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CARACTERIZACION AGRONOMICA DE MATERIALES GENETICOS DE PAPA
EN LA LOCALIDAD LOMAS DE CUBIRO, ESTADO LARA, VENEZUELA

AGRONOMIC CHARACTERIZATION OF POTATO GENETIC MATERIAL,
AT LOMAS OF CUBIRO, STATE OF LARA, VENEZUELA

Ericka E. Porras Y.* y Mirian Gallardo**

*Técnico Asociado a la Investigacion (TAI) e **Investigadora jubilada, respectivamente. Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA-Lara). Barquisimeto, estado Lara. Venezuela.
Correo electronico: erickaelena@yahoo.com

RESUMEN

En la busqueda de materiales de papa, Solanum tuberosum
L., adaptados a las diferentes areas de Venezuela, se eva-
luaron las caracteristicas agrondmicas de cinco materiales
genéticos: Tibisay, Granola, Andinita, el clon 392639-1y
Kennebec (variedad de control) en la localidad Lomas de
Cubiro, estado Lara. El experimento fue instalado bajo un
disefo de bloques al azar. Se determind la emergencia, habito
de crecimiento, vigor, altura de la planta, el rendimiento y
la madurez de la cosecha. Los datos fueron analizados con
el programa SPSS version de Windows 18 y mostraron
diferencias significativas al 5%. El Tibisay variedades,
Granola y Andinita, presenté el mayor porcentaje de
emergencia, que fueron superiores al control Kennebec.
El clon 392639-1, expres6 poco menos vigor y altura de la
planta. Las variedades mas tempranas, granola y Kennebec,
alcanzaron la madurez a los 90 dias después de la plantacion
(DDP), el resto de los materiales se recogieron en 130 DDP
hasta cumplir su ciclo fenoldgico. Los rendimientos de Andi-
nita, Tibisay y Granola fueron 41,25; 37,18 y 31,04 t ha"!,
respectivamente, y estadisticamente superior a Kennebec,
cuyo rendimiento fue de 12,27 t ha'!, similar al promedio
reportado (12,08 tha') en el estado de Lara en 2010 por el
Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y Tierras
(MPPAT). Las variedades Andinita y Tibisay expresaron
el mayor potencial agronémico para el area, lo que resulta
en la aceptacion por los productores.

Palabras Clave: Solanum tuberosum L.; materiales
genéticos; caracterizacion agronomica.

RECIBIDO: junio 28, 2011
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SUMMARY

In the search for materials of potato, Solanum tuberosum
L., adapted to different areas of Venezuela, were evaluated
for agronomic characteristics of five genetic materials:
Tibisay, Granola, Andinita, the clone 392639-1 y Kennebec
(control variety) at the locality Lomas de Cubiro, Lara
State. The experiment was installed under a randomized
block design. was determined Emergency, growth habit,
vigor, plant height, yield and maturity of the crop. Data
was analyzed using SPSS Windows version 18 and showed
significant differences at 5%. The varieties Tibisay, Granola
and Andinita, showed the highest percentage of emergence,
which were higher than the Kennebec control . The clone
392639-1, expressed little less vigor and plant height. The
earliest varieties, Granola and Kennebec, reached maturity
at 90 days after planting (DDP), the rest of the materials
were harvested at 130 DDP until fulfill its phenological
cycle. Yields of Andinita, Tibisay and Granola were 41.25;
37,18 and 31.04 t ha'!, respectively and statistically superior
to Kennebec, whose yield was 12.27 t ha™!, similar to the
average reported for Lara state in 2010 by the MPPAT
(12.08 t ha!). The varieties Andinita y Tibisay expressed
the best agronomic potential for the area, resulting in accep-
tance by producers.

Key Word: Solanum tuberosum L.; genetic materials;
agronomic characterization.
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INTRODUCCION

La papa, Solanum tuberosum L., es uno de los cultivos
alimenticios mas importantes, tanto en paises desarro-
llados como en vias de desarrollo, cuya produccion de
proteinas y energia, por unidad de tiempo y superficie,
es superior a todos los otros cultivos. Su proteina es
particularmente valiosa debido a su contenido de ami-
noacidos esenciales, cualidad que no es comun en otras
plantas (Garcia y Salas, 2005). En el renglon de raices
y tubérculos es uno de los rubros alimenticios de mayor
consumo nacional (Gil et al., 1998).

La produccion de papa en Venezuela se destina tanto
para consumo fresco como para la agroindustria. Segin
estadisticas de la FAO (2008), en el 2007 la produccion
de este rubro sobre un area cosechada de 24 552 ha,
alcanzd 456 661 t, con un rendimiento promedio de
18,67 t ha.

Por otra parte, el pais forma parte del centro de masifi-
cacion de las especies de papa. La obtencion de varie-
dades con altos rendimientos y mejores caracteristicas
para el consumo fresco en funcion de los diversos pisos
climaticos, inicio6 sus logros con el subproyecto nacional
de mejoramiento genético de papa (1984-1987). De este
modo, se contemplo el desarrollo y aplicacion de técnicas
biotecnologicas para la mejora, multiplicacion y conser-
vacion de la base genética de las diferentes accesiones
enviadas por el Centro Internacional de la Papa (CIP)
Lima - Peru (Gonzalez et al., 2005).

El estado Lara es el cuarto productor de papa a nivel
nacional, su produccién esta concentrada sobre los
1 000 m.s.n.m. en condiciones de clima y suelo favo-
rables al cultivo (Pérez et al., 2005). Considerando forta-
lecer la soberania alimentaria del pais, para el presente
trabajo se seleccionaron variedades con caracteristicas
agronomicas de cinco materiales genéticos: ‘Tibisay’,
‘Granola’, ‘Andinita’, el clon 392639-1 y ‘Kennebec’
(variedad testigo), adaptadas a las condiciones agro-
climaticas de la zona en estudio, a la demanda de los
agricultores y a la demanda del mercado, de manera
que estos materiales expresen su potencial con calidad
genética y sanitaria confiable.

A continuacién se presenta una breve descripcion
sobre los diferentes materiales genéticos utilizados en
el ensayo:

Kennebec, originario de Canada, tiene gran adaptacion
a pisos bajos e intermedios (800 a 1 600 m.s.n.m.), es
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susceptible a Phytophthora infestans (Mont.) de Bary e
inmune al virus A de la papa (siglas en inglés, PVA). Esta
variedad es sembrada cominmente por los productores
de las zonas altas del estado Lara, por su alta produccion
y patron de preferencia en el mercado para consumo
fresco (Gonzalez et al., 2005).

Granola, cuyo pais de origen es Alemania, tiene gran
adaptacion a pisos altos de 1 800 a 2 800 m.s.n.m.
(Gonzalez et al., 2005); es altamente susceptible a P,
infestans, ocasionando grandes pérdidas en la cosecha
y altos costos en el manejo ambiental y de salud
humana (Quintero ef al., 2009). Los productores de los
estados andinos del pais siembran mayormente, por su
precocidad y preferencia en el mercado para consumo
fresco (Garcia et al., 2005).

Andinita, su pais de origen es Venezuela (Gonzalez et
al., 2005), pertenece al grupo denominado Poblacion A
con resistencia vertical a P. infestans, lo cual representa
una ventaja agronémica para una agricultura sostenible
y agroecoldgica. Esta poblacion es producto de la
primera seleccion de clones avanzados introducidos
al pais a principios de la década de 1980 por el Centro
Internacional de la Papa (CIP; Rodriguez et al., 2008).
Es sembrada en los pisos intermedios del estado Lara
(1600 a 1800 m.s.n.m.) con mayor rendimiento que
Granola. Su uso se destina al consumo fresco (Quintero
et al., 2009).

Tibisay, fue liberada en Venezuela en el afio 2006;
tuvo gran aceptacion por parte de los productores en un
rango de altitud por encima de 1 600 m.s.n.m. Es una
variedad tolerante a P. infestans, susceptible al virus X
de la papa (con siglas en inglés PVX) o del mosaico
rugoso y resistente a vientos fuertes. Su uso se destina al
consumo fresco (Gonzalez, 2006; Gonzalez et al., 2005).

El clon 392639-1, pertenece al lote de clones denomi-
nados Poblacion B caracterizado por presentar resis-
tencia horizontal a P, infestans; es producto de la segunda
seleccion de clones avanzados introducidos al pais en la
década de 1990 por el CIP (Rodriguez et al., 2008), se
encuentra actualmente en proceso de estudio.

Evaluaciones realizadas por investigadores y fitomejo-
radores para este clon, en diferentes zonas andinas del
pais lo cataloga como material elegible por presentar
mejores respuestas en pisos altitudinales entre los 1 600
a 1 800 m.s.n.m., con caracteristicas de mercado acep-
tables para consumo fresco (Meza et al., 2008, 2009;
Quintero et al., 2009).



PORRAS y GALLARDO - Materiales genéticos de papa en la localidad de Lomas

La produccion sostenible de este tubérculo en el pais, se
limita por diversos factores, entre ellos: escaso financia-
miento para la siembra, dificultades en las cadenas de
distribucion y bajo nivel de organizacion, que conlleva
a la dependencia de la importacion de semilla de papa
para consumo, desde paises como: Alemania, Canada,
Holanda y Colombia (Garcia y Salas, 2005); ademas,
una baja disponibilidad de semilla de calidad genética
y sanitaria confiable, desconocimiento de nuevos mate-
riales promisorios por parte de los productores, escasez
de variedades comerciales adaptadas a los diferentes
ambientes agroecologicos y costos elevados, a los que
los productores consiguen las variedades comerciales,
donde las semillas importadas Kennebec y Granola son
las mas comunes (Pérez et al., 2005).

Aunado a ello, en el campo se emplean practicas agrond-
micas inadecuadas y existen escasas técnicas de manejo
postcosecha de los tubérculos, acarreando grandes
pérdidas (Meza et al., 2008).

Los productores de papa del pais, en su mayoria son
pequefios agricultores dedicados a producir para el
consumo fresco, satisfaciendo el mercado nacional. En
la practica, estan ejerciendo la politica de reproduccion,
distribucion, almacenamiento y diversificacion (o mono
especificidad) varietal (Romero y Monasterio, 2005),
lo cual conlleva a utilizar los mismos materiales en
cultivos sucesivos para el establecimiento de nuevas
plantaciones, derivando en bajos rendimientos y calidad
deficiente (Pérez et al., 2005).

En la actualidad, se ha dado énfasis a la participacion
del productor en los programas de fitomejoramiento
como un método efectivo para dar a conocer cultivares
liberados que se adapten a los diferentes ambientes
agroecologicos donde se cultiva, para mayor acepta-
cion y difusion entre todos los actores de esta cadena
agroproductiva (desarrollo enddgeno). En la busqueda
de alternativas, este trabajo se presenta con el objetivo
de evaluar las caracteristicas agronémicas de cinco
materiales genéticos de papa, en la localidad Lomas de
Cubiro, municipio Jiménez del estado Lara, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en la localidad La Loma,
ubicada a 6 km de la poblacion de Cubiro, parroquia
Diego de Lozada, municipio Jiménez, estado Lara,
durante el ciclo de cultivo mayo - septiembre del 2009.
El area se encuentra georeferenciada a 9° 49 latitud
norte, 69° 32 longitud oeste y 1 658 m.s.n.m. de altitud.
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Las condiciones climatologicas que prevalecieron en la
localidad fueron las siguientes: temperatura promedio
de 18,3 °C, precipitacion anual de 721,56 mm y evapo-
racion potencial de 118,5 mm (INIA, 2009).

Los materiales genéticos evaluados fueron: Tibisay,
Granola, Andinita, el clon 392639-1 y la variedad
comercial Kennebec que se considerdé como testigo.
El disefo utilizado fue de bloques al azar con cinco
repeticiones. De cada material se plantaron tubérculos
enteros con un peso variable entre 20 a 100 g, en cinco
hileras de 3 m de largo cada una, separadas entre si a
0,80 m y una distancia entre plantas de 0,30 m. El manejo
agronomico utilizado fue el tradicional de la zona; reali-
zandose la preparacion del terreno, surcado, aporques y
cosecha con pase de charruga con traccion animal. La
fertilizacion estuvo acorde a los resultados del analisis
de fertilidad y las aplicaciones de insecticidas y fungi-
cidas fueron preventivas.

El desarrollo vegetal se evidenci6 a través de la emer-
gencia, que fue considerada por el crecimiento de los
brotes de los tubérculos semilla que emergieron sobre
la superficie del suelo. Las plantas presentes en los tres
hilos centrales de cada material se contaron por bloque a
los 28 dias después de la plantacion (DDP), cuyos datos
se relacionaron porcentualmente. El resto de las variables
evaluadas son medidas de acuerdo a lo establecido por
el CIP (Zosimo, 1994), siendo:

Habito de la planta: a los 60 DDP se evaluo el porte de la
planta de la siguiente manera: Erecto= 1, Semi-erecto=
2, Decumbente= 3, Postrado= 4, Semi-arrosetado=5 y
Rosetado= 6, considerando el bloque completo por cada
material evaluado.

Vigor: esta variable se evalud a los 66 DDP, observando
de forma completa cada parcela experimental por
tratamiento segun la escala 1-10, donde Muy malo= 1;
Malo= 3; Regular= 5; Bueno= 6; Muy bueno= 7-8 y
Excelente=9.

Altura de la planta: la evaluacion de esta variable se
realizd a los 66 DDP, midiendo la altura a 10 plantas,
tomadas al azar en los tres hilos centrales de cada
material por bloque.

Rendimiento: se realiz6 la cosecha de acuerdo al estado
de madurez de las plantas, colectando por material los
tubérculos producidos en cada parcela y por bloque. Los
tubérculos cosechados de cada material, fueron pesados
y la produccién se expres6 en tonelada por hectarea.



Vol. 61 -2011

AGRONOMIA TROPICAL

Ne2

Madurez: se determino acorde a la etapa de senescencia
del cultivo, clasificada de la siguiente manera: muy
precoz = menor a 90 DDP, precoz= entre 90 y 119 DDP,
medio= entre 120 y 149 DDP, tardio= entre 150 y
180 DDP y muy tardio= mayor a 180 DDP.

Los resultados obtenidos fueron evaluados utilizando
analisis de varianza y prueba de Duncan para las
variables cuantitativas que resultaron con diferencias
significativas. Los datos se analizaron con el programa
estadistico SPSS 18 version Windows, con un nivel de
significacion del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de emergencia se indica en el Cuadro 1,
en donde las variedades Granola (95,33%), Andinita
(90,67%) y Tibisay (82 %) presentan valores superiores
al 80%, en comparacion con la variedad testigo (58,67%)
y el clon 392639-1 (67,33%), quienes estadisticamente
resultaron similares.

CUADRO 1. Porcentaje de emergencia en los mate-

riales genéticos evaluados.

Materiales Genéticos Emergencia (%)

Granola 95,33 a
Andinita 90,67 a
Tibisay 82,00 a
392639-1 67,33 b
Testigo 58,67 b

Letras diferentes indican diferencias significativas (Duncan, P<0,05).

El resultado de emergencia para este ultimo material
(clon 392639-1), contradice a los obtenidos por otros
investigadores en trabajos relacionados, que lo evaluaron
en un rango altitudinal entre los 1 450 y 2 667 m.s.n.m.,
y presenta un porcentaje de emergencia superior al 85%,
muy similares al rango altitudinal (Meza et al., 2008
y 2009). En consecuencia senalan que este clon es un
material con una amplia gama de adaptabilidad a los
patrones agroclimaticos donde se ha cultivado.

108

Otra variable a considerar fue el tiempo en el cual los
brotes de los tubérculos rompen la superficie del suelo
y emergen, tomando en cuenta los DDP de la semilla
asexual; para el ensayo, la emergencia fue observada a
los 28 DDP, mientras que la evaluacion de emergencia
realizada por Quintero et al. (2009) vari6 entre los 29 y
35 DDP a una altitud de 2 100 m.s.n.m., y entre los 40
y 50 DDP a una altitud de 2 827 m.s.n.m. A tal efecto,
se podria decir que la emergencia de los materiales
genéticos de papa, esta influenciada directamente por
la altitud del area donde se cultiva.

En el Cuadro 2 se muestra el habito de crecimiento de las
plantas. Para las variedades Tibisay, Andinita y el clon
392639-1 el porte fue decumbente, coincidiendo con los
resultados de Quintero et al. (2009). Cabe senalar que
las plantas con este porte permiten una mayor densidad
poblacional y facilitan las labores culturales en campo.

CUADRO 2. Habito de crecimiento de los materiales

genéticos evaluados.

Materiales genéticos Habito de crecimiento

Tibisay
392639-1
Andinita
Granola
Testigo

WD L W W W

Habito de crecimiento (porte): 1= Erecto, 2= Semi-erecto,
3= Decumbente, 4= Postrado, 5= Semi-arrosetado y 6= Rosetado.

Por otro lado, Granola y Kennebec expresaron un porte
semi-arrosetado. Por consiguiente, conocer el habito de
crecimiento de las plantas resulta ser de importancia al
momento de planificar las labores agricolas que seran
realizadas al cultivo, como por ejemplo: densidad de
siembra, altura del aporque, ubicacidn de los aspersores
del sistema de riego, entre otras; estas labores deben estar
acorde con la arquitectura de las plantas y el destino de
la cosecha, bien sea para semilla o consumo (Molina et
al., 2004).

Respecto al vigor, se encontr6 que todos los materiales
evaluados demostraron buen desarrollo vegetativo, a
excepcion del clon 392639-1, que posiblemente estuvo
influenciado por las condiciones agroclimaticas impe-
rantes en la zona. Sin embargo, este resultado contradice
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con lo sefialado por Quintero ef al. (2009) y Meza et
al. (2009), quienes evaluaron el mismo clon, en un
rango altitudinal entre los 1 627 y 2 827 m.s.n.m.,
manifestando un buen vigor.

Es preciso destacar, asi como lo establece Montero
et al. (2005), que las variedades con mejor desarrollo
vegetativo poseen mayor area foliar para la produccion
de fotosintatos, siendo estos indispensables como fuente
de energia para el futuro crecimiento y desarrollo de las
plantas.

Ademas, otra de las variables evaluadas fue la altura de
las plantas, cuyo valor oscil6 entre 39,90 y 48,14 cm
(ver Figura). En torno a Tibisay y Andinita, alcanzaron
una altura significativamente superior al testigo (43,76 cm),
con valores de 47,80 y 48,18 cm, respectivamente; varie-
dades que sobresalen al resto de los materiales, porque
poseen mayor area para la produccion de carbohidratos
y una alta capacidad de acumular energia, por consi-
guiente, cumple con los procesos fisioldgicos en cada
una de las fases fenologicas del cultivo.

50 ¢
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Z 2 «
£ 20 ""? | Altura (cim)
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10
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&8 {_:,\‘Q C Y
FIGURA. Altura de los materiales genéticos

evaluados.

De acuerdo con lo establecido por Zosimo (1994), la
altura alcanzada por los materiales evaluados fue baja.
En efecto, esta condicion es una caracteristica deseable
para la planta, lo cual permite realizar las labores agro-
ndmicas del cultivo. Asimismo, Quintero et al. (2009),
sefialan que las plantas con altura baja resultan deseables
para aminorar los dafios mecanicos ocasionados por los
fuertes vientos que ocurren en las zonas andinas.
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El rendimiento de las variedades Andinita, Tibisay y
Granola fue estadisticamente superior al testigo, con
valores de 41 tha',37 tha'y 31 tha”, respectivamente
(Cuadro 3). De manera general, todos los materiales
evaluados superaron a la variedad testigo (12,27 t ha'!),
cuyo rendimiento fue muy semejante al promedio del
estado Lara en el 2010 (MPPAT, 2010), donde alcanzd
las 12,08 t ha!, ademas es la variedad mas usada por los
productores en las plantaciones de papa de ese estado
(Rodriguez et al., 2008).

CUADRO 3. Rendimiento y ciclo de madurez de los
materiales genéticos.

Materiales Rendimiento Dias hasta
genéticos (t ha) la maduracion
Andinita 41,25 a 100-130
Tibisay 37,18 a 100-130
Granola 31,04 a 80-90
392639-1 12,71 ¢ 100-130
Testigo 12,27 ¢ 80-90

Letras diferentes indican diferencias significativas (Duncan, P<0,05).

En otros reportes de produccion de materiales genéticos
de papa, investigadores hallaron que el rendimiento
estuvo influenciado por la adaptacion de los materiales
a los diferentes pisos climaticos en los cuales se cultiva.
Segun evaluaciones realizadas por Nifo et a/. (2004) en
las variedades Tibisay, Andinita y Granola, a una altitud
de 3 100 m.s.n.m., obtuvieron buenos rendimientos con
valores de 49, 55 y 20 t ha'!, respectivamente.

Al respecto, Quintero et al. (2009) evaluaron la
variedad Andinita y el clon 392639-1 a una altitud de
2 100 y 2 827 m.s.n.m., demostrando diferencias en el
rendimiento de las dos localidades, en el que Andinita
presentd el mayor potencial productivo a2 100 m.s.n.m.,
mientras que el clon 392639-1 se destaco a2 827 m.s.n.m.

