘mar‘ abr ‘may‘ jun ‘ jul ‘ago‘ set ‘ oct ‘nov‘ dic ‘
Epoca seca Epoca lluviosa ‘ Epoca seca ‘ Epoca lluviosa

Figura 2. Contenido de materia seca (A) y proteina cruda (B) del pasto kikuyo en pastoreo rotacional cada 30
dias, en tres altitudes de la zona lechera de Cartago, Costa Rica (2015).
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Los bajos contenidos de MS obtenidos son
similares a los reportados por Sanchez (2007)
y Peters (2008) en Costa Rica en condiciones
climaticas semejantes. Aunque Soto et al. (2005)
reportan un rango mas alto (18 y 20,1%) en
Colombia, al igual que Apraez et al. (2007) en
México (15,2 y 18%), diferencias que probable-
mente se deban al menor régimen de lluvias que
existen en estos paises en comparacién a Costa
Rica.

Con respecto a los bajos contenidos de MS,
Van Soest (1992) argumenta que esa situacion
puede condicionar la ingestién voluntaria de MS,
debido a la restriccidn fisica ejercida por el agua
intracelular o a su efecto negativo sobre la palata-
bilidad y el tiempo de pastoreo (Butris and Phillips
1987). Al respecto, Gibb and Treacher (1984)
mencionan que dicho efecto fue observado en
ganado ovino en pastoreo. Aunque segun Osoro y
Cebrian (1989), el efecto es posible solo en pastos
con digestibilidad superior al 70%, por debajo de
cuyo valor la ingestiéon de MS estaba positiva-
mente relacionada con la digestibilidad.

Proteina cruda

El contenido de PC fue mayor (p = 0,0005)
durante la época lluviosa que en la seca (19,9 +
0,21% vs 18,1 = 0,30%), aunque la diferencia se
debidé a los valores extremos alcanzados en las
épocas de lluvia (21,4%) y seca (17,2%) a los
2700 m s.n.m. (Cuadro3 y Figura 2B), lo que se
reflejé en la diferencia significativa que presenté la
interaccién época x altitud (p = 0,0100).

Estos valores se encuentran en el rango obte-
nido en la mayoria de los estudios realizados en
Costa Rica (Castillo 1983; Dormond et al. 1998;
Mesén y Sanchez 2006; Sanchez 2007; Arce
2008; Sanchez, et al. 2014), quienes citan valores
entre 16,0 y 23,0% para kikuyo cosechado entre
28 y 35 dias de rebrote. Aunque otros investiga-
dores (Sanchez et al. 1985; Villalobos et al. 2013)

han encontrado porcentajes inferiores (entre 12 y
14,9%) a la misma frecuencia de corte y condi-
ciones climaticas semejantes.

En Colombia, Venezuela y México también
se han observado contenidos semejantes de
PC (entre 17,6 y 22%) a la misma frecuencia
de rebrote (Soto et al. 2005; Aguilar et al. 2009;
Correa et al. 2008; Mojica et al. 2009).

Por otra parte, algunos autores (Soto et al.
2005) no reportan cambios significativos en el
contenido de PC del pasto kikuyo antes de los 45
dias de crecimiento, mientras que Aguilar et al.
(2009) registran variaciones entre 21,8 y 17,8%
al comparar kikuyo con 50 y 70 dias de rebrote,
respectivamente. Al respecto, Zapata (2000)
considera que los escasos cambios en la compo-
siciéon quimica durante los primeros 45 dias de
crecimiento del pasto kikuyo, se deben a la alta
relacion hojas:tallo que presenta el pasto, la cual
varia poco durante dicho periodo.

Es importante anotar que, a pesar de las
variaciones obtenidas en el contenido de PC, los
porcentajes logrados son superiores a 12,3%, lo
que no afecta el consumo voluntario ni la capa-
cidad del reticulo-rumen y la tasa de pasaje de la
ingesta (Allison 1985). Ademas, estos valores no
limitan el crecimiento microbiano en el rumen,
siempre y cuando exista un aporte energético
balanceado en la dieta total (Cowan and Lowe,
1998).

Fibra neutro detergente, fibra acido
detergente y lignina

El contenido de la pared celular varié a lo
largo del afio, con valores de FND que oscilaron
entre 58,6 y 64,5%, de FAD entre 27,2 y 35,5%
y de lignina entre 2,1 y 3,80%; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre épocas ni entre altitudes para ninguno de los
tres componentes (Cuadro 4 y Figura 3).
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Figura 3. Contenido de fibra neutro detergente (A), fibra acido detergente (B) y lignina (C) anual del pasto
kikuyo en pastoreo rotacional cada 30 dias, en tres altitudes de la zona alta lechera de Cartago,

Cartago, Costa Rica (2015).

En estudios realizados en Costa Rica (Sanchez
et al. 2014; Peters 2008; Arce 2008) se reportan
valores de FND que oscilan entre 58,6 y 64,5%,
y de FAD entre 27,2 y 35,5%, semejantes a los
obtenidos en la presente investigacién. Aunque
en otros trabajos realizados también en nuestro

pais (Castillo 1983; Dormond et al. 1998; Mesén
y Sanchez 2006; Sanchez 2007; Sanchez et al.
2014) se encontraron porcentajes superiores
de FND (entre 64,4 y 75,2%) y FAD (entre 27,2
a 36,0%) en kikuyo cosechado entre los 28 y 35
dias de rebrote.
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En Colombia, Venezuela y México se han
observado contenidos semejantes de FND (entre
54 y 62,4%) y de FAD (entre 29,3 y 36,3%) a
los obtenidos en este estudio a la misma edad
de rebrote (Soto et al. 2005; Aguilar et al. 2009;
Correa et al. 2008; Mojica et al. 2009). Aunque en
otras latitudes, Correa et al. (2008) y Posada et al.
(2013) encontraron rangos inferiores de FND (entre
40,8 y 58,1%) y de FAD (entre 26,7 y 30,3%) en la
misma especie de pasto.

Algunos autores (Soto et al.2005) consi-
deran que el contenido de FND y FAD del pasto
kikuyo, no presenta cambios significativos antes
de los 45 dias de rebrote. Aunque Aguilar et al.
(2009) encontraron variaciones en el contenido
FND (54 y 59,3%) y de FAD (31,1 y 29,3%) al
comparar el kikuyo con 50 y 70 dias de rebrote,
respectivamente.

Digestibilidad in vitro de la materia seca

Es relevante mencionar, que la FND y FAD son
componentes de la pared celular de los pastos que
limitan el consumo voluntario y la digestibilidad
cuando los contenidos son altos, situacion que
se debe tomar en consideracion para evitar que la
tasa de pasaje por el tacto digestivo no sea lenta
y se reduzca el aporte de nutrientes (Bassi 2006).
Al respecto, Holland y Kezar (1995) menciona que
la FND y el consumo voluntario son inversamente
proporcionales, es decir, entre mayor contenido
de FND tenga un pasto, menor sera el consumo
voluntario y mayor efecto de llenado del rumen,
mientras que la FAD se correlaciona negativa-
mente con la fraccion no digestible de la pastura,
lo que significa que a mayor FAD menor digestibi-
lidad y aprovechamiento de la pastura.

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) tendié a ser mayor (p = 0,0947) en la época seca que
en la lluviosa (73,0 = 1,75% y 69,1 = 1,24%), siendo esta diferencia constante en las tres altitudes, como se
aprecia en la figura 4 que muestra la evolucion de la DIVMS a lo largo del afio en cada altitud.
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Figura 4. Digestibilidad in vitro de la materia seca del pasto kikuyo en pastoreo
rotacional cada 30 dias, en tres altitudes de la zona alta lechera de
Cartago. Costa Rica (2015).
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El promedio anual de digestibilidad in vitro La digestibilidad de la MS es una de las varia-
de la MS del pasto kikuyo fue de 70,4%, con un bles de calidad mas importante de una pastura,
rango que oscilé entre 50,5 y 83% (Cuadro 5). ya que el aprovechamiento y aporte de nutrientes
Estos valores son superiores al rango entre 60 y depende de esta. La digestibilidad del pasto
70,4% reportado en otros estudios realizados en depende de la calidad del material y la cantidad de
Costa Rica (Andrade 2006; Peters 2008) en condi- fibra que contenga; por lo que, entre menor sea el
ciones semejantes de clima. En Colombia, Mojica contenido de FND y FAD, mayor sera la digestibi-
et al. (2009) también encontrd valores promedios lidad y aprovechamiento de la misma (Bassi 2006).

(66,6%) inferiores a los logrados en el presente
estudio. Aunque otros autores (Vélez 1987;
Laredo y Cuesta 1988; Quiroga y Barreto 2002)
citan valores superiores (80 y 79,2%) en la misma
especie de pasto.

Contenido energético

En lo referente a la energia metabolizable (EM) y la energia neta de lactacion (EN)), estimadas segun el
NRC (2001), se registraron valores medios de 2,32 + 0,017 y 1,44 + 0,013 Mcal’kg MS, respectivamente,
que oscilaron a lo largo del afio entre 2,14 y 2,62 Mcal’kg MS en el caso de la EM y de 1,66 y 1,32 Mcal/ kg
MS para la EN, (figura 5), pero sin que se pudieran identificar diferencias significativas entre altitudes ni entre
épocas del afo (p > 0,05).
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Figura 5. Contenido de energia metabolizable (A) y energia neta de lactacién (B) de muestras mensuales de
pasto kikuyo en pastoreo rotacional cada 30 dias, en tres altitudes de la zona lechera de Cartago,
Costa Rica, 2015.

El rango de EN, encontrados en el presente estudio (1,32 y 1,66 Mcal/kg MS) es superior al reportado (1,3
y 1,4 Mcal/kg MS) por Sanchez (2007) en Costa Rica, y al encontrado en Colombia (1,1 a 1,3 Mcal/kg MS)
en varios estudios realizados por Soto et al. 2005; Aguilar et al. 2009; Correa et al. 2008. Aunque también en
Colombia, Mojica et al. (2009) cita un valor de EN, superior (1,57 Mcal/kg MS).

Se concluye que la disponibilidad de pasto kikuyo manejado en pastoreo rotacional a intervalos
mensuales varia entre los periodos de lluvias y de sequia, pero que esa diferencia es independiente de la
altitud de la zona, excepto a los 2700 m s.n.m., donde la disponibilidad de MS se reduce significativamente
en comparacion a los sitios de menor altitud. Por otra parte, la composiciéon quimica y el valor nutritivo del
pasto es poco variable a lo largo del ano y entre altitudes, con escasas variaciones en digestibilidad, lo que
hacen improbable una limitacién en el aporte de proteina en funcién de su contenido energético.
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DISTRIBUCION ESPACIAL DE TUTA ABSOLUTA
Y KEIFERIA SPP. EN EL CULTIVO DE TOMATE

(SOLANUM LYCOPERSICUM) EN COSTA RICA

Yannery Gomez-Bonilla, Cristina Vargas-Chacon’

RESUMEN

Distribucion espacial de Tuta absoluta y Keiferia spp. en el cultivo de tomate (Solanum Ilycopersicum)
en Costa Rica. El taladrador del fruto del tomate, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) es una
plaga que ha invadido muchos paises alrededor del mundo, y ha causado pérdidas considerables a los toma-
teros, lo que afecta la seguridad alimentaria y los medios de vida de millones de productores y consumidores
que dependen de la actividad. Hasta el afio 2014 no se habia reportado esta plaga en el pais. El presente
estudio se realizé durante los afios 2014 al 2016 y tuvo como objetivo investigar la presencia y distribucion
geografica de Tuta absoluta y Keiferia sp. En este trabajo se visitaron fincas sembradas con tomate en dife-
rentes zonas agroecoldgicas de Costa Rica, donde se recolectaron muestras de frutos y hojas minadas y se
colocaron trampas con feromonas, para la captura de adultos. En todos los sitios muestreados se observé
dafnos ocasionados por la plaga T. absoluta tanto en el fruto como en el follaje. Los dafos al cultivo fueron
la perforacion del fruto inmaduro, el follaje con mas dafado tenia un aspecto similar a una quema, pero al
acercarse se observaron las multiples minas en las hojas. Los adultos capturados fueron llevados al labora-
torio para confirmar la identificacion del insecto mediante la caracterizacion morfoldgica de la genitalia. La
plaga Tuta absoluta, estuvo presente todos sitios muestreados a lo largo del pais. Los agricultores reportaron
pérdidas mayores al 50%. No se encontrd la especie Keiferia lycopersicella (Wals), pero se recolectaron dos
especies de Keiferia, que fueron enviadas a especialista para su identificacion.

Palabras clave: Genitalia, Minador del tomate, Plaga invasiva, Trampas con feromona.

Keywords: Genitalia, Tomato miner, Invasive pests, Pheromone trap.

INTRODUCCION

El cultivo del tomate es la hortaliza de mayor
producciéon mundial (SEPSA 2010), El fruto del
tomate tiene varias plagas y enfermedades que
lo afectan ocasionando grandes pérdidas econo-
micas, entre ellas estan los perforadores del
fruto: Keiferia lycopersicella (Gelechiidae), Tuta
absoluta (Gelechiidae), Neoleucinodes elegantalis
(Pyralidae) del orden Lepidoptera.

Keiferia lycopersicella (Wals), causa dafio en el
follaje y frutos, las larvas inicialmente atacan las
hojas, pero luego continua con las frutas o tallos a
medida que crecen. La identificacion de las espe-
cies requiere ser examinado por un especialista.
El minador del tomate, Tuta absoluta (Meyrick), es
una plaga importante del tomate fresco, perjudica
tanto en invernadero como en campo abierto.

1 Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria, INTA. Costa Rica. Yangomez27@yahoo.com,
cvargas@inta.go.cr. Sede del Laboratorio de Fitoproteccion del INTA. Sabana Sur, San José.

Recepcion: 07-12-2020. Aceptacion: 09-08-2021.
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El huésped preferido de T. absoluta es tomate,
Solanum lycopersicum L., pero también se ha
registrado en otros cultivos como la papa (Solanum
tuberosum L.), berenjena (Solanum melongena L.),
el tabaco (Nicotiana tabacum L.), frijol (Phaseoulus
vulgaris L.), pepino dulce (Solanum muricatum
Aiton), uchuva (Physalis peruviana L.) y en las
plantas silvestres, tales como Solanum nigrum
L., Datura stramonium L., Lycium chinense Mill., y
Malva sp. (Pereyra y Sanchez 2006; EPPO 2009;
Tropea Garzia 2009; Desneux et al. 2010).

Tuta absoluta ataca a las hojas, flores, tallos
y sobre todo en las frutas en cualquier etapa
de desarrollo, desde plantulas hasta plantas
maduras. En ausencia de estrategias de manejo,
el dafo en la fruta puede alcanzar el 100%. Los
dafos en la hoja son causados cuando las larvas
se alimentan del mesdfilo, se da expansién de las
minas que afectan la capacidad fotosintética del
cultivo, lo que reduce el rendimiento segun indica
Urbaneja y colaboradores (2012).

En mayo del afno 2014, Costa Rica reportd
oficialmente la presencia de la plaga cuarentenaria
Tuta absoluta en el pais (IPPC 2015). La especie
Tuta absoluta (Meyrick), es considerada una
plaga mucho mas agresiva que K. lycopersicella
considerada devastadora (Ramos y Juarez 2011).
Muchos paises ya han reportado esa plaga como
devastadora uno de los ultimos Nigeria (Aigbedion-
Atalor et al. 2019), citan la plaga por primera vez,
Perevertin et al. (2020) indican que en el afio 2006
se da la invasion transatlantica de T. absoluta al
viejo mundo proveniente de Suramérica.

Para el afo 2014, los agricultores costa-
rricenses reportaron tener problemas con el
barrenador del fruto del tomate, que les estaba
perforando el fruto de una manera mas agresiva,
por tal razén se comunicaron al Laboratorio de
Fitoproteccién (INTA) y enviaron muestras con
el problema. Por lo tanto, el presente estudio a
nivel nacional se llevé a cabo para investigar la
presencia y distribucion geografica de Tuta abso-
luta y Keiferia sp.

MATERIALES Y METODOS

Distribucion espacial

Se realizdé un recorrido por plantaciones de
tomate, cada semana, donde se tomaron mues-
tras de frutos perforados colocados en bolsas
plasticas y hojas minadas, las que se transpor-
taron en papel toalla, todo identificado por finca
para ser llevadas al laboratorio, ahi el material se
introdujo en jaulas individuales, para desarrollo
hasta adulto de las diferentes fases del insecto.
Estas visitas fueron coordinadas en conjunto
con el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE) y
se aprovechd para instalar dos trampas en el
campo, una para cada género de los minadores
Tuta absoluta y Keiferia sp., se visitaron dos plan-
taciones en la principales zonas productoras de
tomate en todo el pais, las mismas fueron esco-
gida al azar, por lo tanto se encontraron fincas en
diferentes alturas y edades del cultivo, diferentes

manejos agricolas y variedades de tomate. Las
trampas se mantuvieron durante un mes en cada
finca; las colectas se realizaron en varios meses
del afno 2014 al 2016. Cada semana se recolec-
taron adultos con ayuda de un colador plastico y
se cambiaba el agua con jabén de cada trampa
(figura 1). Las trampas se colocaron a 30 cm del
suelo y la distancia minima entre trampas fue de
50 m, se coloco una trampa de cada género para
efectos de monitoreo. Las feromonas que se utili-
zaron fueron adquiridas en la empresa Chemtica
Internacional S.A. Los insectos adultos capturados
fueron colocados en frascos con alcohol de 70° y
fueron registrados por cada una de las fincas y se
llevaron al laboratorio de Fitoproteccion del INTA,
donde se realizé la identificacion de los géneros
de insectos mediante la clave de la genitalia.
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Figura 1. Trampa acuosa con atrayente a base de fero-
mona utilizada en las fincas sembradas con el
cultivo de tomate. INTA, 2014.

Identificacion morfoldgica

Las caracteristicas internas y externas de los
individuos se examinaron en el laboratorio, para
esto los insectos fueron secados en una toalla
limpia y se codificaron con las siglas MLPT (micro-
lepidéptero) y un nimero consecutivo, para luego
proceder a la identificacién del insecto siguiendo
el procedimiento LF-P-20 “Montaje de genitalia
de microlepidépteros”, en el cual, el abdomen
se separd del resto del cuerpo y se clarificd con
una solucion de hidréxido de potasio al 8% por
24 horas. Seguidamente se paso a alcohol de 30
y 70% y con ayuda de un pincel se eliminaron las
escamas (Fiaboe, et al. 2020). Posteriormente, se
tiRd la genitalia con dos colorantes de contraste
(clorazol y eosina al 1%), que permitid extraer
la genitalia del abdomen. Luego, se realizé6 una
comparacion al estereoscopio, de las estruc-
turas con las disponibles y especificas para la

clasificacion respectiva, como la llave taxondémica
inglesa para lepidopteros,

Disponibles en:

® http://britishlepidoptera.weebly.com/
key-to-male-genitalia-gelechiidae.html

@ http://mothphotographersgroup.msstate.edu/
genitalia.php?hodges=2047

® http://idtools.org/id/leps/micro/factsheet.
php?name=%3Cem%3EKeiferia+lycopersice-
12%3C%2Fem%3E

En cuanto a las genitalias, unas se colocaron
dentro de viales de 2 ml con glicerina y otras se
montaron en laminas fijas en euparal para su
almacenaje. Algunos adultos se colocaron intactos
dentro de capsulas de gel.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificar la especie de mayor incidencia que causa el dano en el fruto

En las fincas visitadas se constaté el dafo al cultivo que estaban reportando los productores. Al caminar
y mover el follaje se observaron polillas (figura 2) con una longitud menor a 1 cm, de color café claro o gris
claro con un patrén alar con manchas mas oscuras.

Figura 2. Polillas presentes en las plantaciones de tomate. Costa Rica. 2014.

En algunas hojas se observaron larvas dentro del tejido, las cuales formaban minas gruesas e incluso
areas grandes sin mesofilo. En los frutos se observaron pequefas perforaciones, estas fueron mas abun-
dantes en el area del peciolo. En fincas donde el dafio por el insecto fue mayor se observaron larvas y sus
restos fecales alrededor del peciolo (figura 3).

Figura 3. A. Dano al follaje semejante a una quema por sol B. Minas y areas mayores de mesofilo afectadas
en hojas C. Presencia de larvas y sus restos fecales E. Dafnos a nivel de peciolo. Santa Ana, San
José. 2014-2016.
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La identificacion de los adultos recolectados
se realizd por medio de la genitalia del insecto, la
cual luego de preparada se observé bajo la luz en
un estereoscopio. Las estructuras se compararon
con las llaves taxondmicas referidas con lo que
se logro identificar la presencia de Tuta absoluta y
Keiferia sp. En la genitalia del macho de T. abso-
luta (figura 4A) se observé un uncus (a) acampa-
nado y mas ensanchado hacia la base, sus valvas
(b) poseen un margen interno convexo con setas
evidentes en su parte apical y con una espina

sobresaliente en su cara interna, el tegumen (c)
se ensancha en la porcion basal. Se observé un
gnatos (d) esclerotizado, ancho y redondeado en
el apice, el vinculum (e) se observé ancho y bien
desarrollado con un saccus (f) igualmente ancho
y alargado y el aedeago también se observé bien
esclerotizado, con un ciego evidente en forma de
gancho. En la genitalia de la hembra de T. abso-
luta (figura 4B), se observo las apdfisis anteriores
y posteriores bastante cercanas, y se observo el
signun en la parte superior de la bursa copulatriz.

Figura 4. A. Genitalia del macho B. Genitalia de la hembra (B) de Tuta absoluta (a) uncus, (b) valvas, ()
tegumen, (d) gnatos, (e) vinculum, (f) sacus, (g) aedeago, (h) hipdfisis anteriores, (i) hipofisis poste-
riores, (j)sigmum, (k) bursa colupatriz. INTA. 2014.

Las especies de Keiferia asociadas al cultivo
del tomate, no pudieron ser identificadas a nivel de
especie por expertos nacionales ni extranjeros, por
lo cual se clasificaron como nuevas especies no
reportadas y se les ha designado por el momento
como Keiferia (nov sp.) tipo 1 y Keiferia (nov sp.)
tipo 2 y son descritas a continuacion.

Los adultos de estas “nuevas especies”, son
muy parecidas a la especie de Keiferia lycopersi-
cella, por lo que sus caracteristicas morfoldgicas
externas no ayudan suficiente para diferenciarlas.
Estos microlepiddpteros poseen una longitud
aproximada de 5 a 7 mm y en la parte caudal del
macho se observa una porcion distal del uncus en
forma de hoz o gancho levemente curveado, cuya
forma es caracteristica de la especie (figura 5).

Figura 5. Porcion caudal de Keiferia spp., en la
cual se observa la porcién distal del
uncus. INTA. 2015.
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La diferenciacion entre especies se realizd
mediante la diseccién y preparacion de la genitalia
y posteriormente su observacién en un estereos-
copio. En la Figura 6, se observa el detalle de la
genitalia de un macho de la especie Keiferia (nov
sp.) tipo 1, como se menciond la forma de los
uncus es caracteristica de la especie, sin embargo,
se observaron diferencias claras en relaciéon con
Keiferia lycopersicella (figura 7) a nivel de uncus,
valvas, vinculum, saccus y aedeago.

Vargas-Chacon, INTA 2016

g
‘it—" h .

Figura 6. Genitalia de un macho de Keiferia (nov
sp.) tipo 1. (@) uncus, (b) valvas, (c)
tegumen, (d) gnatos, (e) vinculum, (f)
sacus, (g) pedunculo (h) aedeago, (i)
extremo apical. INTA, 2016.

Las valvas de la especie Keiferia (nov sp.)
tipo 1, son alargadas se ensanchan hacia el final y
no se observan digitadas como las de T. absoluta
y Keiferia lycopersicella y poseen una leve curva-
tura hacia la linea media. La porcién apical, como
se indicé es mas engrosada y posee cerdas. A
diferencia de las valvas de K. lycopersicella estas
son mas uniformes sin bifurcaciones.

En esta “nueva especie” se observd en el
vinculum la presencia de dos procesos en forma
de cuernos a los lados y un proceso ancho que
termina en punta en su linea media, muy diferente
al de K. lycopersicella cuyo vinculum presenta tres
procesos digitiformes.

El sacus de esta especie encontrada es
mucho mas corto y ensachado en la base que el
de K. lycopersicella. En cuanto al aedeago es mas
grueso que el de K. lycopersicella con una porcion
basal y apical globosa.

.!,-

Figura 7. Genitalia de un macho de Keiferia
lycopersicella.

Fuente: www.idtools.org

En la Figura 8 se observa una genitalia de un
macho de Keiferia (nov sp) tipo 2. Esta segunda
especie es muy diferente al tipo 1y a K. lycopersi-
cella. Se observo diferencias fundamentalmente a
nivel de uncus, valvas, vinculum, sacus y aedeago.

Figura 8. Genitalia de un macho de Keiferia
(nov sp.) tipo 2. (a) uncus, (b) valvas,
(c) tegumen, (d) gnatos, (e) vinculum,
(f) sacus, (g) pedunculo, (h) aedeago,
(i) extremo apical. INTA, 2016.
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En esta especie presenta un uncus en forma
de hoz que es caracteristico de la especie. Las
valvas son largas, paralelas entre si, tiene extremos
apicales aplanados y con cerdas mas abundantes
y largas, en comparacion con la “nueva especie”
tipo 1. No se observaron bifurcaciones en las
valvas, como las presentes en K. lycopersicella.
Una diferencia muy marcada de esta especie
“tipo 2” y las otras keiferias mencionadas, se
observd en el sacus el cual es bastante corto,
ancho y redondeado.

Otra gran diferencia se observd en los
procesos del vinculum los cuales se presentaron
largos e irregulares (figura 9), observandose en
medio de éstos, a nivel del uncus otra estructura
bifurcada, semitubular muy diferente a la de la
Keiferia (nov sp.) tipo 1. El aedeago, se observo
con un extremo apical redondeado y el otro
extremo robusto y globoso.

Figura 9. Vista lateral de la genitalia
de Keiferia (nov. sp.) tipo 2,
sefalando los procesos del
vinculum. INTA. 2016.

Debido a que la captura de los adultos se
realizd mediante el empleo de trampas a base
de feromonas, la mayoria de los insectos fueron
machos. Aun asi en las trampas se capturaron
algunas hembras de T. absoluta cuya genitalia se
observa en la Figura 4B. Algunas de las hembras
de microlepidépteros capturadas, no presentaron
una genitalia con las caracteristicas morfologicas
de T. absoluta, por lo que posiblemente sean de
alguna de las dos especies de Keiferia descritas
en este estudio.

En la Figura 10, se muestra la genitalia de una
polilla hembra capturada en el cantén de Grecia
que no corresponde a la genitalia de una hembra
de Tuta absoluta, por lo que probablemente sea
género Keiferia sp. En la genitalia de esta hembra

se observd que la porcion anal es alargada, con
las apdfisis posteriores y anteriores separadas
y posee una bursa copulatrix alargada con un
sigmum cimentado en una membrana externa
muy delgada y con forma de estilete.

Como dato importante, en el punto de captura
solamente se identific6 la especie Keiferia
(nov. sp.) tipo 1, por ello existe una posibilidad
mayor de que sea una hembra de esta especie.
Hay que considerar que para establecer con
certeza que esta genitalia corresponde a alguna
de las dos “nuevas especies” encontradas, es
necesario hacer una recolecta de los especi-
menes vivos y establecer su crianza en cautiverio
para analizar la correspondencia de la hembra
con su respectivo macho.



Gomez, Vargas: Distribucion espacial de Tuta absoluta y Keiferia spp. En el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) en Costa Rica 71

Figura 10. Genitalia de una posible hembra de Keiferia (nov. sp) tipo 1. A. Genitalia
completa. B vista ampliada del signum en la bursa copulatrix. INTA 2016.

Con los insectos capturados e identificados se establecié una coleccion de las especies recolectadas,
a fin de preservar las genitalias en un medio de glicerina y se realizaron algunos montajes permanentes.
Ademas, se guardaron adultos completos en capsulas de porcelana. Tanto los adultos como las genitalias
disectadas se encuentran disponibles en las colecciones de referencia con que cuenta el Laboratorio de

Fitoproteccion del INTA.