Meza et al. (2009) evaluaron la variedad Granola
y el clon 392639-1 a una altitud de 1 627 m.s.n.m.,
encontrando valores de 23 y 34 t ha!, respectivamen-
te. En contraste, Rodriguez et al. (2008) en Andinita,
Kennebec y el clon 392639-1, obtienen rendimientos
inferiores a una altura de 1 400 m.s.n.m. Por el contrario,
este ultimo material (392629-1) sefialado por Meza et al.
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(2008), auna altitud de 1 450 m.s.n.m., super? al logrado
en este ensayo (37,98 t ha') y produjo tubérculos de
mejores caracteristicas para el consumo fresco.

El tiempo que tard6 la variedad Granola para llegar
a la maduracion (80-90 DDP) fue igual a la variedad
testigo, resultando éstas mas precoces (Cuadro 3) en
comparacion al resto de los materiales evaluados, que
mostraron un ciclo fenologico que oscilé entre los
100-130 DDP con una madurez media.

De manera similar, los resultados de esta investigacion
concuerdan con los obtenidos por Rodriguez et al. (2008)
en su evaluacion con las variedades Andinita, Kennebec
y el clon 392629-1 en la localidad de Cubiro, estado
Lara, indicando que el tiempo tomado en los materiales
para llegar a la maduracion fue de 100 DDP, 80 DDP y
100 DDP, respectivamente. Igualmente, Quintero et al.
(2009) con la variedad Andinita y clones de la familia
del 392639, evaluados en Marajabt y Cabimbt, estado
Truyjillo, cumplieron su etapa de maduracion luego de
los 100 DDP. Asimismo, Meza et al. (2009), evaluando
la variedad Granola y el clon 392629-1 en la localidad
de Cuencas, estado Trujillo, demostraron que la madu-
racion de estos materiales fue a los 90 DDPy 120 DDP,
respectivamente.

Las variedades que pertenecen a la subespecie Tuberosum
tienen un periodo vegetativo mas corto, de 4 a 5 meses
(Montero et al., 2005), utilizadas en las zonas bajas
(Sarmiento y Bowen, 2002); mientras que para los mate-
riales con caracteristicas de la subespecie Andigenum, el
periodo vegetativo puede durar de 5 a 7 meses (Montero
etal.,2005), es decir, presenta un ciclo de vida mas largo
y pueden significar una buena alternativa por su menor
requerimiento de insumos (Sarmiento y Bowen, 2002).

CONCLUSIONES

- Elmejor potencial agrondmico (emergencia, caracte-
risticas fenotipicas y rendimiento) lo manifestaron las
variedades Andinita y Tibisay en comparacion con
la variedad comercial Kennebec (variedad testigo).
Por esta razon, seria recomendable establecer una
campafa de promocion de estas variedades, acom-
pafiada de un programa de produccion de semilla
sana, que garantice la disponibilidad de material de
siembra de buena calidad a los agricultores de la zona
interesados en plantarlas.

- La variedad Granola, a pesar de presentar buen
porcentaje de emergencia y rendimiento superior al
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testigo, fue afectada por P. infestans con desventajas
agronomicas (elevados costos de produccion). De
igual manera, el clon 392639-1, no calificé como
material promisorio para la zona.
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RESUMEN SUMMARY

Con el objetivo de determinar la factibilidad de ejecutar In order to determine the feasibility of implementing the
el manejo de Meloidogyne en vid, Vitis vinifera L., con management of Meloidogyne in grapevine, Vitis vinifera
biofumigacion y materiales organicos existentes en Cuba, L., with biofumigation and organic materials existing from
se ejecutd este estudio durante 3 afios (2006-2008). Se Cubea, this study was carried out for 3 years. Four areas
establecieron cuatro 4reas en el campo, en tres se alternod were established in the field in three biofumigation alter-
biofumigacion con mezcla de follaje fresco de Cannavalia nated with fresh foliage mixture Cannavalia ensiformis L.
ensiformis L. + Azadirachta indica (A. Juss.) + estiércol +Azadirachta indica (A. Juss.) + Pig manure and organic
de cerdo y materiales organicos como cachaza curada y materials such as rum and cured chicken manure as well as
estiércol de gallina, asi como un 4rea testigo (donde el a control area (where the producer used chemical fertilizer
productor utilizo fertilizacion quimica con N-P-K). Se NPK). After applying each treatment (2006-2008) was
cuantificé el indice de agallamiento ({A), el niimero de quantified galling index (GI) and the number of infestive
juveniles infestivos (J,) en suelo al inicio de cada ciclo de juveniles (J,) in soil at the beginning of each harvest cycle.
cosecha y luego de aplicar cada tratamiento. Se determi- Were determined physicochemical characteristics of the
naron las caracteristicas fisico-quimicas del suelo al inicio soil at the beginning and end of the study and quantified
y al final del estudio y se cuantificaron los rendimientos (t ha™) yields (t ha) in the three crops. In plots where we used
en las tres cosechas. En las parcelas donde se utilizd la biofumigation and organic materials decreased the GI and
biofumigacion y materiales organicos, los fA y el nimero the number of J, in the first case the GI of five to two and
de J, disminuyeron, en el primer caso, el IA de cinco a fell to 9-12 juveniles J, 5 g of soil to 4-5 J, 5 g of soil .
dos y los juveniles descendieron de 9-12 J, 5 g de suelo”! Yields increased in the treated areas and the test plot was
a4-51],5 gdesuelo”. Los rendimientos aumentaron en las demolished at the end of the study by declines in the extent
areas tratadas y la testigo fue demolida al final del estudio and the effects caused by nematodes. It was possible to
por mermas en los rendimientos y las afectaciones por improve health conditions, physical and chemical characte-
nematodos. Se logro mejorar las condiciones sanitarias, las ristics of the soil and vines recovery in the treated areas, as
caracteristicas fisico-quimicas del suelo y la recuperacion a demonstration to the producer of the possibilities of using
del vifiedo en las 4reas tratadas, como una demostracion al Biofumigation and organic materials in this crop in Cuba.
productor de las posibilidades del uso de la biofumigacion

y los materiales orgénicos en este cultivo en Cuba. Key Words: Vitis vinifera; Meloidogyne spp.; Cannavalia

ensiformis; Azadirachta indica; biofumigation; Cuba.

Palabras Clave: Vitis vinifera, Meloidogyne spp.;

Cannavalia ensiformis; Azadirachta indica; biofumi-

gacion; Cuba.
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INTRODUCCION

La vid, Vitis vinifera L., es uno de los frutales afectados
por nematodos formadores de agallas, Meloidogyne spp.
(Brown et al., 1993) y aunque se sabe que el efecto de
estos parasitos en el crecimiento y productividad de la
vid estan influenciados por diversos factores (Nicol et
al., 1999), se ha informado que son capaces de producir
deterioro de las raices, mermas en la fotosintesis y los
rendimientos, asi como el acortamiento de la vida util
de las plantaciones (Mufioz y Gonzélez, 1999; Anwar y
Van Gundy, 1989; Melakeberhan y Ferris, 1989).

En Cuba, este frutal constituye un rubro en desarrollo,
principalmente por el sector campesino (Fé et al.,2001),
conociéndose poco acerca de las alternativas de manejo
que podrian aplicarse para mitigar el impacto negativo
de esta plaga, comun en los suelos del pais (Fernandez et
al., 1998) y presente en la vid y otros frutales (Hernandez
et al., 2006), pues, no habia sido un cultivo priorizado
en la politica agraria del pais. No obstante, a inicio del
siglo XXI, en el Programa Nacional de Frutales, se esta-
bleci6 el desarrollo de este cultivo para la sustitucion de
importaciones de fruta fresca y jugos para su consumo
directo o la produccion de vinos (Fé et al., 2001).

La biofumigacion, constituye una alternativa muy efec-
tiva para el manejo de poblaciones de nematodos en
diversos cultivos (Matthiessen y Kirkegaard, 2006; Bello
et al., 2004; Diaz-Viruliche, 2000) y pudiera convertirse
en una tactica de manejo a emplear por los viticultores
cubanos. Sin embargo, su efectividad en las condiciones
de Cuba y la posibilidad de emplear materiales dispo-
nibles en el pais no ha sido evaluada.

Segun Matthiessen y Kirkegaard (2006), el concepto de
biofumigacion lo establecieron a inicios del afio 1990,
conceptualizado como término para definir el efecto
supresivo de las especies de Brassica sobre organismos
dafiinos, especificamente a través de la liberacion de
isotiocianatos a partir de la hidrdlisis de los productos
glucosinolados que caracterizan a esta familia botanica.
Con posterioridad, el concepto fue adoptado para definir
“la accion de sustancias volatiles producidas en la bio-
degradacion de materiales orgéanicos en el control de
patogenos de plantas” (Bello ef al., 2001).

Se plante6é que diversos materiales organicos pueden
actuar como biofumigantes, dependiendo su eficacia,
principalmente, del tipo a utilizar (relacion C/N), la
dosis empleada y el método de aplicacion, entre otros
(Piedra-Buena et al., 2006; Blatta, 2002; Diaz-Viruliche,
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2000; Bello, 1997), determinandose experimentalmente
que numerosos restos vegetales y desechos industriales
poseen potencial, entre ellos estiércoles de ovinos, de
aves y materiales como: Melia azederach L., Calotropis
procera (Ait) R. Br., Ricinus communis L., Azadirachta
indica A. Juss, Zea mays L., Brassica nigra L., Cannavalia
ensiformis (L.) P.D.C., residuos de olivo (Olea europea
L.), Tagetes spp., Brassica spp.; Brassica oleracea var.
capitata L. y vinazas (Castro-Lizazo et al., 2011; Castro-
Lizazo, 2010; Ploeg, 2008; Gomez, 2007; Bello ef al.,
2003; Diaz-Viruliche, 2000), entre otros.

Las posibilidades para el desarrollo de la técnica de
biofumigacion son tan diversas como los tipos de mate-
riales organicos o productos disponibles (Bello, 1997).
En las condiciones de Cuba se conocen resultados posi-
tivos en la produccion protegida de hortalizas (Gomez,
2007), siendo necesario evaluar productos o desechos
para su uso efectivo en la vid, estudio que podria dotar
a los viticultores de elementos para la incorporacion de
esta practica en el manejo de este frutal no tradicional.

El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de
la biofumigacion y diferentes materiales organicos
disponibles en el manejo de Meloidogyne spp. y la
recuperacion - produccion de la vid, como parte del
programa de Transferencias de Tecnologias que eje-
cuta este colectivo de trabajo a través del proceso de
investigacion-innovacion con productores.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue ejecutada en la finca “Jorge” pro-
piedad de la familia Hernandez-Ochandia, ubicada en el
municipio Giiira de Melena, Provincia Artemisa (Cuba),
en el periodo 2006 - 2008. La misma limita por el norte,
este y sur con la finca “Las Ninfas” y al oeste con la
carretera “Buena Esperanza”, con un suelo ferralitico
rojo (Hernandez et al., 1975).

Dentro de la finca, el area afectada de 2 ha plantada con
6 000 vides, variedad “Aramond” (marco de plantacion
1 x 1,50 m) de unos 21 afios, presentaba a inicio del 2006
un marcado deterioro; siendo evaluada la demolicion
por parte de su duefio.

El equipo de Nematologia Agricola compuesto por
personal del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA) y de la Universidad Agraria de La Habana
(UNAH), desarrollaron un analisis inicial donde se
determino que las afectaciones se debian al parasitismo
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de los nematodos formadores de agallas Meloidogyne
arenaria, M. incognita, M. javanica 'y M. sp. (Rodriguez
etal., 2011.

El vifiedo bajo estudio fue dividido en cuatro bloques;
en las areas uno, dos y tres se alternaron los tratamientos
con materiales organicos (Cuadro 1). En el area cuatro el
productor utilizé como fuente de nutrimentos fertilizante
quimico (N-P-K: 17-9-4), a razon de 2 t ha!, aplicadas
antes de la floracion (siguiendo su esquema tradicional
de trabajo en la finca).

CUADRO 1. Representacion esquematica del disefio
experimental empleado en el vifiedo
Finca “Jorge”, Giiira de Melena (Cuba),
del estudio de biofumigacion y mate-

riales organicos para el manejo de

Meloidogyne spp.
Periodos en que se aplicaron los tratamientos
Areas 2006 2007 2008

enero  abril enero abril | enero abril
1 A C C A C C
2 B A A B A A
3 C B B C B B
4 D D -

Tratamientos: A) Cachaza curada; B) Biofumigacion empleando mezcla
de canavalia (C. ensiformis) + neem (4. indica) + estiércol de cerdo; C)
Gallinaza curada; D) Testigo sin tratamiento, donde se empled fertilizacion
quimica ((N-P-K: 17-9-4) a razon de 2 t ha!, una vez antes de la floracion
y potasio (0,2 t ha') en fructificacion; (-) indica que este bloque no se tratd
en el 2008.

Los materiales organicos empleados provenian de
diversas fuentes: la cachaza se obtuvo cada afio del
central Manuel Fajardo (municipio Quivican, Provincia
Mayabeque) la cual era colocada a la sombra para
su descomposicion parcial durante 2 meses (proceso
que los campesinos llaman “curacion”); la gallinaza
fue suministrada por la granja “La Buena Esperanza”,
igualmente, se colocaba en proceso de curacion antes
de aplicarse.

Para la biofumigacion se empleo follaje de neem (4. indica),
transportado desde plantaciones extensivas en los
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municipios Giiines y Alquizar, mientras que la Cana-
valia (C. ensiformis) provino de Giiira de Melena;
ambos materiales se utilizaron frescos y se mezclaron
con estiércol de cerdo, colectado en la propia finca. El
proceso de biofumigacion no utilizo pléstico para cober-
tura de la superficie del suelo.

La evaluacion de la técnica de biofumigacion sigui6 el
protocolo general descrito en la Figura 1.

Seleccion del material orgénico: anélisis de las referencias nacionales e internacionales,
Acceso por parte del productor y que no resulte fito-toxico a la vid

Preparacion de suelo, muestreo inicial y determinacion del indice de Agallamiento.
|<— Anlisis de suelos para determinar condiciones fisico-quimicas
(inicio y final del estudio)
Pesaje de materiales e incorporacion al suelo,
10 kg m*' (en la base del tallo y sobre zona
de raices) con uso de rotovator
Riego (aspersion)
Labores del cultivo previas a cosecha del indice de Agallamiento (toma muestra
— | para planta indicadora) y técnica de Embudos de Baermann.
Andlisis de suelos para determinar condiciones fisico quimicas (al final del estudio)
Cosecha (cuantificacion)
v
Anlisis de datos
FIGURA 1.  Protocolo general de aplicacion y eva-

luacién de biofumigacion en la vid
(adaptado de Diaz-Viruliche, 2000).

Las labores culturales fueron realizadas siguiendo
el método tradicional de la familia, que incluye poda
completa y limpieza del vifiedo en el mes de diciembre
de cada afio, remocion del suelo con rotovator, aplica-
cion de fertilizante en dos momentos: formula completa
(N-P-K; 2 t ha'") al inicio de la floracién y potasio (0,2 t ha')
cuando alrededor del 50% de las plantas ya poseian
frutos bien formados.

Se efectuaron riegos frecuentes, tutoreo o guia de los
brotes sobre los parrales y espalderas. Posteriormente,
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cuando las guias poseian 1,20-1,30 m, se despunt6 y
dejaron las guias vigorosas encargadas de producir.
Se hicieron aplicaciones de productos fitosanitarios
siguiendo lo indicado por Rios (1991), para patdégenos
foliares y acaros. Se cosecho cada afio de forma manual,
entre los meses de julio y agosto (aunque puede exten-
derse al mes de septiembre) y el traslado del producto se
realizo en carretas hacia lugares con un clima adecuado
para su conservacion hasta la venta.

En el afio 2006 se presentd un brote de chinches
harinosas de la Familia Margarodidae (especie que no
se determind), plaga inusual en el cultivo, por lo cual se
hicieron aplicaciones de nematodos entomopatogenos
siguiendo las recomendaciones de Rodriguez et al.
(1997) lograndose su control.

Con el objetivo de evaluar la efectividad de los trata-
mientos sobre las poblaciones de Meloidogyne spp., se
tomaron muestras de suelo y raices siguiendo un método
estratificado al azar (Barker, 1985), donde de cada
estrato o area se tomaron 10 muestras compuestas (cada
muestra recogia raices y suelo de cinco plantas) que se
etiquetaron y trasladaron al Laboratorio de Nematologia
Agricola del CENSA.

Las muestras se tomaron al inicio del estudio (enero
2006 en periodo posterior a la poda y antes de aplicar el
primer material), consecutivamente, antes y después del
tratamiento con materiales organicos, extrayendo en el
mismo momento muestras del testigo. El procesamiento
de las mismas se ejecuto a través de métodos indirectos
(McSorley, 1987), determinando el indice de agallamiento
(IA) a través de bioensayo con plantas indicadoras
(Barker, 1985) de tomate (Solanum lycopersicum L.)y
madama (Impatiens balsamina L.).

La evaluacion del 1A se llevo a cabo en las plantas indi-
cadoras (10 réplicas por area) que fueron evaluadas a los
35 d de plantadas, utilizando para ello la escala cuanti-
tativa de 0 a 5 grados de Taylor y Sasser (1978), donde:
grado 0= 0 agallas u ootecas; 1=1-2 agallas o masas de
huevos; 2=3 a 10; 3=11 a 30; 4=31 a 100 y 5= mas de
100 agallas u ootecas.sistema radical ™.

Para estimar estadios juveniles infestivos (J,) en el
suelo, se procesaron las muestras a través del Método
de Embudos de Baermann, 5 g de suelo embudo™!
(Bezooijen, 2006), después del segundo tratamiento
realizado en el mes de abril de cada afio. Los recobrados
fueron examinados con la ayuda de un microscopio
estereoscopico.
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Los datos del A fueron transformados segun la
e;cpresién de Vx +0,5. Los valores de ambos parametros
(IA transformados y nimero de J,) fueron sometidos a
un analisis de varianza simple (ANOVA) y la diferencia
entre las medias se determino a través de la docima de
Rango Multiple de Duncan (SAS, Version 9.0).

Para determinar el efecto de las aplicaciones de mate-
riales organicos en el suelo y demostrar al productor las
bondades de la practica, se ejecuto la caracterizacion del
suelo de las areas 1, 2,y 3 en el afio 2006, posteriormente
en el 2009, utilizando los métodos analiticos recomen-
dados por Paneque y Calafia (2000), determindndose:

e pHen H,O: Potenciometria. Relacion suelo-solucion
1:2,5.

Materia organica: Walkley y Black (%).

N asimilable (kg ha™).

P,O.: Oniani (mg kg™).

Cationes intercambiables: extraccion con NH,AC 1
mol I a pH=7 y determinacion por compexometria,
Mg y K (fotometria de 1lama; cmol kg™).

Al trabajar en un area productiva, la evaluacion de los
rendimientos se ejecutd como lo solicit6 el productor,
donde se valoraron las areas 1, 2 y 3 como un dato
unico en cada afo. Los datos se graficaron utilizando el
programa EXCEL, Microsoft Office, 2007. En el caso de la
cosecha del verano 2008, solo se pudo cuantificar el inicio
o “despunte” (julio-agosto), pues, el pais y la zona en
particular recibi6 el impacto del huracan “Ike” categoria
5, cuyos vientos hicieron caer las frutas por completo.

Los rendimientos del area 4 solo fueron cuantificados
por el productor en los afios 2006 - 2007 y demoli6 el
area antes de la cosecha 2008 por considerar no rentable
su explotacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la biofumigacion y materia organica (MO)
sobre las poblaciones de Meloidogyne spp., en la
vid: el A provocado por Meloidogyne spp. disminuyd
significativamente por la accion de los tratamientos, indi-
cativo del efecto supresor provocado por los materiales
organicos empleados sobre las poblaciones de suelo,
llegando a disminuir en las plantas indicadoras el A de
grado 5 (en las areas al inicio del estudio) a menos de 2
en 3 afios de tratamiento (Figura 2), mientras que en el
area testigo, fertilizado con formula completa (N-P-K) se
mantuvo alta la poblacién de Meloidogyne spp. (IA=5)
durante todo el estudio.
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FIGURA 2.

Niveles poblacionales de Meloidogyne spp. en suelo del vifiedo de la Finca “Jorge” (Cuba), con plantas

indicadoras de Solanum lycopersicum e Impaties balsamina determinados antes y después de aplicar
materiales organicos y/o la tactica de biofumigacion.

La disminucion de la poblacion de nematodos en las
areas tratadas con materiales organicos (en forma de
biofumigantes o como enmiendas al suelo) se fue produ-
ciendo paulatinamente, pues ellas representan medidas
de manejo que minimizan los dafios en el cultivo, pero
no los eliminan en un corto periodo de tiempo.

A pesar de los resultados obtenidos en el {A de las areas
tratadas con relacion al testigo, entre ciclos de aplicaciones
se producia un ligero incremento de estos valores, lo que
evidencio la conveniencia de que el programa trazado
de hacer aplicaciones anuales, contribuy6 a mantener lo
mas bajo posible las poblaciones de la plaga.

Por otra parte, el numero de J, de Meloidogyne spp.
(estadios infestivos en el suelo), disminuyeron en el
suelo de 9-12 J, 5 g de suelo™ (al inicio del estudio) a
4-5J, 5 g de suelo. Las diferencias exhibidas fueron
significativas en cada uno de los afios del estudio, con los
menores valores finales en el area 2, donde la poblacion
inicial fue 9 J, 5 g de suelo™ (Figura 3).

En el area 1, donde el nivel inicial de J, fue el mas
alto, el uso de cachaza y gallinaza curadas provocaron
también disminuciones importantes de Meloidogyne
spp- No obstante, los resultados mas significativos se
produjeron en las areas dos y tres, donde se alternaron
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los tratamientos de biofumigacion y el uso de materiales
organicos curados (con niveles de descomposicion), lo
que sugiere que estas alternativas pueden ser empleadas
por los productores, sin ser necesario el uso reiterado de
biofumigacion, que implica el uso de materiales frescos.

El efecto supresor de los materiales organicos sobre las
poblaciones de nematodos fitoparasitos fue reportado
por numerosos autores (Castro-Lizazo, 2011; Ploeg,
2008; Lazarovits et al., 2001; Bridge, 1996; D’ Addabbo,
1995). Estos materiales utilizados en la biofumigacion o
incorporados al suelo (para descomposicion lenta), afec-
tan a los nematodos por accioén directa o por favorecer
el incremento de organismos antagonistas contenidos
en los suelos (Gomez et al., 2006; Bello et al., 2004;
Hoitink y Boehm, 1999; D’ Addabbo, 1995).

En el caso particular de los materiales empleados en este
estudio (neem, canavalia y excretas de cerdo) se conoce
que poseen efecto supresor sobre los nematodos, asi por
ejemplo, el neem y sus productos (comerciales) han sido
evaluados y utilizados en condiciones semi-controladas
y areas de produccion en diversos paises (Silva y Pereira,
2008; Javed et al., 2007; Gomez et al., 2006; Berkelaar,
2002). Por su parte, similar efecto producen la gallinaza y
otros estiércoles (Viaene et al., 2006; Bello et al., 2004;).
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Disminucion de poblaciones de juveniles de Meloidogyne spp. en el suelo de areas tratadas con

biofumigacién y/o materiales organicos en el vifiedo.

La cachaza o torta de filtro (uso directo o compostada) se
empled con éxito en el manejo de Meloidogyne spp. en
instalaciones de produccion protegida de hortalizas en
Cuba (Pérez et al., 2004); en Venezuela se comprobo su
efecto benéfico sobre arboles de guayabo que crecian en
suelos infestados con M. incognita (Marin et al., 2004).
Este co-producto es utilizado ampliamente en Cuba para
mejorar la estructura de los suelos (Treto et al., 2001),
pero su uso en el mejoramiento de la sanidad de los
mismos aun es bajo, en comparacion con la disponibi-
lidad de este material en un pais productor de aztcar de
cafia y que genera miles de toneladas de cachaza al afio.

El analisis de la literatura disponible evidenci6 que la
biofumigacion ha sido poco explotada a nivel de campo
en el cultivo de la vid a escala internacional, y en el
caso de Cuba resulta nula la experiencia al respecto.
Arancon et al. (2003) determinaron que las poblaciones
de nematodos fitoparasitos en suelos de vid tratados con
vermicompost eran menores que donde se utilizo ferti-
lizantes inorganicos, mientras Bello (1997) y Bello et al.
(2004) establecieron la efectividad de la biofumigacion
en vifiedos de Espafia en el manejo de Xiphinema index
y M. incognita. Por su parte, se evalué en Chile a nivel
de invernaderos los materiales organicos para el manejo
de M. ethiopica en la vid (Rivera y Aballay, 2008).

Los materiales organicos (con algun grado de descompo-
sicion o en la técnica de biofumigacion, donde se emplean
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frescos o con ligera-nula descomposicion) poseen efecto
negativo sobre las poblaciones de nematodos, pero se
reconoce que es una practica costosa, porque se requieren
altos volumenes por hectarea (Noling y Becker, 1994).
En el caso de este estudio, los volimenes manejados de
materiales estuvieron alrededor de 100 t ha™!, cuyo costo
fue deducido de las ventas de fruta y el productor obtuvo
un margen de ganancia importante (cifra no declarada por
el dueo), lo que le conllevo a reconocer la importancia
del uso de estos materiales en el manejo del vifiedo.

Efecto de la biofumigacion y materiales organicos
sobre las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y
los rendimientos de la vid

La caracterizacion del suelo del vifiedo en diciembre
2005 y después de 3 afios de tratamientos no quimicos
en las parcelas seleccionadas (abril 2008), evidencio
que la incorporacion de materia orgénica conllev6 aun
aumento de los niveles de nitrogeno (N), fosforo (P),
Potasio (K), magnesio (mg) y al porcentaje de materiales
orgénicos del suelo en el vifiedo (Cuadro 2).

Dicho suelo es clasificado en Cuba como Ferralitico rojo
tipico, asis, Bennett y Allison (1961) informaron que a
una profundidad de 0 a 15 cm, este tipo de suelo poseia
32 mg kg' de MgO, 38 mg kg de KO, 34 mg kg'' de
P,O,, 20 kg ha'! de N y 4,74% MO.
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CUADRO 2. Incremento en valores de macro / micro
elementos y materia orgénica en el suelo
de las parcelas tratadas con biofu-
migacion y/o materiales organicos, en
el viniedo de la Finca “Jorge”, Giiira de
Melena (Cuba).

Valores del analisis efectuado en el 2005

Profundidad

de toma MgO K,0 P,0, N MO

de muestra (mg kg') (mgkg") (mgkg') (kgha') (%)

0-15cm 10 20 25 18 2,35
Valores del analisis efectuado en el 2009

0-15cm 20 26 30 20 4,02

Cuando se produjo el primer analisis del suelo en el afio
2005, se puso de manifiesto que habia una disminucion
en los tenores de 6xido de magnesio (MgO), Ky P
con relacion a los expresados en la literatura cubana
(Bennett y Allison, 1961). Sin embargo, dichos valores
experimentaron un incremento entre los afios 2006 y
2009, llegando en el caso del N, a igualarse al valor carac-
teristico del tipo de suelo referido por dichos autores.

En el caso del contenido de MO, su disminucion en el
suelo pudo estar relacionada con el tipo de manejo al que
fue sometido este vinedo, donde durante varios afos el
productor no realiz6 practicas conservacionistas, como la
aplicacion de abonos organicos, restos de cosecha, entre
otros; por lo cual el porcentaje de MO bajo a 2,35%.

El uso intensivo de fertilizantes sintéticos, la salida del
mercado y del registro de plaguicidas autorizados en
Cuba del Bromuro de Metilo, asi como la nula dispo-
nibilidad de nematicidas por varios afios, condujeron al
estado critico del vifiedo de la finca “Jorge” (Giiira de
Melena), lo que resulto en la demolicion del area tratada
de forma tradicional, donde el productor hacia aplica-
ciones de fertilizantes sintéticos.

Al respecto, Hoitink y Boehm (1999) expresaron que
los avances en la agricultura logrados a partir de inicios
del siglo XX, que incluyeron la introduccion de los
fertilizantes sintéticos inorganicos y fungicidas, las
variedades resistentes, con practicas culturales avan-
zadas, permitieron a los agricultores romper el vinculo
entre las enmiendas orgéanicas y la fertilidad del suelo,
ocasionando que subproductos tipo abonos se vieran
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como desechos y no como valiosos recursos. Asimismo,
indicaron que en el suelo la MO se mineraliz6 con el
tiempo, la estructura declind y numerosas enfermedades
causadas por patdgenos habitantes, eventualmente se
desarrollaron con proporciones epidémicas.

Con la aplicacion de la biofumigacion, se origind en esta
investigacion un incremento de la MO de 1,67%, lo que
evidencid una evolucion positiva en la recuperacion del
suelo por el manejo aplicado.

Un factor de primer orden a considerar para el adecuado
mantenimiento de las condiciones de fertilidad de los
suelos es la MO y su importancia radica en la accion que
ejerce sobre las propiedades fisicas, las condiciones de
nutricion (Treto ef al., 2001) y en la actividad microbiana
(Hoitink y Boehm, 1999), donde indudablemente esta
incluida la presencia de microorganismos antagonicos
a los nematodos.

La importancia de la MO del suelo ha sido reconocida
ampliamente por los agricultores; el proceso de incorpo-
racion de residuos de cultivos y abonos de origen animal,
es tan antiguo como la propia agricultura. Se conoce que
la adicion de tales materiales induce a un mejoramiento
invariable en el crecimiento de las plantas, al tener un
efecto positivo en su nutricion (Stirling, 1991), lo que
estara relacionado con los rendimientos del cultivo.

En este estudio se produjo una recuperacion progresiva
de la zona del viniedo tratada con biofumigacion y mate-
riales organicos (Figura 4) y un aumento paulatino de
los rendimientos (t ha'!).

Los rendimientos de las areas tratadas mostraron un
aumento en el verano de 2007 que representd mas del
doble con relacion a los obtenidos en el primer afio.
En las tres cosechas los rendimientos de las parcelas
tratadas fueron muy superiores a los exhibidos por el
testigo (Figura 5), atin cuando en la cosecha 2008-2009
se produjo la afectacion del Huracan Ike, el prondstico
era excelente, donde a inicios de la maduracion se habia
obtenido més del 50% de la produccion total obtenida
el afio anterior.

La mejora del rendimiento en presencia de los nema-
todos es posible por el incremento de los niveles de
nutrimentos y agua, lo que compensa parcialmente el
dafio que causan en las raices, lo cual se logra entre otras
alternativas, con aplicaciones de materiales organicos
al suelo, como los abonos verdes, estiércoles de pollo,
neem, desechos de la industria azucarera, entre otros
(Bridge, 1987), lo que indudablemente se puso de mani-
fiesto en este estudio.
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Ao 2006: plantas de vid con defoliacion marcada y floracion casi nula; afio 2007: la emision de hojas abundantes en el periodo de floracion/fructificacion y en la
base de los tallos restos de los materiales organicos aplicados; afio 2008: abundante follaje y fructificacion en los tratamientos donde se aplicaron biofumigacion
y/o0 materiales organicos.

FIGURA 4. Imagenes de la evolucion que se produjo en las parcelas que recibieron tratamiento con materiales
orgénicos y/o biofumigacion en el viiiedo de la Finca “Jorge”, Giiira de Melena, Artemisa (Cuba).

No obstante, y aun cuando los rendimientos alcanzados los volumenes productivos, reconsiderando su decision
en el viiiedo estan lejanos a los volimenes alcanzados de demoler el mismo, aspecto que tendria un impacto,
en el 2000 (23 t ha' en uva en parral y 15 t ha'! en al ser el vifiedo un patrimonio de la familia Hernandez-
espaldera) demostrado por Fé et al. (2001), el productor Ochandia, plantado por su padre, més de 20 afios atras.

valor6 en extremo positivo la recuperacion paulatina de

15 17

Tonelada por hectarea (t ha')

YVerano 2006 Yerano 2007 Verano 2008

B Arcas trtndas B Testigo

FIGURAS. Comportamiento de los rendimientos de la vid (frutas frescas) en las areas tratadas (biofumigacion y
materiales organicos) y el testigo (finca “Jorge”, Giliira de Melena, Artemisa. Cuba).
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A partir de los resultados positivos de este estudio, la
valoracion positiva del productor acerca del uso de mate-
riales organicos y la rentabilidad del proceso, donde los
gastos por concepto de adquisicion, transporte y apli-
cacion de los materiales fue compensado ampliamente
con los altos rendimientos obtenidos y las ventas de
la fruta en el mercado, se ha incluido la practica en el
programa de manejo del vifiedo, la que representa area
de referencia para este cultivo en Cuba (Fé et al., 2001).

Se pretende promover la capacitacion de productores de
uva de mesa en la region occidental del pais, teniendo
como base la experiencia adquirida en el trabajo de
investigacion-innovacién con el productor, el que
propicio una apropiacion adecuada de la tecnologia.

Como punto culminante de esta etapa de trabajo, el
equipo cubano-venezolano evalud los indicadores para
determinar el impacto en estos 3 afios de estudio.

Indicadores economicos:

- Se produjo un aumento los rendimientos de 1,5 t ha’!
en la cosecha del 2006 a 3,5 t ha'! al afio 2007.

Indicadores tecnolégicos:

- El productor incorpord una nueva tecnologia a su
programa de manejo del vifiedo e introdujo el uso
de insumos de origen nacional.

- La finca experimentd un ascenso en las fases del
desarrollo agroecologico de 1 (agricultura tipo revo-
lucién verde) a 2 (sustitucidon de insumos).

Indicadores ambientales:

- Se produjo la sustitucion de productos de sintesis
quimica por materiales orgénicos, lo que sin duda
significa una disminucién de la carga tdxica en la
finca.

- Introduccion de enmiendas y practicas de conser-
vacion, que permitieron el incremento del porcen-
taje de MO del suelo y por ende el aumento de su
fertilidad.

Indicadores sociales:

- El productor y su familia recibieron capacitacion y
elevaron su eficiencia en el manejo de la finca.
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- Se elaboraron materiales divulgativos, que se han
empleado en la capacitacion de otros productores de
La Habana, Cuba.

CONCLUSION

- La biofumigacion y el uso de materiales organicos
disponibles para los productores de Giiira de Melena
(Cuba) resulto una practica efectiva en el manejo
de los nematodos formadores de agallas, contribu-
yendo a la recuperacion de las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo, la salud y los rendimientos de la
vid (Aramond); por lo que puede constituirse en una
alternativa en el programa de manejo de este cultivo
en desarrollo del pais.
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RESUMEN

Para detectar la existencia de polimorfismos RAPD
en materiales de Musa sp. con respuesta diferencial a
Xanthomonas campestris pv. musacearum, se evaluaron
seis genotipos susceptibles (Pisang Awak, Cavendish Enano,
Giant Cavendish, FHIA 17 proveniente del campo, FHIA 17
cultivado in vitro, FHIA 25) y dos tolerantes (BB y BBB).
Se establecieron las condiciones de aislamiento y amplifi-
cacion al azar del ADN polimoérfico (RAPD). El ADN se
aislo, la concentracion se midi6 espectrofotométricamente
y la pureza mediante las relaciones A260/A280 y A260/
A230. Se utilizaron 27 iniciadores de Operon Technologies
(20 secuencias de la serie OPA, 5 de 1a OPJ y 2 de la serie
OPM). Se realiz6 un analisis de conglomerado jerarquico
usando InfoStat Profesional, el método de agrupamiento
de Ward y la distancia de Jaccard. Se obtuvieron patrones
de bandas diferenciales para cada genotipo, identificindose
seis bandas que distinguen los genotipos tolerantes
(981 pb con el primer OPA-03, 630 pb con OPA-07, 630 pb con
OPA10, 1725 pb con OPJO1, 580 pb con OPM20 y
630 pb con OPJO05). La serie OPA permiti6 observar ma-
yores niveles de polimorfismo, con PICs entre 0,22 y 0,68.
El analisis de conglomerado separ6 dos grupos principales,
uno incluyé los genotipos con genoma A exclusivamente, y
el otro, los genotipos con genoma B, a excepcion del FHIA
17 in vitro. Hubo diferencias genéticas entre el FHIA 17
proveniente de campo y el cultivado in vitro.

Palabras Clave: Resistencia; Xanthomonas campestris
pv. musacearum; RAPD; polimorfismos.
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SUMMARY

To detect RAPD polymorphisms in Musa sp. with differen-
tial response to Xanthomonas campestris pv. Musacearum
six susceptible genotypes (Pisang Awak, Dwarf Cavendish,
Giant Cavendish, FHIA 17, FHIA17 in vitro, FHIA25) and
two tolerant (BB and BBB) were evaluated. Conditions for
DNA isolation and random amplification of polymorphic
DNA (RAPD) were established. DNA was isolated accor-
ding to Dellaporta et al. (1983), as amended by CIAT
(2002), DNA concentration was measured spectrophoto-
metrically. Additionally A260/A280 and A260/A230 ratios
indicated the purity of the molecule. 27 Operon Technology
primers (20 sequences in the series OPA, 5 from OPJ and 2
from OPM) were used. The statistical analysis was perfor-
med with a hierarchical cluster analysis using Infostat
Professional version 2.0, Ward clustering method and the
Jaccard distance. Specific band patterns were obtained for
each genotype. Six bands were identified as unique for
the tolerant genotypes (981 bp with OPA-03, 630 bp with
OPA-07, 630 bp with OPA10, 1725 bp with OPJO1, 580 bp
with OPM20 y 630 bp with OPJ05). OPA series allowed
observation of higher levels of polymorphisms, having
PIC values ranging 0.22 y 0.68. Hierarchical conglome-
rate analysis separated genotypes in 2 main groups, one
including genotypes with the A genome exclusively, and
the other with the B genome, except for FHIA 17 in vitro.
There were genetic differences between FHIA 17 growing
under field conditions and the one regenerated in vitro.

Key Words: Resistance; Xanthomonas campestris pv.
musacearum; RAPD; polymorphisms.
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INTRODUCCION

Los platanos y bananos ocupan el cuarto lugar como el
cultivo mas importante del mundo, después del arroz,
el trigo y el maiz, siendo las frutas de exportacion de
mayor importancia del planeta. Ademas de constituir
el alimento basico para 500 millones de personas,
representan una importante fuente de empleo e ingresos
en numerosos paises en desarrollo. Se cultivan tanto
en zonas tropicales como subtropicales, bajo dife-
rentes sistemas, en 10 millones de hectareas y en 120
paises, con rendimientos entre 7 y 70 t ha'!. Los paises
latinoamericanos y del Caribe producen el 90% del total
de los platanos y bananos que entran en el comercio
internacional (FAO, 2004).

Pérez (2009) expresa que las musaceas son atacadas por
un importante numero de patégenos que limitan su desa-
rrollo y productividad. Estos pueden moverse en virtud
de sus mecanismos naturales de dispersion, pero es el
movimiento de germoplasma y el comercio, la principal
via de transmision. Se han identificado enfermedades
exoticas que afectan a las musaceas y que son riesgos
potenciales para Latinoamérica y El Caribe, entre las
que se destacan:

1) Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical
(VCG 01213-01216), es un hongo fitopatdogeno que
causa la enfermedad de panama4, el cual se repord
en el 1989 en Australia, Asia y el Pacifico, donde
ocasion6 dafios millonarios.

2) Cogollo racimoso del banano (siglas en inglés
BBTV) y mosaico de las bracteas del banano (siglas
en inglés BBrMV). El BBTV es un nanovirus que
esta considerado entre las 10 especies invasoras de
mayor importancia y el mas nocivo en musaceas, asi
mismo, el BBrMV es un potyvirus que ha causado
dafios severos en Asia. Ambos se pueden distribuir
aun en el intercambio de vitroplantas y se encontraron
presentes en colecciones internacionales de germo-
plasma de musaceas.

3) Marchitez bacteriana por Xanthomonas campestris
pv. musacearum, descrito en Musa en el 2001 en
Africa. Todos los clones de bananos son afectados.
La transmision por insectos y contacto con animales
y trabajadores permite una rapida diseminacion de la
enfermedad.

4) Mancha rojiza del seudotallo del banano ocasionada
por Pseudomonas spp., inicialmente informada en
1921 como P. celebensis, permanecio confinada a
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Sulawesi (Bali, Indonesia) y las islas vecinas hasta
finales de la década de 1980.

En Musa, los RAPD se utilizaron con diferentes objetivos
(Williams et al., 1990, 1993; Welsh y McClelland, 1990)
siendo utiles para la identificacion de genotipos AAB y
ABB (Pillay et al., 2000, 2001; Visser, 2001; Uma et
al., 2006). Asimismo, se pudo reconocer genomas AA,
AAA,AAB,ABBy BB (Howell et al., 1994; Thu et al.,
2002). Estos marcadores permitieron la identificacion
de variantes somaclonales (Garcia y Giménez, 1999;
Martin et al., 2006; Ray et al., 2006; Lakshmanan et
al., 2007), asi como de enanismo en bananas del grupo
Cavendish (Damasco et al., 1996; Gubbuk et al., 2004;
Ramaje et al., 2004).

De igual manera, Kaemmer et al. (1992) detectaron
mutantes obtenidos mediante el uso de irradiacion.
En el caso de estudios de reaccion a enfermedades en
Musa, o establecimiento de polimorfismos entre geno-
tipos con respuesta diferencial a patdgenos, los RAPD
han permitido la identificacion de genotipos resistentes
y susceptibles a la Sigatoka amarilla (Vidal y Garcia,
2000), asi como resistentes/tolerantes y susceptibles a
Fusarium oxysporum (Javed et al., 2004; Javed y Othman,
2005). Todo lo anterior confirma la utilidad de las
técnicas de biologia molecular en la identificacion y
caracterizacion de germoplasma de Musa, con énfasis
en la seleccion de materiales tolerantes a patogenos.