Distribucion espacial de T. absoluta y Keiferia sp. en el pais

Se determind en este estudio, que el micro-
lepidoptero T. absoluta estuvo presente en todas
las localidades muestreadas del pais, desde la
zona zur, en la localidad de Sabalito-Coto Brus,
San Isidro del General, Regiéon Central Oriental
(Cartago y Santa Ana) Central Occidental (Heredia,
Grecia y Zarcero), hasta llegar a la Region Norte
en la zona de Guanacaste (Nicoya y Santa Cruz)
(figura 10). El 95% de los insectos recolectados
en estas fincas correspondié a la plaga Tuta
absoluta y solamente un 5% a las especies de
Keiferia sp. Este hallazgo demuestra la capacidad
de Tuta absoluta de propagarse rapidamente por
el pais. Al respecto, Guimapi et al. (2016) y Cherif
et al. (2019) indican que la plaga tiene una buena
capacidad de dispersarse cuando las condiciones
ambientales son favorables (Santana et al. 2019).

Se presentd una excepcion en Cerro Verde de
Nicoya, en la provincia de Guanacaste, donde solo
un 59% de los insectos capturados correspondid
a Tuta absoluta y el 49% restante correspondio a
Keiferia (nov.sp) tipo 2.

Todos los agricultores entrevistados mencio-
naron que la presencia de Tuta absoluta en sus
plantaciones, les esta ocasionando pérdidas de
hasta el 50% en la produccion. Estos insectos
tienen la caracteristica que se han adaptan facil-
mente a las zonas recién invadidas por lo que se
convierten en plagas de importancia econdémica y
posiblemente pueden causar el desplazamiento
de especies nativas (Asplen et al. 2015; Desneux
et al. 2011; Pimentel et al. 2005).
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Figura 11. Distribucion de Tuta absoluta en el territorio nacional. Costa Rica. 2016.

Fuente: Google earth modificado por el autor.

Estos resultados coinciden con los resultados
por Mora (2016), quien menciona que algunos
adultos encontrados en las trampas con atra-
yente para K. lycopersicella correspondieron a
T. absoluta y no se encontraron individuos de
K. lycoperscicella.

La especie Keiferia lycopersicella fue repor-
tada desde hace 30 afnos en Costa Rica; sin
embargo, en este estudio, no se encontrd ningun
espécimen que coincidiera con la genitalia
descrita para este insecto. Se desconoce que
sucedid con la especie Keiferia lycopersicella,
aunque su ausencia en los sitios muestreados del
pais podria deberse a que pudo ser desplazada
por otros insectos o bien, que fue mal identifi-
cada. Segun el Bulletin EPPO, (2013), la especie
Keiferia lycopersicella (Walsingham) ha sido objeto

confusion taxonémica desde que se recolectaron
los primeros especimenes a partir de tomates en
California en el afno1923.

De las dos especies de Keiferia encontradas,
la especie Keiferia (nov sp.) tipo 1 estuvo presente
mayoritariamente en la zona sur y central del pais.
En la provincia de Guanacaste no se identificd
ningun espécimen que perteneciera a este tipo. La
especie Keiferia (nov sp.) tipo 2) se encontrd a lo
largo de todo el pais (Figuras 12 y 13).

En los muestreos realizados en invernaderos
en el cantén de Zarcero (Laguna y las Brisas), se
identificé la presencia de la especie T. absoluta y
no se observd ningun espécimen de la especie
Keiferia spp (figura 12).
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Porcentaje keiferia

Sitios de muestreo
M % Keiferia 1 M % Keiferia 2

Figura 12. Porcentaje de Keiferia (nov sp.) tipo 1 y Keiferia (nov sp.) tipo 2 del total, de keiferias capturadas
en fincas sembradas con tomate. Costa Rica. Periodo 2014-2016.

% keiferia

W % Keiferia 1 W% Kefferia 2

Figura 13. Distribucion de Keiferia sp. en Costa Rica. Periodo 2014-2016.

Fuente: Google eart, modificada por el autor.

Deben realizarse mas investigaciones para evaluar el impacto econémico de las polillas, seguidas del
desarrollo de un plan de manejo agroecoldgico con medidas sostenibles y adecuadas para cada region
muestreada.
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CONCLUSIONES

La plaga Tuta absoluta se encuentra distribuida a lo largo de todo el territorio nacional desde el afio 2014.

Dos nuevas especies de Keiferias diferentes a Keiferia lycopersicella, se encuentran en el territorio

nacional.
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EFECTO DE LA EPOCA CLIMATICA
EN LA EMISION DE N,O DE UN SUELO

TROPICAL BAJO PASTOREO

Johnny Montenegro-Ballestero’, Eduardo Barrantes-Guevara?, Sylvia Ivankovich-Cruz®

RESUMEN

Efecto de la época climatica en la emision de N2O de un suelo tropical bajo pastoreo. La aplicacién de
fertilizantes nitrogenados incrementa la emision del N20, lo cual también parece estar influenciada por las
condiciones de clima, sin embargo, esta informacion es muy escasa en el trépico. El objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto de diferentes épocas climaticas en la emision de 6xido nitroso proveniente del suelo
cubierto por una mezcla de gramineas bajo pastoreo. Esta investigacion se realizé en un sistema de produccion
de leche ubicado en Cartago, Costa Rica. Las evaluaciones se efectuaron durante cuatro diferentes condiciones
climaticas: 1. época seca, 2. transicion de época seca a la lluviosa, 3. época lluviosa y 4. transicion de época
lluviosa a la seca. En un aparto se caracterizé la mezcla de gramineas pastoreada y su manejo. Con camaras
estaticas colocadas aleatoriamente, se recolectaron muestras gaseosas, también se recolectaron muestras de
suelo para determinar la humedad. La emisién de N2O-N fue menor (P<0,001) durante la época seca y en la
transicién a la lluviosa. Las mayores emisiones (P<0,001) se presentaron durante la época lluviosa y el nivel de
humedad del suelo influyé en ella. La emision anual estimada fue de 2,40+0,21 kg de N2O-N ha'afo™, lo cual
representa 0,42% del nitrégeno aplicado. Este valor es inferior al sugerido por el Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC) para estimar las emisiones de 6xido nitroso. Se demostrd la importancia de considerar
en el tropico las épocas climaticas en el desarrollo de factores de emision nacional.

Palabras clave: Gases con efecto invernadero, ganado de leche, cambio climatico, mitigacion, factor de emision.

ABSTRACT

Nitrogen fertilization increases the emission potential of N2O, which could be influenced by climatic condi-
tions. However, this information is very scarce in the tropics. The objective of this research was to determine
the effect of different climatic seasons in the emission of nitrous oxide coming from a soil covered by a mixture
of grasses under grazing. This research was established in a specialized milk production system in Cartago,
Costa Rica. The evaluations were carried out in four different climatic seasons: 1. dry season, 2. transition
from dry to rainy season, 3. rainy season, and 4. transition from rainy to dry season. A paddock was selected,
and the mixture of grass and its management was characterized. Using static chambers placed randomly in
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the paddock, gaseous samples were collected. The emission of N2O-N was lower (P<0.001) during summer
season, and the transition to the rainy season. The highest emissions (P<0.001) occurred during the rainy
season, when was demonstrated the influenced of soil moisture in the emission. The estimated annual emis-
sion was 2.40+0.21 kg of N2O-N ha year', which represents 0.54% of the applied nitrogen. This value is
lower than that suggested by the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) to estimate nitrous
oxide emissions. The importance of considering the climatic conditions in the tropic when developing national

emission factors was demonstrates.

Keywords: Greenhouse gases, dairy cows, climate change, mitigation, emission factors.

INTRODUCCION

El 6xido nitroso (N20) es un importante gas
que contribuye con el calentamiento global del
planeta porque tiene un poder infrarrojo 310 veces
superior al CO: (IPCC 2006). Por esta razon es
uno de los gases con efecto invernadero (GEI) que
debe ser cuantificado por los paises firmantes del
Protocolo de Kyoto, entre los cuales se encuentra
Costa Rica.

Existen diferentes fuentes que evidencian que
la adicion de fertilizante nitrogenado a los suelos
agricolas incrementa el potencial de emision del
N20 (Stehfest y Bouwman 2006; Snyder et al.
2009). Por esta razon el desarrollo de la agricultura
ha sido directamente relacionado con el incre-
mento atmosférico de este compuesto.

Una de las actividades donde la aplicacion de
fertilizantes quimicos nitrogenados es una prac-
tica comun es la produccién especializada de
leche. En estos sistemas se aplican fertilizantes
quimicos nitrogenados a las pasturas para incre-
mentar la cantidad de biomasa producida por las
gramineas en pastoreo. Sin embargo, la aplicacion
de N conlleva la formacién vy liberacion de N20
(Montenegro y Herrera, 2013), incrementando su
concentracion en la atmésfera y en consecuencia,
contribuyendo con el calentamiento global.

En este sentido, investigaciones realizadas
en el tropico han determinado la emision de este
gas proveniente del suelo bajo diferentes pasturas
fertilizadas en sistemas de produccion ganadera
(Veldkamp et al. 1998; Montenegro y Abarca 2001;
Montenegro y Herrera 2013; Pastrana et al. 2013;
Piotto 2016).

En Costa Rica, diferentes especies de grami-
neas y mezclas de algunas de ellas son utilizadas
bajo pastoreo en los sistemas de produccién
especializada de leche, sin embargo, hasta la
fecha no existe informacién relacionada con la
emision de N20 en pasturas compuestas de dos o
mas especies creciendo de manera conjunta. Por
ello, se requiere realizar investigacion para deter-
minar no solo la emision de este gas, sino también
determinar con mejor precision la contribucién del
sector lechero a este problema global del cambio
climatico.

La cantidad, la fuente y el momento de la apli-
cacion del fertilizante nitrogenado, son factores
importantes que afectan tanto las respuestas
al crecimiento de las pasturas como la emision
de N20 (Bouwman et al. 2002; Wile et al. 2014).
Ademas, condiciones del suelo como el contenido
de humedad, favorecen la formacion y liberacion
de este gas (Rowlings et al. 2016). Existe infor-
macion previa que muestra la influencia de las
estaciones climaticas en los niveles de emision del
N20 en diferentes latitudes (Du et al. 2006; van der
Weeden et al. 2016), pero en Costa Rica no existe
este tipo de informacién.

El efecto del clima en la emisién del N20
en pasturas ubicadas a través de Europa, fue
indicado por Flechard et al. (2007). Diversos
estudios han demostrado que la emision de este
gas estd directamente relacionada con el clima
(Wang et al. 2016) y diferentes variables del
suelo (humedad, compactacion, Yan et al. 2016).
De igual manera Kiese et al. (2003) demostraron
que en el trépico las variaciones en la emision
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de este gas estan estrechamente relacionadas
con la lluvia, la cual influye directamente en la
humedad del suelo, factor condicionante para la
formacion de este gas. La lluvia es la variable
que marca cambios en las estaciones climaticas
en el tropico, y al variar tanta la cantidad como
la intensidad de la misma entre regiones, en
consecuencia, la emision de este gas también
varia significativamente entre regiones, cultivos
y manejo agronomico (Grace et al. 2016).

Sin embargo, de acuerdo con el procedimiento
de célculo para la emision de GEI con base en el
nivel 1 del Panel Intergubernamental de Cambio

Climatico (IPCC por sus siglas en inglés, 2006), la
emision de N:20 corresponde al 1% del nitrégeno
(N) aplicado como fertilizante, lo cual no estaria
considerando variables como las mencionadas
anteriormente.

Con base a lo anteriormente descrito, el obje-
tivo del presente trabajo consistié en caracterizar
la emision de oxido nitroso de un suelo bajo
pastoreo en el trépico en un sistema de produc-
cién de leche especializada en Cartago, Costa
Rica, en diferentes épocas climaticas, y estimar la
emision anual de este gas.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

La investigacion se desarrollé en el 2017 en
una finca lechera comercial con pastoreo intensivo
ubicada a 1700 msnm en el distrito de Cot, del
cantén de Oreamuno de Cartago, Costa Rica. La
temperatura y precipitacion anual promedio es de
16°C y 2245 mm respectivamente (IMN 2008); la
zona se clasifica como bosque humedo montano
bajo (Holdridge 1979). Existe una época seca bien
marcada con cuatro y medio meses de duracion.
Los suelos son de origen volcanico, franco arci-
lloso y de topografia ondulada.

Caracterizacion del
sistema de produccion

La pastura estuvo constituida por una mezcla
de estrella africana (Cynodon nlemfuensis) y kikuyo
(Kikuyuochloa clandestina), en proporcién 50:48
respectivamente (determinada con el método de
rango en peso seco de Haydock y Shaw 1975) y
con el pastoreo de 60 vacas Holstein en apartos
de 3500 m? durante medio dia y 22 dias de
descanso, para una carga animal de 7,1 UA ha™.

Cada aparto recibié luego del pastoreo el
fertilizante nitrogenado (23 kg de urea, 46% N),
para un total anual de 483 kg N ha”'. Adicional al
fertilizante quimico, como parte del manejo normal
de la finca, se aplican purines al salir las vacas
de pastorear, para un total anual de 96 kg N ha™'.
Esta cantidad se obtuvo multiplicando la concen-
tracién de nitrdgeno en los purines aplicados
(0,06+0,01%), por el volumen aplicado (4600 I),
por la cantidad de rotaciones en el afo.

Tratamientos

Las evaluaciones se realizaron en cada una
de las épocas climaticas que se presentan a lo
largo del afo, las cuales fueron consideradas
tratamientos:

T1: Epoca seca.

T2: Transicion de la época seca a la lluviosa.
T3: Epoca lluviosa.

T4: Transicion de la época lluviosa a la seca.
En cada época se utilizaron cinco camaras

estaticas para recolectar los gases, las cuales se
consideraron las repeticiones.
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Muestreo de N,O

Para capturar y cuantificar la emision de este
gas, se utilizé la técnica de la camara estatica, la
cual es mundialmente aceptada y mediante la cual
se han obtenido los valores reportados en mas del
95% de los estudios realizados (Rochette 2011).
Caracteristicas como costo relativamente bajo,
versatilidad en el campo y facilidad de implemen-
tacion son razones de su amplio uso.

Las muestras gaseosas de N20 se recolec-
taron en un aparto tipico que representa las carac-
teristicas de la pastura y topografia del area de
pastoreo (8,1 ha), donde se ubicaron de manera
aleatoria cinco camaras estaticas para la determi-
nacion de la emisién del 6xido nitroso del suelo en
cada una de las épocas climaticas consideradas

La recoleccion de las muestras gaseosas se
efectudé en cada tratamiento considerando que las
mayores emisiones de N2O se presentan durante
los primeros dias luego de la salida de los animales
del aparto (Montenegro y Herrera, 2013). Por esta
razén, en las dos primeras semanas luego de la
salida de las vacas del aparto, se muestreé de dia
por medio hasta el dia 11, posteriormente se mues-
treé cada cinco dias. El octavo muestreo se realizd
el dia anterior a la entrada de las vacas a pastorear
nuevamente el aparto. Los muestreos de gases se
efectuaron durante la mafiana entre las 9 a.m. y el
mediodia (Alves et al. 2012; Noemi 2016).

Las camaras estaticas utilizadas tenian 30 cm
de altura y 94,2 cm de circunferencia, y provista
de un septum por donde se recolectd la muestra
gaseosa utilizando una jeringa plastica y trasva-
sandola inmediatamente a viales de vidrio al vacio
y previamente identificados.

En cada camara y cada dia de muestreo,
se recolectaron dos muestras de gas, una al
momento de colocarla en el campo (to) y otra (t1)
45 minutos después (Berneze et al. 2014; Bell et
al. 2015); ello se hizo basado en muestreos previos
que determinaron linealidad del incremento de la
concentracion en el tiempo de muestreo.

Las muestras gaseosas fueron analizadas en
el Laboratorio de Suelos del Instituto Nacional
de Innovaciéon y Transferencia en Tecnologia
Agropecuaria (INTA), utilizando un cromatografo
de gases Agilent (modelo 7890A) equipado con

dos detectores: ionizacion de llama y de captura
de electrones.

La concentracion de N2O en las muestras
gaseosas, se determind por interpolacion a partir
de curvas de calibracién construidos con estan-
dares de concentracién conocida y trazable a NIST
(Scott-Marrin, Inc., Ca.). Como control de calidad
se utilizaron muestras estandar de concentracion
conocida, las cuales se analizaron intercalada-
mente con las muestras provenientes del campo.

Emision como porcentaje
del nitrégeno aplicado

La emision de N2O-N, para cada época clima-
tica, se calculé de acuerdo con la siguiente ecua-
cion (Sordi et al. 2014):

(N2O-N emitido) x 100 »
E (%) = : Ecuacion 1
N aplicado

Donde E (%) es la emision (porcentaje del N
aplicado en el fertilizante emitido como N20-N),
N20O-N emitido es la cantidad de N determinado
en las mediciones realizadas en el campo (kg), y N
aplicado es la cantidad de N aplicado con el ferti-
lizante (kg).

Flujo acumulado

El flujo acumulado del 6xido nitroso (kg
ha') para cada época climatica se calculé inte-
grando todos los valores con base en el método
de integracion trapezoidal mediante la funcion
“suma-producto” en Excel. El valor anual se
obtuvo multiplicando la emision diaria promedio
de cada época climatica por la duracion de la
misma y sumando los respectivos resultados.

Muestreo de suelo

Para determinar el efecto de la humedad del
suelo en la emision del 6xido nitroso se recolec-
taron muestras (0-10 cm de profundidad) a la par
de cada una de las camaras estaticas cada dia
de muestreo de gases, utilizandose para ello un
barreno tipo holandés. Cada muestra de suelo se
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deposité en una bolsa plastica previamente iden-
tificada, las cuales fueron trasladadas al labora-
torio de suelos del INTA, donde se determiné la
humedad por gravimetria. Otro muestreo de suelo
se realizé para determinar la densidad aparente
mediante el método del cilindro.

Los resultados de la humedad gravimétrica
se utilizaron de manera conjunta con la densidad
aparente, para determinar el espacio poroso
lleno de agua (EPA), forma en la cual se reporta
el contenido de humedad del suelo. El EPA utiliza
una escala entre 0 (suelo completamente seco)
y 1 (suelo sobre saturado de agua), en el cual
entre 0,30 (punto de marchitez permanente) y
0,60 (capacidad de campo) se encuentra el agua
disponible para las plantas, condicidon que se

Montenegro, Barrantes, lvankovich: Efecto de la época climatica en la emision de N2O de un suelo tropical bajo pastoreo

asocia con adecuados contenidos de humedad y
oxigeno para la éptima actividad microbiana del
suelo. En consecuencia, cuando los valores de
EPA sobrepasan el 0,60, se incrementa la limita-
cién de oxigeno del suelo y con ello se favorecen
las condiciones para la formacion del N2O (Linn y
Doran 1984).

Diseno y analisis estadistico

Se implementd un disefo irrestricto al azar con
cuatro tratamientos y cinco repeticiones. El analisis
estadistico se realizd mediante un ANDEVA y se
compararon las medias de las diferentes épocas
climaticas utilizando la diferencia minima significa-
tiva en Infostat (Di Rienzo et al. 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la emision de N,O

El comportamiento de la emision del N2O mostré variabilidad a lo largo del periodo evaluado en cada
una de las épocas climaticas, lo cual fue mas evidente durante la lluviosa y de transicién a la seca (Figura 1).
Aunque el patron de emision fue similar para todas las épocas, la mayor magnitud se determiné durante los

primeros dias de evaluacion.
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Figura 1. Patréon de emision de N2O-N, durante diferentes épocas climaticas, en un suelo cubierto con grami-

neas bajo pastoreo. Costa Rica. 2018.
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De manera general para todas las épocas, a
partir del dia 10 después del pastoreo y para todos
los casos, la emisién disminuyd y se estabilizé en
valores cercanos a cero (Figura 1).

La aplicacién del nitrégeno quimico y el prove-
niente de los purines, ademas del de las excretas
de los animales en pastoreo, contribuyeron a
la formacién y liberacién del N2O durante los
primeros dias luego del pastoreo durante la época
lluviosa (Figura 1). La emisién determinada en la
época seca fue muy baja, esta se observa como
linea continua en la base de la figura 1.

Con relacién a las épocas de transicion, estas
mostraron magnitudes diferentes en términos de
la cantidad de oxido nitroso emitida; la mayor
se presenté en la transicion a la época seca con

respecto a la transicion a la época lluviosa, proba-
blemente relacionada con la cantidad de agua
recibida y presente en el suelo.

Efecto de la época climatica en
la emision de 6xido nitroso

La emision de N20 mostro ser variable a
lo largo del afo con diferencias importantes
(P<0,001) entre épocas climaticas (Figura 2). Los
mayores valores diarios se presentaron en la
época lluviosa, mientras que los menores durante
la seca y durante la transicién de la época seca
a la lluviosa. Durante la transicion de la época
lluviosa a la seca, se determinaron valores inter-
medios aunque diferentes de los anteriores.
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Figura 2. Emision promedio diaria de N2O-N, segun época climatica, en un suelo
cubierto con gramineas bajo pastoreo. Costa Rica. 2018.

Esto claramente demuestra la importancia
de considerar las condiciones propias de cada
localidad, particularmente aquellas relacionadas
con la variacion intra anual del clima cuando se
pretende desarrollar un factor de emision, ya que
de esta forma se estara incluyendo la influencia
del climay ello se reflejara en el factor de emision
determinado.

Diferentes investigaciones realizadas (Barton
et al. 2008; Kiese et al. 2003) han demostrado la
variabilidad temporal de las emisiones de N:0
en una amplia variedad de sistemas de uso del
suelo, variaciones que son estimuladas entre

otros factores por el contenido de humedad y el N
disponible en el suelo.

La influencia integrada de los diferentes
factores del suelo (principalmente contenido de
oxigeno y humedad en el suelo) son claves en la
regulacién de la magnitud de la emision, condi-
ciones que estan directamente relacionadas con
aspectos climaticos.

El clima y las variaciones estacionales del
mismo que ocurren a lo largo del afio, han sido
mencionados como importantes factores que
influyen en la emision de N20. De acuerdo con van
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der Weerden et al. (2016), gran parte de la varia-
cidon observada en las emisiones de 6xido nitroso
se explican por el efecto de las estaciones del afo;
esto coincide con nuestros resultados los cuales
mostraron que la mayor variacion en la emisiéon
anual se explican por las épocas climaticas tipicas
que se presentan a lo largo del afio.

Las variaciones estacionales determinadas en
la emision de este gas en la presente investiga-
cién, también fueron coincidentes con las repor-
tadas para una pastura de Brachiaria brizantha
cv Marandu en la Amazonia brasilefa, donde
Nogueira et al. (2015) determinaron variaciones
importantes en la emisién del N2O como resul-
tado de la época climatica, ya que esta fue mayor
durante la época lluviosa comparada con la detec-
tada en la época seca.

De igual forma, Luo et al. (2007) en Nueva
Zelandia reportaron variaciones importantes en
la emision como resultado de la época climatica,
la cual presentd un rango desde 0% durante la
época seca, hasta 1,56% del N aplicado para la

época lluviosa. La misma tendencia fue reportada
por Wang et al. (2016) en Australia.

Efecto de la humedad del suelo

Durante la época lluviosa, las fluctuaciones
en el contenido de humedad del suelo reflejan
la influencia de la precipitacién, la cual se incre-
menta luego de los eventos lluviosos (Figura 3).
De manera similar, aunque con menor magnitud,
durante la época seca se incrementé la humedad
del suelo por la aplicacion de purines al inicio del
periodo de evaluacion, y por eventuales pequefios
eventos lluviosos ocurridos durante el periodo de
evaluacion.

Hubo diferencia en los contenidos de humedad
del suelo entre las diferentes épocas climaticas,
particularmente durante la época lluviosa y la
seca, asi como las tendencias observadas durante
las condiciones de transicién (Figura 3).
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Figura 3. Espacio poroso lleno de agua (EPA) durante diferentes épocas
climaticas en un suelo cubierto con gramineas bajo pastoreo. Costa
Rica. 2018.
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Los niveles de humedad del suelo deter-
minados en la época lluviosa, probablemente
no llegaron a reducir de manera significativa el
oxigeno en el suelo como sucede cuando se
sobrepasa 0,60 del EPA (Khalil y Baggs 2005).
Sin embargo, la cantidad de agua en el espacio
poroso del suelo si se incrementd sustancialmente
comparado con las otras épocas climaticas, y
contribuy6 a la formacion del N20. Niveles infe-
riores a 0,40 del EPA no favorecieron la formacion
de N:20 durante la época seca (Eckard et al. 2003).

Las épocas de transicién mostraron compor-
tamientos diferentes en la emisién de éxido nitroso
(Figura 1) y ello se explica en parte por la lluvia
recibida y en consecuencia, por la humedad del
suelo (Figura 3).

Durante la transicion de la época seca a
la lluviosa, con la excepcion del segundo dia
de evaluacién, se incrementé el contenido de
humedad del suelo como resultado de un evento
lluvioso y la adicion de purines. En términos
promedio, el EPA fue de aproximadamente 0,40
durante los primeros 12 dias de evaluacién (Figura
3), condicion que no favorece la formacion de N2O
(Eckard et al. 2003).

Hacia el final de este periodo de transicién (de
seco a lluvioso), y producto de eventos lluviosos
importantes, el EPA se incrementé a valores
cercanos a 0,55 (Figura 3) tipicos de la época
lluviosa, pero no tuvieron efecto alguno en la
emision de N20-N (Figura 1). Caso contrario se
observd en la transicién de la época lluviosa a
la seca, donde se determind reduccién del EPA
(Figura 3), por la disminucién de las lluvias (Figura
2). Estas condiciones influyeron en las emisiones
(Figura 1) determinadas durante las épocas clima-
ticas comentadas.

De manera general, los valores de EPA se
incrementaron al inicio del periodo de evaluacién
(Figura 3) debido a la influencia de los purines y
los eventos lluviosos ocurridos.

Los valores de humedad del suelo y de emision
de N20O-N no mostraron correlacion significativa,
sin embargo, si mostraron clara tendencia a que

los valores de emisiéon sean mas altos cuando la
humedad se incrementa. Ello se observd clara-
mente en la figura 2.

En este sentido, Rowlings et al. (2016),
también determinaron que la emisién vari6 esta-
cionalmente como resultado del EPA producto de
los eventos lluviosos. Cuando el espacio poroso
lleno de agua es inferior a 0,40, la formacién de
N2O a partir de la nitrificacion es normalmente
baja, pero si los valores de EPA se incrementan
hasta niveles de 0,55-0,65, la formacion del 6xido
nitroso igualmente se aumenta.

Los resultados mostraron que cuando los
valores de EPA estaban en el rango de 0,50-0,60,
se determinaron las mayores emisiones, 10 que
hace suponer que este proceso es mayoritaria-
mente resultado de la nitrificacion. De acuerdo con
lo reportado por Oertel et al. (2016), en lo referente
a la produccién de N20 proveniente del suelo, la
emision de este gas es Optima cuando el EPA es
de alrededor de 0,60.

Los resultados también concuerdan con
informes anteriores que indican que la humedad
del suelo es uno de los factores que desenca-
denan las emisiones de N20 en pastos tropicales
(Keller y Reiners 1994; Veldkamp et al. 1998), y
estas son mas bajas que las determinadas previa-
mente por Montenegro y Abarca (2001) en nuestro
pais, probablemente debido a que se utilizd6 una
fuente de N amoniacal como la urea.

En este sentido Klein et al. (2001), determi-
naron factores de emision de N-O de 0,1% -1,9%
(promedio 0,6%) cuando se aplicé urea como
fuente de N, y de 0,08% -12% (promedio 2,9%)
cuando se aplicé N como alguna forma de nitrato.
Del mismo modo, Eckard et al. (2003) informaron
que las pérdidas promedio de N20 fueron 12,9%
mayores con nitrato de amonio que con urea.

Segun parece, el fertilizante nitrogenado
basado en nitrato produce mayores emisiones de
N20 en relacion con las fuentes de N amoniacal
cuando se aplica al pasto en crecimiento activo, lo
cual podria ser el resultado de que el nitrato es un
precursor de este gas.
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Emision anual de N,O-N y factor de emision

La emision anual fue de 2,40+0,21 kg de N2O-N
ha' ano™, lo cual representa 0,41% del nitrdgeno
aplicado considerando tanto el proveniente de la
urea como de los purines. Este valor es inferior al
sugerido por el nivel | de la metodologia de célculo
de inventarios de gases con efecto invernadero
(IPCC 2006) para estimar las emisiones de 6xido
nitroso. Ello demuestra la importancia de desa-
rrollar factores de emision nacional, ya que los
mismos reflejan no solo el manejo implementado
en el sistema de produccion, sino también las
condiciones climo-edaficas del lugar donde se
desarrollan las actividades ganaderas.

La emision anual determinada en esta inves-
tigacion fue inferior al factor de emision suge-
rido por el IPCC (2006), situacién que coincide
con diferentes trabajos de investigacion. Por
ejemplo, Charles et al. (2017) en un analisis global
de factores de emision utilizando fertilizantes
quimicos determinaron valores menores del 1%
del N aplicado. Cuando se analizaron los resul-
tados de diversas investigaciones realizadas en
Nueva Zelandia por Weerden et al. (2016), donde
se aplicé urea y purines de manera conjunta, se
determiné que el valor promedio del factor de
emision fue de 0,46%. Similarmente, los resul-
tados de Klein et al. (2001), Galbally et al. (2005)
y de Harty et al. (2016) mostraron factores de
emision en el rango de 0,1 a 0,49% del N aplicado.

De acuerdo con Bouwman et al. (2002), el factor
de emisién sugerido por el IPCC (2006), se basa
en una serie de observaciones las cuales en su
mayoria (aproximadamente 75%) provienen de lati-
tudes media caracterizadas por climas de “verano
suave e invierno frio”. En consecuencia, este factor
proporciona estimaciones adecuadas de la emisién
de este gas para localidades particularmente en
esas latitudes, por lo tanto bajo las condiciones
climo-edaficas del tropico que son diferentes a
donde se determind el coeficiente, es probable que
los resultados al utilizar este factor no reflejen lo
que realimente ocurre en términos de emision.

Es por esta razén que los datos obtenidos
bajo las condiciones propias de cada pais, propor-
cionan mejor base para calcular las emisiones
y pueden contribuir a racionalizar el uso de los
fertilizantes nitrogenados cuando se asocian las
dosis de fertilizante aplicado con la produccion
de biomasa de las pasturas. Esto es apoyado por

el hecho de que datos disponibles de areas tropi-
cales indican que al utilizar el factor de emision
utilizado por el IPCC se sobreestima los flujos
medidos (Alves et al. 2010; Cruvinel et al. 2011).

La emisiéon de oxido nitroso fue baja en la
época seca y durante la transicién de la época
seca a la lluviosa. Las mayores emisiones se
presentaron durante la época lluviosa, lo cual
mostrd la influencia directa del nivel de humedad
del suelo en la emision. El patrén de emision
mostré que luego de los eventos lluviosos que
ocurrieron inmediatamente después del pastoreo,
la magnitud de la emisién disminuyé y se mantuvo
en valores basales luego de la segunda semana
de evaluacién. Esto es apoyado por la correlacion
positiva determinada entre ambas variables.

La determinacién de la emisién anual de N2O
por unidad de area para actividades productivas
desarrolladas bajo las condiciones agroecolégicas
propias de nuestro pais, contribuye notoriamente
a conocer con bajo nivel de incertidumbre, la
realidad del aporte de gases con efecto inverna-
dero que se derivan directamente de las activi-
dades pecuarias, que como se demuestra en la
presente investigacion, fue inferior al valor suge-
rido por el IPCC.

La utilizacion de factores de emision nacio-
nales, también permite que los inventarios nacio-
nales de gases reflejen tanto las condiciones
agroclimaticas en las cuales se desarrollan las
actividades agropecuarias como el manejo de las
mismas, lo cual no es posible con la utilizacién de
factores de emision generados en otras latitudes.

Adicionalmente, debido a los cambios estacio-
nales del clima durante el afno, se hace necesario
considerarlas cuando se cuantifica la emision de
GEl, ya que como se demostrd, la emisidn varia
sustancialmente entre épocas climaticas.

Finalmente, se recomienda realizar evalua-
ciones para determinar la respuesta de esta
mezcla de pastos a la fertilizacion nitrogenada,
de manera que se pueda recomendar la dosis de
nitrégeno en funcion de la cantidad de biomasa
requerida para las vacas en pastoreo y asi racio-
nalizar la utilizacién de este insumo. Esta podria
ser una estrategia para mejorar la eficiencia de la
utilizacion del nitrégeno y reducir las emisiones de
este poderoso gas con efecto invernadero.
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EFECTO DE SOLARIZACION BIOLOGICA CON
POLIETILENOTRICAPA SOBRE LA VIABILIDAD

DE QUISTES DE GLOBODERA SPP.

Ricardo Piedra Naranjo’

RESUMEN

Efecto de solarizacion bioldgica con polietilenotricapa sobre la viabilidad de quistes de Globodera
spp. La investigacion se establecio a altura de 3200 m s.n.m., en suelo de origen volcanico orden Andisol.
Una temperatura promedio de 3°C a 17°C, una precipitacion lluviosa de 2100 mm y 85% de humedad rela-
tiva. Su ubicacion esta 9°58.5812'|atitud norte, 83°49.7996 longitud oeste. Se evalud el efecto de la solari-
zacion bioldgica con polietilenotricapa para el control de quistes de Globodera sp. en una parcela con plas-
tico y otra parcela en descanso. Los resultados fueron analizados con la prueba t-Student al 0.05%. En
laboratorio se identificaron diferencias significativas entre las variables larvas y huevos por quiste y larvas y
huevos/g de suelo seco. Los meses que presentaron mayor temperatura fueron febrero, marzo, abril y mayo,
comprendiendo las horas entre las 10:30 a.m. y las 3:30 p.m. para un promedio de 39,20 °C. Los meses con
menores temperaturas fueron: junio, julio, agosto y octubre para un promedio de 19,20°C. En la parcela con
polietilenotricapa, se observé la eliminacion en la poblaciéon de arvenses y parcialmente el aporco o rema-
nente del cultivo de papa. El muestreo inicial en esta parcela en la variable de larvas y huevos/g de suelo
seco, fue de 93,00 y finalizé con 12,49. Para el caso del tratamiento sin plastico, las poblaciones de larvas y
huevos/g de suelo seco iniciaron con un 94,00 y finalizaron con 130,25. El andlisis microbiolégico demostré
que la parcela solarizada eliminé el patégeno Pythium sp, en parcela sin plastico finalizé con la presencia de
los microorganismos fitopatdgenos: Phytophthora sp., Pythium sp., Ralstonia solanacearum y Pseudomonas
sp. En general la parcela tratada con solarizacién demostré un efecto de eficacia de 87% en la viabilidad de
larvas y huevos por quiste.

Palabras claves: Polietilenotricapa, solarizacion, viabilidad, eficacia, larvas, huevos.

Key words: Polyethylenetricapa, solarization, viability, efficacy, larvae, eggs.

INTRODUCCION

En el afo 2016 el cultivo de papa en Costa
Rica alcanzé 97.979 toneladas y un area
sembrada de mas de 3.600 hectéreas. Por otro
lado, y segun, Avilés y Piedra (2016), los costos
totales para el establecimiento de papa mediante
el manejo convencional en Costa Rica rondan los
¢4.916.694,94 por hectarea. Las importaciones

para ese mismo afo no superaron el 3.12%. Este
cultivo es un alimento muy nutritivo; desempena
funciones energéticas, debido a su alto contenido
de almidon, y funciones reguladoras del orga-
nismo, por su elevado contenido de vitaminas
hidrosolubles, minerales y fibra. Se consideraba
que era un alimento nutritivamente pobre, pero en
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realidad aporta mas nutrientes que energia al orga-
nismo. En Costa Rica la mayoria de la poblacion
tiene acceso a este alimento, ya que se produce
durante todo el afno. Una hectarea de papa puede
rendir la misma cantidad de alimento que dos a
cuatro hectareas de granos basicos; ademas,
produce el doble de proteinas por hectarea que el
trigo (Espinoza 2014).

La papa al igual que otros cultivos no escapa
al ataque de plagas y enfermedades. Una de las
plagas mas importantes ha sido Globodera spp,
por ser una plaga cuarentenaria. En Costa Rica,
el primer registro de Globodera spp. fue en 1973,
cuando Ramirez y Bianchini, indicaron la presencia
de G. rostochiensis en 18 fincas ubicadas en
Cartago entre los afos 1972 y 1974. Sin embargo,
en los siguientes anos no se logré determinar su
presencia y las pruebas de patogenicidad en dos
variedades de papa fueron negativas (Humphrey,
2006). La plaga fue confirmada hasta enero del
ano 2005, en una investigacion realizada por el
Laboratorio de Nematologia de la Universidad de
Costa Rica, en una finca cultivada con la variedad
Floresta, ubicada en las cercanias del volcan Irazu
(Coto, 2005). Entre otras consideraciones de esta
plaga, en la actualidad existe una nueva especie,
G. ellingtonae, un estudio de sus caracteristicas
fue identificada y publicada en Oregén en 2014, G.
ellingtonae fue identificado en raices de papas del
norte de Argentina (Skantar el al, 2011).

Segun Franco (1986) la presencia del nema-
todo en cualquier region o pais conlleva a varias
consecuencias tales como: reduccion de rendi-
miento productivo en funcién de la poblacion del
nematodo, problemas comerciales entre paises,
tanto de papa comercial como de semilla certifi-
caday registrada, diseminacion a otras localidades
de produccion por falta de controles fitosanitarios
debido al comercio de semilla entre fincas, lo
cual favorece que la plaga se propague. Por otra
parte, los productores compran las semillas con
una calidad desconocida y en algunos casos, la
semilla ha sido sembrada sucesivamente, provo-
cando la degradacién de su calidad y haciéndola
mas susceptible al nematodo y degeneracién
por virus. Los nematodos de mayor importancia
en el cultivo de papa han sido Meloidogyne sp,
Globodera sp, y Praylenchus sp (Palomares et al.
2014; Luc et al 2005). De acuerdo con Crozzoli
(1994) las plagas agricolas como Globodera spp.

han tratado de ser controladas durante afios
mediante el uso de plaguicidas quimicos provo-
cando un fuerte impacto sobre los organismos
benéficos presentes en el suelo y el ambiente.

En la actualidad el uso de la solarizacion por
parte de los agricultores es sumamente bajo, la
mayoria de los técnicos y agricultores solo tienen
conocimiento parcial o no conocen la técnica de
solarizacion. Aquellos que han usado la solariza-
cién manifiestan que es una alternativa importante
y que da buenos resultados, pero sefialan algunas
limitaciones tales como: el alto costo del plastico,
tiempo de espera y en algunos casos efectividad
erratica en el control de malezas como C. rotundus
y los nematodos (FAO 1995). Existe un sistema de
solarizacion con cobertura hermética del suelo,
humedeciendo el suelo y posteriormente se pone
el plastico transparente UV, durante un tiempo
definido (Katan y DeVay, 1991).

La solarizacién se ha definido como el calen-
tamiento del suelo cubriéndolo con plastico trans-
parente durante un tiempo definido donde exista
una mayor radiacion solar, logrando asi, un incre-
mente en la temperatura que destruya microorga-
nimos patégenos que afectan cultivos agricolas,
las temperaturas pueden alcanzar de 45 a 55 °C
en capas superficiales y de 40 a 45 °C a 25 cm de
profundidad, tiene otra caracteristica que elimina
arvenses como efecto herbicida (Hernandez
2013). Otros estudios demuestran que algunos
organismos de suelo soportan temperaturas con
un umbral térmico cercano a los 37 °C, de tal
manera que usando solarizacidn puede cubrir
varias explotaciones agropecuarias en programas
de control de plagas y enfermedades (Stapleton
et al., 2000). Por otro lado, usando proteccion
vegetal o residuos vegetales, se puede obtener un
control bioldgico y cultural, de manera que es apli-
cable de forma manejo integrado y organica con la
soalrizacion (Arboleya et al. 2006).

Segun Davis (1991), la solarizacion puede
controlar una gama de organismos patégenos
de suelo como: Pythium ultimun, Pythium spp.,
Verticillium  alboatrum, Fusarium oxysporum,
Sclerotium rolfsii, Sclerotium cepivorum; entre
los nematodos Ditylenchus dipsacii, Meloidogyne
javanica 'y, entre las malezas, Poa annua,
Echinochloa crusgalli, Malva parviflora, Stellaria
media, Portulaca oleracea, Lamium amplexicaule,
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Chenopodium  album, Digitaria  sanguinalis,
Ipomoea spp., Amaranthus retroflexus, Anoda
cristata y Senecio vulgaris. Existen algunas
experiencias del control de nematodos fitopara-
sitos, solarizando por 50 dias con temperaturas
promedio de 60 °C se obvd un excelente control
(Bernal, 2005).

La biofumigacion con enmiendas organicas
junto con la solarizacién transforma gases y otros
productos de biodegradacién que pueden ser
utilizado como fumigantes para el control de los
organismos patégenos de vegetales, ademas
del poco impacto ambiental, contribuye que su
eficacia se incrementa cuando se incorpora dentro
de un sistema de manejo integrado de cultivos
(Bello 1998). En Costa Rica, como en muchas
otras partes del mundo, la solarizacién o calen-
tamiento del suelo por irradiacién solar mediante
el empleo de coberturas plasticas, se ha conside-
rado una alternativa no quimica importante en el
control de malezas y patégenos, especialmente
en almacigos. Esporadicamente la solarizacion
se ha utilizado también en cultivos de alta renta-
bilidad, en los que por alguna razén no se desea

aplicar plaguicidas. El método es poco utilizado,
ya que es desconocido por los agricultores. Las
investigaciones con esta técnica han sido diri-
gidas principalmente al control de algunos pato6-
genos y malezas en varios cultivos en almacigos
(FAO 1995).

La solarizacion debe tener algunas caracte-
risticas y se menciona dos principales: Una: la
temperatura del aire es mucho mejor en la época
seca o del aflo mas alta; otra caracteristica es la
humedad del suelo, necesaria para incrementar
la sensibilidad y conductividad térmica para el
control de los objetivos que queremos controlar
facilitando la actividad bioldgica. En el caso
de suelos de textura pesada (del tipo arcilloso,
limoarcillosos) es suficiente con un riego antes
de colocar el plastico. En otro contexto suelos de
textura liviana es importante hacer algun tipo de
riego antes de solarizar (Horiuchi, 1991). Por tanto;
se definié el objetivo de evaluar el efecto de la
solarizacion con polietilenotricapa contra pobla-
ciones de Globodera spp, en area infestada y con
historial de siembra consecutiva de papa.

METODOLOGIA

El estudio se ubico en la pastora provincia de
Cartago, una altura de 3200 m s.n.m. predomina
el Bosque muy humedo montano, el suelo es de
origen volcanico del orden Andisol. La tempera-
tura, precipitacion y humedad relativa promedio
anual es de 3°C a 17°C, 2 100 mm y 85%, respec-
tivamente. Su ubicacién es 9°58.5812'|atitud norte
83°49.7996" longitud oeste.

Area de estudio

Las parcelas evaluadas tenian un historial de
la plaga y siembras sucesivas del cultivo de papa.
El tamafo de cada parcela fue de 100 m? (figura 1
y 2). En cada parcela, los muestreos se realizaron
en forma de zigzag, con 10 submuestras para una

muestra compuesta, de la cual se analizaron 250
g para la extraccion de quistes. En la parcela con
polietilenotricapa para la toma de temperatura del
suelo, se utilizé una estacion portatil semi-auto-
matizada que registré datos diarios por debajo del
plastico a una profundidad de 15 cm (figura 1y 2)

En cada parcela se utilizaron 10 submuestras
por cada muestra, para su respectivo analisis.
Los resultados de la viabilidad de los quistes con
sus variables fueron analizados con la prueba
estadistica de t- Student. Los datos del software
fueron tomados durante los nueve meses, en un
rango entre las 10:30 a.m. y 3:30 p.m. Se tomaron
datos de la temperatura sobre el plastico y a 15
cm de profundidad. Los muestreos se realizaron
de febrero a octubre del 2018.
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Figura 1. Montaje de plastico en drea solarizada.

San Juan de Chicud, Cartago, 2018.

Figura 2. (A) Instalacién de Data-logger, toma de datos de temperatura a 15 cm del suelo.
(B). San Juan de Chicua, Cartago, 2018.

Extraccion de quistes

Para la extraccion de quistes de suelo se
utilizé el sistema de Fenwick modificado, Fenwick
(1940), Ostenbrink (1950). Este método consiste
en un embudo colocado sobre un recipiente el
cual en su parte ensanchada tiene un tamiz con
poros de 1 mm de diametro en la cual se depo-
sita la muestra de suelo. El instrumento es de
forma trapezoidal en su parte inferior. Presenta
los soportes del embudo y una aleta inclinada que
bordea el recipiente como collar, pero termina en
su solo conducto (figura 3A). La muestra al caer

al depdsito inferior del instrumento hace que los
residuos organicos precipiten al fondo y la materia
mas liviana flote, la cual es recogida por un tamiz
de 100 mesh, el cual tiene una abertura de 0,038
mm y un diametro de 0,035 mm.

Los residuos de suelo y quistes recogidos en el
tamiz de 100 mesh fueron transferidos a un baldn
aforado de 250 ml y llenado hasta la mitad con
agua. Se agité y se mezcld la muestra, después
se llend el balén por completo con agua. Se dejé
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en reposo durante un minuto para que los quistes
flotaran y el resto de materia organica precipitara.
Posteriormente, se vaciaron los quistes sobre un
papel filtro colocado previamente en el embudo
de manera que mientras se roté el balén, el mate-
rial organico no pasara al filtro. La muestra se
seco a temperatura ambiente entre los 24 y 25 °C.
Posteriormente, se extrajeron los quistes para su
conteo y analisis.

Prueba de viabilidad

Con los quistes extraidos, se les realizd la
prueba de viabilidad, que consistié en obtener el
promedio de huevos y larvas por quiste. Este se
efectud tomando 25 quistes, triturandolos con un
homogenizador. Luego se disolvié en un volumen
de agua de 50 cc, posteriormente, con una pipeta
se tomaron 3 cc para obtener el promedio de
huevos y larvas por quiste mediante calculo mate-
matico, como se indica en la siguiente férmula
para viabilidad de quistes:
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VT= Pro. 3ccxVol.H20:

Q

Donde:

VT= Viabilidad Total

Pro= Promedio de 3 alicuotas

Q= Numero de quistes

La identificacién de hongos y bacterias de

suelo, se utilizé los medios de PDA, AN, TZC,
BDK, CPGy AA.

Variables a evaluar

@ Poblacion inicial y final de quistes en 250 g de
suelo seco.

@ Viabilidad de larvas y huevos/g/quiste y larvas
y huevos/g/suelo seco.

® Temperatura sobre plastico y a 15 cm de
profundidad del suelo.

® Poblaciones de microorganismos de suelo
(microbiologia), inicial y final.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1y la Figura 3, presentan las temperaturas promedio de cada mes. Sobre el plastico a 15 cm
de profundidad, destaco, que los meses de mayor temperatura fueron febrero, marzo, abril y mayo, para un
promedio de 39,20 y de menor numero fueron: junio, julio, agosto, setiembre y octubre, con promedio de

19.09 °C.

Cuadro 1. Datos de temperatura (°C) sobre polietilenotricapa y a 15 cm de profundidad de suelo. San Juan
de Chicua. Cartago. 2018.

Febrero

Julio

Agosto

Setiembre

Promedio

Temperatura promedio
mensual sobre plastico

37,76
41,64
41,97
35,45
30,19
25,61
24,07
28,77
31,88

Temperatura promedio a
15 cm profundidad de suelo

18,53
23,01
23,92
19,38
18,82
17,61
17,38
20,32
21,32
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Figura 3. Promedio mensual de temperatura sobre el plastico y 15 cm de
profundidad el suelo solarizado. Datos tomados en durante horas de
10:30 a.m. a 3:30 p.m. durante nueve meses. San Juan de Chicua.
Cartago, 2018.

Los Cuadros 2, 3 y la Figura 6 presentan durante los muestreos ejecutados en ambas parcelas con y sin
plastico, durante el periodo comprendido entre febrero y octubre 2018. Los resultados de las medias de los
tratamientos en la variable larvas y huevos/g de suelo seco indicaron que el muestreo inicial en la parcela
con polietilenotricapa presentd una poblacién de larvas y huevos/g de suelo seco de 93,00, el muestreo final
concluyé con 12,49. Lo anterior muestra que el efecto de la solarizacion disminuyd la plaga por debajo del
umbral de dafo establecido (13 larvas y huevos/g de suelo) con un porcentaje de 87% menos en las pobla-
ciones. Por el contrario, la parcela sin plastico inicié con 94.00 y finalizé con 130,25.

Cuadro 2. Poblaciones de quistes y viabilidad durante los muestreos ejecutados en ambas parcelas con y
sin plastico. San Juan de Chicua. Cartago. 2018

Meses de

Larvas y huevos/ Total larvas y

Parcelas Total Quistes quiste S

L/h/g suelo seco

muestreo

1-Con plastico 186 125 23,250 93,00
Febrero
2-Sin Plastico 188 125 23,500 94,00
1-Con plastico 288 50 14,400 53,33
2-Sin Plastico 260 162,5 68,250 252,78
1-Con plastico 110 35,42 3.896 16,79
2-Sin Plastico 220 114,58 25.207 109,59
1-Con plastico 187 17,5 3,272 12,49

2-Sin Plastico 350 97,5 34,125 130,25
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En el Cuadro 3, La prueba de t-Student presentd diferencias estadisticas entre las variables larvas y
huevos/quiste y larvas y huevos/g de suelo seco, estas son quiza las variables mas importantes de la investi-
gacioén y en general para esta plaga.

Cuadro 3. Medias en la prueba de t-Student en parcelas con plastico y sin plastico.. Cartago, San Juan de
Chicua. Costa Rica. 2018.

192,75 254,50 0,2684 bilateral
56,98 124,90 0,0475* bilateral
11,20 37,77 0,0596 bilateral

Larvas y huevos/g de * ;
suelo seco 43,90 146,66 0,0451 bilateral

*Valores menores (<) al 0.05% tienen significancia segun prueba T de student.

En la Figura 4, se observan las dos parcelas con polietilenotricapa y sin plastico. En la parcela solari-
zada hubo una eliminacién de plantas arvenses, una reduccion muy importante del aporco o remanentes del
cultivo de papa.

Entre los aspectos relevantes, la parcela con polietilenotricapa obtuvo una disminucién de poblaciones
considerable en todas las variables en los diferentes muestreos. En la parcela sin plastico, en algunos meses
disminuyeron las poblaciones; lo anterior debido que, los nematodos como Globodera sp. (aunque no tengan
hospedero), siempre eclosionan respondiendo a los cambios de temperatura y humedad. Sumado a esto, los
exudados radicales de las arvenses (aunque estas no son hospederos como la papa), pueden disminuir sus
poblaciones. Sin embargo, las poblaciones se incrementan cuando brotan los remanentes de los tubérculos
y reinician su ciclo de vida. Lo anterior ocurrié en el tratamiento sin plastico, aun asi, sus poblaciones fueron
siempre altas (figura 4 B).

\ L |
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Figura 4. (A) Parcelas con polietilenotricapa. (B) Parcelas sin plastico al final del ultimo muestreo. San Juan
de Chicua, Cartago, Costa Rica, 2018.
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El Cuadro 4, presenta los resultados del andlisis microbioldgico de suelo, con respecto al muestreo inicial.
Se observé la presencia en ambas parcelas de los hongos fitopatégenos Pythium sp. y Fusarium sp. No se
observaron bacterias fitopatégenas. Los demas hongos identificados se consideran sapréfitos y no afectan a
los cultivos agricolas.

Cuadro 4. Muestreo inicial de microbiologia de suelos en parcelas con polietilenotricapa y sin plastico. San
Juan de Chicua Cartago, Costa Rica. 2018.

Descripcion de la muestra Bacterias

Hongos positivos en el medio de cultivo

Suelo con plastico

Pythium, Fusarium sp Mucor sp.,
Syncephalastrum sp.

Pythium sp., Trichoderma sp. Mucor sp.,

Crecimiento negativo de bacterias
fitopatégenas.

Crecimiento negativo de bacterias

Suelo sin plastico

Syncephalastrum sp. fitopatégenas.

El Cuadro 5, presenta el andlisis microbioldgico de suelo finalizada la investigacion. Indica que, en el suelo
con polietilenotricapa prevalece del hongo patégeno Fusarium sp. Es posible que la temperatura maxima que
alcanzo este tratamiento no afectara este microorganismo. Resalté que no hubo un crecimiento de bacterias
fitopatdgenas en la muestra del suelo.

Para el caso del tratamiento sin plastico, los hongos fitopatdgenos encontrados fueron: Phytophthora
sp., y Pythium sp., ademas, del crecimiento de bacterias Ralstonia solanacearum y Pseudomonas sp., estos
ultimos microorganismos afectan al cultivo de papa y son de importancia por el dafio que produce en la
reduccion de los tubérculos y pudriciones de los mismos, lo cual incide en su rendimiento.

Cuadro 5. Muestreo final de microbiologia de suelos en parcelas con y sin plastico. San Juan de Chicua
Cartago, Costa Rica. 2018.

Bacterias

Descripcion de la muestra

Hongos positivos en el medio de cultivo

Geotrichum sp. Fusarium sp. Mucor sp.,
Aspergillus sp.

Crecimiento negativo de bacterias

Suelo con plastico fitopatégenas

Crecimiento positivo de Bacterias
patégenas: Ralstonia solanacearum y
Pseudomonas sp.

Phytophthora sp., Pythium sp. Mucor sp.,

Suelo sin plastico Syncephalastrum sp.

los hongos patégenos Pythium sp. y Erwinia sp.,
los cuales afectan el rendimiento del cultivo de

Durante esta investigacion, las temperaturas
maximas promedio por mes, entre las 10:30 a.m. y

3:30 p.m., alcanzaron rangos mayores a los 35°C.
Hubo una reduccion de la plaga en la parcela sola-
rizada con polietilenotricapa. El muestreo inicial en
esta parcela con plastico evidencié una poblacion
de 93 larvas y huevos/g de suelo seco y finalizd
con 12,49. El efecto de la solarizacién disminuyé la
plaga por debajo del umbral de dafo establecido
(13 larvas y huevos/g de suelo) con un 87% de
reduccién de las poblaciones. En el caso del trata-
miento sin plastico, inicié con 94 larvas y huevos/g
de suelo seco y terminé con 130.25. También la
parcela solarizada con polietilenotricapa eliminé

papa, por otro lado, hubo un efecto total sobre
las arvenses y eliminacion parcial sobre el aporco
como remanente de siembras anteriores de papa.

Segun FAO (1995), el uso de la solarizacion por
parte de los agricultores es sumamente bajo, la
mayoria de los técnicos y agricultores solo tienen
conocimiento parcial o no de la técnica. Aquellos
que han usado la solarizacidon manifiestan que es
una alternativa importante y que da buenos resul-
tados, pero sefialan algunas limitaciones, como el
alto costo del plastico, el tiempo de espera y en
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algunos casos la efectividad erratica en el control
de malezas como C. rotundus y los nematodos.
Por otra parte, en Costa Rica, como en muchas
otras partes del mundo, la solarizacién o calen-
tamiento del suelo por irradiaciéon solar mediante
el empleo de coberturas plasticas, se ha conside-
rado una alternativa no quimica importante en el
control de malezas y patdgenos, especialmente en
almacigos. Esporadicamente la solarizacion se ha
utilizado también en cultivos de alta rentabilidad,
en los que por alguna razén no se desea aplicar
plaguicidas.

En esta investigacion, los meses de mayor
temperatura, sobre el plastico, fueron febrero,
marzo, abril y mayo, con un promedio de 39,20
°C y los de menor temperatura fueron junio, julio,
agosto y octubre para un promedio de 19.09°C.
En la prueba estadistica hubo diferencias signifi-
cativas al 0.05% entre las variables: total de larvas
y huevos/quiste y la cantidad de larvas y huevos/g
de suelo seco. Lo anterior fue menor a la parcela
con plastico. Con la parcela solarizada se deter-
mind la eliminacion de plantas arvenses y parcial-
mente de residuos del cultivo de papa. También y
de acuerdo con FAO (1995), el sistema de solariza-
cidén con cobertura humeda ayuda tener un mejor
efecto sobre la plaga y las malezas del suelo;
por tanto, en esta localidad donde se ejecutd la
investigacion los suelos son muy humedos y esto
ayudod a subir temperatura en la época seca para
un mejor control de la plaga en estudio.