El presente trabajo tuvo como objetivo general la identi-
ficacion de polimorfismos entre patrones RAPD en mate-
riales de Musa sp. con respuesta diferencial al ataque de
Xanthomonas campestris pv. musacearum con miras al
establecimiento de un método efectivo de seleccion de
materiales tolerantes.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en el Centro Nacional de Investiga-
ciones Agropecuarias (CENIAP) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA), Unidad de Bio-
tecnologia ubicada en el Campo Experimental , estado
Aragua. Venezuela.

Se utilizé tejido foliar de plantas del género Musa
pertenecientes a la coleccion de germoplasma del INIA-
CENIAP. Para los fines del presente estudio la seleccion
de los materiales se baso en los trabajo de Tripathi et al.
(2004) y Tripathi y Tripathi (2009), donde se identificaron
como materiales susceptibles los clones ‘Pisang Awak’
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(Musa ABB), Cavendish Giant (Musa AAA), Cavendish
enano (Musa AAA), FHIA 17 (AAAA) y FHIA 25
(AABB). El material de FHIA 17 se obtuvo tanto de
plantas creciendo en condiciones de campo, como
regeneradas in vitro y el ADN de FHIA 25 se logro
exclusivamente de plantas regeneradas in vitro. Como
materiales tolerantes se seleccionaron un genotipo de
Musa balbisiana (Musa BB) y un triploide con genoma
balbisiana (Musa BBB).

El aislamiento del ADN se realiz6 segiin la metodologia
de Dellaporta et al. (1983) modificada por CIAT (1999),
la cual tomaron 0,2 g de tejido foliar sin nervadura
central y se le agreg6 700 puL de Buffer de extraccion
CTAB 2% precalentado a 65 °C.

Las muestras se prepararon por 45 min a 65 °C en un
termomixer Eppendorfa 1000 rpm para la agitacion. Se
agregaron 400 pul de acetato de potasio SM y se colocaron
en hielo por 30 min, previa agitacion por inversion de
los tubos. Las muestras se centrifugaron durante 5 min
a 12000 rpm a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante
se traspaso a un tubo nuevo y se agregaron nuevamente
400 pl de acetato de potasio SM. Se centrifugaron las
muestras nuevamente 5 min a 12000 rpm a una tempe-
ratura de 4 °C.

Posteriormente, se separaron en dos porciones iguales
colocadas en tubos nuevos y se agregd un volumen
igual de isopropanol (aproximadamente 400 pl) y 1/10
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2. Las muestras se
incubaron 45 min a -20 °C para la precipitacion del ADN y
se centrifugaron durante 10 min a 12000 rpm a una tempe-
ratura de 4 °C. Los pellets se lavaron con 500 pl de Etanol
al 70% y luego se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm.
Se descarto el sobrenadante y se dejaron secar al aire
libre los sedimentos. E1 ADN gendmico se resuspendio
en 100 pl de Buffer TE (Tris-EDTA) y se almacenaron
a una temperatura de 4 °C.

Los ADNSs aislados se separaron electroforéticamente en
geles de agarosa al 0,8% para determinar su calidad y
observar la integridad de la molécula. Como patrén de
concentracion se utilizo una solucion 100 ng/pul de ADN
del bacteriofago Lambda; los geles fueron tefiidos con
una solucién 0,05% de bromuro de etidio durante 10 min
y visualizados bajo luz ultravioleta para su analisis. La
concentracion y pureza del ADN se analizaron electrofo-
tométricamente utilizando el Nanodrop 1000 de Thermo,
en el cual se obtuvo directamente la concentracion del
ADN enng/ply las relaciones A260/A280 y A260/A230,
quienes indicaron la pureza de la molécula aislada.
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Las reacciones RAPD se realizaron en tubos de 0,2 ml
de paredes delgadas, conteniendo 10 ng de ADN geno6-
mico, 1 unidad de Go Taq Polimerasa Flexi, 0,3 mM
del iniciador, 3,0 ul de buffer de reaccion (5X), MgCl,
(1,33 mM), BSA (0,2 mg ml!), dNTPs (0,11 mM) en
un volumen final de 15 pl. Se utilizaron 20 iniciadores
de la serie OPA (Operon technologies).

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
PT-200 MJ research, con un paso inicial de 94 °C por
5 min, seguido de 45 ciclos con 93 °C por 1 min, 36 °C
por 30 seg y 72 °C por min y una extension final a
72 °C por 7 min. Las reacciones se mantuvieron a 4 °C
hasta el momento de la separacion de estos productos
de amplificacion, realizadas en geles de agarosa 1,5%
durante 90 min a 85-90 V con buffer TBE 0,5 X. Los
productos de amplificacion se visualizaron previa tincion
con una solucion de bromuro de etidio 0,000002% con
el equipo Chemi-Doc de Biorad, mediante el Software
Quantity One Version 4.2.

Para cada iniciador se calcul6 el porcentaje de bandas
polimorficas (%BP) y el contenido de informacion poli-
morfica (siglas en inglés PIC) segtn la metodologia de
Roldan-Ruiz et al. (2000). Se obtuvieron los patrones de
bandas caracteristicos para cada genotipo estudiado y se
hizo un analisis descriptivo de los patrones encontrados,
con el proposito de establecer semejanzas o diferencias
entre los genotipos A (susceptibles) y los genotipos B
(resistentes). Adicionalmente, se hizo un analisis de
conglomerado jerarquico utilizando el programa Infostat
Profesional version 2.0, con el método de agrupamiento
de Ward y la distancia de Jaccard.

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia de extraccion del ADN utilizada fue
efectiva, rapida y sencilla, para el aislamiento de molé-
culas con concentracion y pureza suficientes para la
realizacion de las pruebas RAPD (Cuadro 1). Los valores
menores de la concentracion de ADN aislado se obtu-
vieron en las muestras provenientes de condiciones de
crecimiento in vitro. Sin embargo, la calidad, pureza y
concentracion de las moléculas es apta para la amplifi-
cacion al azar.

Casi la totalidad de las muestras presentaron valores de
la relacion A260/A280 entre 1,8 y 2,0 lo cual sugiere
que el ADN aislado esta libre de proteinas y puede
considerarse puro. Los dos valores fuera del rango,
indican la presencia de proteinas en la muestra con el
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valor menor, y probablemente existan problemas con la
concentracion de carbohidratos, que puedan explicar los
valores superiores de 2,21.

CUADRO 1. Concentracion en ng/ul y pureza del
ADN aislado a partir de tejido foliar de
ocho clones de Musa.

Clones Concentraciéon Pureza
(ng/pl) (Relacién 260/280)

Pisang Awak (AAB) 201,90 1,84

FHIA 17C (AAAA) 130,05 1,88

Cavendish Giant (AAA) 164,76 2,00

Cavendish Enano (AAA) 128,07 2,21

BB 272,19 1,99

BBB 184,65 1,95

FHIA 171V (AAAA) 38,07 1,80

FHIA 25 (AABB) 99,84 1,60

De los 27 iniciadores analizados, se obtuvo amplificacion
en 25 de ellos. Solo los iniciadores OPA 17 y OPMOS5 no
produjeron ningtin producto de amplificacion. Se logro
amplificar un total de 337 bandas RAPD, de las cuales
un 75,93% en promedio resultaron ser polimorficas, con
una reproducibilidad del 100%.

En el Cuadro 2 se presentan los porcentajes de bandas
polimorficas obtenidos y el PIC para cada uno de los
iniciadores analizados. Los resultados arrojan un alto
poder discriminatorio entre los iniciadores utilizados.

Se evidencia un alto grado de polimorfismo entre los
ocho genotipos estudiados (Figura 1a y 1b). Todos los
iniciadores utilizados fueron capaces de establecer poli-
morfismos entre los materiales de Musa estudiados. El
primer OPA03 permitio la formacion de un producto de
amplificacion de 982 bp (Figura 1a), presente exclusi-
vamente en los materiales tolerantes a X. campestris pv.
musacearum.
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CUADRO 2. Porcentaje de bandas polimorficas y
contenido de informacion polimoérfica
asociados a los 27 iniciadores utilizados
para la caracterizacion molecular de
ocho genotipos de Musa con respuesta
diferencial al ataque de Xanthomonas
campestris pv. musacearum

# bandas NBP %BP PIC

OPA-01 10 10 100,00 0,41

OPA-02 9 8 88,89 0,39

OPA-03 12 12 100,00 0,43

OPA-04 12 11 91,67 0,32

OPA-05 7 7 100,00 0,34

OPA-06 5 5 100,00 0,38

OPA-07 9 9 100,00 0,39

OPA-08 11 11 100,00 0,45

OPA-09 7 3 42,86 0,17

OPA-10 19 19 100,00 0,37

OPA-11 16 16 100,00 0,33

OPA-12 11 11 100,00 0,27

OPA-13 11 9 81,82 0,24

OPA-14 12 12 100,00 0,38

OPA-15 5 5 100,00 0,39

OPA-16 5 4 80,00 0,68

OPA-17 0 0 0,00 0,00

OPA-18 7 7 100,00 0,41

OPA-19 10 10 100,00 0,33

OPA-20 7 7 100,00 0,22

OPJ-01 15 2 13,33 0,37

OPJ-02 25 9 36,00 0,07

OPJ-03 25 1 4,00 0,22

OPJ-04 17 7 41,18 0,13

OPJ-05 46 44 95,65 0,33

OPM-05 0 0 0,00 0,00

OPM-20 24 14 58,33 0,16

NBP=Numero de bandas Polimérficas, %BP=porcentaje de bandas
polimérficas, PIC= Contenido de Informacion Polimorfica.
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MP= Marcador de peso molecular 1kb ladder; PA= Pisang Awak; F17c= FHIA 17 campo; CE= Cavendish Enano; CG= Cavendish
Gigante; BB= Musabalbisiana; BBB= Triploide Balbisiana; F17i= FHIA 17 in vitro; F25= FHIA 25 in vitro.

FIGURA 1.

(a) Fragmentos de amplificacion obtenidos con los iniciadores OPA03 Y OPA04, respectivamente.

(b) Fragmentos de amplificacion obtenidos con los iniciadores OPAO1 Y OPA02, respectivamente.

En el mismo orden de ideas, Jhaved et al. (2004) repor-
taron un producto de amplificacion del primer OPA03
de aproximadamente 400 bp como relacionado a la
susceptibilidad a Fusarium oxysporum. De lo anterior,
se deduce que el primer OPAQ3 aparece como una

CE __CG

herramienta potencial para la seleccion de materiales
de Musa tolerantes a enfermedades.

De igual modo, el primer OPAO7 permite la amplifi-
cacion de un fragmento de 1029 bp (Figura 2) presente
exclusivamente en los materiales susceptibles a X.
campestris pv. musacearum.

BB BBB FI17i F25 MP

MP= Marcador de peso molecular 1kb ladder; PA= Pisang Awak; F17c¢= FHIA 17 campo, CE= Cavendish Enano; CG= Cavendish
Gigante; BB= Musabalbisiana; BBB= Triploide Balbisiana; F17i= FHIA 17 in vitro; F25= FHIA 25 in vitro.

FIGURA 2.

Fragmentos de amplificacion obtenidos con el primer OPAO7.
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Adicionalmente, se identifico en los genotipos tolerantes
una banda de 630 bp con el iniciador OPA 10, una banda
de 1725 bp con el iniciador OPJO1, otra de 580 bp con el
primer OPM20 y la siguiente de 630 bp con el primer
OPJ05. Las bandas identificadas se presentan como
elementos potenciales para la seleccion de individuos
con tolerancia a X. campestris pv. musacearum y se
recomienda afinar los estudios con estos dos posibles
marcadores, a fin de establecer la verdadera corre-
lacion de estos productos de amplificacion RAPD con
la tolerancia al patogeno.

En general se observo que los iniciadores de la serie OPA
tienen mayor poder de discriminacion que los de las otras
series analizadas, evidenciado por un mayor nimero de
bandas polimorficas producidas y un mayor PIC. De los
iniciadores que permitieron amplificar bandas especi-
ficas para los genotipos tolerantes, todos excepto OPJO1
y OPM 20 pueden considerarse como generadores de
un alto grado de polimorfismo debido a que presentan
porcentajes de bandas polimoérficas superiores al 90%.
Los primers evaluados a excepcion de OPM20 presen-
taron rangos de PIC entre 0,33 y 0,43. Valores similares

de PIC fueron mencionados por Salazar et al. (2006)
con los primers OPAO1, OPA02 y OPA 19 analizando
germoplasma de ajonjoli.

En el caso de RAPD en Musa, los valores PIC coinciden
con los sefialados por Zambrano et al. (2007) para los
primers 10 mer utilizados. Sin embargo, el nimero de
bandas polimérficas generadas fue mucho menor que
los encontrados en el presente trabajo utilizando primers
de la serie OPA. Del mismo modo, Nadal-Medina et al.
(2009) encontraron niveles de polimorfismo superiores
al 90% analizando genomas de bananos con los primers
de la serie OPA, lo cual concuerda con los resultados
del presente estudio.

El analisis de conglomerado jerarquico permitié la
separacion de los materiales en dos grandes grupos
(Figura 3), uno de los cuales estuvo formado exclusiva-
mente por genotipos con el genoma A. Los materiales
con el genoma B estuvieron siempre ubicados en el
mismo subgrupo, cercanos al clon Pisang Awak con
genoma (ABB).

Cavendish glpane (AAA)

|_

Clavandyh anamns (AL L)

FHIALT campo (A &4 4)

FHIAZS invire (AABE)

FHIALY ix vimre (A LA A)

Friploide balkigana (BBE)

Musra hallisiana (BE)

Posang Awak(ABE)

-0,14 0,16

FIGURA 3.
mediante patrones RAPD
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Los dos materiales analizados del clon FHIA 17 tienen
huellas genéticas completamente diferentes, estando ubi-
cados en grupos distintos. Esta diferencia puede deberse
amutaciones producidas durante la reproduccion in vitro,
variacion somaclonal. Sin embargo, dada la ubicacion
del material FHIA 17 en grupos donde hay presencia del
genoma B, y la semejanza genética con el material FHIA
25, es factible que la muestra seleccionada in vitro esté
mal etiquetada y no corresponda al genotipo sefalado.
En cualquier caso, hace falta realizar una exploracion
mas detallada con materiales FHIA 17 procedentes de
campo y de propagacion in vitro, a fin de dilucidar el
origen de la variabilidad genética encontrada.

CONCLUSIONES

- Los patrones de bandas RAPD permitieron generar
una huella genética para cada genotipo estudiado y
posibilitaron el establecimiento de polimorfismos
entre los genotipos con respuesta diferencial al ataque
de Xanthomonas campestris pv. musacearum. Los
primers de la serie OPA determinaron un mayor grado
de polimorfismos que los primers de las series OPJ
y OPM estudiados.

- Se identificaron seis bandas presentes en los geno-
tipos con genoma B, los cuales se sefialan como
tolerantes a la bacteria, convirtiéndose en candidatas
a ser utilizadas como herramientas moleculares para
asistir la seleccion de genotipos tolerantes, una vez
se compruebe la correlacion entre las bandas y la
tolerancia al patégeno.

- Los genotipos estudiados se dividen en dos grandes
grupos, uno de los cuales se formd con los indi-
viduos que portaban exclusivamente el genoma A.
El segundo grupo, comprendi6 los genotipos que
portaban el genoma B y un genotipo tetraploide para
el genoma A producido in vitro. Este Gltimo presentd
diferencias genéticas con un genotipo similar prove-
nientes de condiciones de campo. Las diferencias
pueden deberse a variacion somaclonal o a errores
en la identificacion del material in vitro, por lo que se
recomienda un trabajo mas detallado, caracterizando
los dos tipos de materiales.
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RESUMEN

Con la finalidad de conocer las malezas asociadas a un
cultivo de maiz, Zea mays L., bajo riego para la produccion
de jojotos, se realiz6 un inventario en la finca “Mamonal”
ubicada en la parroquia Valle de la Pascua, municipio
Leonardo Infante, estado Guarico, Venezuela. Se deter-
mino el drea minima de muestreo (AMM) utilizando
cuadricula de 0,25 m?. Se calcul6 densidad, frecuencia,
dominancia y el indice de valor de importancia (IVI) para
las especies muestreadas. Durante la ejecucion del inven-
tario se contabiliz6 un total de 29 especies pertenecientes
a 17 familias, de las cuales en lo que respecta a su ciclo
de vida el 86,21% esta representado por plantas anuales
y 13,79% por plantas perennes. Las familias de la clase
monocotiledonea (Liliopsida) fueron Poaceae y Cyperaceae.
La clase dicotiledonea (Magnoliopsida), se encontro repre-
sentada por las familias: Euphorbiaceae, Amaranthaceae,
Scrophulariaceae, Capparidaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae,
Molluginaceae, Sterculiaceae, Fabaceae, Boraginaceae,
Portulacaceae, Convolvulaceae, Malvaceae, Solanaceae
y Asclepiadaceae. Las especies Digitaria sanguinalis (L.)
Scop. y Cyperus rotundus L. predominaron de acuerdo a
los parametros poblacionales calculados. El inventario de
malezas puede servir de base y herramienta a los produc-
tores de maiz para jojoto en la region, con la finalidad de
definir planes de manejo de las mismas y asi optimizar los
rendimientos en este cultivo.

Palabras Clave: Zea mays L.; frecuencia; dominancia;
densidad; monocotiledonea; dicotiledonea.
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SUMMARY

In order to know the weeds associated with a maize crop
under irrigation for the production of maize, Zea mays
L., an inventory was conducted in the farm “Mamonal”
located Valle de la Pascua parish, municipality Leonardo
Infante, State of Guarico, Venezuela. Minimum sampling
area (WMA) was determined using squared pattern of
0,25 m2. Density, frequency, dominance and importance
value index (IVI) for species sampled were determined. A
total of 29 species belonging to 17 families were identi-
fied during inventory, which in relation to the life cycle is
represented by 86.21% annual plants and 13.79% peren-
nials plants. The monocot class families (Liliopsida) were:
Poaceae and Cyperaceae. Dicot class (Magnoliopsida),
was represented by the families: Euphorbiaceae, Ama-
ranthaceae, Scrophulariaceae, Capparidaceae, Asteraceae,
Cucurbitaceae, Molluginaceae, Sterculiaceae, Fabaceae,
Boraginaceae, Portulacaceae, Convolvulaceae, Malvaceae,
Solanaceae, Asclepiadaceae. Species Digitaria sanguinalis
(L.) Scop. and Cyperus rotundus L. were predominant
according to population parameters calculated. Inventory
of weeds can be the basis and tools for producers of corn in
order to draw up plans for their management and optimize
the yields of this crop.

Key Words: Zea mays L.; frequency; dominance;
density; monocot; dicot.
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INTRODUCCION

El maiz, Zea mays L., constituye uno de los cultivos
mas importantes del mundo en la alimentaciéon humana
y animal. En Venezuela siempre ha sido calificado como
rubro estratégico desde el punto de vista econémico y
social, debido al aporte que tiene en la produccion agri-
cola nacional; es la base de la alimentacion energética
de los animales de produccion avicola, porcina y bovina,
asi como de la mayoria de la poblacion. Ademas, consti-
tuye una de las principales actividades agricolas de las
familias rurales, por ser una de las principales fuentes
de sus ingresos (Anzalone et al., 2006).

En la actualidad, mas del 85% de la produccion nacional
corresponde a maiz de grano blanco semi-duro, utilizado
en un 80% por la industria de molienda seca en la elabo-
racion de harinas precocidas; el restante se emplea en
las empresas procesadoras de maiz pilado y para el
consumo fresco. El maiz amarillo solo representa entre
el 10 y 15% de la produccion, se destina a la industria
de alimentos balanceados para animales, al consumo
fresco como jojotos y para la elaboracion de cachapas
(Segovia y Alfaro, 2008).

Una de las principales limitantes bidticas que afecta
la produccién de maiz en Venezuela es la presencia de
malezas, ya que reducen los rendimientos por efecto de
la alelospolia y alelopatia, ademas de ser hospederas de
ciertos insectos-plaga y enfermedades. De este modo,
aumentan los costos de produccion por la utilizacion de
diferentes medidas para el control de las poblaciones
(Anzalone et al., 2006). Estos efectos de interferencia
sobre el rendimiento del maiz dependen de la densidad
y de las especies predominantes, sobre todo durante el
periodo del ciclo del cultivo, en el cual exista mayor
interferencia de las malezas, y puede ocurrir entre las
primeras etapas de crecimiento, especificamente entre la
tercera y quinta semana (Dominguez, 2009; Rodriguez,
2000).

El estudio de la flora arvense es una herramienta basica
para el efectivo manejo en beneficio del cultivo, por ello
debe constituir el primer paso en el disefio de planes de
siembra (Anzalone y Casanova, 2004; Labrada et al.,
1996). Muchas son las metodologias de analisis que se
han utilizado para su evaluacion.

Chavez y Guevara-Fefér (2003) al realizar un inven-
tario floristico de las malezas asociadas al maiz de
temporal en el valle de Morelia, Michoacan, México,
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identificaron 189 especies: 41 monocotiledoneas y 148
dicotiledoneas, pertenecientes a 34 familias. Las familias
con mas especies fueron Asteracea, Poaceae Fabaceae,
Euphorbiaceae y Solanaceae. Por su parte, Delgado
(2009) encontro 89 especies de malezas asociadas al
cultivo de maiz de riego en la zona del bajio de Gua-
najuato, México, las cuales estuvieron representadas
en 23 diferentes familias. De ellas las mas frecuentes
fueron: Amaranthus hybridus L. (Amaranthaceae),
Anoda cristata (L.) Schltdl (Malvaceae), Aldama dentata
Llave y Lex. (Asteraceae) e [pomoea purpurea (L.) Roth
(Convolvulaceae).

El objetivo de este trabajo fue reconocer las principales
malezas monocotiledoneas y dicotiledoneas asociadas
a un cultivo de maiz bajo riego para la produccion de
jojotos.

MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas del area bajo estudio

El estudio se realizo en terrenos de la finca “Mamo-
nal”, sector Mamonal (coordenadas UTM 4315427 N
y 1257908 E), parroquia Valle de la Pascua, municipio
Leonardo Infante, estado Guérico, perteneciente al
paisaje colinoso; altura 172 m.s.n.m., con una precipi-
tacion promedio entre 800 y 900 mm, temperatura
promedio anual de 26,3 °C, vegetacion predominante
bosques deciduos; con suelos ultisoles. La unidad de
produccion tiene un area bajo cultivo de maiz de 2 ha; se
aplica riego por aspersion a baja presion y se considera
representativa de las unidades de produccion de maiz-
jojoto bajo riego en la zona.

Metodologia para la caracterizacion de la poblacion
de malezas en la unidad de produccion

Inicialmente, se realizd un inventario general de las
especies de malezas presentes en la unidad de produccion.

Para el reconocimiento e identificacion de las especies se
utilizaron los manuales de reconocimiento de plantas de
Cardenas et al. (1987); Pacheco y Pérez (1989); Pitty y
Muiioz (1991). Asimismo, se consultaron las siguientes
paginas web: http://weedid.aces.uiuc.edu/ y http://www.
ipm.ucdavis.edu/PMG/weeds_intro.html. Asi como,
el catadlogo de Diaz y Delascio-Chitty (2007), la clave
de Lares (2007) y los conocimientos adquiridos en la
identificacion de las especies de malezas.
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Método de muestreo

Se determind el area minima de muestreo (AMM); paré-
metro que indico el tamafio mas apropiado que se utilizo
para realizar las mediciones correspondientes, basado en
la metodologia descrita por Fuentes (1986) que relaciona
el nimero de especies aparecidas en la muestra con el
aumento del area bajo muestreo.

Aleatoriamente se lanz6 un marco metalico de 0,25 m?
(0,5m x 0,5m) en el area de siembra de la unidad de
produccioén, determinando el numero de especies que
aparecian. Posteriormente, el area de muestreo se fue
duplicando sucesivamente, fijando en cada paso el niime-
ro de nuevas especies encontradas en un espacio anexo
a la zona bajo muestreo, las cuales se acumularon a las
especies halladas con anterioridad. Este procedimiento
se realizo hasta que no aparecieron nuevas especies en
tres aumentos sucesivos del perimetro.

Analisis de los datos
Con los datos obtenidos se efectuaron los calculos de
los siguientes parametros poblacionales a través del

programa informatico Microsoft® Office Excel 2007:

1. Densidad (De): N° de plantas por especie / unidad
de area (m?).

2. Densidad Relativa (Dr): Densidad por especies /
Densidad total.

3. Frecuencia (F): N° de muestras en la que aparece la
especie x 100/ N° total de muestras.

4. Frecuencia Relativa (Fr): Frecuencia por especie /
Frecuencia total.

5. Dominancia (Do): N° de individuos de una especie
x 100 / N° total de individuos de todas las especies.

6. Dominancia Relativa (dr): Dominancia por especie
/ Dominancia total.

7. Indice de valor de importancia (IVI): Dr + Fr+ dr.

El IVI es un formato numérico que permite asignarle a
cada especie su categoria de importancia con base en
su condicion fitosocioldgica o su relacion con las otras
especies presentes en un area determinada (Paez, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el inventario general, se determino un total de 29
especies pertenecientes a 17 familias (Cuadro 1), de las
cuales, en lo que respecta a su ciclo de vida, el 86,21%
estuvo representado por plantas anuales y 13,79% por
plantas perennes.

CUADRO 1. Clase, familia, nombre comun y ciclo de vida de las 29 especies de malezas inventariadas en la unidad
de produccion.
Clase Familia Especie Nombre vulgar Ciclo de vida
Liliopsida Poaceae Digitaria sanguinalis (L.) Scop Falsa pata de gallina Anual
(Monocotiledonea) Cenchrus brownii Roem y Schult Cadillo Bobo Anual
Panicum mdaximum Jacq. Guinea colonial Anual
Sorghum halepense (L.) Pers. Pasto johnson Perenne
Cyperaceae Cyperus rotundus L. Corocillo Perenne
Eleusine indica (L.) Gaernt. Guaratara Anual
Rottboellia cochinchinesis Paja rolito Anual
(Lour) W.D Clayton
Magnoliopsida Euphorbiaceae Sorghum verticilliflorum (Steud.) Stapf. Falso jhonson Anual
(Dicotiledonea) Chamaescyce hypericifolia (L.) Millsp.  Lecherito Anual
Euphorbia heterophyla L. Hierba de boca Anual
Amaranthaceae Sida Sp.(ASDI) Escobon Anual
Amaranthus dubius Mart. Ex. Thell Pira Anual
./... continla
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./... continuacion CUADRO 1.
Clase Familia Especie Nombre vulgar Ciclo de vida
Magnoliopsida Scrophulariaceae Scoparia dulcil L. Escobilla Anual
(Dicotiledonea) Capparidaceae Cleome spinosa jacq. Barba de tigre Anual
Asteraceae Bidens pilosa L. Amor seco Anual
Cucurbitaceae Momordica charantia L. Cundiamor Anual
Molluginaceae Mollugo verticillum L. Hierba de arena Anual
Sterculiaceae Guazuma ulmifolia Lam. Guacimo Perenne
Fabaceae Neptunia plena (L.) Benth Arestin Anual
Senna obtusifolia (L.) Irwing y Barneby ~ Brusca Anual
Senna occidentalis (L.)Link Brusca negra Anual
Boraginaceae Heliotropium indicum L. Borrajon Anual
Portulacaceae Portulaca oleracea L. Verdolaga Anual
Malvaceae Sidastrum micranthum (St.Hil.) Fryxel. Babosa Anual
Sida rhombifolia L. Escoba amarilla Anual
Sida acuta. Burn. f Escoba Anual
Convolvulaceae Ipomoea sp. Bejuquillo Anual
Solanaceae Solanum nigrum L. Yerba mora Anual
Asclepiadaceae Calotropis procera (Aiton) W.T.Aiton Algodoén de espaiia Perenne

A este respecto, en la clase monocotiledoneae (Liliopsida)
las familias presentes fueron: Poaceae y Cyperaceae. La
clase dicotiledonea (Magnoliopsida) estuvo represen-
tada por las familias: Euphorbiaceae, Amaranthaceae,
Scrophulariaceae, Capparidaceae, Asteraceae, Cucurbi-
taceae, Molluginaceae, Sterculiaceae, Fabaceae, Bora-
ginaceae, Portulacaceae, Convolvulaceae, Malvaceae,
Solanaceae y Asclepiadaceae.

La familia con mas especies fue Poaceae con siete,
seguida de las familias Malvaceae con cuatro, Fabaceae
con tres y Euphorbiaceae dos. El resto de familias con
una especie, respectivamente. El valor de aparicion de
las Poaceae en este estudio corrobora las referencias
existentes sobre esta familia botanica considerada como
una de las més numerosas (consta de casi 700 géneros
y unas 12 000 especies). Se calcula que las gramineas
ocupan un 20% de la superficie vegetal del mundo,
y también es considerada como la cuarta familia en
importancia por el nimero de especies, y sin duda
la primera por su interés economico (Medrano ef al.,
2007; Pacheco et al., 2006).

Es de resaltar que muchas malezas de importancia econo-
mica en el cultivo de maiz y otros cultivos, pertenecen a
la familia Poaceae; en estudios similares de siembras de
maiz en seis localidades del estado Aragua, se encontrd
que la mayoria de las especies correspondian a esa
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familia, seguidas de Euphorbiaceae y Malvaceae
(Rodriguez, 1988).

De acuerdo con el total de las especies encontradas en
el inventario, 11 poseian baja densidad y frecuencia, no
se presentaron en el area muestreada o se encontraban
en los alrededores de la zona bajo estudio; las mismas
fueron: S. rhombifolia, S. occidentalis, Ipomoea sp., C.
brownii, P. maximum, S. acuta, S. nigrum, S. halepense,
S. verticilliflorum, E. heterophylla'y C. procera.

Se puede observar en la Figura, que a medida que se fue
extendiendo el area de muestreo, aparecian mas especies
de malezas hasta llegar a un punto donde se incremento
tres veces mas el area y no aparecieron mas especies.
Se determiné un AMM de 2,75 m?, encontrandose un
total de 18 especies.

En el Cuadro 2 se resumen los parametros pobla-
cionales: densidad (m?), frecuencia (%), dominancia
(%) e IVI de las 18 malezas presentes en el muestreo.
La especie D. sanguinalis fue la de mayor indice de
dominancia con 41,62%, seguida de C. rotundus con
41,01% y C. hypericifolia con 3,84%. En cuanto a la
frecuencia de aparicion la especie C. rotundus obtuvo
el 100%; seguida de D. sanguinaliss con 90,91% y C.
hypericifolia con 45,45%.
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FIGURA. Determinacion del area minima de muestreo en la zona bajo estudio.

CUADRO 2. Principales malezas encontradas en este estudio.

Nombre Cientifico De F Do IVl
Digitaria sanguinalis 247,20 90,91 41,62 0,89
Cyperus rotundus 221,45 100,00 41,01 0,87
Chamaescyce hypericifolia 45,60 45,45 3,84 0,18
Eleusine indica 44,00 18,18 1,48 0,10
Sida sp. 40,00 29,41 2,02 0,13
Bidens pilosa 38,00 18,18 1,28 0,09
Amaranthus dubius 33,33 27,27 1,68 0,11
Scoparia dulci 26,00 36,36 1,75 0,12
Portulaca oleracea 24,00 9,09 0,40 0,05
Senna obtusifolia 16,00 9,09 0,27 0,04
Mollugo verticillium 16,00 9,09 0,27 0,04
Rottboellia cochinchinensis 16,00 18,18 0,54 0,06
Heliotropium indicum 12,00 11,76 0,40 0,04
Sidastrum micranthum 11,45 9,09 1,75 0,05
Guazuma ulmifolia 10,00 18,18 0,34 0,05
Neptunia plena 8,00 18,18 0,27 0,05
Momordica charantia 6,67 27,27 0,34 0,06
Cleome spinosa 4,85 27,27 0,74 0,07

De: densidad; F: frecuencia; Do: dominancia; IVI: indice de valor de importancia.
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De acuerdo al IVI y de forma general en el area bajo
estudio las 10 especies asociadas al cultivo mas impor-
tantes son: D. sanguinalis, C. rotundus, C. hypericifolia,
Sida sp., S. dulcil, A. dubius, C. spinosa, E. indica, B.
pilosa 'y M. charantia.

D. sanguinalis'y C. rotundus destacan ampliamente entre
las demas especies, se consiguen diseminadas en toda el area
bajo cultivo. Las especies con indices menores asociadas al
cultivo son: M. verticillum, R. cochinchinensis, G. ulmifolia,
N. plena, H. indicum, P. oleracea, S. obtusifolia y S.
micranthum.

El predominio de las plantas anuales sobre las perennes
puede estar condicionado por el frecuente control
quimico a base de paraquat (1:1° dimetil-4,4’ bipiridilo
dicloruro). Estas especies se han mantenido en el tiempo
por un proceso de adaptacion y persistencia debido a la
integracion de factores ecologicos, climaticos y edaficos,
asi como también al manejo intensivo para la produc-
cion de maiz, a la combinacion de la produccion de alto
numero de semillas por planta, la latencia y prolongada
viabilidad de las mismas; estas semillas una vez estable-
cidas en el suelo es practicamente imposible controlarlas
de manera eficiente (Martinez y Alfonso, 2003).

Muchas de las especies inventariadas en este estudio
fueron mencionadas como problematicas en el cultivo
de maiz en el pais. Rodriguez ef al. (2007) sefialan las
mas importantes en las regiones maiceras venezolanas, de
acuerdo a las areas invadidas, frecuencia, densidad, agre-
sividad, dafios causados y dificultad de control o manejo
a: C. rotundus, Ipomoea sp., S. halapense, S. verticilliflorum,
Digitaria sp., E. heterophylay R. cochinchinensis. Segun
Ortiz (2005) otras malezas de importancia en el cultivo
de maiz son: E. indica 'y C. hirta.

CONCLUSIONES

- Se constato la presencia de 29 especies agrupadas en
17 Familias.

- La familia con mayor nimero de especies fue la
Poaceae con predominio de la especie D. sanguinalis.
Sin embargo, la de mayor frecuencia fue C. rotundus,
perteneciente a la familia Cyperaceae, seguidas en
orden de importancia de acuerdo a los parametros
poblacionales calculados por las especies C. hype-
ricifolia de la familia Euphorbiaceae, Sida spp. de
Malvaceae, S. dulcil de Scrophulariaceae, 4. dubius
de Amaranthaceae y C. spinosa de Capparidaceae.
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RESUMEN

En la busqueda de alternativas de control para las bacterias
fitopatdgenas, se realizd un ensayo para la obtencion de
extractos etandlicos a partir de plantas de ruda (Ruta
graveolens L.) y nim (Azadirachta indica Adr. Juss), se evalud
su efecto en bacterias fitopatogenas del género Erwinia. A
los extractos obtenidos se les determind la presencia de me-
tabolitos secundarios (MS), evidenciandose en ruda y nim
aceites esenciales, alcaloides, flavonoides y saponinas; los
polifenoles y taninos se encontraron presentes solamente en
nim. La evaluacion del efecto inhibitorio se realizé empleando
el método de disco de papel de filtro en cajas Petri, donde
los discos de 6 mm de didmetro previamente esterilizados
se impregnaron con el extracto, a concentraciones de 0%,
5%, 15%, 20%, 25% y 30%. El modelo estadistico utilizado
fue completamente aleatorizado con tres repeticiones por
cada concentracion. El extracto etanolico proveniente de
ruda no evidencié efecto inhibitorio sobre ninguna de las
bacterias fitopatogenas objeto de la investigacion. Sin
embargo, el nim presentd efecto inhibitorio sobre la bacteria
Erwinia sp. aislada en plantas de berenjena, Solanum
melongena L., siendo su efecto directamente proporcional
a la concentracion del extracto. Los datos se analizaron me-
diante la prueba de Kruskal-Wallis, observando diferencias
estadisticas altamente significativas entre los tratamientos.
El extracto etanodlico de nim es una alternativa potencial
para efectuar el manejo de las bacterias del género Erwinia,
causante de dafio en el cultivo de berenjena.

Palabras Clave: Ruta graveolens L.; Azadirachta
indica; Solanum melongena; efecto inhibitorio; bacterias.
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SUMMARY

In the search for alternatives to control plant pathogenic
bacteria, a test was performed to obtain ethanol extracts from
plants of rue (Ruta graveolens L.) and neem (Azadirachta
indica Adr. Juss) and evaluated its effect on bacteria phyto-
pathogen Erwinia genus. In the extracts was determined the
presence of secondary metabolites (MS), evidenced in rue
and neem oils, alkaloids, flavonoids and saponins, polyphe-
nols and tannins were present only in nim. The evaluation
of inhibitory effect was performed using the method of
filter paper disc in Petri dishes, where discs of 6 mm dia-
meter were impregnated with previously steri-lized extract
at concentrations of 0%, 5%, 15%, 20% , 25% and 30%.
The statistical model used was completely rando-mized
with three replicates for each concentration. The ethanol
extract from rude not show any inhibitory effect on plant
pathogenic bacteria under investigation. However, neem
showed inhibitory effect on the bacteria Erwinia sp. egg-
plants isolated, its effect being directly proportional to the
concentration of the extract. The data were analyzed using
the Kruskal-Wallis test, showing highly significant diffe-
rences between treatments. The ethanol extract of neem is
a potential alternative to effect management of bacteria of
the genus Erwinia, causing crop damage eggplant.

Key Words: Ruta graveolens; Azadirachta indica;
Solanum melongena; Secondary Metabolites; eggplant.

APROBADO: noviembre 06,2012
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INTRODUCCION

En Venezuela, la agricultura, el manejo de plagas y las
enfermedades, se basaron en el uso indiscriminado de
agroquimicos. El hombre en su intento de controlarlos,
cred una alta dependencia de estos productos, ocasio-
nando elevados costos de produccion y alteraciones en
el equilibrio natural de las poblaciones de insectos y
microorganismos (Micheo, 1992).

La utilizacion de los agroquimicos es una practica cons-
tante en los productores que la reconocen como primera
opcion. Ademas, ocurre que los agricultores frecuente-
mente se exponen a estos productos desde la preparacion
de las mezclas, en la aplicacion con los equipos y durante
el almacenamiento (FAO, 2003). Por otra parte, existe
la presion de una mayor calidad de los cultivos por
parte de los consumidores, y se puede observar a través
del tiempo un aumento del uso de agroquimicos que en
muchos casos es de manera irracional (Aguilar, 1992).

Por su condicion de pais tropical, Venezuela se caracteriza
por poseer una gran variedad de especies de bacterias
fitopatdgenas que ocasionan pérdidas en los cultivos. En
el caso del género Erwinia causan problemas en muchos
cultivos de importancia agricola como son: papa (Solanum
tuberosum L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.),
maiz (Zea mays L.), diferentes ornamentales, cebolla
(Allium cepa L.), lechosa (Carica papaya L.), patilla
(Citrullus lanatus (Thunb), lo cual hace que este género
sea considerado para todos los estudios (Trujillo, 1996).

La agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas
alternativas de control que produzcan un menor impacto
ambiental y que permitan reducir significativamente
el uso de plaguicidas. La utilizacion de los extractos
vegetales para el control de enfermedades en las plantas
representa una alternativa para el manejo integrado de
los cultivos, debido a su bajo costo y el menor impacto
sobre el ambiente y los alimentos (Guevara et al., 2000,
Maselli et al., 2006).

Investigaciones recientes (Stauffer et al., 2000; Rodri-
guez y Sanabria, 2005; Maselli et al., 2006, 2008; Pino
et al., 2008) sefialan que los extractos vegetales pueden
ser utilizados exitosamente en el control o inhibicion
de bacterias y hongos fitopatdégenos, ademas pueden
constituirse en una herramienta para integrar a un
manejo agroecoldgico del cultivo, sobre todo en
pequefias extensiones de terreno, como es el caso de las
leguminosas y hortalizas.

En la busqueda de alternativas de control mas amigables
con ¢l ambiente, se planted la obtencion de extractos
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vegetales etanolicos a partir de ruda (Ruta graveolens
L.) y nim (4zadirachta indica A. Juss) y su evaluacion
in vitro sobre bacterias fitopatdgenas del género Erwi-
nia, aisladas de plantas de berenjena (S. melongena L.),
mango (Mangifera indica L.), papa, maiz y parchita
(Passiflora edulis Sims).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el Centro Nacional de Investi-
gaciones Agropecuarias (CENIAP) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA) en Maracay, estado
Aragua. Se realizaron los experimentos in vitro en el
Laboratorio de Bacteriologia y en el de Nematologia
Agricola se obtuvieron los extractos vegetales etanolicos.