El analisis microbiolégico de la parcela sola-
rizada con polietilenotricapa mostrd un efecto de
eliminacion del microorganismo patégeno Pythium
sp., que puede afectar el rendimiento del cultivo de
papa. Para el caso del tratamiento sin plastico, los
hongos fitopatégenos encontrados, al inicio y al
final, fueron: Phytophthora sp., y Pythium sp. y las
bacterias fitopatdégenas Ralstonia solanacearum
y Pseudomonas sp. Estos microorganismos,
en algunos casos, influyen en el rendimiento y

pudricion de tubérculos. Segun Arboleya et al.,
2006, algunos organismos de suelo soportan
temperaturas muy cercanas a los 37 °C. Lo ante-
rior, refuerza el efecto que tuvo el plastico polieti-
lenotricapa sobre Globodera si, porque, la maxima
temperatura llegd cerca a los 40°C. De igual
manera Stapleton et al., 2000, manifiestan que
esta técnica se puede utilizar en varios cultivos o
explotaciones agropecuarias y como ejemplo esta
técnica se puede utilizar en alméacigos de cebolla
para el control de patdgenos de suelo. De acuerdo
con Katan y DeVay (1991) la solarizaciéon es una
buena alternativa que da buenos resultados, pero
hay algunas limitaciones: el alto costo del plastico,
tiempo de espera y en particular este caso la topo-
grafia de los terrenos para poder tener cobertura
del suelo es muy dificil. Las investigaciones con
esta técnica han sido dirigidas principalmente al
control de algunos patdgenos y arvenses en varios
cultivos en almacigos. En Costa Rica y en especial
la zona norte de la provincia de Cartago la mayoria
de los productores dejan residuos de papa y esto
hace que se sigan reproduciendo plagas con el
nematodo Globodera spp.

En general, la variable viabilidad de larvas y
huevos/g de suelo seco presenté una eficacia
de un 87% en la parcela polietilenotricapa al
obtener una poblacién inicial de 93,00 larvas y
huevos/g de suelo seco y la finalizar con 12,49. De
acuerdo con Davis (1991), la solarizacion puede
controlar gran variedad de microorganismos
como: Pythium ultimun, Pythium spp., Verticillium
alboatrum, Fusarium oxysporum, Sclerotium
rolfsii, Sclerotium cepivorum; entre los nematodos
Ditylenchus dipsacii, Meloidogyne javanica y otras
malezas o arvenses. Lo anterior, le da validez a los
resultados, al demostrarse un control de Pythium
sp y un efecto sobre la viabilidad de quistes de
Globodera spp. Esta técnica es una opcion o alter-
nativa en areas pequefas y planas para obtener
semilla basica de papa y también servir, en sola-
rizar areas para semillero como la cebolla.
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INSECTOS PORTADORES DEL FITOPLASMA
ASOCIADO A LA ENFERMEDAD CUERO

DE SAPO EN EL CULTIVO DE YUCA'

Yannery Gomez-Bonilla®

RESUMEN

Insectos portadores del fitoplasma asociado a la enfermedad de cuero de sapo en cultivo de yuca. La
yuca es un cultivo de gran importancia para el pequefio y mediano productor de tropico hiumedo costarri-
cense. El fitoplasma 16SrllI-L se ha asociado con la enfermedad de Cuero de Sapo (CS) esta considerada
como una de las enfermedades mas limitantes para el cultivo de yuca, provocando pérdidas en el rendi-
miento del cultivo en mas de un 90%. El objetivo de esta investigacion fue identificar los insectos portadores
del fitoplasma en las principales areas donde se cultiva yuca en el pais. Este estudio se enfocé en el mues-
treo de insectos asociados al cultivo de yuca. Hubo una captura de 725 insectos, en la cual se identificaron
20 géneros de la familia Cicadellidae entre los afios 2017-2018. Las especies mas abundantes de cada uno
de los sitios visitados fueron Hortensia similis en un 30% y Macunola ventralis con un 22%, Agallia insta-
bilis, fue encontrada en un 19%, Acusoma sp. y Sibovia sp. que no se encontraron en tres sitios, pero se
contabilizaron en un 14% y 8% respectivamente, entre la region Huetar Norte y Caribe. Algunas de estas
especies dieron positivo como portadoras del fitoplasmas, lo cual pone en evidencia la necesidad de tener
un buen manejo de estas especies, ya que podrian llegar a ser posibles vectores de la enfermedad. Las
especies positivas a la presencia del fitoplasma fueron Hortensia similis, Macunola ventralis, Agallia instabilis,
Acusama sp., Agrosoma bisperella, Tylozygus fasciatus, Sterellus bicolor y Silovie sp, asi como algunas de las
raices muestreadas.
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INTRODUCCION

La yuca constituye un alimento basico en la
dieta de 17.8 millones de personas en el mundo
(FAOSTAT 2010) ademas de ser un cultivo indus-
trial con alto potencial, genera ingresos perma-
nentes para pequefios y medianos agricultores y
aporta al desarrollo social de las regiones donde
se cultiva. El Cuero de Sapo (CS) es considerado
como una de las enfermedades mas limitantes
para el cultivo de yuca, puesto que afecta direc-
tamente la produccién de raices, provocando
pérdidas en el rendimiento del cultivo del 90% o
mas (Pineda 1983; Calvert y Cuervo 2002). Estos
problemas se presentan debido al poco cono-
cimiento que se tiene sobre la etiologia de la
enfermedad, por consiguiente, de metodologias
eficaces para la deteccion de los posibles pato-
genos involucrados y de la seleccion de materiales
libres de la enfermedad en campo o invernadero.

Las raices de las plantas enfermas son
lefosas, de cascara gruesa, corchosa y quebra-
diza, las cuales presentan unas hendiduras en
forma de labios, que unidas entre si, semejan
una red o panal. Las raices pueden ser muy
delgadas, aunque no siempre, el grosor del tocon
y los tallos pueden ser muy gruesos. El aumento
del grosor en los tallos esta relacionado con la
falta de acumulacién del almidén en las raices,
los cuales por presentar un diametro grueso y
pueden ser seleccionados erroneamente por el
agricultor para reproducir semillas vegetativas.
En plantas severamente afectadas (45 a 60 dias
después de sembradas) se pueden observar
lesiones longitudinales caracteristicas en forma
de labio, localizadas en las raices. Los sintomas
de la enfermedad pueden manifestarse en todo el
sistema radical, en algunas raices o sélo en una
parte de la raiz afectada, por lo que las lesiones
caracteristicas se encuentran en la base de la raiz,
en su parte media, o en su parte apical (Alvarez et
al. 2010, 2009).

En cuanto al agente causal de esta enfer-
medad, se le ha asociado a un fitoplasma
(16SRIIIL), encontrado en Costa Rica y repor-
tado por (Pardo et al. 2015). Los fitoplasmas son
bacterias sin pared celular, pleomdérficos, con un
genoma muy pequefio (680-1600 Kb) y son trans-
mitidos por insectos que causan numerosas enfer-
medades de importancia econdmica y ecolégica

a especies de plantas en todo el mundo (Lee et
al. 2000; Alvarez, et al. 2009). Por lo general los
fitoplasmas se ubican en el floema de plantas
infectadas y en la hemolinfa de insectos vectores
(Contaldo et al. 2012). La lista de enfermedades
causadas por fitoplasmas (que en un principio
fueron atribuidas a virus) han ido en aumento y
son consideradas de valor ya que producen enfer-
medades en muchas especies de importancia
econdémica (Arismendi et al. 2010).

Los fitoplasmas son transferido entre plantas
por insectos chupadores de savia del floema
vectores de diferentes familias incluyendo
Psyllidae, Cicadellidae y Cixidae, en los que
se reproducen (Lee y Davis, 1992). La familia
Cicadellidae, la cual pertenece al orden Hemiptera,
suborden Auchenorrhyncha; se divide en dos
tribus Cicadellini y Proconiini (Nielson 1979).
Muchos de sus miembros se alimentan de areas
de cultivos o plantas asociadas a los mismos
(arvenses), son pocos los casos en los que causan
problemas directos en las regiones tropicales
(Saunders et al. 1998).

De acuerdo con Hill (1994), estos insectos
tienen tamanos variados que van desde 2 a 3 mm
hasta los 14 mm en algunas especies. Una de las
principales caracteristicas de este grupo es que
presentan una linea doble de espinas a lo largo
del borde exterior de la tibia posterior. Godoy et
al. (2006) advierte que la alimentacion de estos
insectos se basa principalmente de la savia de
las hojas y tallos de plantas, aunque reconoce
que pueden tener multiples hospederos; agrega
que su mecanismo de ingreso a las plantas es
por medio del estilete (una modificacién de sus
partes bucales chupadoras), al hacerlo se pone en
funcionamiento un musculo que bombea grandes
cantidades de savia de la cual extraen su alimento
y energia. Las especies que se alimentan de savia
del floema excretan un liquido azucarado y las
que se alimentan de la savia de la xilema excretan
grandes cantidades de agua (Brodbeck et al.
1995; Redak et al. 2004).

Se consideran como plaga debido a que
pueden actuar como vectores de patdgenos
(virus, bacterias, protozoarios). Indican (Alma et al.
2019), que la epidemiologia de las enfermedades
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asociadas al fitoplasma es una consecuencia de
la capacidad de los vectores en la adquisicion,
inoculacién, dispersion, supervivencia, rango
del huésped y colonizacién del habitat. Dentro
de la misma especie vectorial, la eficiencia de
adquisicion puede depender de la carga de fito-
plasma en las plantas de origen y del estadio de
vida de los vectores (ninfas versus adultos). En
esta primera fase de la investigacién, se pretende
identificar los insectos portadores del fitoplasma,

posteriormente, se espera contar con el medio
artificial donde se pueda reproducir el fitoplasma, y
determinar cudles de estos insectos son vectores
y transmisores de la enfermedad.

El objetivo de esta investigacién fue identificar
insectos portadores del fitoplasma asociado a la
enfermedad conocida como “Cuero de Sapo™ en
yuca.

MATERIALES Y METODOS

Identificar los insectos portadores del fitoplasma en los lugares donde se

cultiva yuca

Muestreo de insectos y raices

Durante los afios 2017 y 2018, se realizaron
muestreos en diferentes fincas, en al menos
dos fincas de las principales zonas yuqueras del
pais: Guatuso (mayo), Sarapiqui (junio), Upala
(julio), Pital (setiembre), Venecia (octubre), Cutris
(noviembre) todos estos en el afio 2017 y Fortuna
(marzo), La Tigra (abril), Los Chiles (mayo), Cariari
(junio), Santa Clara (julio) en el afo 2018. Esta
actividad fue continuacion del trabajo iniciado
en el afio 2014 (Alvarez et al 2015), en donde se
identificaron tres especies de posibles vectores
portadores del fitoplasma 16Srlll-L. Los mues-
treos fueron realizados en horas de la mafana
entre las 7am -12 m., el recorrido fue realizado en
una ha de terreno alrededor del cultivo de yuca, en
donde se caminaba pasando la red cerca de las
arvenses en forma de zigzag. En cada una de las
fincas se capturaron insectos y se seleccionaron
los adultos de la Familia Cicadellidae, se captu-
raron cientos de ninfas, las cuales no fueron iden-
tificadas ni analizadas, se separaron por especie,
género o familia y se guardaron en grupo por finca
en tubos de reaccion de 2 ml para ser preservados

en refrigeracion a -20 Celsius para su posterior
analisis molecular, en el cuadro 1 se muestra los
insectos capturados e identificados. Los insectos
capturados y que no se pudieron identificar fueron
refrigerados y no se les hizo el analices mole-
cular. De cada grupo de insectos se preservé uno
(si solo habian dos capturados, si habia mas se
guardan al menos dos insectos) en alcohol de
70% para su posterior identificacion taxondémica
por medio de claves taxondmicas Knight (2010) y
Maes & Godoy (1993).

Los insectos capturados con la red entomolo-
gica, fueron colocados en una bolsa plastica y se
introdujeron en una hielera a una temperatura de
entre 4-8 °C, para que los insectos se mantuvieran
quietos y evitar el dafo entre ellos. Los sitios de
muestreo fueron georeferenciados y visitados una
Unica vez durante todo el periodo del muestreo.
En algunas de las fincas fueron tomados muestras
de raices de yuca sin y con sintomas aparentes de
la enfermedad, se colocaron en una bolsa plastica
dentro de una hielera y posteriormente se mantu-
vieron a 4 °C hasta su analisis molecular.
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Analisis moleculares

Preparacion de las muestras

Cada raiz de yuca se lavé con abundante agua
de tubo y se cort6 en dos o tres pedazos, se partid
transversalmente a la mitad y se raspo la parte
central de la yuca con la ayuda de un bisturi, el
raspado fue depositado en un mortero estéril, se le
agregd nitrégeno liquido y se macerdé con el pistilo.
Para la extraccion del ADN y andlisis moleculares,
se tomaron dos muestras de 1 ml en un tubo de
reaccion de 1,5 ml. Los insectos se coloraron todos
los que habian de cada especie, por finca, dentro
del tubo de reacciéon de 2 ml, se les agregd nitro-
geno liquido y se maceraron con el pistilo. Para la
extraccion del ADN y andlisis de muestras molecu-
lares, igualmente se tomaron dos muestras de 1 ml
en un tubo de reaccion de 1,5 ml.

Procedimiento para la Extraccion de
ADN e identificacion de fitoplasma segun
protocolo de Alvarez et al. 2010.

Procedimiento para extraccion de ADN

Se preparé el buffer de extraccion,
mezclando: 0,4 ml de EDTA 0.5 M. 0,4 ml de
NaCl 5M y 3,096 ml de H,O destilada estéril.
Este buffer se guardd a 4 °C hasta su uso. A las
muestras preparadas, sé le adicioné 510 pL de
buffer de extraccion y 4uL de B-mercapto 14,4
M, el cual debe ser preparado en el momento de
la extraccién. Sé agitd la solucién en un vortex
por dos minutos y luego se le adicion6 90 pL de
SDS (dodecil sulfato sodico) al 10% y se agité en
vortex por dos minutos mas. Seguidamente, se
incubd a 65°C por 10 minutos. Luego se adiciond
150uL de acetato de potasio (pH 5,5) y se invirtio
el tubo de reaccién hasta homogenizar la muestra
y se dejé en hielo por 10 minutos. Pasado ese
tiempo, se centrifugd a 14.000 r.p.m por 10
minutos a 4 °C. Sé recogio el sobrenadante (+/-
600 pL) y se adicioné 0,5 volumenes de isopro-
panol 100% (frio). Se centrifugd a 14.000 rpm por
10 minutos. Se elimind el sobrenadante y se lavo
el pellet con 500 pL de etanol 70%. Se centrifugd
a 10.000 rpm por cinco minutos. Se elimino el
sobrenadante y se dej6 secar el pellet a tempera-
tura ambiente. Se re suspendi6é en 100 ul agua o
buffer TE y se refriger6 a -20°C hasta su uso.

Analisis por PCR anidado

Se empled la técnica de PCR anidado, se
prepard una mezcla de 12,5 pL de go taq master
mix 2X Promega, 0,5 puL de cada cebador, 9,5 uL
de agua y 2 yL de cada muestra de medio liquido,
para un volumen final de 25 pL.

Para la primera PCR, se utilizaron los ceba-
dores universales P1/Tint (Smart et al. 1996), los
cuales amplifican un fragmento de 1600 pares
de bases, ubicado en la regién 16S rDNA y parte
del 23S rDNA y para la segunda PCR (PCR 2),
los cebadores R16F2n/ R16R2 (Lee et al. 1993;
Gundersen et al. 1996) que generan un amplicon
de 1200 pares de bases, correspondiente a la
region parcial del 16S.

El perfil de amplificacién fue: desnaturaliza-
cion inicial a 94°C por un minuto y 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por un minuto, alineacion
50°C durante dos minutos y extensién a 72 °C por
tres minutos, seguido de una extension final a la
misma temperatura por 10 minutos.

Para la segunda PCR se tom6 1 pL del ampli-
ficado y se diluyd en 29 pL de agua. Ademas, se
utilizaron 2 pyL de cada cebador R16F2N/ R16R2,
ajustando con agua a un volumen final de 25 pL y las
mismas condiciones de temperatura de la PCR 1.

La tercera PCR especifica para fitoplasmas del
grupo lll, se realizé tomando un pL del producto
amplificado de la segunda PCR y se diluyé en 29
pL de agua. Posteriormente se utilizaron 2 pL de
los cebadores R16 (lll) F2/R16 (lll) R1 (Lee et al.
1994), que amplifican un fragmento de 800 pb del
gen 16Sr. El perfil de amplificacién Unicamente
cambio en la primera desnaturalizacion que fue de
dos minutos a 94°C.

Como control positivo de los experimentos,
se utilizé un tejido infectado de plantas de yuca,
proporcionados por el CIAT, se utilizd un solo
control negativo (agua para analisis molecular) y
dos muestras de cada una de las fincas, tanto con
sintomas y sin sintomas de la enfermedad.
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Electroforesis

Se usaron 7 pL del producto de amplifica-
cién para cargarlos en un gel de agarosa al 1%,
tefiido con SYBR safe (invitrogen) 4 pL/200cc
y se corrieron en electroforesis a 100 V por 140
minutos. Al finalizar la corrida se verificé con
transiluminador y se hizo registro fotografico
(Sambrook et al. 1989)

Analisis por PCR en tiempo real (qPCR)

Ademas de los PCR anidados, se utilizd otro
método de identificacién mediante PCR en tiempo
real, siguiendo la metodologia descrita por Alvarez
y Pardo (2013). La sonda y cebadores estan
basados en el gen 16Sr dentro de una regién de
1400 pares de bases que codifica para proteinas
de la subunidad 16S. Esta regién es altamente
conservada, presenta polimorfismos entre grupos
de fitoplasmas y tiene dos copias en el genoma
de cada célula bacteriana (Torres et al. 2005),
logrando mayor sensibilidad.

La sonda se encuentra en la posicidon 469 y
los cebadores en 416 (sentido) y 492 (antisentido),
logrando amplificar un fragmento de 72 pares de
bases. Se trabajo a una concentracion de 200 nM
para la sonda y los cebadores. Para las amplifica-
ciones de una regién del gen rp asociada con el
fitoplasma, se utilizaron placa 6ptica de 96 pozos
en un termociclador, con un perfil de amplificacion
de estandar Fast Two Step que consiste un ciclo
a 95°C por 10 minutos, un ciclo de 95°C por 30
segundos y 40 ciclos 60°C por un minuto. Para
la amplificacion de ADN del fitoplasma 16Srlll-L
se utilizé un volumen de 12 ul por reaccion
compuesto de 3 ul de ADN, 6.25 ul de SYBR Green
Master Mix (Promega), 0.5 ul de Sonda rplll-, 0.75
ul de cebador rplll-PF, 0.75 ul de cebador rpllIPR
y 0.75 H,0 molecular. Este analisis fue utilizado
solo en los dos primeros lotes, se envié a comprar
mas, pero el equipo se desconfiguro y no se pudo
utilizar mas para efectos de este trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificar los insectos portadores del fitoplasma en los lugares donde se

cultiva yuca

Hubo una captura de 725 insectos (cuadro 1),
de los cuales mas 600 fueron de la familia
Cicadellidae y fue a esta familia que se le dio prio-
ridad para su identificacion. Con la ayuda de las
guias taxondémicas, se logré identificar algunos
individuos hasta especie, otros insectos se identi-
ficaron hasta subfamilia y muchos no se pudieron
identificar (figura 1), se presentan las especies
capturadas y los lugares donde fueron captu-
rados. Esta es la familia mas grande del Suborden
Auchenorrhyncha y sus especies diseminadas en
areas templadas y tropicales del mundo (Knight
2010). Estos insectos también conocidos como
chicharritas pertenecen a una de las familias mas
diversas y se estiman 22000 especies distribuidas
en todas las regiones biogeograficas. La impor-
tancia fitosanitaria de los cicadélidos radica en
la transmision, dispersién y como reservorios de

patdogenos como los fitoplasmas, que causan
enfermedades en un amplio rango de plantas
hospederas (Blanco Rodriguez 2014).

En el cuadro 1, se muestran las especies
mas abundantes de cada una de los sitios visi-
tados, por ejemplo, Hortensia similis y Macunola
ventralis, fueron las dos especies presentes en
todos los lugares muestreados. H. similis fue
capturado en un 30% de los sitios, Blanco (2014),
reporta un 49% de captura en el pais. En el caso
de M. ventralis fue la segunda de mayor captura
con un 22%. Agallia instabilis se capturd en todos,
excepto en Cutris, con una abundancia total del
19%. Luego, en el caso de Acusoma sp. y Sibovia
sp. se encontraron en ocho de los once cantones
muestreados, con una abundancia de 14% y 8 %
respectivamente.
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Cuadro 1. Insectos capturados en las zonas de estudio. Los encontrados como portadores del fitoplasma se
marcaron como (+).2016-2017

e e
18 4 47 9 9 4 7 19 28 14 25 100
9 3 11 5 4 3 7 8 3 9 90
5 2 4 2 8 7 5 4 9 9 4 100
. - 9
4 3 5 7 5 14 5 7 73
7 2 2 4 3 6 1 64
5 2 8 7 12 3 2 64
3 4 6 4 5 13 64
1 9
e e
9
15 6 9 4 3 1 5 3 6 4 6

105 63 124 38 46 27 28 49 116 51 78 725



104 Gomez: Insectos portadores del fitoplasma asociado a la enfermedad cuero de sapo en el cultivo de yuca
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Figura 1. Fincas muestreadas de la region Huetar Norte, los puntos rojos sefalan las fincan donde se
encontré raices con la enfermedad de cuero de sapo. Costa Rica. 2018.

Los muestreos fueron realizados una sola vez,
por lo que cabe la posibilidad de que si se dieran
mas muestreos se puedan encontrar la mayoria
de estas especies en todos los yucales. De las
especies capturadas se encontraron alguna de
ellas positivas como portadoras del fitoplasma
(+), sehaladas en el cuadro 1 y 2. esto pone en
evidencia la necesidad de tener un buen manejo
de plagas, ya que las mismas se encontraron
en las arvenses de todos estos sitios. Aunque la
cantidad de fitoplasma que pueden portar estos
insectos es poca, a largo plazo podria ser signi-
ficativa, ya que poco a poco los yucales se van
a ir contaminando, (Bianco et al 2019) indica
que el uso de plantas huésped resistentes al
fitoplasma y de material libre de fitoplasma para

nuevas plantaciones podria representar un punto
de partida para el manejo de la enfermedad del
fitoplasma, ademas de la identificacién temprana
de plantas huésped infectadas e insectos vectores
representa herramientas necesarias para prevenir
epidemias de enfermedades. En algunos de los
lugares muestreados en esta investigacién donde
se encontraron insectos positivos, coinciden con
los reportados en (Pardo et al 2015), donde se
indica que Costa Rica, el fitoplasma del grupo
16Srlll-L fueron detectados en las localidades
de Aguas Zarcas, Pital, Los Lagos, La Merced,
Los Chiles, Alajuela, Fortuna y Guapiles y que
los sintomas de la enfermedad encontrado en
las raices mostraron una mayor gravedad de la
enfermedad.
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Analisis moleculares

Se analizaron muestras agrupadas en 12 lotes, los insectos colectados fueron identificados por especie,
género o familia (Cuadro 1 y 2). En la mayoria de las fincas se observaron plantas con la enfermedad de
cuero de sapo en diferentes grados de severidad y como se observa en este cuadro tres sitios fue donde se
encontré mayor cantidad de insectos positivos, como fueron Guatuso, los Chiles y Venecia. En el caso de
la especie H. similis y M. ventralis, se encontré en el 100% de los sitios muestreados, en Guatuso y Venecia
dieron positivo, como portadoras del fitoplasma, es un dato importante, porque la enfermedad se puede
seguir diseminando por medio de los insectos..

Cuadro 2. Insectos analizados con la técnica de gPCR y PCR, en los diferentes lugares donde se realizo el

muestreo.
T R

Upala +/2 8 raices 8/+ 2/+
8 raices 8/+ 8/+

H. similis + +

Guatuso +/4 T. fasciatus + +
Sterellus bicolor + +

Acusoma sp. + +
8 raices 8/+ 3/+

H. similis + +

Acusoma sp. + +

Guatuso a M. ventralis + +
Sibovie sp + +

Agrosoma bisperella + +

T. fasciatus + +

Typhlocybinae + +
8/raices 8/+ 3/+

H. similis + +

Agallia instabilis + +

M. ventralis + +

T. fasciatus + +

Guatuso +/4 Acusoma sp. + -

Gyponana + -

Acusoma sp. + +

Planicephala flaviacosta + -

Balclutha sp + +

Sterellus bicolor + +
Los chiles +/4 8/raices NO 5/+
La tigra +0y4 8/raices NO 1/+
La tigra 2 8/raices NO 8/-
Los chiles +/4 8/raices NO 8/-
La Fortuna 2 8/raices NO 8/-

Comocephala dyeri NO -
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Sitios Severidad No. Insecto/raiz Q PCR PCR
Agallia instabilis NO +
Graminella sp. NO -
Balclutha sp NO +
Guatuso i Draeculocephala NO -
Stictolobus sp NO -
M. ventralis NO -
Acusoma sp. NO -
Sibovie sp NO -
Plesiomnata corniculata NO -
H. similis NO -
Acusoma sp. NO -
Stictolobus sp NO -
Upala o M. ventralis NO -
T. fasciatus NO -
Draeculocephala NO -
Eucelis sp NO -
Sindelphax fallas NO -
Delphacidae NO -
Venecia +/4y5 8/raices NO -
Pital - 8/raices NO -
Venecia - 8/raices NO -
Venecia +/4y5 8 /raices NO -
Venecia +/4 8/raices NO -
Pital +/3 8/raices No -
8/raices NO -
Sarapiqui - Agallia instabilis NO -
Acusoma sp. NO -
Plesiomnata corniculata NO -
Balclutha sp NO -
M. ventralis NO -
Typhlocybinae NO -
Balclutha sp NO -
Agrosoma bisperella NO -
H. similis NO -
venecia - M. ventralis NO -
Sibovie sp NO -
Sindelphax fallas NO -
Cyrpoptus suavis NO -
Comocephala dyeri NO -
Pentatomidae NO -
Acusoma sp. NO -
Sarapiqui - 8/raices NO -
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Sitios Severidad No. Insecto/raiz Q PCR PCR

H. similis NO -

Agrosoma bisperella NO -

Sranctonus NO -

Pentatomidae NO -

Venecia i M. ventralis NO -
Agallia instabilis NO -

Balclutha sp NO -

Typhlocybinae NO -

Sibovie sp NO -

Pentatomidae NO -

H. similis NO +

M. ventralis NO +

Sindelphax fallas NO +

Venecia ay5 Comocephala dyeri NO +
Balclutha sp NO +

Graminella sp NO +

Typhlocybinae NO +

Sibovie sp NO +

Draeculocephala NO -

Acusoma sp. NO -

M. ventralis NO -

La Fortuna +/2 H. similis NO -
Pentatomidae NO -

Agallia instabilis NO -

Comocephala dyeri NO -

Pentatomidae NO -

Los chiles +/4 Typhlocybinae NO -
Typhlocybinae NO -

Acusoma sp. NO -

Agallia instabilis NO -

La tigra o Pentatomidae NO -
M. ventralis NO -

H. similis NO -

Graminella sp - -

Pentatomiadae NO -
Los chiles +/4
M. ventralis NO -
M. ventralis NO -
Sibovie sp NO -
Pentatomidae NO -
Acusoma sp. NO -
La tigra +0y4
Delphacidae NO -
Agallia instabilis NO -
H. similis NO -
Agrosoma bisperella NO -
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Sitios Severidad No. Insecto/raiz Q PCR PCR
Santa Clara +/4 T. fasciatus NO -
Agrosoma bisperella NO -
Stictolobus sp NO -
Sarapiqui +/1 4/raices NO -
Sarapiqui +/8 8/raices NO -
Sarapiqui +/1 4/raices NO -
Planicephala flaviacosta NO -
Typhlocybinae NO -
Venecia +/4y5 H. similis NO -
Sindelphax fallas NO -
Balclutha sp NO -
Typhlocybinae NO -
Venecia +/4y5 H. similis NO -
Pentatomidae NO -
Agallia instabilis NO -
Sindelphax fallas NO -
M. ventralis NO -
Pentatomidae NO -
Typhlocybinae NO -
Pital +/3 Balclutha sp NO -
Agallia instabilis NO -
Sibovie sp NO -
Acusoma NO -
H. similis NO -
Guapiles _ |1n2(/[i2[|2)ntas NO -
Los chiles +/4 4/raices NO -
Los chiles +/4 4/raices NO -
Guatuso +2y4 8/raices NO -
San Carlos +/4 8/raices NO -
Guatuso +/2 8/raices NO -
San Carlos +/4 8/raices NO -
San Carlos +/4 8/raices NO -
+/4 8/raices NO -
+/4 8/raices NO -
+/4 8/raices NO -
+/4 8/raices NO -
Cutris Comocephala dyeri NO -
H. similis NO -
Balclutha sp NO -
M. ventralis NO -
Sibovie sp NO -
Typhlocybinae NO -
Sindelphax fallas NO -
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Sitios Severidad No. Insecto/raiz Q PCR PCR
Agallia instabilis NO -
Acusoma sp. NO -
Sranctonus NO -
T. fasciatus NO -
Graminella NO -
Sibovie sp NO -
Sarapiqui +/4
Balclutha sp NO -
M. ventralis NO -
Plesiomnata corniculata NO -
Pentatomidade NO -
Comocephala dyeri NO -
H. similis NO -
T. fasciatus NO -
Graminella NO -
Sarapiqui +/2 Pentatomidade NO -
Typhlocybinae NO -
H. similis NO -
Plesiomnata corniculata NO -
Acusoma sp. NO -
Agrosoma bisperella NO -
Sibovie sp NO -
Sterellus bicolor NO -
Sarapiqui +/1
Acusoma sp. NO -
H. similis NO -
Typhlocybinae NO -
M. ventralis NO -
Agrosoma bisperella NO -
Acusoma sp. NO -
H. similis NO -
Sarapiqui +/1
Sibovie sp NO -
M. ventralis NO -
VALENCIA 12 MUESTRAS NO +
Los chiles 5 SENORITA 14 MUESTRAS NO +
Delphacidae NO -
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El analisis de PCR en tiempo real, segun
lo indicado por Alvarez et al. (2010), al ser mas
sensible, puede amplificar hasta 1000 veces mas
que el PCR convencional, de ahi que la reaccion
se encuentra en un rango exponencial y puede
alcanzar un umbral definido. Se hace la obser-
vacién que solo en los dos primeros lotes hubo
analisis con la reaccion en cadena de la polimeraza
en tiempo real (QPCR) y es donde se dieron mayor
cantidad de positivos y por ende mayor cantidad
de especies de cicadellidos portadores del fito-
plasma (Cuadro 2), mientras que algunas otras
especies fueron negativos. Para estas muestras el
umbral fue de Ct 24-35, considerados como posi-
tivos, o sea que el fitoplasma esta presente, fue
el caso de Hortensia similis, Tylozygus fasciatus,
Macunola ventralis, Acrosoma bispinella, Silovia
sp., Sterellus bicolor, Acusama sp., Agallia instalis
(figura 2). Las tres primeras especies (H. similis, T.
fasciatus y M. ventralis) coinciden con el informe
donde se reportan como positivos y posibles
vectores del fitoplasma 16SrllI-L analizados en el
CIAT (Alvarez, et al. 2015).