Obtencion de extractos vegetales. El material vegetal
que se utilizo, consistio en hojas de ruda y nim completas,
que estaban libres de manchas y perforaciones por insec-
tos. Estas luego de ser colectadas se colocaron a secar en
umbraculo bajo sombra por un periodo entre 7y 10 d. Las
hojas secas fueron molidas en una licuadora convencional
hasta obtener un polvo fino. Seguidamente, se pusieron
en un envase de vidrio de 3 | de capacidad y se les agrego
etanol al 95% hasta cubrir todo el material por completo;
se dejo macerar durante 48 h en un lugar fresco y protegido
de la luz, luego mediante el uso de un rotoevaporador
marca Yamato® Modelo BM 200 se destilo el alcohol y se
obtuvo el extracto etandlico puro con cantidades despre-
ciables de etanol, el cual se asume como concentracion
del extracto 100% puro. Posteriormente, se conservo en
frascos estériles color ambar en condiciones de refrige-
racion a una temperatura de 5 °C, hasta el momento en que
se realizaron los ensayos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Preparacion de la solucion bacteriana. Las suspen-
siones bacterianas fueron preparadas utilizando cultivos
puros provenientes de la coleccion de bacterias fitopa-
togenas del Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del
INIA-CENIAP; los del género Erwinia eran aislamientos
obtenidos de plantas de berenjena, mango, papa, maiz y
parchita, los cuales se sembraron en capsulas de Petri,
utilizando como medio de cultivo agar nutritivo (AN). A
las 48 h de crecimiento se removieron con agua destilada
estéril utilizando un triangulo de vidrio desinfectado.
Estas suspensiones fueron homogenizadas mediante
agitacion. Se ajusto la concentracion a 108 UFC/ml
utilizando un espectrofotometro marca Jenway 6320D,
donde se midi6 la densidad 6ptica hasta un valor de 0,2,
empleando una longitud de onda de 460 nm (Schaad et
al., 2001).
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Evaluacion de los extractos. La evaluacion de los
extractos se realizé siguiendo el método de discos de
papel filtro en capsulas de Petri con AN (Lorian, 1980).
Los discos de papel de 6 mm de diametro previamente
esterilizados, se colocaron en capsulas estériles con el
extracto a concentraciones conocidas. Los tratamientos
evaluados fueron 0% (testigo), 5, 15, 20, 25 y 30%, luego
se dejaron secar durante 1 h dentro de una camara de flujo
laminar para evitar el exceso de extracto en el papel de
filtro estéril. Posteriormente, se colocaron 5 discos de
papel sobre AN donde previamente se habia inoculado
100 pl de la suspension bacteriana. Las cajas se incu-
baron por 48 h a 28 °C, seguidamente se realizaron las
observaciones para identificar la presencia o ausencia
del halo de inhibicion alrededor de cada disco y en caso
de estar presente tendria mayor efecto inhibitorio el que
mostré mayor diametro, el cual se midi6 con una regla
graduada en mm.

Separacion y determinacion de los metabolitos
secundarios (MS). El extracto puro obtenido a partir
del macerado se uso para la separacion y determinacion
cualitativa de los MS, a través del método propuesto
por Marcano y Hasegawa (2002). El método de croma-
tografia de particion de capa fina (Thin Layer Chro-
matography, TLC) se utilizé para separar rapidamente
la mezcla de MS en sus componentes. Para ello, se
emplearon cromatofolios de silica/gel Merck MR para
TLC silica / gel 60, F 254 de 0,25 mm de espesor, los
cuales se cortaron en rectangulos de 6,5 cm x 2,5 cm
con la ayuda de una tijera, colocando dos gotas de cada
extracto a una distancia de 5 mm de la base y repetién-
dose tres veces por metabolito para cada extracto.

Determinacion de alcaloides y flavonoides. Se colo-
caron 10 ml de hexano en un beaker de 600 ml, sobre este
se instalaron los cromatofolios con el extremo que tenia
las dos gotas del extracto en contacto con el hexano, espe-
rando hasta que el solvente lo recorriera, se retird y dejo
secar; posteriormente se situd bajo luz ultravioleta (UV).
La presencia de una coloracion anaranjada fluorescente
evidencia la presencia de alcaloides; si la coloracion es
blanca fluorescente se estaria en presencia de flavonoides.

Determinacion de polifenoles y taninos. En este caso
el cromatofolio se coloco en contacto con 10 ml de agua
destilada y acido acético en una proporcion 9:1, igual-
mente, se esperd que el solvente ascendiera, se retird
y esperd que secara, luego se agregd cloruro férrico
al 1% a toda la corrida del extracto; evidenciando la
presencia de los polifenoles y taninos de observarse una
coloracion parda.
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Determinacion de antraquinonas. El cromatofolio se
coloco en contacto con acido acético para luego esperar
que el solvente recorriera, seguidamente se retira de la
solucidn dejandose secar y agregar hidréxido de amonio.
La prueba era consideraba positiva para la presencia de
antraquinonas si habia una coloracion rojiza cuando se
observa con luz UV.

Determinacion de aceites esenciales. La presencia o
ausencia de aceites esenciales se determiné por un olor
caracteristico aromatico en el extracto.

Determinacion de saponinas. Se determind a partir
de la agitacion manual del extracto acuoso por espacio
de 20 min, confirmandose la presencia de saponinas si
pasado este tiempo persistia una espuma consistente.

Analisis estadistico. Para los analisis estadisticos se
evaluaron los seis tratamientos de la siguiente forma:
0,5,15,20,25y 30% de concentracion de extracto con
tres repeticiones por cada concentracion, teniendo como
unidad experimental cada disco de papel de filtro colo-
cado sobre el medio de cultivo donde estaba creciendo
la bacteria. Como respuesta se evalud la presencia o
ausencia de un halo de inhibicion del crecimiento de la
bacteria, encontrado alrededor de cada papel de filtro;
en los casos donde estaba presente se midi6 el diametro
del halo de inhibicion.

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados
con el programa estadistico Statistix 8.0 para Windows
XP, comparando las diferentes concentraciones de
los extractos para verificar si existia o no diferencias
significativas en el diametro del halo de inhibicion del
crecimiento de la bacteria. Estos se analizaron por via
no paramétrica a través de la prueba para K (numero de
muestras) muestras independientes de Kruskal - Wallis,
ya que no se cumplié con el supuesto de homogeneidad
de varianza del analisis de varianza (ANAVAR). Para
realizar el analisis de comparaciones de medias se utilizo
la prueba de comparaciones de rangos no paramétrica
(Cochran y Cox, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto de nim (concentracion de 30%) presento
efecto inhibitorio (Figura 1) a la bacteria Erwinia sp.
aislada del cultivo de berenjena, y no tuvo ningin
impacto sobre las demas bacterias probadas. Los demas
patogenos evaluados no evidenciaron respuesta con
ninguno de los extractos estudiados. Estos resultados
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determinaron que estos cultivos y las partes de plantas
que fueron seleccionadas no tienen actividad biologica
para las bacterias del genero Erwinia.

FIGURA 1.  Halo de inhibicién del extracto de nim
sobre la bacteria Erwinia sp. aislada

del cultivo de berenjena

Este estudio da inicio a las investigaciones con estas
plantas, dando oportunidad de seleccionar otros 6rganos
como la semilla en el caso de Nim, o de las flores en el
caso de ruda, y asi poder detectar actividad biologica
sobre el control de bacterias fitopatogenas.

En trabajos similares realizados por Chirinos et al.
(2007), donde se evaluaron extractos acuosos de malo-
jillo, verdolaga, nim, manzanilla y orégano en el
control de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis,
Erwinia carotovora pv. carotovora, Pseudomonas spp.
y Xanthomonas spp., se obtuvo que los tratamientos
de manzanilla, verdolaga, nim y malojillo tuvieron un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las bacterias
Xanthomonas spp. y Pseudomonas spp., asi como, los
de manzanilla y malojillo lograron un control efectivo
sobre las bacterias Xanthomonas axonopodis pv. mani-
hotis y Erwinia carotovora pv. carotovora. El extracto
de orégano no tuvo ningln control sobre las bacterias
evaluadas.

Méndez et al. (2007) utilizaron extractos etandlicos de
nim y flor escondida en ensayos in vivo sobre plantas de
caraota para el control de la quemazon bacteriana por
Xanthomonas phaseoli (E. F. Smith) Dowson (Xph).
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Los resultados de la investigacion reflejaron un retraso
en la aparicion de sintomas en las plantas que fueron
tratadas con los extractos anteriores. Los tratamientos
se realizaron aplicando los extractos etandlicos sobre
las plantas de caraota 1 h antes de la inoculacion con la
bacteria Xph.

Chirinos et al. (2007) asegura que el poder de inhibi-
cion de cada extracto esta relacionado con la especie de
bacteria que afecta un determinado cultivo. Paralela-
mente, Viveros y Castafio (2006) sefialan que la accion
de estos extractos sobre el patdgeno a controlar, depende
directamente del tipo y cantidad de metabolitos secun-
darios que pueda poseer el mismo.

Evaluacion de las concentraciones del extracto de
nim. En el andlisis de varianza (Cuadro 1) se observo
diferencias entre tratamientos para la variable didmetro
del halo de inhibicion. Zarraga (2000) evalud a nivel
de campo el efecto bactericida del extracto acuoso de
nim en el control de bacterias que infectan a la zabila,
concluyendo que el mejor efecto control, considerando
la incidencia y severidad de la enfermedad causada por
Rhizoctonia solani kithn y Erwinia sp., se adquirid con el
extracto de hojas secas de nim a una dosis de 85,94 g1 ha’'.

CUADRO 1. Andlisis de varianza de rangos de media
por Kruskal - Wallis para el didametro
del halo de inhibicion de las diferentes
concentraciones de extracto etanolicos
de nim en el control de Erwinia sp.

aislada de berenjena.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados F P-value
variacion libertad cuadrados medios

Tratamiento 5 36322,2 726445 32,8 0,0001
Error 84 18 625,8 221,74

Total 89 54 948.0

Anélisis de los rangos de medias. Al verificar si existio
o no diferencia significativa en el diametro del halo
de inhibicioén por tratamiento, el analisis reveld que el
grupo homogéneo “A” fue el que presentd mayor efecto
antagonico correspondiente al tratamiento de 30% de
concentracion del extracto, mientras que el testigo no
present6 ningin cambio, ubicdndose en el grupo homo-
géneo “C”. Los grupos “AB” y “BC” se consideran
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como grupos intermedios en donde existe una relacion
directamente proporcional entre el rango y el efecto
antagonico (Cuadro 2; Figura 2).

CUADRO 2. Analisis de los rangos de medias por
Kruskall-Wallis para la prueba de
comparaciones pareadas de grupos
homogéneos del diametro (mm) del
halo de inhibicion de las diferentes
concentraciones de extractos etanolicos
de hoja de nim en el control de Erwinia
sp. aislada de berenjena.

Tratamientos (%) Medias de rango Gruposhomogéneos

30 80,333 A
25 64,967 AB
20 57,933 BC
15 44,433 BC
5 24,8333 C
0 20,500 C

Kruskal-Wallis estadistico 73,4875. P-value usando la aproximacion
de chi-cuadrado (P<0,0001)
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- 80
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Determinacion de metabolitos secundarios presentes
en los extractos. Con el uso de cromatografia de parti-
cion de capa fina (TLC) se pudo evidenciar la presencia
y ausencia de diferentes grupos de metabolitos secun-
darios, los cuales se muestran en el Cuadro 3.

Por su parte, [zco (1997) considero que la presencia de un
MS tiene mas valor que la ausencia, y en el segundo caso,
al no detectarlo, habria que considerar la posibilidad de
que se localice en 6rganos distintos a los utilizados o que
se presente en fases distintas del ciclo vital de la planta;
por ejemplo, en la época de floracion, fructificacion o en
la fase vegetativa. Otros factores a considerar serian la
variacion estacional o diaria, o la produccion y destruc-
cion del compuesto durante las fases previas a su iden-
tificacion o en su extraccion. Los resultados obtenidos
para la determinacion de MS del extracto etandlico de
R. graveolens coincide con Gandhi et al. (1991), quienes
identificaron compuestos quimicos en las hojas de ruda
como aceites esenciales, furanocoumarinas, alcaloides,
bajas concentraciones de lipidos neutros, xantophilas,
carotenoides y la rutina (rutinosina).

La presencia de alcaloides de archidona esta limitada a
algunas especies de rutaceas incluyendo R. graveolens
(Gibraltarskaya y Eilert, 1993). En el caso de las fura-
nocumaurinas, presentan 56% de su contenido en la
superficie de las hojas.

81,13

0 5 15

20 25 30

Tratamientos (%)

FIGURA 2.

Analisis de los rangos de medias de Kruskall-Wallis del didmetro (mm) del halo de inhibicion de las

diferentes concentraciones de extracto etanolico de hoja de nim en el control de Erwinia sp. aislada

de berenjena.
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios encontrados
en los extractos etanolicos de hojas de

ruda y nim.

Metabolitos Extracto etanodlico Extracto etanolico
de hoja de ruda de hoja de nim
Alcaloides + +
Flavonoides + +
Aceites esenciales + +
Saponinas + +
Antraquinonas + +
Polifenoles y taninos - +

(+) presencia; (-) ausencia

En los cultivos de células los callos celulares de R.
graveolens producen MS como rutacridona, epéxido de
hidroxirutacridona, alcaloides, cridona, furoquinolinas
y coumarinas (Baumert et al., 1998), en la mayoria
de los casos en concentraciones mas bajas que en las
células de las plantas superiores (Heinstein, 1985); pero
en algunas ocasiones estos metabolitos se encuentran
en concentraciones mas altas (Hamerski y Materm,
1990). Se aisl6 de R. graveolens MS como psoralinas,
xanthotoxinas y bergapteno, ubicados en la superficie
de frutos y semillas; el papel que desempefan estas cou-
marinas es en defensa de la planta (Zobel et al., 1991).
Los flavonoides se encontraron tanto en el nim como
la ruda, pero en cambio el grupo de los polifenoles y
taninos, solo se detectaron en el extracto de nim y no
asi para el extracto de ruda.

Los compuestos fenodlicos desempefian funciones
importantes y forman parte del metabolismo de la planta
que los sintetizan, ademas pueden influir en el medio
que rodea a la planta. Estos metabolitos actian como
antioxidantes e inactivan el centro activo de enzimas,
presentando efecto antagdnico sobre el crecimiento, en
la atraccion de insectos y también son persuasivos nutri-
tivos de defensa frente a los animales fitofagos (Azcon
et al., 1993). Se senala entre otras propiedades, que los
compuestos fenolicos inhiben el crecimiento y desarrollo
de hongos fitopatogenos cultivados in vitro (Pernia et
al., 2001). De igual forma, la presencia de los taninos
es comun en plantas dicotiledoneas lefosas, lo cual se
evidencio en este estudio en las plantas de nim y ruda.
Este metabolito tiene como funcion la proteccion contra
el ataque de enfermedades por fitopatdgenos (Marcano
y Hasegawa, 2002).
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Igualmente, se evidencio que los taninos en altas concen-
traciones estimulan la resistencia de los tejidos jovenes,
como defensa al ataque de los microorganismos pato-
genos; por lo antes expuesto, se consideran fuertes inhi-
bidores de muchas enzimas hidroliticas. Sin embargo, su
accion inhibidora se ve afectada por el paso del tiempo,
y como resultado se produce un envejecimiento de los
metabolitos, que disminuira la resistencia a las infec-
ciones. Esto se considera una limitante a tomar en cuenta
en la investigacion, puesto que hubo discrepancia en
relacion a los metabolitos secundarios determinados, y
que estos resultados pudiesen tener alguna inherencia en
el control de bacterias fitopatogenas del género Erwinia
(Albornoz, 1980).

Las saponinas también estuvieron presentes en los
extractos de nim y ruda, las cuales son consideradas por
muchos autores como compuestos preformados de gran
importancia por su actividad antifingica. Sin embargo,
se desconoce el mecanismo de accion para producir la
resistencia a sus hospedantes contra hongos patégenos
(Agrios, 2007).

Segun Albornoz (1980), los alcaloides son de sabor
amargo y han sido localizados en los tejidos periféricos
de los drganos, como es el caso de la epidermis de las
hojas. Esta caracteristica y la ubicacion de los mismos
cumplen una importante funcion de proteccion contra
el ataque de insectos, y se consideran reguladores del
crecimiento. Los MS fueron detectados en los extractos
etanolicos de nim y ruda. En investigaciones realizadas
por Izco (1997), se determind que los compuestos
obtenidos en este estudio son los mas comunes y estan
presentes en todos los érganos vegetales; ademas, el
mismo autor indica que los compuestos fendlicos junto
con los alcaloides, representan un enorme interés en la
fotoquimica, por cuanto estan presentes en las plantas
superiores, especificamente en los drganos vegetales.

Los aceites esenciales también son MS reconocidos
como insecticidas, como es el caso de los sintetizados
por especies de Mimosaceae, Caesalpiniaceae y Papilio-
naceae (Leguminosaceae; Pascual-Villalobos, 1996).

Los MS detectados en esta investigacion permiten esta-
blecer las bases que se deben considerar al momento
de seleccionar plantas para el control de patogenos que
atacan a los cultivos de importancia agricola, porque
los mismos forman parte de un grupo de compuestos
orgénicos que son sefialados como los responsables de
ejecutar una serie de actividades bioldgicas, como es
la de atraer y repeler insectos, estimulaciones hormo-
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nales y fitoalexinas, entre otras, lo cual demuestra el
potencial para el control y manejo integrado de plagas
y enfermedades.

CONCLUSION

- Los extractos etanolicos de las especies vegetales
empleadas en esta investigacidon no mostraron
actividad biologia en la mayoria de las bacterias
estudiadas, es posible que muestren inhibicion en
bacterias fitopatdgenas en otros cultivos. Futuras
investigaciones pudieran estar dirigidas hacia otros
organismos patogenos de importancia econémica en
la agricultura.

- Se deben continuar los estudios en esta area. Estos
resultados aun preliminares indican que el extracto
etandlico de nim representa una alternativa potencial
para el manejo de las bacterias del género Erwinia,
causante del dafio en el cultivo de berenjena.
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RESUMEN

Para evaluar la preferencia por la orientacion cardinal,
el color y la condicion de la trampa (nueva o usada), se
realizaron muestreos de Thrips palmi Karny, en dos ciclos
de siembra de vainita, Phaseolus vulgaris L., variedad
Opus, colocandose trampas adhesivas: azules, blancas,
amarillas y violetas; separando los campos en cuadrantes,
segun los puntos cardinales. En ambos ciclos se us6 un
disefio completamente aleatorizado. La prueba de Tukey
arrojo grupos estadisticamente diferentes entre si (P<0,05)
para la evaluacion de color en el primer ciclo. Las trampas
blancas mostraron el mayor promedio de captura (85,08;
n=59) de los cuatro grupos, mientras que para la orientacion
fue superior el que involucra al norte (NO: 55,02, n=58;
NE: 58, 07, n=60) sobre los otros dos, correspondiente a
las posiciones suroeste y sureste. Para el segundo ciclo,
los colores blanco y violeta (B= 33,67 y V= 29,65, n=48)
no presentaron diferencias significativas entre si, pero
difirieron del azul y el amarillo. Para la orientacion se
observaron tres grupos estadisticamente diferentes entre
ellos, el conformado por el este (SE: 22,21 y NE: 21,50,
n=48) y los correspondientes al suroeste y noroeste. En un
tercer ciclo se evalud la preferencia por el color y condicion
de la trampa: blanco nueva, blanco usada, violeta nueva y
violeta usada; utilizando un disefio de bloques completos
al azar. Segun la prueba de % hubo diferencias altamente
significativas para los porcentajes de captura, observandose
el mayor con la blanca nueva (40,16). En general el color,
la condicion y orientacion de las trampas influyen en la
efectividad de captura de la especie 7. palmi.

Palabras Clave: Phaseolus vulgaris; Thrips palmi,
manejo integrado del cultivo; trampas de colores.

RECIBIDO: octubre 15, 2011
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SUMMARY

Thrips palmi Karny field location and color trap preference
were sampled in two sowing cycles of beans, Phaseolus
vulgaris L., by placement of colored sticky traps (blue,
white, yellow and violet) in fields separating into quadrants
according to the cardinal points. A randomized design was
used in both sowing cycles. Tukey tests showed statistically
different groups (P<0.05) for color evaluation in the first
cycle, with white traps showing the highest average catch
(85.08, n="59) of the four groups. Catch location was higher
in the north (NW: 55.02, n= 58, NE: 58, 07, n= 60) than the
southwest and southeast positions. For the second cycle,
white and violet (W= 33.67 and V= 29.65, n= 48) did
not differ significantly from each other, but differed from
blue and yellow and three statistically different orientation
were observed: east (SE: 22.21 and NE: 21.50, n= 48),
southwest and northwest. In a third cycle color preference
and trap condition were evaluated, with white and violet,
new and used traps, using a random block design. A >
test was highly significant for catch rates, with the greatest
with the new, white, traps (40.16). Thus color, condition
and trap location influence the effectiveness of collecting
this species T. palmi.

Key Words: Phaseolus vulgaris; Thrips palmi; integrated
crop management; colors traps.
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INTRODUCCION

Los trips (Thysanoptera: Thripidae) son insectos poli-
fagos que causan dafios en cultivos de pepino (Cucumis
sativus L.), pimenton (Capsicum annuum L.), ajonjoli
(Sesamum indicum L.), girasol (Helianthus annuus L.),
soya (Glycine max (L.) Merrill), frijol (Vigna spp.),
tabaco (Nicotiana tabacum L.), auyama (Cucurbita
maxima Lam.), algodon (Gossypium hirsutum L.),
bananos (Musa spp.), mango (Mangifera indica L.),
gladiolos (Gladiolus spp.), aguacate (Persea americana
Mill.), vid (Vitis vinifera L.), espinaca (Spinacia oleracea
L.) y citricos (Citrus limon (L.) Burm. f.); asi como
en un sin nimero de malezas y plantas silvestres (De
Leodn et al., 1974; Attique y Ahmad, 1990; Maryam,
1991; Pena et al., 1998; Avila et al., 2005; Roditakis et
al., 2006; Gil et al., 2007; Goane et al., 2007; Mujica
et al., 2007).

Dentro la familia Thripidae se citan como plagas al trips
de las leguminosas (Caliothrips phaseoli Hood), de las
flores (Frankliniella occidentalis Pergande, F. schultzei
Trybom, F. rodeos Moulton y F. insularis Franklin), de
la cebolla (Thrips tabaci Lindeman) y del melon (T
palmi Karny), entre otros (Cermeli y Montagne, 1990;
Vazquez, 2003; Protecnet, 2001; Boito et al. 2006).

El trips del melon, es una especie polifaga con un
amplio rango de hospederos, entre los cuales se
mencionan: la caraota (Phaseolus vulgaris L.), el frijol
mungo (V. radiata L. R. Wilczek), la soya, el caupi (V.
unguiculata L. Walp.), el crisantemo (Chrysanthemum
morifolium Ramat.) y el algodon; pero este insecto
posee una marcada preferencia por las familias botanicas
Cucurbitaceae, Solanaceae y Fabaceae (Capinera, 2008;
Usabiaga et al. 2008).

El dafio ocasionado por 7. palmi es similar al causado
por otras especies de trips, cuando las poblaciones son
altas. Las larvas y los adultos se alimentan de las hojas,
comenzando por las nervaduras centrales y las venas.
Las ramas son atacadas particularmente cerca de los
puntos de crecimiento; en las flores y en la superficie de
los frutos dejan numerosas cicatrices y deformidades,
finalmente pueden ocasionar la muerte de la planta
(PROTECNET, 2001).

En el cultivo de vainita, P. vulgaris L., los adultos se
encuentran en las hojas jovenes y tejidos tiernos de la
planta, mientras que las larvas prefieren las hojas mas
viejas. En algunos casos, cuando las poblaciones son
muy altas, los adultos y las larvas se encuentran en las
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vainas. En las larvas, el primer instar se dirige hacia las
hojas de la parte inferior de la planta consumiendo los
contenidos de las células mas bajas del mesofilo, el
segundo instar y el adulto también se alimentan, ocasio-
nando espacios de aire entre tejidos y hojas distorsionadas,
presentando un brillo plateado o resplandor caracteris-
tico. Ademas, producen como dafio de alimentacion, el
ampollamiento y rizado de las hojas, hasta tornarlas en
un bronceado brillante con algunas pizcas negras (Bueno
y Cardona, 2001; Osorio y Cardona, 2003; Vazquez,
2003; Capinera, 2008, Usabiaga et al., 2008).

También pueden mostrar preferencia por las flores y
penetrar los tejidos en los frutos, ocasionando la ruptura
de las células epidérmicas, produciendo un aspecto
plateado y posteriormente el necrosamiento, lo cual
conlleva al deterioro de la calidad y mermas en la pro-
duccién; reportandose pérdidas variables que incluso
pueden llegar hasta 100%, si las poblaciones de insectos
son altas y no se controlan a tiempo (Bueno y Cardona,
2001; Rendon et al., 2001; Osorio y Cardona, 2003;
Vazquez, 2003; Capinera, 2008; Usabiaga et al., 2008).

Para evitar pérdidas econdmicas y lograr rendimientos
optimos del cultivo, debe realizarse el manejo integrado
de esta plaga, aplicando un conjunto de medidas que
conduzcan a mantener bajos niveles poblacionales. Entre
estas medidas de manejo se encuentran los controles
biologicos, culturales, mecanicos, etologicos y quimicos
(Cermeli et al., 1993, 2002; Akihito et al., 2001; Coria,
2003; North et al., 2006; Martin y Mau, 2007; Zamar
et al., 2007; Cannon et al., 2007b; Capinera, 2008;
Usubiaga et al., 2008).

Con la finalidad de aplicar estas medidas de control en
el momento oportuno, se requiere monitorear las pobla-
ciones de trips y determinar los umbrales de accion de
las mismas, para lo cual Bueno y Cardona (2003) esta-
blecieron un indice de siete adultos por foliolo para el
cultivo de vainita. Este proceso se ha realizado mediante
trampas de agua, trampas fluorescentes y trampas adhe-
sivas de diferentes colores (Kawai, 1990; Coli et al.,
1992; Layland et al., 1994; Hoddle et al., 2002; Osorio
y Cardona, 2003; Macintyre et al.,2005; Cannon et al.,
2007a; Harman et al., 2007).

El T. palmi representa una plaga econdmicamente impor-
tante, cuyo control quimico es dificil debido a que, por
sus habitos de vida, se puede tornar resistente a los
insecticidas (Cermeli y Montagne, 1990; Rodriguez et
al., 2003; CABI/EPPO, 2009). Ademas, en la literatura
hay controversias en cuanto al tipo y color de la trampa
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a emplear para su control (Kawai, 1990; CIAT, 1999;
SAGARPA, 2011).

En Venezuela no se ha investigado el manejo integrado
de trips en vainita, variedad Opus, por lo cual se planted
realizar un estudio con los siguientes objetivos: a)
evaluar la captura de los trips en dos ciclos de siembra
comercial, mediante el uso de trampas de colores: azul,
blanco, violeta y amarillo, b) evaluar si existe relacion
entre la captura y la orientacion de la trampa segun los
puntos cardinales y c) en un tercer ciclo, determinar la
preferencia de los trips por la condicion de la trampa
(nueva, usada) con los colores donde hubo la mayor
captura en los dos ciclos anteriores.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la preferencia de 7. pa/mi por el color,
la orientacion y condicion de la trampa, se realizaron
experimentos durante 3 afios sucesivos en siembras
comerciales de vainita (variedad Opus), situadas en la
region centro-norte de Venezuela, poblacion El Consejo,
estado Aragua, a 10° 10’ 43, 21” de latitud norte y 67°
14’17, 38” de longitud oeste. Esta localidad se encuentra
a 1 350 m.s.n.m., presenta una temperatura media anual
nocturna de 11 °C y diurna de 25 °C, con direccion
principal del viento en sentido este-oeste.

En los dos primeros ciclos se utilizé un disefio experi-
mental completamente aleatorizado, combinando dos
factores (color y orientacion de la trampa) con tres repe-
ticiones. Cada campo se separd en cuatro cuadrantes,
que correspondieron a los puntos cardinales noreste,
noroeste, sureste y suroeste, con la finalidad de establecer
si la colonizacion seguia algin patrén en particular. En
cada cuadrante se colocaron tres trampas al azar por
cada color, totalizando 12 trampas por cuadrante y 48
por cada campo. Las mismas se colocaron una semana
después del trasplante de las plantulas.

En todos los casos, las trampas consistieron en platos
plasticos redondos, con un diametro de 23 cm cada uno,
de los colores: azul, blanco, amarillo y violeta. Los
mismos son econdomicos y faciles de adquirir por los
agricultores. En el campo, cada uno se sujet6 e identifico
mediante un liston de madera de 50 cm de longitud, se
impregnaron con una brocha de una solucion de pega
utilizada para atrapar roedores marca AIt® (135 g, ciclo-
hexano 17%, estearato de zinc 3%, ingredientes aditivos
80%) y gasolina en la proporcion de 2 tubos de pega por
cada litro de gasolina.
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Las trampas se cambiaron semanalmente durante todo
el ciclo del cultivo, transportandose al laboratorio para
realizar el conteo de los insectos. Las de colores blanco
y violeta “usadas” estuvieron constituidas por los platos
manipulados durante los dos primeros ciclos del cultivo,
ya lavados con gasolina y agua jabonosa.

El anélisis de color de los platos se determind por co-
lorimetria de reflectancia, utilizando un colorimetro
marca Hunter Lab, modelo color flex; donde el espacio
de color Hunter (L* a* b*) es rectangular de tres dimen-
siones, basado en la teoria de los colores opuestos. En
esta escala de triple estimulo (L* a* b*), el eje L* mide
luminosidad de 0-100 (0= negro y 100= blanco), el eje
a* mide la tendencia del color al rojo (positivo) y verde
(negativo), y el eje b* mide la tendencia del color al ama-
rillo (positivo) y azul (negativo). Cada lectura obtenida
da un valor para cada eje, lo cual puede detectar las
diferencias de la muestra respecto a coloracion, claridad
y tono (HunterLab, 2000).

El primer ciclo del cultivo de vainita se realiz6 en la época
[luviosa, durante los meses de mayo y junio, tomandose de
una parcela de 1,5 ha, un area de 832 m?; al siguiente afo
se efectuo el segundo ciclo en la época seca, durante
los meses de marzo y abril, y se us6 un area de 394 m?.
En ambos momentos se colocaron trampas adhesivas de
colores: azul (L= 64,62; a=-21,99; b= -22,76), blanco
(L=91,49; a=-1,43;b=4,94), amarillo (L=69,99; a=4,72;
b=68,31) y violeta (L= 71,73; a=-6,57; b=-14,12).

Para el tercer ciclo del cultivo se evalu6 la preferencia
de los trips por los colores que reflejaron las mayores
capturas en los dos ciclos anteriores, y por la condi-
cion de la trampa: blanco nueva (L= 92,33; a= -1,34;
b= 4,46), blanco usada (L= 91,49; a=-1,43; b=4,94),
violeta nueva (L= 65,40; a=4,56; b=-23,28) y violeta
usada (L= 71,73; a= -6,57; b= -14,12). El ensayo se
llevé a cabo al final de la época seca y comienzo de
la lluviosa, durante los meses de abril y mayo, en una
parcela de 1,5 ha. Se utiliz6 un disefio experimental
de bloques completos al azar. El campo se separ6 en 4
bloques, cada uno de 720 m?. Al momento de germinar
las semillas, se colocaron aleatoriamente en cada bloque
tres trampas por cada color y condicion, para un total
de 12 por bloque y 48 por campo.

Durante los tres ciclos no se utilizaron insecticidas para
el control de plagas.

Todos los conteos se efectuaron con un microscopio este-
reoscopio marca Wild M3Z. Para el primero y segundo
ciclo, los datos se analizaron mediante un analisis de
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varianza (ANDEVA) y las medias se separaron por la
prueba de Tukey (P< 0,05), usando el paquete estadis-
tico InfoStat 1.1. En el caso del tercer ciclo, como los
datos no cumplieron con los supuestos de normalidad,
aditividad, independencia y homogeneidad, se aplico
la prueba de %? (95%) mediante el paquete estadistico
InfoStat 1.1 (InfoStat, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Primer ciclo de cultivo: se capturaron 11 790 ejemplares
de T palmi con las trampas de colores; lograndose
obtener con las blancas el mayor nimero de especimenes
(4 970), mientras que con las amarillas se colectaron
menos (878).

El ANDEVA arroj6 diferencias altamente significativas
para tratamiento (color de trampa) y significativas al
realizar la prueba de medias para los cuatro colores;
obteniéndose con las trampas blancas el mayor promedio
de trips, siguiendo en orden decreciente las de color
violeta, azul y amarillas (Cuadros 1 y 2).

Estos resultados concuerdan en parte con estudios
realizados por Kawai (1990) con diferentes cultivos en
invernaderos, en los que esta misma especie fue atraida
por los colores blanco y azul claro; dejando fuera al rojo,
negro y plateado.

CUADRO 1. Anadlisis de varianza para el primer ciclo

de cultivo de vainita.

Fuente de Variacion gl F Valor de P
Modelo 111 7,19 <0,0001
Semana 52,90 <0,0001
Semana*réplica 8 0,76 0,6377
Bloque 3 5,89 0,0037
Semana*bloque 12 3,68 0,0032
Semana*bloque*réplica 24 0,95 0,5368
Tratamiento 3 110,41 <0,0001
Semana*tratamiento 12 7,61 <0,0001
Bloque*tratamiento 9 3,79 0,0003
Semana*bloque*tratamiento 36 0,0001
Error 123

Total 234

R?=0,75; CV=44,76; gl= grados de libertad.
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CUADRO 2. Medias de Thrips palmi por color de
trampa (tratamientos) durante el primer
ciclo de cultivo de vainita.

Tratamiento Medias* n
Amarillo 15,35a 59
Azul 3591b 58
Violeta 67,15¢ 59
Blanco 85,08d 59

*Prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0,05).

Ademas, difieren de lo hallado por Coli ef al. (1992)
en cultivos de manzano, donde recolectaron el mayor
numero de trips (Taeniothrips inconsequens Uzel) con
trampas rectangulares amarillas fluorescentes colocadas
en posicion vertical; las cuales no difirieron significati-
vamente de las trampas comerciales de color amarillo,
rojo oscuro y blanco.

Cannon et al. (2007b) incluyen el uso de laminas
amarillas pegajosas como medida de control de 7. palmi.
También para otras especies de la misma familia como
T. tabaci y el trips del aguacate (Scirtothrips perseae
Nakahara), el color amarillo fue significativamente mas
atrayente, mientras que el blanco lo fue para S. citri y F.
occidentalis (Beavers et al. 1971; Hoddle er al. 2002;
Demirel y Yildirim, 2008).

De acuerdo al analisis de varianza (Cuadro 1), se obser-
varon diferencias significativas para el bloque (orienta-
cion de las trampas); colectandose el mayor niimero de
insectos en la posicion noreste (3 484) y el menor en la
sureste (2 538). Al utilizar la prueba de Tukey, esta arrojo
tres grupos estadisticamente diferentes entre si: un grupo
conformado por la posicion donde se encuentra involu-
crado el norte, y los otros dos grupos correspondientes
a las posiciones suroeste y sureste (Cuadro 3).

Esto concuerda con Grout et al. (1986), quienes encon-
traron durante 3 afios continuos la mayor poblacién
del trips de los citricos (Scirtothrips citri Moulton) en
la posicion noreste. Del mismo modo, Pankeaw et al.
(2011) indicaron que la mayor cantidad de trips capturados
con trampas colocadas en plantaciones de mangostan
(Garcinia mangostana L.) estuvieron en las posiciones
norte y este.
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CUADRO 3. Medias de Thrips palmi por orientacion
de la trampa (bloque) durante el primer
ciclo de cultivo de vainita.

Bloque Medias* n

Sureste 42,49 a 59
Suroeste 47,89 ab 58
Noroeste 55,02b 58
Noreste 58,07b 60

*Prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0,05)

Segundo ciclo del cultivo: el analisis estadistico
(Cuadro 4) arrojo diferencias altamente significativas
para tratamiento (color de la trampa) y diferencias
significativas para bloque (orientacion de las trampas).
Durante este periodo se totalizaron 3 679 ejemplares
de T palmi.

Aligual que el primer ciclo de cultivo, el mayor nimero
de trips se obtuvo con las trampas de color blanco (1 616)
y el menor con las de color amarillo (120).

CUADRO 4. Analisis de varianza para el segundo
ciclo de cultivo de vainita.

Fuente de variacion gl F Valor de p
Modelo 87 7,00 <0,0001
Semana 3 18,50 0,0020
Semana*réplica 6 1,01 0,4199
Bloque 3 7,63 0,0017
Semana*bloque 9 11,11 <0,0001
Semana*bloque*réplica 18 0,59 0,8986
Tratamiento 3 91,00 <0,0001
Semana*tratamiento 9 10,39 <0,0001
Bloque*tratamiento 9 1,62 0,1188
Semana*bloque*tratamiento 27 3,04 <0,0001
Error 104

Total 191

R?>=0,73; CV=56,53; gl= grados de libertad.

Las trampas de color blanco y violeta no presentaron
diferencias significativas entre si durante este ciclo, pero
si de los otros colores utilizados. Asimismo, las trampas
de color azul resultaron significativamente diferentes de
las amarillas (Cuadro 5).

CUADRO 5. Medias de Thrips palmi por tratamiento
(color de trampa) durante el segundo
ciclo de cultivo de vainita.

Tratamiento Medias*
Amarillo 2,50 a
Azul 10,83 b
Violeta 29,65 ¢
Blanco 33,67 c

*Prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0,05). n=48.

Salas y Mendoza (1996) consiguieron diferencias signi-
ficativas con trampas de colores blanco, azul y amarillo
para 7. palmi, en el cultivo de pimenton. Estos resultados
no coinciden con las investigaciones realizadas por Harman
et al. (2007), al monitorear el trips del frijol (Caliothrips
fasciatus Pergande) en helechos con trampas pegajosas
blancas, azules, amarillas y verdes; donde las de color
verde capturaron significativamente mayor nimero de
trips. En cambio, Beavers et al. (1971) utilizaron trampas
adhesivas de colores blanco, amarillo, azul, rojo, verde y
negro para atrapar S. citri en arboles de naranjo, encon-
trando que las de color blanco lograron mayor nimero
de trips.

De acuerdo con la orientacion de las trampas, el mayor
numero de 7. palmi se consiguid en la posicidon sureste
(1 066) y el menor en la suroeste (724).

Al igual que en el primer ciclo de cultivo, hubo dife-
rencias significativas con respecto a la orientacion de
las trampas, obteniéndose tres grupos estadisticamente
diferentes; el grupo donde se encuentra involucrado el
este no difiere entre si, pero se contrasta de los restantes:
suroeste y noroeste (Cuadro 6).

Los resultados concuerdan con Beavers et al. (1971),
quienes mencionan que las trampas ubicadas en planta-
ciones de naranja en la posicion sureste, capturaron
significativamente mayor numero de trips (S. citri).
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CUADRO 6. Medias de Thrips palmi por bloque
(orientacion de la trampa) durante el
segundo ciclo de cultivo de vainita.
Bloque Medias* n
Sureste 2221b 48
Suroeste 15,08 a 48
Noroeste 17,85 ab 48
Noreste 21,50 b 48

*Prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0,05)

Adicionalmente, Garcia (1999) encontro que las trampas
adherentes orientadas en direccion oeste o sur tuvieron
influencia significativa en la captura de Frankliniella fusca
(Hinds), en plantaciones de mani (4rachis hypogaea L..).
Asimismo, Osorio y Cardona (2003) registraron mayores
poblaciones de F. occidentalis con trampas orientadas
al este, en la periferia del cultivo de vainita.

Con relacion al color de la trampa, al comparar los dos
ciclos de cultivo se observo que los resultados de ambos
periodos concuerdan entre si. Ademas, se visualizé el
menor numero de trips en las amarillas y el mayor en
las blancas. Esto difiere con lo encontrado por Demirel
y Yildinm (2008), quienes en el primer ciclo del cultivo
de algodon hallaron que las trampas amarillas totalizaron
significativamente mas ejemplares de 7. fabaci, mientras
que para el segundo ciclo las azules fueron significati-
vamente mas atractivas.

Tercer ciclo del cultivo: se totalizaron 9 418 ejemplares,
presentandose el mayor niimero con las trampas blancas
(5 244). Cabe sefialar, que el color violeta fue poco eva-
luado en la captura de trips, asi que los resultados del
presente estudio se pueden comparar con los de Vernon
y Gillespie (1995), quienes mediante ensayos en pepino
con trampas y laminas de colores amarillo, violeta, azul
y verde, determinaron que las de color contrastante colo-
cadas detras de trampas, colectaron mas trips que cuando
ambos eran del mismo color. Estos autores obtuvieron
la mayor poblacion de F. occidentalis con las de color
amarillo y laminas de fondo color violeta.

De esta manera, Ixcot (1999) evalu6 trampas violetas,
blancas, amarillas y combinaciones de colores violeta
y amarillo en el cultivo de arveja china (Pisum sativum
L.), pero no encontr6 diferencias significativas para el
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numero de Frankliniella sp. capturados con trampas. A
pesar de estos hallazgos, las de color violeta disminu-
yeron el dafio a las vainas y las blancas la presencia de
trips en las flores.

Con respecto a la condicion de la trampa, el mayor
numero de ejemplares de 7. palmi se obtuvo con las
nuevas, posiblemente porque el sol degrado el color
de las usadas, lo cual ocurre, segin Quartino (2006)
y CABOT (2012) por la migracion de componentes o
la oxidacion producida por los factores climaticos, en
particular por la radiacion ultravioleta de la luz solar.

Por su parte, Stevens et al. (1991) sefialaron que los
plasticos transparentes se degradan con frecuencia bajo
la exposicion de los rayos ultravioleta del sol. Asimismo,
Childers y Brecht (1996) indicaron que la atraccion de
los trips puede variar debido a la degradacion del color
de las trampas por la luz del sol.

En este periodo se presentaron diferencias altamente
significativas entre los porcentajes de captura para el
color y la condicion de la trampa; observandose que
la nueva de color blanco tiene el mayor porcentaje de
captura (Cuadro 7).

CUADRO 7. Prueba de y? para porcentaje de Thrips
palmi, colectados seglin condicion y
color de la trampa, durante el tercer

ciclo de siembra de vainita.