Se continuaron los analisis con el PCR anidado,
realizando tres etapas del PCR, para determinar la
presencia del fitoplasma. La cantidad de fitoplasma
en cada uno de los insectos es poca, y por cada
PCR se va aumentando la cantidad de fitoplasma
presente. Los resultados de los andlisis dieron
positivo para las especies portadoras del fito-
plasma para Macunolla ventralis, Hortensia similis,
Acusana sp., Sibovia sp., Agallia sp., Tylozygus
fasciatus, Agrosoma bispinella, Sterellus bicolor
(Figuras 3 y 4). De las raices analizadas, se inclu-
yeron en diferentes grados de severidad, y aunque
a la vista con sintomas caracteristicos de la enfer-
medad en con el PCR anidado no dieron positivos.
Lamentablemente no se pudo avanzar en esta
investigacion para poder demostrar que estos
insectos son vectores, ya que (Contaldo et al 2016
y Betancourth et al 2019), lograron por primera vez,
en el mundo, que se consolidara la informacion
suficiente, donde los aislamientos del fitoplasmas
se pueden reproducir en un medio artificial. Al tener
este gran logro posteriormente se pueden realizar
las investigaciones para poder probar que estos
insectos pueden llegar a ser vectores.

Hortensia similis

)

Macunola ventralis

Acusana sp

Agallia sp.

.

Sterellus bicolor

N\

Agrosoma bispirella

Tylozyqgus fasciatus

Sibovia sp.

Figura 2. Especies de Cicadellidae que fueron positivos como portadores del fitoplasma que produce la
enfermedad de cuero de sapo. Costa Rica. 2017-2018.
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Figura 3. Electroforesis del PCR 3, mostrando los positivos de las especies de insectos portadoras. Las
muestras del 1-19 corresponden a raices de diferentes fincas con diferentes grados de severidad
de 2-4, las muestras 20 y 21 corresponden a Macunola ventralis, 22 y 23 a Hortensia similis, 26 'y 27
a Acusana sp., 28 y 29 a Sibovia sp., 30 y 31 a Agallia sp., 32 y 33 a Tylozygus fasciatus, 34y 35 a
Agrosoma bispinella, (+ es el positivo), (- negativos). M: marcador de peso molecular, (Hyper ladder
Il (bioline) 100 lanes.

M 12 345 6 7 8910111213141516 17 18 19 20

800 pb Slos & (S
M 2021 22 23 2425 2627 28 29 3031 32 33 3435 + -

Figura 4. Dos salidas de electroforesis de diferentes muestras, con salida del PCR3, donde algunas dieron
positivo, algunas muestras corresponden a insectos que fueron positivos 5- Macunola ventralis,
8- Acusana sp, 10- Agallia sp, 12-13 Hortensia similis,16 -17 Agrosoma bispinella, 23-Tylozygus
fasciatus, + es el positivo. M: marcador de peso molecular, (Hyper ladder Il (bioline) 100 lanes.
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Los fitoplasmas son transmitidos por insectos
del Orden Hemiptera y las familias Cicadellidae,
Cixidae, Cercopidae, Psillidae y Fulgoridae. Estos
se multiplican en el interior del insecto y persisten
hasta su muerte. Aunque no se transmiten a la
descendencia, se ha podido demostrar la trans-
misién vertical de los fitoplasmas que transmiten
la flavescencia dorada (Flavescense dorée, FD)
y la hoja blanca de la cafia (Sugarcane white
leaf) SWL en los vectores Scaphoideus titanus
Ball (Gaur et al. 2008) y Matsumuratettix hiro-
glyphicus, Matsumura (Gomes et al. 2004). Los
insectos que llegan hasta el floema de la planta,
principalmente los saltahojas como el saltahoja
de la papa (Emposca fabae) y el saltahoja del
Aster (Macrosteles quadrilineatus), transmiten los
fitoplasmas de planta a planta (Davis et al. 2015)
También han sido identificadas ciertas especies
de la familia Pyllidae como vectores transmisores
de enfermedades causadas por fitoplasmas
como el amarillamiento de frutas de hueso
Stone fruit yellows (Arocha and Jones 2008) y la
proliferacion de la manzana (Apple proliferation)
(Bernamini et al. 2002a). Se caracterizaron a
nivel molecular fitoplasmas en zanahoria, repollo
y cebolla identificando al 16Srll-D y resultaron
positivos también los insectos Empoasca spp. O.
albicinctus, A. bigutula Nervosa spp. (Sharif et al.
2019). En la investigacion de (Zambon et al 2019),
lograron identificar tres especies de fitoplasmas
en el cultivo de la vid portados en dos especies
de insectos.

Una de las especies capturadas, pero no
fue positiva en nuestro caso, es de suma impor-
tancia en el seguimiento en las zonas yuqueras es
Scaphytopius sp. (figura 5). Esta fue identificada
como el agente causal del “Cuero de sapo”, en
Colombia (Alvarez et al. 2010).

Figura5. Género Scaphytopius sp. se encontrd en
la Regién Huetar Norte. Costa Rica. 2019.

Es posible que la diseminacién inicial de la
enfermedad de “Cuero de sapo” a la Region
Caribe se debi6 al traslado de semilla contami-
nada de la Region Huetar Norte, la cual fue repor-
taba desde 1997. Por lo tanto, se recomienda a
los productores no cosechar ni acarrear semilla
de esta regién, por el contrario, se les insta a
producir su propio material y preferiblemente en
sus propias fincas.

La baja proporcion de insectos portadores
encontrada (menor al 1%) concuerda con lo
registrado en numerosos estudios a campo de
fitoplasmas. Por ejemplo, sélo del 1-40% de los
individuos de Cacopsylla pyricola (Foerster) eran
portadores del fitoplasma del “declinamiento
del peral” (Musetti et al. 2005), el porcentaje de
Macrosteles quadrilineatus (Forbes) portadores
del fitoplasma del “amarillamiento del aster” fue
de 3 a 5% (Prince et al. 1993) y Perilla (2013)
hallaron solamente el 3% de los especimenes de
Dalbulus maidis portadores del fitoplasma causal
de Maize bushy Stunt. Por lo tanto, debido a la
baja cantidad de individuos recolectados de las
restantes especies, no puede descartarse que
estas puedan ser vectores del fitoplasma causal
del “cuero de sapo”.
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PRODUCCION DE PLANTULAS DE
YUCA BAJO LA TECNICA DE SISTEMA

AUTOTROFICO HIDROPONICO (SAH)'
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RESUMEN

Produccion de plantulas de yuca bajo la técnica de Sistema Autotréfico Hidroponico (SAG). La semilla
es factor fundamental para garantizar la calidad y la productividad de un cultivo, asi la obtencion de semilla
de calidad esta directamente relacionada con una mayor produccion. Con la multiplicacion de plantas in vitro
en la fase de endurecimiento se tenian pérdidas de 95-99 % de las plantulas. Este trabajo consistié en utilizar
la técnica de Sistema Autotréfico Hidropodnico (SAH) aplicarla en yuca para lograr una mayor sobrevivencia
de las plantas. El ensayo fue realizado en la Estaciéon Experimental Los Diamantes en tres afos, donde se
evaluaron en laboratorio, invernadero, vivero y campo la sobrevivencia y produccion de plantas de yuca. En
ese periodo se ajustoé los tiempos de cada una de las fases y se determinaron los rendimientos. Los resul-
tados obtenidos en el presente proyecto fueron los siguientes: 1) Se logré con la técnica que el 98% de las
plantulas sobreviviera en la fase de endurecimiento. 2) Las plantulas adoptando esta técnica tendran (los
cuidados de riego, fertilizacion y aplicacion de plaguicidas para el combate de plagas y enfermedades que
se pudieran dar en el lugar 3) Las plantas in vitro y en multiplicacién por SAH en campo en comparacion con
la estaca normal (40 cm), tiene un excelente desarrollo y su rendimiento es superior, 4) Se comprobé en el
campo que las mini estacas de 2-3 nudos tienen un buen rendimiento y desarrollo, comparable con la estaca
normal, 5) Se validé y dio seguimiento en el campo la segunda siembra de la semilla producida in vitro, con
excelente rendimiento y produccién de raices, lograndose un 98% de plantas adaptadas en campo.
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INTRODUCCION

La yuca es un cultivo de gran importancia
para el pequefio y mediano productor de tropico
humedo costarricense. Las principales zonas
productoras de este cultivo son la Region Huetar
Norte, (San Carlos, Los Chiles y Upala) y la
Region Huetar Caribe (Pococi y Guacimo). El area
sembrada de yuca pasé de 3.092 a 9.000 ha en
un lapso de 17 afos (1990 a 2007), alcanzando
su maximo pico en el afio 2005, con 15.000 ha
(INEC, 2015).

Para que una semilla realmente tenga impacto
en la agricultura, es necesario que, ademas de ser
de alta calidad y de una variedad mejorada, sea
usada extensamente por los agricultores, de esta
manera aumentara la produccién, ayudara a un
uso mas eficiente de insumos debido a una mayor
uniformidad de emergencia y vigor de plantas, y
mas si se trata de un cultivo como la yuca que se
multiplica en forma vegetativa a través de esta-
cas-semilla. Si bien es cierto esta forma de multi-
plicacién es una ventaja ya que permite mantener
las caracteristicas propias de la variedad por
generaciones, tiene la desventaja que es una
fuente eficaz para la diseminacién de plagas y
enfermedades que afectan grandemente al cultivo
de yuca (Velasquez Carrera, 2018).

Con el desarrollo de sistemas de propagacién
clonal en los laboratorios, como es la técnica de
propagacion in vitro, se puede eliminar la planta
algunas de enfermedades (sobre todo bacterias
y virus) mediante diversas técnicas como termo-
terapia y poner a disposicion de los agricultores
material de siembra limpio sano y certificado con
la seguridad de que: (1) las plantas estaran libres
de enfermedades, (2) corresponde al clon o la
variedad que se necesita, (3) se evitan confusiones
0 mezclas entre variedades y (4) en la cosecha
se obtendra una mejor produccién. Actualmente
se cuenta con la microprogacion por medio de
la produccion in vitro de plantulas de yuca, sin
embargo, esta metodologia necesita equipo
especial, los medios de cultivo estan expuestos
a contaminacion por lo que se debe seguir una
rigurosa esterilizacion y la climatizacién de las
plantulas a condiciones fuera del laboratorio es
dificil (FAO 2007).

Roosevelt et al. (2012) destaca que “la técnica
del cultivo de tejidos consiste en tomar de una
parte de una planta (tallos, ramas, hojas, raices,
etc.) porciones de tejido u érganos (diferenciados
0 no), los cuales se colocan en un medio nutritivo
especial, bajo condiciones controladas de luz y
temperatura para que continden su desarrollo,
tal y como lo hacia en la planta “madre”. Para
lograr este crecimiento y desarrollo se debe elim-
inar la microflora contaminante externa (hongos
y bacterias entre otras), mediante un proceso
conocido como des-infestacién, para evitar que
sigan creciendo en el medio de cultivo; si no se
controlan estos contaminantes podrian matar el
tejido vegetal usado para iniciar el proceso. Por
este motivo, es necesario siempre mantener los
cultivos de tejidos libres de contaminantes, o sea,
en forma aséptica”. Sin embargo, los laboratorios
tienen grandes problemas en la fase de endurec-
imiento de la plantula de yuca ya que se pueden
tener pérdidas de 95-98%.

Otra técnica de propagacion es Sistema
Autotréfico Hidropdnico (SAH), desarrollado por
el (INTA de Argentina y SAH Tecno) que se utiliza
en el cultivo de papa, como parte de su proceso
de multiplicacion acelerada de plantulas para la
produccion de semilla élite. Con esta técnica no se
requiere de equipo especial para la produccién de
las plantulas, y se da una reduccion de pérdidas
por contaminaciones, ademas este tipo de repro-
duccién produce plantulas mas rusticas ya que
desde que estan en crecimiento ya estan fotosin-
tetizando, por lo cual se espera una disminucion
de pérdida al trasplante, esta técnica produce un
incremento exponencial, mayor cantidad de plan-
tulas en menor tiempo. Estas plantulas seran de
mayor tamafo, mejor funcionamiento fisioldgico
y crecimiento uniforme (Riato et al. 2018). El
Sistema Autotréfico Hidropdnico (SAH), consiste
en reproducir las plantas in vitro, mediante la corta
de esquejes, los cuales se colocan en un sustrato
libre de patdégenos, en cajas con una solucién
nutritiva hidropdnica. Esta técnica tiene la ventaja
de que las plantitas estan foto sintetizando desde
un inicio y la planta se mantiene en el mismo
sustrato.
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Siendo el medio de reproduccion de yuca, la
estaca-semilla, un factor fundamental para garan-
tizar la calidad y la productividad de un cultivo, la
siembra de estacas de mala calidad puede perju-
dicar una siembra, aun cuando las demas condi-
ciones sean favorables al cultivo. Asi, la obtencién
de estaca-semilla de calidad esta directamente
relacionada con una mejor produccion y esta

técnica nos puede garantizar una micro propa-
gacion masiva del cultivo de yuca.

Objetivo general

evaluar técnica del SAH para la fase de endu-
recimiento en plantas in vitro de yuca.

MATERIALES Y METODOS

Comparar la produccion y multiplicacion de plantulas de yuca por medio de la
técnica SAH e in vitro en la fase de endurecimiento en el laboratorio

Este trabajo de investigacion fue desarrol-
lado en la Estacién Experimental los Diamantes,
contando con la ayuda y colaboracién de todo el
equipo de trabajo del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos y el Coordinador de la Estacion.

Se tomaron plantas de cultivo in vitro de los
frascos (con al menos una buena hoja y vigorosas
como para la corta del esqueje) y se colocaron
sobre la toalla humeda (esterilizada). Se realizd
el corte de las plantulas con bisturi para obtener
los esquejes apicales, medios y basales (se
recomienda con dos nudos). Estos ultimos incluyen
parte de las raices que deben de estar libres de
agar. Se plantaron 20 esquejes por caja plastica
de 40x20x10 cm, con sustrato de turba, se regd
con una solucién nutritiva hidropdnica y se dejo
reposar hasta que se absorbié. Posteriormente
se realiz6 un pequeno hoyo en el sustrato con la
punta de un Iapiz, se tomd el esqueje con la pinza
y se planta aplicando una leve presién. Las cajas
permanecieron cerradas durante tres semanas y
se mantuvieron a 24 °C con 16 horas de luz 'y 8 de
oscuridad.

Luego, las cajas se sacaron del laboratorio
y se llevaron al invernadero, con ayuda de una
cuchara, se extrajeron las plantulas de la cajay se
colocaron en bolsas de plastico de dos kg llenas
con 2:1 arena-tierra, fueron previamente coladas,
esterilizadas y mezcladas. A estas plantas se les
nombré como plantas (madre), cada planta fue
tapada con un vaso plastico transparente, para

ayudar a mantener la humedad relativa. Este vaso
se dejo por 7-8 dias, luego se retird y se dejé la
planta en el invernadero por 3-4 semanas. Se
evalud el numero de plantas sobrevivientes.

Las plantulas de yuca, después de retirar
el vaso, se dejaron en el invernadero de 4-5
semanas, hasta que ellas estén bien ancladas vy
endurecidas. Se hizo la primera aplicacion de dos
gramos de fertilizante 10-30-10 y riego dia por
medio o segun las condiciones ambientales.

Al cabo de este tiempo, las plantas fueron
pasadas al vivero, las que se observaron muy
pequenas o faltas de desarrollo, se dejaron en
el invernadero un par de semanas mas y luego
se pasaron al vivero. Las plantas en el vivero a
los 6-8 semanas, crecieron aproximadamente un
metro. En este tiempo se les aplicod fertilizante
foliar y fungicidas e insecticidas por los posibles
ataques de plagas y enfermedades. Las plantas
fueron cortadas con tijera de podar sobre la base
a dos nudos. Las plantas se llevaron al inverna-
dero, donde se les quitaron las hojas y se cortd
estacas de 3-4 nudos, se introducen en una
solucioén enraizadora por dos minutos y luego se
sembraron en bolsas de un kg de mezcla de 2:1
de tierra y arena, descrito anteriormente. A todas
las plantas cortadas (plantas hijas) se les hizo apli-
cacién de fungicidas para curar la herida hecha.
Estas plantas se dejaron en el invernadero por 3-4
semanas, para luego ser llevadas al vivero para su
desarrollo.
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Las plantas del vivero se les hizo cortes en
el tiempo, segun necesidad de plantas a multi-
plicar, se continué con aplicaciones de abono
foliar, fungicidas e insecticidas, hasta ser llevadas
a campo. Las plantas hijas crecidas en el vivero,
también se les hizo uno o mas cortes para sacar
otras plantas hijas, les tomé unas 4 semanas
desarrollarse para ser llevadas a campo.

Las plantas hijas después de al menos 4
semanas de estar en el invernadero se llevaron
nuevamente al vivero. Las plantas en el vivero,

no se dejaron crecer mucho tiempo, porque se
vuelcan. Al volcarse de los entrenudos salen
nuevos brotes, que son muy débiles, ademas
del peligro de que se llenan de diferentes enfer-
medades. Todas las plantas que fueron cortadas
se le aplicod fungicida a la herida para evitar la
entrada de enfermedades. Las plantas del vivero
que son llevadas a campo, lo ideal es que tengan
un tamafo de 20-30 cm, ya que por el transporte
se maltratan mucho y se corre el riesgo de que la
planta se quiebre y se quiebren las hojas.

Comparar rendimientos con las diferentes técnicas de multiplicacion de

plantas de yuca en campo

Se realizd un ensayo de campo, para la
comparacion del desarrollo y el rendimiento de difer-
entes técnicas de multiplicaciéon de plantas de yuca.

Este ensayo fue sembrado en un disefio de
bloques completos al azar, para comparar los
rendimientos de las diferentes técnicas de multi-
plicacion de las plantas y su desarrollo. Los trata-
mientos evaluados fueron:

1. Micro propagacion in vitro (primera siembra
=S1).

2. Micro propagacién con la técnica SAH
(primera siembra =S1).

3. Macro propagacion por mini estacas (estacas
2-3 nudos). Estacas de la estacidén (octava
siembra =S8).

4. Macro propagacion por mini estacas (estacas
2-3 nudos). Estacas Agricultor de Cariari (sin
conocimiento del numero de siembras).

5. Testigo relativo: Macro propagacion por medio
de estacas de 30-40 cm (5-9 nudos) S8.

Las variables que se evaluaron fueron:

A. Numero de plantas que sobreviven

B. Medicion cada mes de grosor y altura (5
plantas por repeticién).

C. Rendimiento:
1. Numero de raices
2. Peso de raices por planta

Diseiio experimental

Bloques completos al azar. Cinco trata-
mientos y cuatro repeticiones, en cada repeticion
se sembré un total de 20 plantas. Las plantas
fueron sembradas en lomillo a 0.5 cm y entre
surcos a1 m.

Para la siembra de los tratamientos 1 al 2,
se hizo hueco en el surco, se quitd la bolsa y
se sembraron con todo y la tierra que trae, se
presiond un poco para buen anclaje de la planta
al suelo. En el caso de la mini estaca, estas fueron
cortadas 15 dias antes de la siembra, cada dos
nudos y fueron sembradas en bolsas con la tierra
preparada de manera vertical, se dejaron en el
invernadero para su desarrollo. La siembra en el
campo fue igual a los tratamientos 1y 2.

En el caso del tratamiento 5 la siembra de
estacas (testigo) se sembré en un angulo de 45°
directamente en el suelo en el campo, presion-
ando también la tierra en la estaca.

La unidad experimental fue una planta, para
un total de 3 plantas por parcela. EI manejo
agronomico fue llevado por el equipo de Raices
y Tubérculos segun se acostumbra en la Estacion
Experimental los Diamantes.
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Analisis de datos

1. Anadlisis de varianza con prueba de medias
segun Duncan

2. Porcentaje de sobrevivencia de las plantas
en campo.

Validar rendimiento de plantas de
yuca en campo en el tiempo

Para esta validacion, se tomé la semilla de la
primera siembra (S1) de las plantas del ensayo
de comparacién de técnicas. Aqui se medio en el
tiempo la degradacion de la semilla in vitro y por
reproduccion de la técnica SAH.

Se sembraron hileras de al menos 100 estacas
de semilla producida del punto 4), se sembré para
el periodo 2019-2020.

Los tratamientos fueron sembrados por
estacas en un angulo de 45°, presionando también
la tierra en la estaca,

Se evaluaron los siguientes tratamientos:

1. Micro propagacion in vitro (2S= segunda
siembra)

2. Micro propagacion con la técnica SAH (2S)

3. Macro propagacion por mini estacas (estacas
2-3 nudos). Estacas de la estacién (S9)

4. Testigo relativo: Macro propagacion por medio
de estacas de 30-40 cm (5-9 nudos) (S9).

5. Micro propagacion con la técnica SAH2,
plantas mas tiempo en vivero (S1)

Variables:

A. Numero de raices
B. Rendimiento

El ensayo fue sembrado en agosto del 2019
y cosechado en setiembre 2020. Las semillas de
este ensayo fueron sembradas y se continué con
la medicion del rendimiento.

Diseno experimental

Este ensayo fue sembrado en Las Guineas,
que es una seccion del campo experimental de la
EELD. La siembra fue de dos surcos continuos con
50 plantas, para cada uno de los tratamientos. Las
plantas fueron sembradas a 0.5 cm entre plantas
y a un metro entre surcos. Alrededor se siembra
yuca amarga, por problemas de robo como cortina
de proteccion.

Analisis de datos

1. Estadistica descriptiva, promedios, totales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comparar la produccion y multiplicacion de plantulas de yuca por medio de la
técnica SAH (desarrollado por el INTA de Argentina y SAH TEC) e in vitro en la

fase de endurecimiento en el laboratorio

Con esta técnica se pretende sustituir la fase
de endurecimiento (una fase de desarrollo del
cultivo de yuca de plantulas in vitro), donde se
tiene una pérdida de plantulas de > al 95%. De
ahi se ajusté la estancia de las plantas en cada
una de las fases. Las cajas ya con turba, se
concerté haciendo 20 hoyos para la siembra de

los esquejes. Los esquejes dentro de la caja SAH
deben permanecer de 3-4 semanas, estuvieron
todo el tiempo cerradas, ya que al abrirse corren
el riesgo de contaminacion, luego fueron trasladas
por la tarde al invernadero, a la mafana siguiente
se hizo el trasplante (figura 1). En esta fase se
logré un 98% de sobrevivencia de las plantulas.



Godémez, Avilés, Mena, Ortiz: Produccion de plantula de yuca bajo la técnica de sistema autotréfico hidropénico (SAH). 121

Figura 1. Plantulas desarrolladas después de 3-4
semanas en cuarto de crecimiento

La plantula de yuca con una cuchara fue tomada con toda la raiz y resto de la tierra y se sembr6 individual-
mente en bolsa de al menos 2 kg de mezcla de tierra y arena, presionando la planta en la tierra (figura 2 y 3),

esto permitié que en las siembras posteriores con la técnica SAH, se obtuvieron un 98% de sobrevivencia de
plantas lo que demostrd el gran éxito de la técnica.

Figura 2. Trasplante de plantulas de la caja SAH a bolsas previamente llenas de
tierra 'y arena, presionar bien la planta con el substrato, y luego colocar
encima un vaso transparente con un pequefio agujero en el fondo.
Este vaso debe permanecer al menos 8-10 dias desde el trasplante.

Figura 3. Trasplante y siembra en bolsas, todas tapadas con el vaso plastico para mantener el micro-
clima de la planta en el invernadero.
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Aunque hay informes disponibles sobre la acli-
matacion de las plantas in vitro de la yuca desar-
rollado en el mundo, los protocolos son dificiles y
costosos de implementar en los paises en desar-
rollo dado que la tecnologia es intensiva en capital,
trabajo y energia (Ahloowalia et al. 2004). Unas de
las problematicas que se tiene con el cultivo de
yuca, es la fase de endurecimiento, la planta de
yuca es muy débil y delicada y de dificil anclaje en
la tierra y la mayoria de las plantas son curveadas.

Con la técnica de SAH utilizado solo en papa, se
adaptd al cultivo de yuca, los cual produjo resul-
tados excelentes.

El invernadero en las primeras dos semanas
se mantuvo puesta la malla negra en la parte
superior y las plantulas permanecieron al menos
4-5 semanas y posteriormente fueron pasadas al
vivero para su fortalecimiento (figura 4).

Figura 4. A. Plantas madre con vaso transparente para mantener microclima y para su fortaleci-

miento. B. Plantas madres después de quitar el vaso.

En el invernadero también se mantuvo otro grupo de plantas, las plantas “hijas”, que son las que vienen
del vivero, una vez que las plantas madre se han desarrollado, con una altura de 60-80 cm y tiene mayor
grosor el tallo. Estas plantas madre, fueron cortadas al 2-3 nudo sobre la base y se dejaron en el vivero. Las
plantas cortadas, se le quitan todas las hojas y cortan en estacas de 3-4 nudos, con las yemas hacia arriba,
se siembran en bolsas de almacigo de un kg con la mezcla de tierra y arena (figura 5). Estan plantas perma-
necieron en el invernadero de 3-4 semanas, se les aplicé 2 g de fertilizante y fungicidas a todas las plantas
cortadas, ademas del riego diario o segun condiciones ambientales.

Figura 5. Estacas de las plantas madre, después de haber permanecido en el vivero al menos
cuatro semanas.
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El potencial de micropropagacion de la yuca es
grande, especialmente en casos de multiplicacion
de materiales libres de patdgenos (Mabanza et al.
1994), gracias a esta técnica en el invernadero la
fase de endurecimiento, el porcentaje de pérdida
de plantas fue menor. Pedroso et al, (2000), indica
que el sistema de eficiencia de la aclimatacion son
los factores importantes para la calificacién de un
sistema de micropropagacién. En esta fase las
plantulas fueron trasplantadas y colocado el vaso
transparente encima que cubra toda la planta, se
dejo durante 8-10 dias, para mantener el micro-
clima (figura 5). En esta fase de aclimatacion con
la técnica SAH los investigadores que han traba-
jado con este sistema en el cultivo de papa, hacen
las comparaciones del numero y tamano de tubér-
culos (Andrade et al 2017; Hanhineva et al 2005;
Rigato et al 2001), en nuestro caso como fue la
primera experiencia en el cultivo de yuca no se
tiene comparador con esta técnica. Sin embargo,
esta fase de endurecimiento en otros laboratorios
como en el trabajo de Sessou et al. (2020) que
lograron un 98% de sobrevivencia, el caso de

(Pedroso et al, 2000), no reportan tener problemas
en la fase de endurecimiento y logran una sobre-
vivencia del 92% de aclimatacion de las plantas,
pero menciona (Tumwegamire et al, 2018) que es
muy factible tener una alta probabilidad de muerte
prematura durante la aclimatacion.

En este tiempo la planta se fue aclimatando
a las condiciones de campo y desarrollando y en
5-6 semanas puede tener una altura de 60-80 cm
o mas (figura 6), donde se realizé el primer corte
para multiplicacion de la planta de yuca. Aqui las
plantas en el mismo vivero fueron cortadas sobre
la base de la planta al 2-3 nudo (figura 7), la planta
madre se dejo en el mismo lugar y las plantas
cortadas fueron llevadas al invernadero para el
corte de estacas (3-4 nudos) para obtener nuevas
plantas hijas.

La primer entrega de plantas a la EELD para
lote semilla, fue de 4500 plantas, donde se tuvo
una pérdida de un 20% en campo.

Figura 7. Corte de plantas hijas con 3-4 nudos (A), se dejan en el invernadero

(3-4 semanas)

';,' : i
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Comparar rendimientos con las diferentes técnicas de multiplicacion de

plantas de yuca en campo

La sobrevivencia de las plantas del primer
ensayo de comparacion de técnicas de multi-
plicacién del cultivo de yuca, se observa en el
Cuadro 1, el numero de plantas sobreviviente al
mes 9, de las plantas de in vitro quedaron solo
66% plantas vivas y de técnica SAH de 47%, en
comparacion con las estacas normales de siembra
que sobrevividé 81% plantas. Ospina et al. (2007)
indica que la mayoria de las pérdidas de plantas in
vitro ocurren durante trasplante, es decir, cuando
las plantulas se mueven de una prueba tubo a una
bolsa de plastico llena de tierra y luego transferida
al campo. Este trasplante directo es muy sensible
para la yuca. Si la transferencia no se realiza con
especial cuidado, el porcentaje la pérdida sera
muy alta (del 50 al 95%), también se informé
que el trasplante de choque en el suelo se debe
principalmente al escaso vigor de las plantulas
(Cuesta et al. 2010) y el crecimiento de raices
(Ospina et al.2007), especialmente cuando las
plantas proceden de origen in vitro. En el estudio
de (Acedo y Corazon 2008), ellos mencional que
tuvieron problemas con las plantas que traian in
vitro en campo de los clones que estaban eval-
uando e indican que es necesario establecer el
protocolo éptimo para la micropropagacion de la
mayoria de los genotipos que evaluaron,

Cuadro 1. No. De plantas sobrevivientes de las
diferentes técnicas de propagacion del
cultivo de yuca.

1 Invitro 65,78
2 SAH 46,68
3 Miniestacas (Estacion) 68,3
4 Miniestacas (Cariari) 82,7
5 Estaca 30-40 80,75

En la segunda multiplicacién de plantulas
producidas por la técnica SAH, las plantas llevadas
a campo para lotes de semilla, venian del vivero,
en esa oportunidad se tenian en el vivero plantas
madre (con dos cortes), plantas hijas que también
se les habia realizado un corte. Estas nuevas
plantas hijas tuvieron seis semanas después del
corte (como minimo), antes de ser llevadas a
campo (figura 8). En esta oportunidad se sembraron
4500 plantas y sobrevivieron 92%, de las plantas
que murieron algunas habian sido maltratadas por
transporte La tercera siembra de plantas (para los
lotes semilla), en igual de condicion que la segunda
(plantas madre con dos cortas, plantas hijas con
dos cortas), fueron llevados a campo julio (6750
plantas), el 98% han sobrevivido.

Figura 8. Siembra en campo del primer lote de semilla de plantas producidas y multi-
plicadas por la técnica SAH, cerca de los lotes de abaca. 2019
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Medicion cada mes de grosor y altura

En la (figura 9) se presenta el crecimiento de las plantas de yuca en el tiempo, en su desarrollo fenoldgico,
se midi6 la altura (m), para determinar si se daban diferencias con el desarrollo con la estaca normal. Los
resultados indican que si hay diferencias altamente significativas entre los tratamientos (F=13,79, p<0,0001),
(cuadro 2, Anexo), con la técnica SAH se dio un menor crecimiento segun las medias de Duncan y la que tuvo
mas crecimiento fue con la mini estaca de Cariari.

3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

meses

in vitro SAH Miniestacas 4S

Miniestacas cariari e Estaca 40 cm

Figura 9. Comparacion del crecimiento promedio de las plantas de yuca de su
ciclo fenologico por la diferentes técnicas de propagacion.

Con respecto al grosor del tallo de las plantas de yuca en su desarrollo fenoldgico se puede observar en
la Figura 10. El analisis de varianza, también mostro diferencias altamente significativas (F=18,65, p<0,0001)
(cuadro 3, Anexo), en este caso las plantas in vitro son menos gruesas que el resto y con la técnica SAH,
alcanza el mismo grosor que la estaca normal. Lo cual podria representar una ventaja ya que la mayoria de
los agricultores prefieren comprar la semilla de estaca normal.

40.00
35.00
30.00 e
25.00
g 20.00
S 15.00
10.00

5.00
0.00

meses

in vitro SAH Miniestacas 4S e Minjestacas cariari e Estaca 40 cm 4S

Figura 10. Comparacion del promedio del grosor del tallo de yuca por diferentes
técnicas de propagacion a traves de su ciclo fenologico.

Rendimiento

En el primer ensayo se compard el nimero promedio de raices y el peso promedio por planta con las
diferentes técnicas de propagacion (figura 11), en comparacién con el testigo relativo (estaca normal de 40
cm). Los analisis de varianza (cuadro 4, Anexo) del peso de raices por plantas, se dieron diferencias significa-
tivas (F=2,84, p<0,0334), las medias de Duncan indican que los tratamientos de in vitro y mini estacas de la
estacion tiene mayor produccién que el resto de los tratamientos y tercer lugar con mayor rendimiento esta
la produccion con SAH. En cuanto al nimero de raices por planta (cuadro 5, Anexo) no se dan diferencias
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significativas entre los tratamientos (F= 0,84, p<
0,5043). Normalmente se le indica a los agricul-
tores que la primera produccion con las plantas
in vitro y ahora SAH, podria no tener un buen
porcentaje en peso de raices de primera calidad,
porque es posible que las raices por estar cierto
tiempo entre el frasco y la bolsa, ellas se encuen-
tren enrolladas, sin embargo, no se observé este
problema en esta cosecha, la mayoria de

raices estaban en Optimas condiciones (figura
12) y en todos los tratamientos se obtuvieron un
promedio de cinco raices por plantas, el maximo

de raices que se encontraron en algunas plantas
en todos los tratamientos fue de 10 raices y las
de menos produccion fueron 3 raices. Este ensayo
fue cosechado a los 10 meses desde su siembra
y posiblemente por ser plantas “nuevas tienen
mucho vigor, asi que se cosecharon raices muy
grandes de mas de 3 kg, por lo que, para efectos
comerciales, seria conveniente ir evaluando desde
los 8 meses para tomar la decisién de cosechar
antes y poder vender yuca de primera para para-
finado de primera, que es lo mejor pagan a los
agricultores.

7.0

m peso Kg

m No. raices

in vitro (15) Técnica SAH (1S)

6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

Mini estacas
(ESTACION)(4S) cariari 30-40 (49)

Semilla agricultor Testlgo estacas de

Figura 11. Comparacion promedio de produccién en peso y nimero de raiz.

Figura 12. Se observan plantas de yuca cosechada, con un buen
numero de raices y grosor y sin pedunculo.
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Parcelas de validacion de medicion de rendimiento de plantas de yuca por

diferentes técnicas de propagacion

De la semilla obtenida del primer ensayo de
comparaciéon en el rendimiento de las diferentes
técnicas de propagacion, se dio seguimiento a un
lote de validacion con el fin evaluar el rendimiento
de la semilla de yuca con las diferentes técnicas
de propagacion (figura 13) ya que es costumbre
del agricultor, sembrar su semilla (n) cantidad
de veces. Considerando que el INTA tiene lotes
de semilla de yuca para la venta de estacas, es
importante conocer los rendimientos en el tiempo
de la semilla que se estéa produciendo.

Los resultados muestran que en nuimero de
raices no hay diferencias significativas (Cuadro 6,
Anexo), entre los tratamientos (F=1,30, p< 0,2734).
Con respecto al peso promedio de las raices el
analisis muestra que hay diferencias (F=3,08,
p<0,0185) cuadro 7, Anexo), Duncan, marca que
hubo mas produccién en el tratamiento in vitro
S2 y SAH S2 y la de menor produccién fue SAH2
S1, Se observa el peso promedio de plantas de
cada tratamiento en dos afios de evaluacién, en
el afo 2020, la segunda siembra de in vitro y SAH
es de mayor produccion con respecto al testigo

relativo de la estaca de 40 cm. Con respecto a
SAH2 S1, aqui la planta se llevé al campo ya mas
endurecida tenia 8 semanas de estar en el vivero.
Se puede esperar que el rendimiento en los prox-
imos anos sea siempre mayor, pero conforme
las plantas permanecen mas en el campo, con
el ataque de enfermedades tales como virus vy
bacterias y algunas plagas, es posible que este
comportamiento haga que la produccién vaya
bajando, es por esa razén se le dara seguimiento
a esta semilla, para ver su comportamiento de
produccion en el tiempo. También resultan muy
interesantes los resultados de produccion de las
mini estacas, el rendimiento es muy bueno y con
este método se puede aprovechar mas la semilla
que se tiene por el corte de 2 nudos por estaca, en
el trabajo realizado por (Tumwegamire et al. 2017),
ellos realizaron siembra de miniestacas y de multi-
ples brotes que salieron de las plantas de yuca e
indican que la técnica ayudd a ahorrar tiempo vy
reducir los costos de adquisicion y aclimatacion
y se asegurd de que hubiera suficientes esquejes
de tallos y puede ser util en la multiplicacion de
plantas endurecidos.

—

Peso en Kg
O - NWhHroo~NO©O®OOo

in vitro 1S 1-SAH 1S Mini estaca estaca
Normal 4S

2019

in vitro 2S 1-SAH2S  Mini estaca Estaca 2-SAH 1S
Normal 5S
2020

Figura 13. Peso promedio de raices de yuca de cada tratamiento en dos afios de seguimiento a la misma
semilla.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Las plantulas in vitro tienen que estar en
o6ptimas condiciones para las siembras de
SAH.

2. El corte de la planta in vitro se hara completa
y se siembra todas las partes igualmente en la
caja de SAH, ciertamente el crecimiento es un
poco desigual, pero no es relevante, siempre
y cuando se manejen agronémicamente de
manera regular.

3. Las plantas sembradas en las cajas de SAH,
se llevan al cuarto de crecimiento y ahi perma-
necen cerradas todo el tiempo durante las 3-4
semanas de su estancia. En la fase del labo-
ratorio se logré una sobrevivencia de un 98%.

4. El trasplante se hara directamente a bolsas
grandes, estas seran las plantas madre, para
en el tiempo realizar varios cortes,

5. Al trasplantar las plantas de la caja de SAH a
la bolsa, colocar encima de la planta un vaso
transparente para mantener el microclima
que se tenia con la caja, dejarlo al menos una
semana.

6. En el invernadero, las plantas permaneceran
al menos 4-6 semanas y se les abonara con
2 gr de fertilizante 10-30-10 y aplicacion de

plaguicidas si fuera necesario, en esta fase
se logré una sobrevivencia del 100% de las
plantas.

7. Una vez en el vivero, las plantas deben estar
al menos 6-8 semanas antes de ser llevadas a
campo, para una mejor aclimatacion y endure-
cimiento. Las mismas tendran los cuidados de
riego, fertilizacion y aplicacion de plaguicidas
para el combate de plantas y enfermedades.
Aqui sobrevivio el 100% de las plantas

8. Las plantas in vitro y en multiplicacion por
SAH en comparacién con la estaca normal,
tiene un excelente desarrollo y su rendimiento
€s superior.

9. Se comprobd en el campo que las mini
estacas de 2-3 nudos tienen un buen rendi-
miento y desarrollo, comparable con la estaca
normal.

10. Se validé y dio seguimiento en el campo la
segunda siembra de la semilla producida in
vitro, con excelente rendimiento y produccién
de raices, a los que se le espera dar segui-
miento con sucesivas siembras en el tiempo,
lograndose un 98% de plantas sobrevivientes
en campo, y que alla estado en vivero al
menos 6 semanas.

RECOMENDACIONES

Se deberia darle seguimiento a la semilla de
yuca que esta produciendo y vendiendo el INTA
por 10 afos, con un manejo adecuado y regu-
lado de manera estricta durante el tiempo de la
cadena de desarrollo, recordar que el cambio de
manejo puede afectar la calidad del material, con
las diferentes siembras en el tiempo para medir

los rendimientos y ver cuando esta se empieza
a degenerar a causa del ataque de plagas vy
enfermedades o por edad fenolégica. Promover
el uso extensivo de semilla limpia que cumpla
con las necesidades del sector, con un manejo
adecuado y tecnificado que fortalezca el material
en desarrollo.




Gomez, Avilés, Mena, Ortiz: Produccién de plantula de yuca bajo la técnica de sistema autotréfico hidropoénico (SAH). 129

LITERATURA CITADA

Acedo, ZV; Corazon, UL. 2008. Rapid propa-
gation of released Philippine cassava varieties
through tissue culture. Journal of Root Crops.
34(2):108-114.

Ahloowalia, BS; Prakash, J; Savangikar, VA;
Savangikar, C. 2004. Plant tissue culture. In Blow
cost options for tissue culture technology in deve-
loping countries® Proceedings of a Technical
Meeting organized by the Joint FAO/IAEA Division
of Nuclear Techniques in Food and Agriculture
held in Vienna, 26-30 August 2002”: 1-15. (Also
availablea  www-pubiaeaorg/mtcd/publications/
pdf/te_1384_web.pdf).

Andrade-Bolafios, AJ; Mullo-Panoluisa, FE;
Rojas-Olmedo, VN. 2017. Sistema de Inmersién
Temporal en la propagacion de minitubérculos
semilla de papa. Revista Latinoamericana de la
Papa 21 (2): 97 — 105.

INEC (Instituto Nacional de Estadistica y Censo).
2015. Censo Nacional Agropecuario VI. Instituto
Nacional de Estadistica y Censos. Mayo 2014. 146 p.

FAO. 2007. Material de propagacion de calidad
declarada. Protocolos y normas para cultivos
propagados vegetativamente. ED: J. Fajardo,
N. Lutaladio, M. Larinde, C. Rosell, I. Barker, W.
Roca, E. Chujoy. Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
Roma, Italia.133 g.

Hanhineva, K; Kokko, H; Ka" Renlampi, S. 2005.
Shoot regeneration from leaf explants of five
strawberries (Fragaria x Ananassa) cultivars in
temporary inmersion bioreactor system. In Vitro
Cell. Dev. Biol. Plant. 41:826-831.

Mabanza, J; Rodriguez-Andriyamasi, AV; Mahouka,
J; Boumba, B. 1994. Evaluation of cleaned
cassava varieties in Congo. In: International
Scientific Meeting on Cassava Biotechnology
Network, 2., 1994, Bogor. Proceedings. Bogor
Cassava Biotechnology Network. p.194-201.

Pedroso de Oliveira, R; Da Silva, T, Gomes, A;
Duarte Vilarinhos, A. 2000. Avaliagdo de um
sistema de micropropagacdo massal de varie-
dades de mandioca Evaluation of a mass micro-
propagation system of cassava varieties. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira. 35(12): 2329-2334.

Riato, S; Gonzales, A; Huarte, M. 2018. Sistema
de produccion de plantulas. Sistema autotré-
fico hidropénico. (1).pdf http://www.abbabata-
tabrasileira.com.br/images/eventos/arquivos/
Marcelo_Huarte

Rigato, S; Gonzdlez, A; Huarte, M. 2001.
Produccién de plantulas por el sistema autotro-
fico-hidropdnico. Revista Latinoamericana de la
Papa 12 (1): 110 -120.

Roca, WM.1984. Cassava. In: Sharp, WR.; Evans,
DA.; Ammirato, PV.; Yamada, Y. (Ed.). Handbook
of plant cell culture: crop species. New York:
Mcmillan, 1984. p.269-301.

Roosevelt, HE; Caicedo, E; Munoz, L; Rios, A;
Azcarate, A; Dorado, C; Tohme, J. 2012. El cultivo
in vitro: Otra manera de propagar la yuca. Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),
Area de Investigacion en Agrobiodiversidad.X,
52 p. (Publicacién CIAT no. 376) ISBN
978-958-694-111-2.

Sessou, AF; Kahia, JW; Houngue, JA; Ateka, EM;
Dadjo, C.; Ahanhanzo, C. 2020. In vitro propa-
gation of three mosaic disease resistant cassava
cultivars. Biotecnologia BMC. 20 (51):1-13.

Tumwegamire, S; Kanju, E; Legg, J; Shirima, R;
Kombo, S; Mkamilo, G; Mtunda, K; Sichalwe, K;
et al. 2018. Exchanging and managing in-vitro
elite germplasm to combat Cassava Brown Streak
Disease (CBSD) and Cassava Mosaic Disease
(CMD) in Eastern and Southern Africa. Food
Security.10:351-368

Velasquez Carrera, J. 2018. Produccion de tuber-
culo-semillas de papa en la Estacion Experimental
Santa Catalina del INIAP y su relacion con el sector
semillero nacional. INIAP. Estacion Experimental
Santa Catalina. Departamento de Produccion de
Semillas.  http://www.iniap.gob.ec/nsite/images/
documentos/Producci% C3%B3n%20de %20
tuberculosemilla%20de%20papa%20en%20
la%20Estaci% C3%B3n%20Experimental %20
Santa%?20Catalina.pdf



130 Gomez, Avilés, Mena, Ortiz: Produccién de plantula de yuca bajo la técnica de sistema autotréfico hidropoénico (SAH).

ANEXO

Cuadro 2. Andlisis de la Varianza y medias de Duncan, comparando el crecimiento en altura de las plantas
por diferentes técnicas de propagacion, a través del ciclo fenolégico.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5465514,96 1 496865,00 272,97 <0,0001
Tratamiento 100369,35 4 25092,34 13,79 <0,0001
Fecha 5365090,99 7 766441,57 421,07 <0,0001
Error 1252314,57 1820,22

Test:Duncan Alfa=0,05

Tratamiento Medias n E.E.
SAH 71,27 140 3,81 A
Miniestaca4S 90,44 140 3,80 B
In vitro 91,21 140 3,80 B
Estaca 40cm 96,95 140 3,81 B
Mini estaca ca 108,14 140 3,80 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro 3. Analisis de la Varianza y medias de Duncan, comparando el grosor de las plantas por diferentes
técnicas de propagacion, a través del ciclo fenoldgico.

Modelo. 67180,48 6107,32 337,33 <0,0001
Tratamiento 1350,35 4 337,59 18,65 <0,0001
Fecha 65828,88 7 9404,13 519,42 <0,0001
Error 12456,28 688 18,11
Total 79636,76 699

Test:Duncan Alfa=0,05

Tratamiento Medias n E.E.

SAH 12,53 140 0,38 A
Estacas 40cm 12,74 140 0,38 A
Miniestaca 4S 13,74 140 0,38 B
Miniestaca ca 14,48 140 0,38 B

In vitro 16,37 140 0,38 C

Medlas con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 4. Analisis de la Varianza y medias de Duncan, comparando el Peso de las raices de yucas entre
tratamientos.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 38,25 4 9,56 2,82 0,0334
TRATAMIENTO 38,25 4 9,56 2,82 0,0334
Error 186,29 55 3,39
Total 224,54 59

Test:Duncan Alfa=0,05

TRATAMIENTO Medias n E.E.
Miniestaca car 3,23 12 0,53 A
Estacas 40cm 3,61 12 0,53 A
SAH 3,83 12 0,53 A
Miniestacas 4S 4,57 12 0,53 A B
In vitro 5,48 12 0,53 B

Medlias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro 5. Anadlisis de la Varianza y medias de Duncan, comparando el Peso de las raices de yucas entre
tratamientos.

Modelo. 12,10 3,08 0,84 0,5043
TRATAMIENTO 12,10 4 3,08 0,84 0,5043
Error 197,50 55 3,59
Total 209,60 59

Test:Duncan Alfa=0,05

TRATAMIENTO Medias n E.E.
Miniestaca 4S 4,67 12 0,55 A
SAH 4,92 12 0,55 A
Miniestaca car 5,00 12 0,55 A
Estacas 40 cm 5,50 12 0,55 A
In vitro 5,92 12 0,55 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro 6. Andlisis de la Varianza del nimero de raices por planta entre los tratamientos y Medias de Duncan

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 137,76 36 3,83 0,57 0,9738
tratamiento 34,95 4 8,74 1,30 0,2734
planta 102,81 32 3,21 0,48 0,9913
Error 859,85 128 6,72
Total 997,61 164
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Test:Duncan Alfa=0,05

stamiento | weass o ee

SAH2 S1 5,91 33 0,45 A
Miniestacas S5 6,64 33 0,45 A B
Estacas 40cm S5 6,67 33 0,45 A B
SAH S2 6,67 33 0,45 A B

In vitro S2 7,36 33 0,45 B

Medlias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro 7. Anadlisis de la Varianza comparando el peso de raices por planta entre los tratamientos y Medias

de Duncan
[A"A SC gl CM F p-valor
Modelo. 769,86 36 21,38 0,82 0,7477
tratamiento 320,46 4 80,11 3,08 0,0185
planta 449,40 32 14,04 0,54 0,9775
Error 3328,92 128 26,01
Total 4098,78 164

Test:Duncan Alfa=0,05

tratamiento Medias n EIE*®
SAH2 S1 6,10 33 0,89 A
Estaca S5 7,88 33 0,89 A B
Miniestaca S5 8,52 33 0,89 A B
In vitro S2 9,70 33 0,89 B
SAH S2 9,96 33 0,89 B

Medlias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)




VARIACION DEL CARBONO ORGANICO DEL
SUELO POR LA INTRODUCCION DE BRACHIARIA

EN DOS REGIONES DE COSTA RICA

Johnny Montenegro1, Eduardo. Barrantes?

RESUMEN

Variacion del carbono organico del suelo por la introduccion de brachiaria en dos regiones de Costa
Rica. La captura y almacenamiento de carbono organico en el suelo (COS) bajo pasturas esta recibiendo
mucha atencidon como opcién de mitigacion. En concordancia con lo anterior se cuantifico, en el tropico seco
y en el tropico humedo de Costa Rica, el carbono organico de un suelo cubierto por Brachiaria con diferente
edad de establecimiento, se comparé con el determinado bajo una pastura natural, y se determinaron los
cambios producidos en el tiempo por la sustitucion de la pastura natural. Para estudiar la dinamica temporal
del COS en un sitio del tropico humedo de Guapiles se evalud pasto natural (TO) y Brachiaria con 7 (T7) y 11
(T11) afios de establecida; en Atenas, trépico seco, se evalué ademas del natural (T0), 3y 15 (T3 y T15) afios
de establecida la brachiaria. En cada sitio, para cada pastura y edad de establecimiento, se seleccionaron
tres repeticiones, de donde se obtuvieron muestras de suelo hasta 60 y 50 cm de profundidad, respecti-
vamente, y se implementd un disefo irrestricto al azar con tres tratamientos y tres repeticiones. En cada
localidad, el COS (kg C t' de suelo) fue similar (P>0,05) entre las edades de establecimiento de la graminea
mejorada y la natural, aunque la cantidad varioé con la profundidad (P<0,0001), y se determind correlacion
lineal positiva (P<0,001) con el contenido de N del suelo. En Atenas, el COS presenté correlacion lineal nega-
tiva (P<0,0001) con el contenido de arcilla. En ambos sitios fue clara la tendencia al incremento del COS con
el tiempo del establecimiento de la graminea mejorada, luego de una reduccién inicial, mostrando el efecto
benéfico de la introduccion de las especies mejoradas.

Palabras clave: Brachiaria, cambio climatico, gases con efecto invernadero, ganaderia tropical, mitigacion.

ABSTRACT

The capture and storage of soil organic carbon (SOC) under pastures is receiving a lot of attention
as a mitigation option. Therefore, the objectives were to quantify in the dry and humid tropics of Costa
Rica, the soil carbon under Brachiaria grass with different age of establishment, to compare it with that
determined under a natural pasture, and to determine if there are changes in it along the time with the
substitution of natural pasture. To study the temporal dynamics of SOC in the humid tropic of Guapiles, a
place with natural grass (T0), and Brachiaria with 7 (T7) and 11 (T11) years of establishment was selected;
while in the dry tropic of Atenas in addition to the natural grass (T0), were evaluated 3 and 15 (T3 and T15)

1 Investigador en Cambio climatico y Agricultura, Convenio Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia en Tecnologia
Agropecuaria (INTA) - Instituto Meteoroldgico Nacional (IMN), Costa Rica, email: jmontenegro@inta.go.cr / jmontenegro@
imn.ac.cr; ORCID: 0000-0001-8526-570X.

2  Director, Direccion de Investigacion y Transferencia, Universidad Técnica Nacional - Sede Atenas. Teléfono (506) 2455-1004,
ORCID: 0000-0002-0383-3388.

Recepcion: 20-01-2021. Aceptacion: 05-01-2022.



134 Montenegro, Barrantes: Variacién del carbono organico del suelo por la introduccién de brachiaria en dos regiones de Costa Rica

years after the brachiaria was established. In each site, for each pasture and age of establishment, three
replications were selected, from which the soil samples up to 60 and 50 cm deep were obtained, respecti-
vely, and a randomized unrestricted design with three treatments and three replications was implemented.
In each locality, the SOC (kg C t' of soil) was similar (P>0.05) between the ages of establishment of the
improved and natural grass, although the amount varied with depth (P<0.0001), and a positive linear corre-
lation (P<0.001) with soil N content was determined. In Atenas, SOC presented a negative linear correlation
(P<0.0001) with soil clay content. In both places there was a clear tendency to increase the SOC with the
time of establishment of the improved grass, after an initial reduction, showing the beneficial effect of the

introduction of the improved species.

Key words: Brachiaria, climate change, greenhouse gases, mitigation, tropical cattle.

INTRODUCCION

La captura y almacenamiento de carbono
organico en el suelo (COS) bajo sistemas de
producciéon ganaderos es un servicio ecosisté-
mico de las pasturas, y actualmente esta reci-
biendo mucha atencién ya que se puede constituir
una importante opcién de mitigacion (Conant et
al. 2001; Acharya et al. 2012). Se estima que los
suelos bajo pasturas contienen al menos el 20%
de todo el carbono del suelo terrestre y tienen el
potencial de almacenar mayor cantidad que los
suelos agricolas (Liebig et al. 2010; McSherry y
Ritchie 2013).

Debido a que el suelo es el mas grande reser-
vorio de carbono de los ecosistemas terrestres,
tan solo el incremento del 5% en el tamafno de ese
depdsito, lo cual puede ser logrado con técnicas de
manejo, tiene el potencial de reducir la cantidad de
carbono atmosférico hasta en 16% (Baldock 2007).
Se estima que el 89% de la mitigacién potencial
de los gases con efecto invernadero del sector
agricola se puede lograr mediante el secuestro de
carbono en el suelo (Smith et al. 2008).

El incremento del COS es el resultado del
carbono que ingresa mediante la fotosintesis de
las plantas, menos el que se libera por la respira-
cién microbial durante el proceso de descomposi-
cién de la materia organica. Si el carbono que se
incorpora es mayor al respirado, se incrementa el
contenido de este en el suelo.

De acuerdo con lo anterior, cuando ocurre un
cambio en la cobertura del suelo y esta produce
mayor cantidad de biomasa, muy probablemente
también se incremente el COS. Esta situacion se

podria estar presentando en el caso de las pasturas
cuando especies naturales de poca produccion
son reemplazadas por especies mejoradas con
gran potencial productivo de biomasa.