Color de la trampa Condicion de trampa Total
Nueva Usada
Violeta 29,84 14,48 44,32
Blanco 40,16 15,52 55,68
Total 69,99 30,01 100
P=0,0000
CONCLUSIONES

- La atraccion de los trips por el color de la trampa
depende de la especie involucrada. En este caso los
colores blanco y violeta ejercieron la mayor atraccion
para T. palmi; mientras que, con las trampas nuevas
se colect6 el mayor numero de ejemplares.
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- Lapreferencia en la ubicacion de las trampas también
varia de acuerdo a la especie; 7. palmi prefirié las
posiciones donde estan involucrados el norte y el
este.

- Sesugiere que para el manejo de 7. palmi en el cultivo
de vainita se considere el uso y la orientacion de
trampas nuevas blancas al este o al norte, con la fina-
lidad de disminuir las poblaciones de este insecto
plagay asi lograr rendimientos adecuados del cultivo.
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RESUMEN

La identificacion de cultivares de papa, Solanum tuberosum
L., es de suma importancia para el manejo de bancos
de germoplasma, programas de mejoramiento genético,
analisis de diversidad genética, procesos de micropro-
pagacion y produccion de semilla. Por su alto grado de
polimorfismo, los microsatélites (SSR) han demostrado
ser una herramienta muy poderosa para analisis de varia-
bilidad, ademas es reproducible. El objetivo del trabajo
fue estandarizar las condiciones para la amplificacion de
ADN utilizando cuatro accesiones provenientes del Banco
de germoplasma del INIA-Mérida usando marcadores
microsatélites. La extraccion del ADN se realizé con un
rapido, econdémico y confiable método. De los 24 inicia-
dores propuestos para estudios de diversidad se seleccio-
naron por su mayor contenido polimorficol2 marcadores.
Los productos amplificados se resolvieron en geles de
agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio. Se proba-
ron diferentes metodos utilizados en estudios previos
para diversidad genética e identidad en papa, siendo la
de reducciones en las concentraciones de Taq polimerasa,
cloruro de magnesio e iniciadores, asi como en los tiempos
del perfil térmico, la que permitidé obtener patrones de
fragmentos de ADN nitidos, precisos y reproducibles. Se
establecieron concentraciones optimas de 0,2 U de Taq
polimerasa, 1,5 mM de MgC,, y 0,2 uMM de iniciadores
y se redujo 30 min en cada amplificacion, obteniéndose
una mayor eficiencia por reaccion. De los 12 iniciadores,
cuatro fueron seleccionados basados en su polimorfismo
y la calidad de los fragmentos de ADN amplificados.

Palabras Clave: Solanum tuberosum L.; marcadores
moleculares; banco de germoplasma; SSR; diversidad.

RECIBIDO: noviembre 28, 2011
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SUMMARY

The identification of cultivars of potato, Solanum tuberosum
L., is critical for the management of genebanks, breeding
programs, genetic diversity analysis, processes micropro-
pagation and seed production. Because of its high degree of
polymorphism, microsatellites (SSR) have proved a powerful
tool for analysis of variability is also reproducible. The objec-
tive was to standardize the conditions for DNA amplification
using four accessions from the germplasm bank of INIA-
Merida using microsatellite markers. DNA extraction was
performed with a fast, economical and reliable method. Of
the 24 primers proposed diversity studies were selected for
their higher content polimoérficol2 markers. The amplified
products were observed in gels of 3% agarose, stained with
ethidium bromide. We tested different methods used in
previous studies for genetic diversity and identity in potato,
being it possible to obtain DNA fragment patterns sharp,
accurate and reproducible one whose optimum concen-
trations was 0.2 U of Taq polymerase, 1.5 mM MgC,, and
0.2 uM of primers and 30 min decreased over time in each
amplification, yielding greater efficiency per reaction. Of the
12 primers, four were selected based on their polymorphism
and the quality of the amplified DNA fragments.

Key Words: Solanum tuberosum L.; molecular markers;
germoplasm bank; SSR; diversity.

APROBADO: julio 24, 2012
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INTRODUCCION

Los marcadores moleculares han contribuido a un mayor
conocimiento genético en muchas especies vegetales,
entre las cuales se incluye la papa Solanum tuberosum L.
Ademas, permiten seleccionar de manera eficiente indi-
viduos con caracteristicas especificas, incluso en fases
tempranas o juveniles, comparar diferentes materiales
promisorios y monitorear nueva diversidad en programas
de mejoramiento genético (Eguzquiza, 2000).

Los marcadores de ADN utilizados para la identificacion
varietal a través de la huella genética, constituyen una
herramienta precisa y complementaria a los métodos
convencionales de identificacion, basados en observa-
ciones morfologicas y estudios fotoquimicos (Orona-
Castro et al., 2006).

La caracterizacion molecular de los materiales de papa
constituye la base para iniciar trabajos de mejoramiento
genético que permitan dar respuesta a la creciente exi-
gencia de nuevos cultivares, con resistencia a plagas y
enfermedades, altos niveles de produccion y calidad
culinaria (Colman et al., 2009).

El uso de los marcadores microsatélites (SSR) para
estudios de diversidad genética en papa, es de suma
importancia para el manejo de los bancos de germo-
plasma (colecciones nucleo, deteccion de duplicados),
en programas de mejoramiento genético, en la micro-
propagacion y en la produccion de papa semilla (Norero
et al., 2003). Su amplia utilizacion esta soportada en su
base genética codominante, su abundancia en el genoma,
rapidez y sencillez; alto grado de polimorfismo y alta
reproducibilidad entre laboratorios (Norero et al., 2002;
Norero et al., 2003; Izpizha et al., 2003; Mathias et al.
2004; Merino, 2006).

El objetivo de este estudio fue estandarizar las condi-
ciones para la amplificacion de ADN mediante SSR,
utilizando cuatro cultivares de papa pertenecientes al
Banco de germoplasma in vitro del INIA-Mérida.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN: Para la extraccion del ADN geno-
mico se utilizaron vitroplantas de cuatro accesiones
pertenecientes al Banco de germoplasma del INIA-
Mérida (Cuadro 1). Los cultivares Fripapa INIA, Maria
Bonita y Tibisay fueron liberadas por el INIA, mientras
que Monserrate forma parte del grupo de cultivares
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comerciales de mayor preferencia por parte de los agri-
cultores de las zonas altas de Venezuela. Los mismos se
procesaron de acuerdo a la metodologia propuesta por
Zambrano et al. (2002).

CUADRO 1. Cultivares de papa del Banco de Germo-
plasma in vitro del INIA-Mérida,
utilizados en la estandarizacion de las
condiciones para la amplificacion de
ADN mediante microsatélites, indi-
cando el codigo de registro del CIP y

del INIA, respectivamente.

Cultivar Cédigo CIP Cédigo INIA
Monserrate 720071 003
Fripapa INIA 388790.24 007
Maria Bonita 388676.1 013
Tibisay = e 059

Fuente: Registros INIA-M¢érida.

Cuantificacion del ADN

La concentracion del ADN se evalu6 en geles de aga-
rosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/ml),
esta determinacion se hizo tanto de manera visual (por
comparacion con marcadores estindares de ADN de
lambda no digerido) como digitalizada mediante el uso
del programa Quantity One del Chemi Doc (marca BIO
RAD).

Amplificacion de SSR en los materiales de papa

Para la estandarizacion de la metodologia de amplifi-
cacion de los ADNs con el uso de SSR, se utilizaron meto-
dologias descritas en estudios de identidad y diversidad
genética en papa, entre ellas la propuesta por Norero et
al. (2003); Mathias et al. (2004); Ghislain ef al. (2004);
Feingold et al. (2005); Marchezi et al. (2010). Se proba-
ron en la forma originalmente descrita y con modifica-
ciones tanto en la mezcla de amplificacion como en los
tiempos de los perfiles de temperatura (Cuadros 2 y 3).

De los 24 iniciadores propuestos para estudios de diver-
sidad e identidad genética en papa (Ghislain et al., 2004;
Feingold et al., 2005; Marchezi et al., 2010), para este
estudio se seleccionaron 12 por su alto indice de conte-
nido polimoérfico (Cuadro 4), los cuales se probaron
con el ADN de las cuatro accesiones seleccionadas. Los
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ciclos de amplificacion se llevaron a cabo utilizando un

termociclador modelo Gene Pro marca BIOER.

Separacion de los productos amplificados: Los productos
amplificados se separaron en geles de agarosa MS8
al 3%, en buffer TBE 1X y corrido en TBE 0,5X, en
condiciones de 100 V,45 mAy 5 W (Osorio et al., 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia de extraccion del ADN genomico de

los cultivares de papa utilizados, permitio obtener altas
concentraciones de ADN por gramo de tejido foliar,
ademas, los ADN obtenidos fueron de alta calidad y
pureza optimo para la amplificacion por SSR (Figura 1).

CUADRO 2. Mezclas de amplificacion del ADN utilizadas para SSR en papa, en un volumen total de 25 pl.
Mezcla de CIp INTA EMBRAPA

amplificaciéon (Ghislain et al., 2004) (Feingold et al., 2005) (Marchezi et al., 2010)

Buffer 1X 1X 1X

MgCl2 2,5 mM 2,5 mM 1,5 mM

dNTPs 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM

Primer Izq. 0,5 uM 100 uM 0,3 uM

Primer Der. 0,5 uM 100 uM 0,3 uM

Tag. Pol 1U 0,5U 10U

ADN 10 ng 50 ng 20 ng

Fuente: Ghislain ef al., 2004; Feingold et al.; 2005; Marchezi et al., 2010.

CUADRO 3. Perfiles térmicos utilizados para microsatélites en papa, segin la metodologia probada.

Perfil térmico

Perfil térmico

Perfil térmico

(Ghislain et al., 2004) (Feingold et al., 2005) (Marchezi et al., 2010)
3 mina 94 °C 3 mina 94 °C 2 min a 94 °C

2 min a temperatura de acoplamiento 0 min 0 min

1 miny 30 sega 72 °C 0 min 0 min

29 Ciclos: 30 Ciclos 29 Ciclos:

1 min a 94 °C 1 min a 94 °C 1 min a 94 °C

2 min a temperatura de hibridacion

1 miny 30 sega 72 °C

2 min a temperatura de hibridacion
I mina 72 °C

2 min a temperatura de hibridacion

1 miny 30 sega 72 °C

Smina72°C

Smina 72 °C

Smina 72 °C

Fuente: Ghislain ez al., 2004; Feingold et al.; 2005; Marchezi et al., 2010.
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CUADRO 4. Iniciadores para diversidad genética en papa utilizados en este estudio, indicando el nombre del locus,
indice de contenido polimorfico (PIC), motivo repetitivo, secuencia, ubicacion en los cromosomas y
temperatura de hibridacion (TH).

Locus PIC Motivo repetitivo Secuencia 5°-3’ Crom. TH(°C)

STM 0019  0,8808 (AT)7(GT)10(AT)4(GT)5(GC)4(GT)4  AATAGGTGTACTGACTCTCAATG

TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG VI 47

STM 2022 0,7531 (CAA)3...(CAA)3 GCGTCAGCGATTTCAGTACTA

TTCAGTCAACTCCTGTTGCG II 53
STM 1049 0,7531 (ATA)6 CTACCAGTTTGTTGATTGTGGTG
AGGGACTTTAATTTGTTGGACG I 57
STM 0031  0,7714 (AC)5..(AC)3 (GCAC)(AC)2 (GCAC)2 CATACGCACGCACGTACAC
TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG VII 57
STM 1052 0,8320 (AT)14 GT (AT)4 (GT)6 CAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC
ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTAA IX 50/60
STM 2013  0,8728 (TCTA)6 TTCGGAATTACCCTCTGCC
AAAAAAAGAACGCGCACG VII 55
STM 1104 0,8916 (TCT)5 TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG
CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA VI 57
STM 1016  0,7757 (TCT)9 TTCTGATTTCATGCATGTTTCC
ATGCTTGCCATGTGATGTGT VIII 53
STM 3012 0,6944 (CT)4, (CT)8 CAACTCAAACCAGAAGGCAAA
GAGAAATGGGCACAAAAAACA IX 57
STM 1106  0,8216 (ATT)13 TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG
ATGCGAATCTACTCGTCATGG X 55
STM 0037 0,7865 (TC)S(AC)6 AA(AC)7 (AT)4 AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC
ATTTGGTTGGGTATGATA XI 53
STM 0030 0,8641  Compuesto (GT/GC)(GT)8 AGAGATCGATGTAAAACACGT
GTGGCATTTTGATGGATT XII 53

Fuente: Merino, 2006; Ghislain et al., 2004

M 1 2 3 4

(M=Marcador lambda; 1=Monserrate; 2=Fripapa INIA; 3=Maria bonita;
4=Tibisay).

FIGURA 1.  Analisis electroforético de la calidad de
ADN extraido en los cultivares de papa
en estudio, comparados con 100 ng de

ADN de lambda no digerido.
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La metodologia de amplificacion de ADN de papa
mediante SSR descrita por Ghislain ez a/. (2004) con
reducciones en las concentraciones de Taq polimerasa,
cloruro de magnesio (MgCl,) e iniciadores en la mezcla
de reaccion, asi como en el tiempo en que se cumplid
el perfil térmico del proceso de amplificacion, fue la
que permitid, en nuestro laboratorio y con los reactivos
empleados, la obtencion de patrones de fragmentos de
ADN nitidos, precisos y reproducibles (Cuadros 5 y 6).

En las modificaciones realizadas a la metodologia de
amplificacion de ADN de papa mediante SSR descrita
por Ghislain et al. (2004), se determinaron las concentra-
ciones optimas de 0,2 U de Taq polimerasa, 1,5 mM de
MgCl, y 0,2 uM de iniciadores, asi como un tiempo de
desnaturalizacion inicial de 2 min de hibridacion 1,5 miny
alargamiento de 1 min en el perfil térmico, manteniéndose
constantes las temperaturas de hibridacion sugeridas para
cada iniciador (Cuadro 4).
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CUADROS. Mezcla de amplificacion del ADN, en
un volumen total de 25 pl, modificada

en este estudio.

Mezcla de amplificacion ~ Metodologia modificada

Buffer (10X) 1X (Promega Corp.)
MgCl, (25 mM) 1,5 mM (Promega Corp.)
dNTP’s (10 mM) 0,2 mM (Promega Corp.)

Primer izq. (10 mM)
Primer der. (10 mM)
Taq. Polimerasa
ADN

0,2 uM (Bio Source)

0,2 uM (Bio Source)

0,2 U GoTagq Flexi (Promega)
10 ng

CUADRO 6. Comparacion de los perfiles térmicos
y tiempos de desnaturalizacion, hibri-
dacion y elongacion para la amplifi-
cacion del ADN, en un volumen total
de 25 ul, segtin la metodologia original

y la modificada en este estudio.

Perfil térmico Perfil térmico (modificado)

3 mina 94 °C 2 min a 94 °C
2 min a temperatura

de hibridacion

I miny 30sega72°C

29 Ciclos: 29 Ciclos:

1 min a 94 °C. 1 min a 94 °C.

2 min a temperatura

de hibridacion

I miny 30sega72°C
S5mina 72 °C5mina 72 °C

1,5 min a temperatura
de hibridacion
I mina72°C

Fuente: Ghislain et al., 2004.

Todas las metodologias probadas en este estudio, con
las cantidades de reactivos indicadas en las mezclas de
amplificacion y los tiempos en los perfiles térmicos,
permitieron la amplificacion de los microsatélites de
ADN de los cultivares de papa utilizados, sin embargo,
con las modificaciones realizadas no sélo se disminu-
yeron los costos y los tiempos de las reacciones, sino que
ademas los patrones de fragmentos de ADN obtenidos
fueron mas nitidos, precisos y reproducibles.

De los 12 iniciadores microsatélites de alto indice de
contenido polimorfico utilizados en este estudio, los
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patrones de fragmentos de ADN obtenidos con los inicia-
dores STM-0019, STM-3012, STM-2022 y STM-2013,
permitieron discriminar los cuatro cultivares de papa
estudiados (Figura 2).

Con los iniciadores STM-3012, STM-2022, STM-
2013, se logroé de uno a dos fragmentos de ADN, segiin
el cultivar; mientras que con el iniciador STM-0019
se amplificaron hasta cinco fragmentos de ADN y se
obtuvo un patrén particular y especifico para cada
cultivar. No obstante, a pesar de que los tres primeros
iniciadores definieron un maximo de dos fragmentos
de ADN, permitieron hacer diferenciaciones entre los
cultivares empleados en este estudio, ademas, todos los
fragmentos amplificados con estos iniciadores fueron
nitidos, intensos y reproducibles. Los ocho iniciadores
restantes describieron patrones de fragmentos de ADN
monomorficos, en todos los casos para los cuatro culti-
vares estudiados.

La seleccion del sistema de amplificacion de ADN
mediante el uso de microsatélites en papa, se baso en:
1. la calidad (definicion e intensidad) de fragmentos de
los productos amplificados por evaluacion visual en gel
de agarosa, el nivel de polimorfismo y su reproduci-
bilidad; 2. el ajuste de las cantidades de Taq polimerasa e
iniciadores en la mezcla de amplificacion modificada, las
cuales fueron menores al compararlas con las recomen-
dadas para estudios de microsatélites en papa (Norero
et al., 2003; Mathias et al., 2004; Ghislain et al., 2004;
Feingold et al., 2005; Marchezi et al., 2010), lo que es
importante si se considera que la disminucion en las
cantidades de reactivos importados de elevado precio,
sobretodo en el caso de la Taq polimerasa, redunda en
un menor costo por reaccion; 3. La disminucion en el
tiempo en que se cumplieron los perfiles térmicos de la
amplificacion fue aproximadamente 30 min. cuando se
compararon con los protocolos de Ghislain ez al. (2004);
Feingold et al. (2005) y Marchezi et al. (2010), haciendo
que hubiese mayor eficiencia por amplificacion.

Los iniciadores STM-0019, STM-3012, STM-2022
y STM-2013, pueden ser ampliamente usados para la
identificacion y la determinacion de la diversidad exis-
tente en las accesiones de papa conservadas en los bancos
de germoplasma de papa del pais. El uso de un reducido
numero de iniciadores para la determinacion de diver-
sidad e identidad genética en cultivos es soportado por
estudios como los de Reid y Kerr (2007) y Marchezi et al.
(2010), quienes utilizaron apenas seis y dos iniciadores
microsatélites para determinar la diversidad existente en
400 y 14 genotipos de papa, respectivamente.
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Geles de agarosa mostrando los productos de amplificacion de los cuatro cultivares in vitro, con los

iniciadores STM-3012, STM-2022, STM-2013 y STM-0019 (M= marcador 25 pb DNA step ladder
de Promega, 1= Monserrate, 2= Fripapa INIA, 3= Maria bonita y 4= Tibisay).

El iniciador STM-0019 fue capaz de definir patrones
que mostraron hasta 5 fragmentos de ADN por patrén
electroforético, siendo el iniciador mas polimorfico,
de maés alto poder discriminatorio para las accesiones
utilizadas, y con potencial para identificar cultivares y/o
patrones Unicos en nuestros materiales.

CONCLUSION

- La metodologia modificada en este estudio redujo
los costos por reaccion y demostro ser mas eficiente,
debido a que con menor cantidad de reactivos en la
mezcla de amplificacion y disminucion de los tiempos
en el perfil térmico, permitid la obtencion de patrones
de fragmentos de ADN nitidos, precisos y reprodu-
cibles, similares a los observados en otros estudios
con microsatélites en papa. Por lo tanto, puede ser
ampliamente usada para determinar la identidad y
diversidad genética existente en las papas nativas y
cultivares comerciales conservados en parcelas de
agricultores (as) y en los bancos de germoplasma
in vitro ¢ in vivo del pais.

- Los resultados obtenidos constituyen la base para
iniciar trabajos de caracterizacion molecular que
complementen la caracterizacion morfologica tradi-
cional requerida para la seleccion de materiales pro-
misorios, para apoyar los programas de certificacion
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de semillas, la determinacion de patentes, e identifi-
cacion y seleccion de nuevos cultivares a utilizar en
los programas de mejoramiento genético de papa.

- Serecomienda la utilizacion de los cuatro iniciadores
STM-0019, STM-3012, STM-2022 y STM-2013
para la identificacion y la determinacion de la diver-
sidad del resto de las accesiones de papa del Banco
de Germoplasma del INIA-M¢érida, basado en la
calidad de los fragmentos de ADN y el polimorfismo
obtenido.
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micromilimetro, mm (10°m), microm
nanometro, nm (10°m), Angstrom
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kilogramo, kg

tonelada, t

mega gramo, Mg,

miligramo, mg (10g)
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megapascal, M Pa, bar
grado Celsius, °C

grado Joule, J, caloria
grado Kelvin °K
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gramo por kilogramo, g kg

miligramo por kilogramo, mg kg'!, ppm

metro sobre el nivel del mar  m.s.n.m.
La revista proporcionara gratis a los autores 25 separatas
de sus trabajos.

Para reproducir un material o parte de él, debera obtenerse
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