En concordancia con lo anterior, evaluaciones
realizadas por Costa et al. (2016) en Brasil deter-
minaron en un perfil de 1,10 m de profundidad,
que suelos bajo pasturas de Brachiaria presen-
taron incrementos de COS del orden de 0,56 t ha™
afio' comparados con la cobertura de vegetacion
natural que era la dominante previo al estableci-
miento de la graminea.

Por su parte Assad et al. (2013) determinaron
incrementos de COS entre 0-30 cm de profun-
didad, cuando compararon los valores de la vege-
tacion nativa con aquellos detectados en suelos
con anos de haber sido convertidos a pasturas del
género Brachiaria. La misma tendencia fue repor-
tada por Eclisa et al. (2012) en Sur América.

Pasturas bien manejadas o mejoradas, tienen
potencial de secuestrar carbono en el suelo. En
este sentido, Maia et al. (2009) determinaron el
potencial para secuestrar o emitir carbono a la
atmosfera mediante el manejo de pasturas, vy
detectaron que las degradadas disminuyeron
las reservas del suelo en aproximadamente
0,27-0,28 t C ha afio'; un mejor manejo de las
pasturas mediante un régimen de pastoreo mas
técnico disminuyd el carbono del suelo a una
menor tasa (0,03 t C ha' afio), mientras que
este mismo manejo en otros tipos de suelo y el
manejo mejorado aumentaron las existencias
en 0,72ty 0,61t C ha' afo™, respectivamente.
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Lo anterior es concordante con lo reportado por
Braz et al. (2013) en los Cerrados del Brasil.

Por lo anteriormente expuesto es que se hace
necesario cuantificar no solo el contenido de
carbono en el perfil del suelo, sino también deter-
minar si se esta produciendo algun cambio en la
cantidad de carbono en el tiempo. De manera que,
si se asocia la direccion del cambio detectado en
la cantidad de carbono organico del suelo con el
manejo o practica implementada, se podrian iden-
tificar aquellas que contribuyen con el manteni-
miento, incremento o disminucién del COS, lo cual

es de suma importancia para la sostenibilidad del
sistema de produccion.

Basado en lo anterior los objetivos de esta
investigaciéon fueron: cuantificar en un sitio del
trépico seco y otro en el trépico humedo de Costa
Rica, el carbono de un suelo cubierto por pasto
Brachiaria con diferente edad de establecimiento;
en cada region, comparar los valores de COS bajo
la pastura mejorada con los de una pastura natural
y, determinar si se han producido cambios en el
tiempo en los valores de COS por la sustitucion de
la pastura natural por la especie mejorada.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién

Se seleccionaron dos fincas para imple-
mentar los muestreos; una de ellas es la Estacién
Experimental Los Diamantes (10°12" Latitud norte,
83°46" Longitud oeste) en Guapiles, Costa Rica,
con un suelo Inceptisol, Suborden Udepts con
textura franco arenoso, y a 260 m s.n.m.. Esta
finca pertenece al Instituto Nacional de Innovacion
y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria
(INTA) Costa Rica. Esta regién se clasifica como
Bosque muy Humedo Tropical (Holdriedge 2000)
y se caracteriza por tener temperatura y preci-
pitacion promedio anual de 26°C y 4.200 mm,
respectivamente.

La otra finca se ubica en el Pacifico Central
del pais, en la provincia de Alajuela, cantén de
Atenas (9°56° Latitud norte, 84°22" Longitud
oeste). La finca pertenece a la Universidad
Técnica Nacional (UTN), estd a 450 m s.n.m.,
con 26°C de temperatura y 1.600 mm de preci-
pitacion promedio anual, y se encuentra en la
zona de vida clasificada como Bosque Seco
Tropical (Holdriedge 2000). El suelo es un Entisol,
Suborden Orthents, con textura arcillosa.

Las pasturas

En ambas fincas muestreadas las pasturas
consideradas no reciben fertilizacién quimica, y
se manejan en un sistema de pastoreo rotacional
con bovinos de carne. En ellas el control de las
malezas se realiza de manera manual cuando es
necesario.

Muestreo de suelo

En ambas regiones se seleccionaron parcelas
con pasto del género Brachiaria. En el caso de
Guapiles se incluy6 la B. brizanta cv Marandu y un
hibrido de este género conocido como Cayman.
También se muestreod el suelo bajo la especie natu-
ralizada denominada ratana (Ischaemum indicum).
En Atenas el comparador es una graminea natural
dominada por el género Axonopus, siendo la
especie mejorada la B. brizantha cv Marandu.

Para ambos sitios las especies naturales
fueron consideradas como testigo, debido a que
fueron las pasturas existentes en los sitios donde
se establecio la especie mejorada.
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Tratamientos y variables evaluadas

En Guapiles se evaluaron tres tratamientos
(edades de establecimiento de las pasturas):

1. Pastura de ratana (Ischaemun indicum) con
mas de 20 afnos de establecida (testigo, TO0).

2. Siete afos de establecida la pastura de B.
brizantha cv Cayman (T7).

3. 11 afnos de establecida la pastura de B.
brizantha cv Marandu (T11).

Con respecto al sitio muestreado en Atenas,
los tratamientos (edades de establecidas las
pasturas) fueron:

1. Pastura natural (Axonopus spp) con mas de
20 afos de establecida (TO).

2. Tres anos de establecida la pastura de B.
brizantha cv Marandu (T3).

3. 15 afos de establecida la pastura de B.
brizantha cv Marandu (T15).

En cada sitio, para cada pastura y edad de
establecimiento, se seleccionaron tres parcelas o
repeticiones, las cuales estaban separadas 20 m,
en donde se obtuvieron las muestras de suelo. En
ambas fincas muestreadas, las especies referen-
ciadas representaron mas del 95% de la biomasa
disponible.

Las variables evaluadas fueron: contenido de
carbono (kg t' suelo) y, % de nitrogeno.

En cada finca, la estrategia utilizada para estu-
diar la dinamica temporal del carbono del suelo
fue una cronosecuencia, que consiste en evaluar
areas con diferentes periodos de establecimiento
de la pastura mejorada ubicadas en similar condi-
cion de suelo, clima, y topografia.

Manejo de muestras

Las muestras de suelo recolectadas en el
campo se clasificaron de acuerdo con la profun-
didad, dividiéndose en secciones de 10 cm hasta
la maxima profundidad a la que se pudo intro-
ducir el barreno. El muestreo se realizé con un
equipo Eijkelkamp provisto de un barreno cilin-
drico disefiado para tomar muestras de suelo no

disturbadas. La profundidad de muestreo varid
en funcién de las caracteristicas propias del suelo
donde se realizaron los muestreos.

En las pasturas ubicadas en la Estacion
Experimental Los Diamantes la profundidad de
muestreo fue de 60 cm; no fue posible mayor
exploracion del perfil debido a la existencia de
una capa rocosa que se ubica entre 50 y 70 cm
de profundidad, y en consecuencia ello impidio la
penetracién del barreno.

En el caso de la UTN, la profundidad de mues-
treo fue 50 cm, la presencia de una capa de suelo
arcilloso, sumamente compactada ubicada entre
50 y 60 cm de profundidad imposibilité la intro-
duccién del barreno a mayores profundidades.

Las muestras de suelo se depositaron en
una bolsa plastica identificada y se enviaron al
Laboratorio de Suelos del INTA Costa Rica.

Analisis de laboratorio

A las muestras de suelo se les determind:
densidad aparente por el método del cilindro,
carbono y nitrogeno mediante combustion seca
de Dumas, y textura por el método de Bouyucos.

Calculo de carbono

Como primer paso en el calculo del conte-
nido de carbono, se hizo la correccién a masa
equivalente de suelo (MES), para lo cual se utilizd
la siguiente ecuacion (Livestock Environmental
Assessment and Performance 2018):

MES = YMa/3Va *ti* 100 Ec. 1,

Donde:

- MES (t suelo ha) es la masa equivalente de
suelo (se utilizara en la ecuacion 3),

- Y Ma es la suma de las masas de las muestras
agrupadas,

- Y Va es la suma de los volumenes de las
muestras agrupadas,

- ti(cm) corresponde a la profundidad del mues-
treo aplicado.
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El contenido de carbono en el suelo se calculé de
acuerdo con la ecuacion 2, como sigue:

COS (tC ha')=COij * Pi * densidad i Ec. 2,
Donde:

- COS (t C ha): es la cantidad de carbono
organico del suelo,

- COi (mg C g’ suelo): es el contenido de
carbono organico presente en la muestra J,

- Pi (cm): es la profundidad a la que se tomd la
muestra i,

- Densidad (g cm™®): es la Densidad Aparente de
la muestra i.

Finalmente, se calculd el contenido de
carbono organico del suelo por tonelada de suelo
de acuerdo con la ecuacion 3, en la cual se utilizan
los valores calculados en las ecuaciones 1y 2:

COS (kg C t' suelo): COS (t C ha™) /
MES (t de suelo ha') *1.000 Ec. 3,

Donde:

- COS (kg C t' suelo): cantidad de carbono
organico por tonelada de suelo,

- COS (t C ha'): cantidad de carbono organico
del suelo, (Ec. 2)

- MES (t de suelo ha): masa equivalente de
suelo (Ec. 1).

Analisis estadistico

En cada sitio se implementd un disefio irres-
tricto al azar con tres tratamientos y tres repe-
ticiones. Se realizé un andlisis de contrastes
ortogonales, y mediante un ANDEVA vy la prueba
de Tuckey al 5% se efectud la comparacién de
medias en InfoStat (DiRienzo et al. 2018).

RESULTADOS

Estacion Experimental Los Diamantes

Distribucion del carbono organico en el
perfil evaluado

La cantidad de carbono del suelo varié con la
profundidad (P<0,0001), observandose los mayores
valores en la parte superficial del suelo y los menores
en la seccién mas profunda (Cuadro 1).

La incorporacion sobre la superficie del suelo
de parte de la biomasa aérea producida, asi como
la constante reposicion de la biomasa radical que
se localiza mayoritariamente en las capas mas
superficiales del suelo, que se produce como resul-
tado de la mortalidad de estas luego de los pasto-
reos, contribuye a explicar los mayores valores de
COS en los estratos superficiales (Andrade et al.
2014; Rumpel y Kégel-Knabner 2011).

Cuadro 1. Carbono organico, kg t' suelo, segun
profundidad en un suelo con grami-
neas. Guapiles, Costa Rica.

Profundidad, cm Carbono, kg t' suelo

0-10 57,9+2,12
10-20 44,6+2,8°
20-30 35,3+1,9°
30-40 27,7+1,4
40-50 25,9+1,5¢
50 - 60 15,8+1,7¢
0-30 45,6+2,22
30 -60 23,1+1,3°
0-60 34,5+2,9

Valores promedio + 1 error estandar (EE) con
diferente letra difieren al nivel P<0,05
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La distribucion del carbono organico en el
perfil del suelo explorado muestra dos situa-
ciones bien definidas. Coincidentemente con lo
reportado en la literatura (Paz y Etchevers 2016),
la primera es la tendencia clara a disminuir el
carbono con la profundidad, determinandose en
promedio un contenido menor del 50% a partir
de los 30 cm de profundidad con respecto al
determinado en la capa superficial de 0 a 10 cm
(figura 1).

La segunda es que, con la excepcion del
estrato mas superficial, el contenido de carbono
organico tiende a ser mayor con la especie mejo-
rada en T11. Las raices de la especie mejorada
logran crecer a mayores profundidades que las
de ratana y ello se manifiesta en mayor contenido
de carbono a partir de los 20 cm de profundidad
(figura 1). Esta condiciéon ha sido mencionada
por (Pérez et al. 2019) quienes al comparar la
cantidad de carbono en el suelo bajo especies
de gramineas mejoradas determinaron mayores
niveles de COS con respecto a aquel determi-
nado bajo pasturas naturales.

La ratana es una especie muy agresiva que
cubre el 100% del suelo y presenta gran masa
radicular la cual se localiza muy superficial
(Villalobos 2010). Este hecho probablemente
influye positivamente para que esta especie
tenga la cantidad de carbono observada en
esta evaluaciéon en la capa mas superficial del
suelo. Ello también explica la menor cantidad
de carbono en capas de suelo mas profundas
tal y como se observa en la especie mejorada
(figura 1).

Carbono, kg t"' suelo
0 20 40 60 80

Profundidad, cm
Il

50 - 60"

0: testigo; 7, 11: afios de establecida la pastura
mejorada.
Valores promedio + 1 EE

Figura 1. Distribucién de carbono organico en el
perfil de un suelo cubierto por Brachiaria
con diferente edad de establecimiento.
Guapiles, Costa Rica.

También se determinaron diferencias (P<0,0001)
en el contenido de carbono a lo profundo del perfil
en cada tratamiento, y a pesar de que no se deter-
mind interaccion significativa tratamiento*profun-
didad (Cuadro 2), el comportamiento del COS puede
agruparse, de acuerdo con la tendencia observada,
en tres categorias: 1.- reduccion del COS luego del
establecimiento de la pastura e incremento posterior
a los siete afos (0-10 cm); 2.- incremento del COS
desde el establecimiento y hasta los siete afos,
posterior a lo cual disminuy6 (10-20 cm), y 3.- incre-
mento continuo del COS constituido por las capas
mas profundas (Cuadro 2).

Cuadro 2. COS, kg t' suelo, segun profundidad y afos de establecido el pasto Brachiaria.

Guapiles, Costa Rica.

Profundidad, cm

0-10 60,4+2,32
10-20 42,7+2,3°
20-30 33,7+3,2
30-40 26,9+1,1°
40-50 24,0+4,0°°
50 -60 11,1£2,7¢

Carbono,

kg t' suelo
51,0+1,72 62,1+£2,7°2
48,4+8,2?2 42,8+3,8°
35,2+2,5% 37,0£5,10¢
25,7+1,4b° 30,3+3,8°
25,7+1,4b° 28,1+2,0¢
17,5+1,2¢ 18,8+2,8°

Promedio = 1 EE en cada tratamiento con diferente letra difieren al nivel P<0,05
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La tendencia observada en el incremento de
COS parece ser el resultado del aporte de carbono
que realizan las raices de la Brachiaria, mostrando
el beneficio de esta especie que entre sus carac-
teristicas esta la de presentar raices largas que
pueden explorar capas profundas del suelo (Pérez
et al. 2019), lo cual le permite accesar mas agua
y nutrientes y con ello logra producir mayores
niveles de biomasa que las especies naturales.

Carbono por unidad de suelo seguin edad
de establecimiento

No se determinaron diferencias (P>0,05) a lo
largo del tiempo de establecimiento, tanto para
la capa superficial de 0-30 cm, como en la mas
profunda (30-60 cm) del perfil evaluado (figura 2),
aunque en ambas profundidades existe tendencia
al incremento del COS con la edad de establecida
la pastura mejorada.

m0-30 m30-60
60
s T T
K]
[
F 40
2 a0
I}
15
2 20
3
10
0
0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 1
Edad de establecimiento, afos

Valores promedio + 1 EE con diferente letra difieren al
nivel P<0,05 0-30, 30-60: profundidad en cm

Figura 2. COS en el perfil del suelo (0-60 cm) en funcion del tiempo de estable-
cido el pasto Brachiaria. Guapiles, Costa Rica.

Cambio en la cantidad de carbono por
unidad de suelo

En los primeros 30 cm del suelo y hasta el
sétimo ano del establecimiento de la brizantha,
en promedio la tendencia muestra que el carbono
disminuyé 0,11 kg t' suelo (Cuadro 3). Sin
embargo, cuando se considera en su totalidad el
tiempo desde la siembra, el COS tiende a incre-
mentarse 0,15 kg t suelo (Cuadro 3). Incrementos
en la cantidad de carbono en el suelo por la intro-
duccion de especies de gramineas mejoradas ha
sido reportada por Arguedas et al. (2020) en Costa
Rica. De igual manera, estos resultados son coin-
cidentes con los mostrados por Assad et al. (2013)
y Costa et al. (2016) en Brasil y por Eclisa et al.
(2012) en tres paises de Sur América.

La situacion es diferente cuando se considera
la mayor profundidad, ya que independiente-
mente de la edad de plantada (T7 y T11) el suelo
bajo la especie mejorada presenta tendencia al

incremento del COS (Cuadro 3) en cantidades
que hacen que el perfil completo evaluado (0-60
cm) presente valores positivos, es decir, se incre-
mentan los valores del COS.

Cuadro 3. Cambio promedio anual en el COS
segun profundidad y afios de esta-
blecida la Brachiaria. Guapiles, Costa
Rica.

Profundidad cm

30-60
Promedio anual
T7 -0,11+0,60 0,33+0,39 0,11+0,49
T11 0,15+0,42 0,46+0,39 0,31+0,40

Valores promedio + 1 EE



140 Montenegro, Barrantes: Variacion del carbono organico del suelo por la introduccion de brachiaria en dos regiones de Costa Rica

Esto pone de manifiesto la importancia de
realizar los muestreos de suelo a profundidades
mayores que 30 cm cuando se determine COS,
ya que se podria estar dejando de contabilizar
cambios en la cantidad de carbono que estarian
ocurriendo, lo cual es el resultado del crecimiento
de raices y los exudados de estas (Pérez et al.
2019).

Relacion Carbono:Nitrégeno del suelo

La relacion carbono:nitrégeno (C/N) del suelo
fue similar entre las diferentes edades de estable-
cida la graminea mejorada (T7 y T11) y la pastura
natural (TO, Figura 3), con valores cercanos a 10 en
la parte superficial del perfil, los cuales se incre-
mentan ligeramente con la profundidad. También
se observé tendencia a incrementarse los valores
con la edad de establecimiento (T11, Figura 3).

Se determind correlacion lineal positiva
(P<0,001) entre el contenido de nitrégeno y de
carbono del suelo (figura 4), lo cual pone de
manifiesto la importancia del nitrogeno para
incrementar la tasa de fijacion de carbono en el
suelo, tal y como fuera establecido por Fisher
et al. (1995).

Es claro que conforme existe mas nitrégeno
en el suelo se incrementa el crecimiento de las

pasturas, lo cual es de gran importancia no solo
porque se aumenta la disponibilidad del forraje,
sino también porque existe mayor cantidad de
material vegetal que se incorpora al suelo, tanto
a nivel superficial como bajo la superficie. Es por
esta razén que una de las recomendaciones en
pasturas tropicales es la introduccion de legumi-
nosas para incrementar la disponibilidad del nitré-
geno en el suelo y con ello la produccion de forraje
y también la fijacion de carbono en el suelo (Fisher
et al. 1995).
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Figura 3. Relacion C/N en el perfil del suelo (0-60
cm) bajo Brachiaria con diferente tiempo
de establecida. Guapiles, Costa Rica.
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Figura 4. Relacion entre nitrégeno y carbono de un suelo bajo pastura natural y
de Brachiaria. Guapiles, Costa Rica.
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Atenas

Cantidad de carbono por unidad de suelo

La cantidad de COS varié (P<0,0001) con la
profundidad. Los mayores valores por unidad de
suelo se determinaron en la parte mas superficial
del perfil, y los menores en las secciones mas
profundas; valores intermedios se detectaron en
las restantes capas de suelo (Cuadro 4).

De igual forma, cuando se agrupa el COS por
profundad del suelo, en la parte superior (0-30 cm)
se determind el mayor (P<0,0001) contenido de
carbono por unidad de suelo con respecto al detec-
tado a mayor profundidad (30-50 cm, Cuadro 4).

Cuadro 4. Carbono organico, kg t' suelo,
segun profundidad en un suelo con
Brachiaria. Atenas, Costa Rica.

Profundidad, cm Carbono, kg t' suelo

0-10 50,9+2,42
10-20 34,4+2,5°
20-30 29,5+3,5%
30 -40 20,8+2,7°
40-50 18,7+2,6°

0-30 38,3+2,42
30-50 19,8+2,6°

Valores promedio + 1 EE con diferente letra
difieren al nivel P<0,05

La constante incorporacion de material vegetal
sobre la superficie del suelo, asi como también
el incorporado por la renovacién de raices y los
exudados de estas (Andrade et al. 2014; Rumpel y
Kbgel-Knabner 2011) que se localizan mayoritaria-
mente en los primeros 30 cm del suelo, favorecen
la acumulacién del carbono a esa profundidad.

Por otra parte, aunque no se detectaron dife-
rencias entre tratamientos en el contenido de COS
con el tiempo de establecimiento a una misma
profundidad (0-30 cm 6 30 — 50 cm), se nota la
tendencia a la reduccion de carbono en ambas
profundidades tres afios después de establecida
la graminea, lo cual es mas marcado entre los 30 y
50 cm (figura 5).

Ello probablemente refleja el efecto negativo
de la preparacién del suelo para el estableci-
miento de la graminea mejorada, ya que al arar el
suelo se expone materia organica a condiciones
propicias para que ocurra su descomposicion, lo
cual conlleva a la disminucién de esta (Hernandez
y Lopez 2002; Sotomayor-Ramirez et al. 2007).
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Figura 5. Contenido de carbono organico, kg t' suelo, de un suelo bajo Brachiaria
segun profundidad y edad de establecimiento. Atenas, Costa Rica.
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Sin embargo, lo interesante es que, con el
paso del tiempo, dada la produccion e incorpora-
cion al suelo de biomasa aérea y radicular, a partir
de los tres anos la tendencia cambia y se incre-
menta el contenido de carbono a valores similares
que los observados bajo la pastura natural (T0),
evidenciando la fijacién de carbono causado por
esta graminea mejorada (figura 5). La tendencia
es la misma en la parte mas profunda del perfil
evaluado.

Ello pone de manifiesto que esta graminea
mejorada, bajo las condiciones agroecologicas
donde se plantd y debido al manejo de la misma,
puede reponer el carbono del suelo, al menos a
su condicion original previo a su siembra, pero
para ello se requiere un periodo relativamente
largo desde su establecimiento debido a las
condiciones climaticas de esta regidén donde se

presentan alrededor de seis meses sin lluvias. Es
por ello que seria prudente utilizar otros métodos
de siembra, como por ejemplo minima labranza,
para causar menor alteracién de las condiciones
del suelo y asi no favorecer la rapida mineraliza-
cién de la materia organica durante el proceso de
siembra y con ello reducir la pérdida de carbono
del suelo (Espinoza 2010).

Al analizar las tendencias del COS en el perfil
superior (0-30cm) pero en tractos de 10cm, se
pudo observar como la capa mas superficial
(0-10cm) muestra dos situaciones claras. La
primera es que el contenido de COS es superior
(P<0,0001) con relacién a las observadas en las
dos restantes capas de suelo. La segunda es que
el valor de COS se incrementd a los tres afios de
establecimiento, mostrando equilibrio posterior-
mente (figura 6).
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Figura 6. Contenido de carbono organico, kg t' suelo, en los primeros 30 cm
de profundidad de un suelo bajo Brachiaria segun edad de estableci-

miento. Atenas, Costa Rica.

Por el contrario, las otras dos capas de suelo
(10-20 y 20-30 cm) mostraron reduccion de COS
al tercer ano de establecida la pastura mejorada.

Esta diferencia de comportamiento podria
estar sefalando la incorporacion de biomasa
aérea en la capa mas superficial de suelo que
contribuy6 para que los niveles de COS se incre-
mentaran durante esos anos (Pérez et al. 2019),
situacién que ocurre mas lentamente en capas un
poco mas profundas donde bdasicamente ocurre

incorporaciéon de biomasa radical. Sin embargo,
en el tiempo esta fraccion de COS se vuelve
mas importante al ir incorporando cantidades
que contribuye con el incremento, tal y como se
observo en la presente investigacién donde a los
11 afnos de establecida la pastura mejorada se ha
incrementado el valor de COS en el tracto de 10
a 20 cm de profundidad (figura 6). La situacion es
similar en la capa de suelo ubicada entre 20 y 30
cm de profundidad.
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Cambio en el contenido del carbono del
suelo

El cambio estimado en la cantidad de carbono
en ambas profundidades (0 — 30 y 30 — 50 cm)
muestra valores negativos tres afios luego del
establecimiento de la especie mejorada (Cuadro
5). Si bien se presenta una tendencia al incremento
en el valor de carbono a partir de los tres afnos,
15 afos después de la siembra de la brizantha
todavia no se muestran valores de carbono como
los originales (Cuadro 5). Sin embargo, es claro
que la diferencia en la cantidad de carbono con
respecto a la original (TO) se reduce con el tiempo
de establecimiento, lo cual es muestra clara del
aporte de carbono al suelo que es realizado por la
graminea mejorada.

La introduccién y siembra de gramineas mejo-
radas usualmente son precedidas por la prepara-
cién mecanica del suelo, para lo cual normalmente
se utiliza el arado que realiza la remocién del suelo
hasta 30 cm de profundidad. Esto ha sido rela-
cionado con incrementos de la mineralizacion de
la materia orgénica del suelo y en consecuencia
con reducciones del carbono almacenado e incre-
mentos de las emisiones de CO, (Lal 2004; Smith
2014; Willems et al. 2011).

Cuadro 5. Cambio promedio anual en la cantidad
de carbono del suelo, kg t suelo, segun
profundidad y tiempo de establecida la
Brachiaria. Atenas, Costa Rica.

Profundidad, cm

. kg C t
medio anual ‘ ST ‘
3 -1,26+1,14 -3,53+1,35 -2,17+0,70
15 -0,12+0,51 -0,65+0,24 -0,33+0,40

Con relacién a la profundidad de muestreo,
se nota como el cambio de la graminea provoca
pérdidas de carbono a profundidades mayores a
30 cm, las cuales no serian consideradas de no
muestrear a esta profundidad. Similares (Noponen
et al. 2013; Chatterjee et al. 2020) y contrastantes
(Chatterjee et al. 2020) resultados han sido repor-
tados para el cultivo del café.

La importancia de tener una clara visién de lo
que esta pasando con el carbono del suelo, no
solo a nivel superficial, es relevante para desa-
rrollar practicas que efectivamente contribuyan al
menos a mantener estable el carbono del suelo, y
a contribuir con la mitigacién del cambio climatico.

Relacion Carbono/Nitrégeno del suelo

Se determiné interaccion (P<0,00145) trata-
miento*profundidad, donde los valores de la rela-
cién carbono:nitrogeno (C/N) en T15 mostraron
ser menores en los estratos mas profundos con
respecto a los de TO y T3 (figura 7). Los valores
de esta relacion fueron similares hasta los 30 cm
de profundidad para todos los tratamientos. En
general, los valores se incrementan con la profun-
didad, aunque T15 mostré estabilidad a partir de
los 20 cm (Figura?).

Relacion C/N
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Figura 7. Relacion C/N en el perfil del suelo (0 -
50 cm) bajo Brachiaria con diferente
tiempo de establecida. Atenas, Costa
Rica.

Todos los tratamientos mostraron que el
contenido de N correlacioné (P<0,0001) de forma
lineal y positiva con el carbono del suelo (r? entre
0,97 a 0,99), mostrando como al incrementarse el
N también se aumenta el C. Los datos agrupados
mostraron la misma tendencia (figura 8).
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Figura 8. Relacion entre carbono y nitrogeno (N) de un suelo bajo Brachiaria.

Atenas, Costa Rica.

También se determind correlacién lineal (P<0,0001) entre el contenido de arcilla y el de carbono con
todos los datos agrupados, pero en este caso la relacion fue negativa, es decir, se reduce el carbono cuando

el contenido de arcilla aumenta (figura 9).
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Figura 9.

Ello es contrario a lo reportado en la literatura
donde normalmente se asocian mayores niveles
de carbono del suelo con mas arcilla (Avilés-Marin
et al. 2007). Sin embargo, esta aparente contradic-
cion se explica por los altos contenidos de arcilla
de este suelo, que en algunos casos supera el
70% de las particulas del suelo. Bajo estas condi-
ciones, y dada la compactacion observada que
impidié la introduccion del barreno mecanico y
sefialado en la seccidén de materiales y métodos,
se disminuye la profundidad de las raices. La
compactacién es asociada con problema de
penetracién y desarrollo de las raices, obtenién-
dose como resultado la reduccién de la biomasa

Relacion entre el contenido de carbono y de arcilla de un suelo bajo
Brachiaria. Atenas, Costa Rica.

radical (Kinner et al. 2009; Paripovich et al. 2010),
y en consecuencia los valores de carbono obte-
nidos son los mas bajos (Cuadro 4).

En ambas fincas, a pesar de que las condi-
ciones climaticas y de suelo son contrastantes, el
patrén de distribuciéon del carbono en el suelo fue
similar, disminuyé con la profundidad (Céspedes et
al. 2012), sin que aparentemente la edad del esta-
blecimiento influyera en este comportamiento. De
igual forma para ambas regiones, el perfil superior
(0-80 cm) contiene mayor cantidad de COS por
unidad de suelo que el determinado en la parte mas
profunda del perfil evaluado (Figuras 2 y 5).
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Coincidentemente luego del establecimiento
de la graminea mejorada, es clara la tendencia de
la reduccion de COS en ambas fincas. Ello se nota
claramente por los valores negativos (Cuadros 3
y 5), en el perfil superior (0-30 cm). Sin embargo,
con el paso del tiempo de establecida la graminea
mejorada, se empiezan a recuperar los contenidos
de COS en Atenas. En el caso de Guapiles, los
valores del COS se incrementaron con respecto al
valor inicial (T0). Ello muestra el efecto benéfico de
la introduccion de las especies mejoradas.

En Guapiles en la mayor profundidad del perfil
(30-60 cm) la situacion es diferente por cuanto el
COS mostré tendencia al incremento. Las labores
de preparacién del suelo al no ser tan profundas,
no influencian la descomposicion mas rapida de la
materia organica como si lo estimularon en el perfil
superior. Ademas, las condiciones de suelo franco
favorecen el crecimiento de las raices de las
especies mejoradas que hacen que con el tiempo
depositen residuos y exudados que mejoran el
contenido de COS.

En el caso de Atenas, la condicién de suelo
arcilloso que de manera conjunta con las condi-
ciones climaticas tipicas del trépico seco, desfa-
vorecen, la primera la penetracién de las raices
y, la segunda el crecimiento vegetativo durante
una parte significativa del afno debido a la esta-
cionalidad de las lluvias. Lo anterior hace que, en
términos generales, el COS en el perfil evaluado
se incremente en Guépiles, pero disminuya en
Atenas (Cuadros 3y 5).

Por lo anterior es que se requiere considerar
el efecto del clima (Abdalla et al. 2018) y las
caracteristicas del suelo (Pringle et al. 2011) en
la variacion del contenido de carbono. El primero
influencia directamente el patrén de crecimiento
de las gramineas a lo largo del afio, y el segundo
la facilidad de penetracion de las raices en el perfil
del suelo. Por ello la pastura mejorada sembrada
en condiciones contrastantes repone el carbono
perdido por la preparacion del suelo en tiempos
diferentes (Cuadros 3 y 5).

También fue clara la relacion del nitrégeno con
el carbono del suelo, y ello muestra otro beneficio
de la implementacion de practicas que conduzcan
al incremento de la disponibilidad de nitrégeno
en el suelo dada su relacion con el desarrollo y
produccion de biomasa de las gramineas, lo cual
tiene relacidon directa con el carbono en el suelo
(van Groenigen et al. 2017).

La profundidad de muestreo muestra que,
dependiendo de las condiciones climaticas de la
region donde se ubique la actividad de interés, el
carbono del suelo a profundidades mayores a los
30 cm podria contribuir a mitigar, o bien, a incre-
mentar la concentracion de este elemento en la
atmodsfera. Se requiere realizar este tipo de inves-
tigacion en diferentes actividades agricolas para
dilucidar si este patron climatico es consistente
con el contenido de carbono a profundidades
como las referenciadas.

Basado en lo observado con los resultados
obtenidos, se recomienda en la medida de lo
posible, minimizar el laboreo del suelo previo a
la siembra, ya que fue evidente la reduccién del
carbono durante los afos posteriores a la siembra.
La utilizacion de practicas de establecimiento con
minima labranza podria reducir la disminucién de
carbono (Aguilera et al. 2013) y quizas se obser-
varian mayores incrementos de este elemento en
el tiempo. Seria aconsejable incluir esta variable
comparativa en préximos muestreos.

De igual manera se recomienda la introduccion
de leguminosas asociadas a la graminea que favo-
rezcan la disponibilidad de nitrdgeno, lo cual esti-
mularia el crecimiento de las pasturas mejoradas
y con ello probablemente se podria incrementar el
carbono del suelo (van Groenigen et al. 2017).

Es deseable continuar los muestreos en el
tiempo, en los mismos puntos utilizados en la
presente investigacion, para corroborar o deter-
minar nuevas tendencias. Ademas, seria inte-
resante incrementar el numero de puntos de
muestreo y con ello tratar de reducir la variabilidad
observada para lograr determinar diferencias
significativas entre las variables consideradas.

Seria importante incluir otras especies de
gramineas mejoradas para determinar si el
comportamiento en términos de incremento de
carbono en el suelo con el tiempo es similar al
observado hasta el momento con la B. brizantha.

Se deberian realizar dos ciclos de muestreos
espaciados al menos tres afos para observar
y determinar si existe variacion en el contenido
carbono del suelo en el mismo sitio debido a la
introduccion de la graminea mejorada con el
manejo establecido, y con ello corroborar lo deter-
minado en esta investigacion.
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NOTA TECNICA

DINAMICA POBLACIONAL DE STOMOXYS

CALCITRANS EN RASTROJO DE PINA
Y GANADERIA EN COSTA RICA

Yannery Gémez-Bonilla', Arturo Soldrzano’

RESUMEN

Dinamica poblacional de Stomoxys calcitrans en rastrojo de pina y ganaderia en Costa Rica. Se desa-
rrollé una investigacion para comprender la abundancia relativa de la mosca del establo (S. calcitrans),
durante el afio y detectar aumentos inusuales de la plaga en los rastrojos de pifia y en ganado vacuno. El
trabajo se realizé en El Pinar de Rio Cuarto, Alajuela y en Palmitas de Guapiles, Limén; ambas localidades de
Costa Rica. En cada localidad se identificd una finca pifiera, como finca central y a su alrededor se buscaron
posibles focos de la mosca del establo hasta un maximo de 10 km de radio. Para la captura de adultos, se
colocaron trampas blancas con pegamento, las cuales fueron cambiadas semanalmente. Este trabajo se
realizé desde mayo del 2012 hasta mayo 2013, con registro de las condiciones climatoldgicas. Ademas, se
estudié la fluctuacion poblacional de S. calcitrans desde las 5 a.m. hasta las 9 p.m. con intervalos de una
hora, en las fincas pifieras y en fincas de ganado semi-estabulado. Con respecto a los resultados, las horas
de mayor actividad de la mosca son de 8 a 11 a.m. y de 2 a 5 p.m; tanto en la pifiera como en la ganaderia.
Se encontrdé que tanto el rastrojo de pifia, como el rastrojo de banano en descomposicion, son atrayentes
para la mosca del establo y es ahi, donde ellas colocan sus huevos, se desarrolla el ciclo de vida y los adultos
viajan al ganado para alimentarse. Se dieron diferentes picos poblacionales de la mosca a través del afio, los
meses de mayor precipitacion y altas temperaturas, ayudan a que se descomponga mas rapido el rastrojo,
provocando un aumento de las poblaciones de la mosca del establo. En la zona de El Pinar de Rio Cuarto,
la captura tuvo un rango entre 50 y 1180 capturas mensuales; durante todos los meses hubo captura de
moscas, sin embargo, las poblaciones bajaron en los meses de enero a marzo. En la zona de Palmitas de
Guapiles las capturas de moscas mostraron un rango entre 100 y 4000 en todos los meses del afio, tanto
en el rastrojo de pifia y banano como en el ganado. Las capturas de moscas de los establos se relacionaron
positivamente con la temperatura, la humedad relativa y la lluvia. El andlisis de componentes principales fue
de 62.4, este reflejo la influencia de todas las variables climaticas juntas y los diferentes escenarios produc-
tivos, el rastrojo de pifia y las explotaciones ganaderas estabuladas o con animales en pastoreo, donde casi
todos los factores convergen en la misma direccién y son muy cercanos.

Palabras clave: Mosca del establo, rastrojo de pifia, plagas del ganado, fluctuacion poblacional.

Key words: stable fly, pineapple stubble, livestock pests, population fluctuation.
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INTRODUCCION

La mosca del establo (Stomoxys calcitrans:
Diptera. Muscidae), es una plaga que produce
dafnos econdmicos muy significativos en la gana-
deria y en otros animales de sangre caliente en
muchas partes del mundo (Taylor et al. 2007, Foil
y Hogsette 1994, Kunz 1995, Mullens et al. 2005).
Tanto el macho como la hembra se alimentan de
sangre para cumplir su ciclo de vida (Taylor et al.
2012) y tienen un amplio rango de hospederos
vertebrados (Keawrayup et al. 2012).

Esta especie es una plaga cosmopolita de
importancia, ya que afecta el ganado donde
las condiciones ambientales como la lluvia y la
temperatura contribuyen a que se incrementen
las poblaciones (Taylor et al. 2010, Taylor et al.
2007, Gilles et al. 2005b). En Tailandia, el 80 % de
S. calcitrans se recogen principalmente durante
la temporada de lluvias, mencionan que ellos no
han determinado si actividades agricolas pueden
favorecer aumentos poblacionales, pero si han
podido comprobar que se presentan picos a
través del ano. Les dieron seguimiento a especies
de S. calcitrans de ambos sexos y observaron
variaciones poblacionales en tres temporadas y
durante el dia, registrando que en la temporada
de lluvias tenian mayores picos poblacionales y
se daban fluctuaciones de ambos sexos a lo largo
del dia (Keawrayup et al. 2012). Esto permite tener
una mejor comprensién del comportamiento de
la mosca para poder establecer estrategias de
prevencién y control.

S. calcitrans posee un comportamiento biolo-
gico diversificado que le permite utilizar sitios
alternativos de reproduccion, movimientos de
migracion y el uso de multiples huéspedes incluido
el hombre, es por esto, que se requiere el desa-
rrollo de mayor investigacién, para comprender
los diversos aspectos que conforman su ciclo de
vida, tanto a nivel de los estadios inmaduros como
de adultos y la implementacion de estrategias de
control.

En el afo 2011, se presentaron denuncias
por la fuerte afectacién al ganado por parte de
la mosca del establo en varias zonas del pais.
El primer reporte de la presencia de esta plaga,
corresponde al ataque en la ganaderia (afio 1987),
en el distrito de Buenos Aires de Osa, donde se
indica que la mosca se reproduce en los dese-
chos organicos, ademas se comprobd que
atacaba animales domésticos (Herrera et al. 1991,
Herrero et al. 1989). En Costa Rica esta plaga se
encuentra distribuida en todo el pais, sin embargo,
con el incremento del area de produccién de pifia
y banano en las regiones Norte y Caribe, asi como
la aparicion de condiciones favorables de lluvia y
temperatura (para la incidencia de la plaga), conti-
nuamente se reportan brotes que afectan la gana-
deria bovina y equina en sitios cercanos a estos
cultivos (Soldérzano et al. 2015). Por esta razon, el
objetivo de este trabajo fue conocer la dinamica
poblacional de la mosca del establo a través del
ano y a través del dia en los rastrojos de pifa,
banano y en el ganado en dos de las regiones mas
afectadas de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Este estudio se realizd, en las localidades de
El Pinar de Rio Cuarto de Santa Isabel, provincia
de Alajuela (Region Huetar Norte) y Palmitas de
Guapiles cantdén de Pococi, provincia de Limon
(Regidén Huetar Caribe).

Para conocer la fluctuacién poblacional de
la mosca del establo a través del afio en cada
localidad, se monitoreé una plantacién comercial
de pifa, en proceso de cambio de plantacién o
derriba de las plantas del ciclo cosechado (rastrojo
de pifa), la cual se consideré como la finca central.
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Conforme se avanzd con nuevas derribas de plan-
tacion se corrieron o trasladaron las trampas, para
mantener las capturas de la mosca del establo.
Ademas, se dio seguimiento a dos explotaciones
ganaderas cercanas a estas pifleras, una con
manejo de semovientes en pastoreo (ganado en
pastoreo= GP) y otra con ganado semi-estabulado
(GSe). Asi mismo, se identificaron otras fincas de
pifia como posibles focos de la mosca del establo
(hasta un maximo de 10 km a la redonda), en las
cuales se colocaron unas trampas blancas con
pegamento para el monitoreo respectivo y las
cuales fueron cambiadas semanalmente. En la
regidon del Caribe, se encontrd altas poblaciones
de mosca del establo en rastrojo de banano, por
lo que se le dio seguimiento a una de las fincas
comerciales cercanas, el rastro de banano en
descomponiendo atrae a la mosca del establo.
Todos los lugares fueron georreferenciados. Los
datos del clima fueron obtenidos diariamente
desde la estacion meteoroldgica ubicada en cada
sitio de cultivo de pifia en ambas localidades

Muestreo de adultos a través del ano

Se colocaron trampas blancas con pega-
mento, en cada uno de los sitios de estudio y
se contaron y cambiaron semanalmente, estos
conteos se realizaron desde mayo del 2012 hasta
mayo 2013, con el fin de conocer la fluctuacién
poblacional de los adultos de la mosca del establo
segun las condiciones climaticas presentadas a
través del afo.

Muestreo de adultos a través del dia

Para determinar los picos poblacionales a
través del dia, él estudio se realizé en las mismas
localidades de los sitios de estudio durante la
época lluviosa (agosto y noviembre) y en la época
seca (febrero). Se colocaron trampas blancas con
pegamento en rastrojo de pifa y en sistemas de
ganado semi-estabulado. En el ganado, ademas,
se contaron las moscas posadas en las patas (10
patas al azar), durante un minuto, considerando un
total de conteo. El conteo de adultos capturados,
se hizo en un dia por hora, a cada hora se quitaba
la trampa y se ponia una nueva, iniciando el conteo
de moscas desde las 5 a.m. hasta las 9 p.m.

En Palmitas de Guapiles se hizo el mismo
estudio, en época de lluvia en rastrojos de pina,
banano y en ganado (GSe).

Analisis estadistico

Se realizé el analisis de varianza para deter-
minar si habia diferencia a través del dia y a través
del afo, en cada uno de los sitios de estudio.

Ademas, se realizé el analisis de correlacion
de Pearson para determinar la influencia que
ejercen los factores ambientales sobre los picos
poblacionales, entendiendo que hay diversos
factores (lluvia, temperatura, viento, humedad
relativa, etc.) que intervienen. Ademas, se hizo
el Anadlisis de Componentes Principales (ACP),
técnica que permite la sintesis de la informacion,
con la menor pérdida de datos posible y se centra
en los factores mas influyentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fluctuacion poblacional de la mosca del establo

Hubo variacion poblacional durante todos los meses del ano, con diferencias altamente significativas (p<
0,0001) en ambas zonas de estudio; en el Cuadro 1, se presentan los analisis de medias de Tukey. En el caso
de la zona de El Pinar de Rio Cuarto, se muestra en la Figura 1 que hay presencia de moscas durante todos
los meses del afo y la abundancia varia cada mes, presentandose diferentes picos poblacionales. La siembra
de pifia es continua y escalonada, es por esa razén que siempre habra lotes en derriba y esos lotes pueden
estar en diferentes grados de descomposicién y de ahi que la entrada de la mosca es continua. El afio del
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estudio, la mayor captura fue durante el mes de agosto, con un resultado de 1754 moscas capturadas en el
rastrojo de pifia. En el ganado de pastoreo que se encuentra cerca de esa pifiera, se contaron 600 moscas
en la trampa y 380 moscas en ganado semi-estabulado. Los conteos de mosca en el ganado son muy altos
durante todo el periodo, lo suficiente para mantenerlos siempre estresados, inquietos. Otro pico importante
fue en el mes de diciembre y en febrero (2013).

Cuadro 1. Analisis de medias segun Tukey del conteo de mosca del establo en rastrojo de pifia. El Pinar de
Rio Cuarto Alajuela. Mayo 2012- mayo 2013.

MES Medias n E.E.
ENE13 14,50 16 10,40 A
DIC12 21,37 8 14,70 A
OCT12 21,50 20 9,30 A
JuL12 23,69 16 10,40 A
SET12 24,38 16 10,40 A
JUN12 30,38 16 10,40 A B
MAY12 35,56 16 10,40 A B
NOV12 43,88 16 10,40 A B
MAR13 57,69 16 10,40 A B C
FEB13 59,75 16 10,40 A B C
MAY13 80,50 16 10,40 B o) D
AGO12 99,31 16 10,40 o) D
ABR13 110,44 16 10,40 D
Medlas con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
=@ Ganado Semies =@ Rastrojo de Pifa 1
=== Rastrojo de Pifia 2 Ganado en pastoreo 1
e=@== Chanchera e=@== Ganado en pastoreo
2000
1800
1600
g 1400
2 1200
o
£ 1000
[0
© 800
o
< 600
400
200
0
MAY JUN JUL AUG SEP OCT NOV DIC JAN FEB MAR APR MAY
Meses 2012 - 2013
Figura 1. Fluctuacion poblacional de la mosca del establo en el rastrojo de pifiay
en ganaderia. El Pinar de Rio Cuarto, Alajuela. Mayo 2012-mayo 2013.

En la Figura 2 se muestran los datos climatol6- como para mantener una humedad relativa de
gicos de la zona, con altas precipitaciones durante casi 100%. Los cambios de temperatura oscilaron
todo el afo, incluso en la época seca, se dan entre 25-30°C, favoreciendo la descomposicion
precipitaciones que ayudan a la descomposicién del material de pifia y proporcionando atraccién a
del rastrojo, Estas precipitaciones son suficientes la mosca del establo, donde ella llega a ovipositar.
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Figura 2. Datos climaticos. Precipitacion (mm), total de lluvia en el mes.
Promedio de Temperatura (°C), Humedad Relativa (%). El Pinar de Rio
Cuarto, Alajuela. mayo 2012- mayo 2013.

En Palmitas de Guapiles, se realizé el mismo estudio que en El Pinar de Rio Cuarto. Se obtuvieron dife-
rencias altamente significativas; todos los meses son diferentes con respecto a la fluctuacion a través del afio
(p<0001). En esta zona, se siembran grandes areas de platano y banano, donde se comprobd el desarrollo
del ciclo de vida en los rastrojos en descomposiciéon de ambos cultivos, de ahi que hubo semanas donde las
trampas se llenaban en corto tiempo por la cantidad de mosca que se atrapaba de todos estos cultivos. En
la Figura 3, se muestran rangos de captura de moscas entre 200-700 en el rastrojo de pifia y de 2000 a 4000
en banano. En el ganado semi-estabulado, los conteos de la mosca fueron de 200 a 650 y en el ganado de
pastoreo (uno de los mas afectados), los conteos fueron de 100-1500 moscas, con presencia de mosca todo
el afo y diferentes picos.

e=@== Rastrojo de pina 1 e=@== Rastrojo pifa 2
e=@== Ganado semi estabulado Potrero
@=@==Banano e=@== Ganado pastoreo
4500
4000

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

No. de moscas del establo

Mayo 2012- 2013

Figura 3. Fluctuacion poblacional de la mosca del establo en el rastrojo de
pifia, banano y en ganaderia. En Palmitas de Guapiles-Limén. Mayo
2012-2013.
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Como se observa en la (figura 4) en esta
zona, hubo altas precipitaciones durante todo
el afo, incluso en los meses mas “secos”. Las
temperaturas estuvieron en un rango de 27-30 °C
y humedad relativa de un 80 a 100%, todas las
condiciones favorables para que los rastrojos de
los diferentes cultivos se descompusieran y fueran
atractivos para la mosca del establo para irse a
reproducir.

En un estudio realizado en Tailandia
(Keawrayup et al. 2012) durante todo el afo,
encontraron picos importantes en la estacion
de otofio (noviembre —febrero) con 786 moscas
capturadas, en la estacion de verano (marzo-
junio) con 394 moscas y en la estacion lluviosa
(julio-octubre) con 2 269 moscas, de ahi que
concluyen que la mosca del establo requiere de
alta humedad relativa y temperaturas calidas.
En el caso de México, en tres hatos de ganado
evaluados, se estimo el inicio y final de la tempo-
rada del problema de mosca del establo, durante
los ocho meses de estudio el porcentaje de infes-
tacion en los tres establos fue diferente, uno se

dio en medio del verano y el otro se dio en medio
del otono; ambos se caracterizaron por presentar
temperaturas caélidas y lluvia, luego la poblacion
decrecid en el invierno (Cruz-Vazquez et al. 2000),
asi mismo, en Estados Unidos (Taylor et al. 2012).
En Canada durante el periodo de verano-otofio,
indican que las condiciones son favorables para el
desarrollo de la mosca (Guglielmone et al. 2004).
Pitzer et al. 2011, en su estudio sobre la mosca
del establo, indicé que esta presenté dos picos
importantes en la primavera (abril) y en el otofio
(noviembre y diciembre) donde se registré mayor
humedad. Rodriguez-Batista et al. (2005), en el
trabajo sobre dinamica poblacional de la mosca
en el ganado en Brasil, indicaron que los picos
mas altos de captura también se presentaban
en los meses lluviosos y (Rodriguez Batista et al.
2005, Gilles, 2005b, Taylor et al; 2007 y Taylor
et al. 2010), indican que hay dos factores que
influyen mas en los aumentos poblacionales de
la mosca como son la precipitacion y la tempe-
ratura, sin embargo (Skoda et al; 1991; Broce et
al; 2005) mencionan que las variaciones también
pueden deberse a la interaccion que se da entre el
sustrato y las precipitaciones.
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Figura 4. Datos climaticos, Precipitacion (mm), total de lluvia en el mes.

Promedio de Temperatura

(°C), Humedad Relativa (%). Palmitas de

Guapiles-Limén. Mayo 2012-2013.

En los andlisis de correlacién de Pearson
realizados con los datos de la zona de El Pinar de
Rio Cuarto (Cuadro 2), los resultados muestran
una correlacion alta con los factores ambientales
mas influyentes, por ejemplo la humedad rela-
tiva de 0,98 y la temperatura minima 0,96, que
son factores que contribuyen a que se dé una
rapida descomposicion en el rastrojo de pifia y

por ende, se atraiga a las moscas, p<000.1 alta-
mente significativa, y esta relacion se observa
representada en la grafica del andlisis del compo-
nente principal, que se muestra en la (figura 5). El
plano determinado por los dos ejes CP1 Y CP2
representaron el 62.4% de la variacion total. Las
capturas de moscas estables se relacionaron
positivamente con la temperatura, la humedad
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relativa y la lluvia. En el andlisis de los compo-
nentes principales, se puede ver la influencia de
todas las variables climaticas juntas y los dife-
rentes escenarios productivos, el rastrojo de pifa
y las explotaciones ganaderas estabuladas o
con animales en pastoreo, donde esos vectores
junto con el factor lluvia convergen en la misma
direcciéon y muy cercanos. El otro caso, es el de
las trampas que se encontraban en el ganado
semi-estabulado, como se muestra en la misma
figura, a la temperatura maxima se da una alta
correlacion. Sin embargo, no se detectd ninguna
relacién entre las capturas de moscas estables
con la velocidad del viento excepto con el ganado

que se encuentra en pastoreo. Las temperaturas
minimas, parecian ser un factor determinante para
la actividad al aire libre de las moscas estables,
lo que explica el alto porcentaje de la variabilidad
del numero total de moscas estables capturadas.
En las investigaciones de Jacquiet et al. (2014), se
obtuvieron resultados muy parecidos en Canada
ya que la actividad de la mosca del establo estaba
muy relacionada con la temperatura minima, Gilles
et al. (2005 a) menciona que las temperaturas
altas superiores a 30°C reducen la supervivencia
de etapas inmaduras y la fecundidad de hembras
y machos.

Cuadro 2. Correlaciones parciales o totales de Pearson entre poblaciones de la mosca establo y variables
climaticas. El Pinar de Rio Cuarto, Alajuela. 2012-2013.

LLUVIA RADIACION

ME Pina 0.17 0.96 0.55
ME GS 0.66 0.13 0.05
ME GP 0.03 0.59 0.88

ME= mosca del establo, GS= ganado semi-estabulado, GP=

0.76 0.98 0.54 0.53 0.50
0.14 0.48 0.14 0.14 0.38
0.06 0.13 0.13

ganado en pastoreo
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Figura 5. Grafico de Bitplot, de analisis multivariado de las poblaciones de mosca del establo en el caso
de ganado en pastoreo, ganado semi-estabulado y rastrojo de dos fincas pifieras, El Pinar de Rio
Cuarto, Alajuela.
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En el caso de la Region Huetar Caribe, el
grafico Biplot sefala la influencia de los factores
ambientales temperatura y humedad relativa
cercana a los dos escenarios valorados el rastrojo
de pina y el ganado, donde también se correla-
cionan, permitiendo que el rastrojo se descom-
ponga y haga que sea atractivo para la mosca del

establo. Con la representacion grafica del analisis
del componente principal, que se muestra en la
Figura 6, el plano determinado por los dos ejes
CP1 Y CP2 representaron el 56% de la variacion
total. Las capturas de las moscas estables se
relacionaron positivamente con la temperatura y la
lluvia.
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Figura 6. Grafico de Bitplot de andlisis ACP en las poblaciones de la mosca del establo en el rastrojo de
banano, rastrojo de pifia, ganado en pastoreo y hato de ganado y porqueriza. Palmitas de Guapiles-

Limdn. Mayo 2012-2013.

Fluctuacion poblacional de la mosca del establo a través del dia

La fluctuacion poblacional de la mosca del
establo a través del dia, se realiz6 en el rastrojo de
pifia y en el ganado semi-estabulado. En ambas
regiones, se encontré que no hubo captura de la
mosca cuando prevalecen condiciones de oscu-
ridad o poca luz solar, en ambos lugares se dieron
dos picos importantes de actividad, tanto en el
invierno como en el verano y en los momentos
donde hay mucha lluvia no hay movimiento de la
mosca. En la Figura 7, en El Pinar de Rio Cuarto,
se presentaron dos picos importantes de 8-11
a.m. y de 2- 5 p.m; con una temperatura entre
25-30 °C y la humedad relativa entre 80-100%,
tanto en el rastrojo como en el conteo de las

moscas en las patas del ganado, al igual que en
Palmitas -Guapiles (figura 8), ambos coincidieron
con dos picos de actividad poblacional. Estos
resultados concuerdan con los reportes de otros
investigadores, donde la actividad diaria de S.
calcitrans se ve afectada por la temperatura, la
humedad y los niveles de radiacion solar; repor-
tados por Mullens y Hogsette (2012) en Mali con
tres especies de Stomoxys y Keawrayup, et al.
(2012). Estos sefialan también, que, en la estacion
lluviosa, se obtuvieron dos picos importantes de
6-10 a.m. y de 2-6 p.m. con temperatura de 30 °C
y HR de 70-90%.
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Figura 7. Fluctuacion poblacional a través del dia, con muestreos cada hora de
la mosca del establo en el rastrojo de pifa y en ganado semi-estabu-
lado, con conteo de moscas en patas del ganado en época de lluvia en
la zona de Rio Cuarto.
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Figura 8. Fluctuacion poblacional a través del dia, con muestreos cada hora de
la mosca del establo en el rastrojo de pifia y en ganado semi-estabu-
lado en época de lluvia en la zona Atlantica.

La experiencia se repiti6 en época seca a obtener capturas hasta las 6 p.m; parece que
(figura 9), y el pico de la mafana coincide con la luz del dia influye en la actividad de la mosca.
la época lluviosa. Durante el verano, empezé a Muller y Hogsette (2012) reportan que la acti-
amanecer después de las 6 a.m. pero en la tarde vidad principal de S. calcitrans en horas diurnas
oscureci6 casi al ser las 7 p.m. lo que contribuy6 de 10 a.m. a 2 p.m. es alimentarse en las flores.
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Figura 9. Fluctuacion poblacional a través del dia, con muestreos (a cada hora)
de la mosca del establo en el rastrojo de pifia y en ganado semi-esta-
bulado en época seca en la zona Rio Cuarto, 2013.
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Direccion de la revista

Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria, oficinas del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Sabana Sur, San José, Costa Rica. Direccion electro-
nica: Iramirez@inta.go.cr. Teléfono 22 31 39 91. Plataforma INTA: www.platicar.go.cr web INTA:
www.inta.go.cr

Perspectiva de la revista

La revista Alcances Tecnoldgicos se publicd por primera vez en el aino 2003 con el objetivo de
transferir las opciones tecnoldgicas generadas y validadas por el Instituto Nacional de Innovacién
y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria, que es el instituto oficial de investigacion en Costa
Rica. Actualmente la revista somete a estudio articulos enviados por profesionales del sector agro-
pecuario en general. La revista esta dirigida a extensionistas del sector agropecuario, productores
lideres, organizaciones de productores, empresas privadas y estudiantes entre otros.

En linea
ALCANCES TECNOLOGICOS: www.platicar.go.cr

Interface electronica

http://revista.inta.go.cr/index.php/alcances_tecnologicos
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